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INFORMACJA DLA AUTOROW

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

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

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien byé napisany
jednostronnie, z podwdjna interliniag, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej stro-
nie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska
autoréw, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placowek naukowych,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omdéwienie tematu pra-
cy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdziaty w tekscie nalezy oznaczy¢é numeracjg rzymska, a podroz-
dziaty — arabska. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zadanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymskag w nawia-

sie — numer odpowiedniego wzoru. W tekscie nalezy odwotaé sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujac sie na literature nalezy poda¢ w teksScie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotaczyé na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajagcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 3, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatlgczniki nalezy oznaczyé
u gory nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

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

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autorow.
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Bolestaw Skarzynski

(1901—1963)

W dniu 17 marca 1973 roku mija dziesie¢ lat od $mierci dr med. Bo-
lestawa Skarzynskiego, profesora chemii fizjologicznej Akademii Medycz-
nej w Krakowie, cztonka rzeczywistego Polskiej Akademii Nauk i pierw-
szego prezesa Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Zyt lat 62,
w czasach gdy biochemia rozwijata sie w pasjonujgcag dziedzing wiedzy
ukazujac mozliwos¢ zrozumienia najciekawszego tworu kosmosu — organi-
zacji i czynnosci zywego ustroju. Fascynacja dziedzing nauki, w ktérej
pracowat, widoczna byta w znakomitych wykladach Skarzynskiego prze-
syconych emocjonalnym stosunkiem do omawianych problemoéw. Byt
jednym z tych, ktérzy po wojnie zorganizowali polskie badania bioche-
miczne i rozbudzili zainteresowanie tg dziedzing walczagc o uznanie jej
znaczenia dla nauk przyrodniczych a zwitaszcza dla medycyny. Z radoscig
obserwowat rosngce szeregi kadry naukowej widoczne zwilaszcza w czasie
zjazdéw naukowych. Widziat w nich naturalny wyraz preznosci intelek-
tualnej i uzdolnieA narodu polskiego. Uzdolnienia te starat sie wykazaé
w swoich pracach w zakresie historii nauki.

Bolestaw Skarzyrnski zostat wybrany w roku 1958 pierwszym preze-
sem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. W dziesigtg rocznice $Smierci
Polskie Towarzystwo Biochemiczne pragnie przypomnie¢ posta¢ swojego
pierwszego prezesa — postaé jeszcze bardzo zywa nie tylko wsréd Jego
uczniéw, ale rowniez ws$rdd wielu polskich i zagranicznych biochemikéw.






CZEStAW CIERNIEWSKI*

Prostaglandyny
The Prostaglandins

The prostaglandins, a new important class of biologically active substances are
reviewed. Their modulating effect on many physiological processes, mainly intra-
cellular metabolism is discussed.

Prostaglandyny stanowig nowa, bardzo wazng grupe zwigzkéw biolo-
gicznie aktywnych o szerokim zakresie dziatania. Chociaz nie dajg sie
zdefiniowa¢ jako hormony, koenzymy czy substancje przewodzace (ang.
transmitters), majg tak wysoka aktywno$¢, ze juz stezenia nanomolowe
powodujg dobrze widoczne efekty in vivo i in vitro. Nazwa pochodzi od
zrédta, z ktérego je po raz pierwszy wyizolowano, tj. meskich gruczotow
ptciowych i ich wydzielin.

Kurzrok i Lieb (51) zaobserwowali, ze ludzka macica moze
reagowa¢ skurczem lub rozkurczem na wprowadzenie $wiezego nasienia.
Nastepnie Goldblatt (36, 37) i von Euler (78, 79) niezaleznie
odkryli zdolnos¢ ptynu nasiennego do pobudzania miesnia gtadkiego. Oka-
zato sie, ze zdolno$¢ ta jest zwigzana z frakcjg zawierajagcg kwasy ttusz-
czowe. Von Euler (78, 79) nazwat aktywny czynnik prostaglandyng
(PG) i przeprowadzit rozlegte badania nad jej dziataniem fizjologicznym.
PozZniejsze badania wykazaty, ze istnieje cata klasa aktywnych zwigzkow
wystepujacych w wielu ptynach i tkankach organizmoéw zywych.

I. Budowa i wystepowanie

Prostaglandyny sg 20-weglowymi kwasami karboksylowymi z pier-
Scieniem cyklopentanu. Ich ciezar czasteczkowy waha sie od 332 do 356.
Dajg sie one wyprowadzi¢ z kwasu prostanowego, ktory oprdcz pierscie-
nia pieciocztonowego ma dwa tafncuchy boczne nazwane a i @ tancuch

* Mgr, Zaktad Biochemii, Instytut Biochemii i Fizjologii, Uniwersytet to6dzki,
Lodz

Wykaz stosowanych skrétéw: PG — prostaglandyny; ACTH — kortykotropina;
TSH — tyreotropina
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a zawiera grupe karboksylowa, od ktorej rozpoczyna sie numeracje ato-
mow wegla (rysunek la). Wszystkie naturalnie wystepujace prostaglandy-
ny maja w faricuchu m podwadjne wigzanie o konfiguracji trans (A i pod-
stawnik hydroksylowy przy C-15 w pozycji a. Poszczegblne prostaglan-
dyny rdznig sie strukturg pierscienia cyklopentanu i tancuchéw bocznych.
Ze wzgledu na budowe pierScienia pieciocztonowego wyroznia sie 4 klasy
prostaglandyn: PGA, PGB, PGE i PGF« (rysunek Ib). Na rysunku Ic
przedstawione sg niezmienione tancuchy boczne; ich modyfikacje w zasa-
dzie polegaja na obecnosci dodatkowych wigzan podwdéjnych o konfigu-
racji cis (rysunek Id). PGE2i PGFza maja dodatkowo jedno podwdjne wig-
zanie o konfiguracji cis (A9, a PGE3i PGF3 jeszcze drugie miedzy C-17
i C-18. PGAj, PGA2 PGBi, PGB2 mogag mie¢ dodatkowy podstawnik
hydroksylowy przy C-19 w pozycji a. Dotychczas nie stwierdzono wyste-
powania w przyrodzie PGF z grupg hydroksylowg przy C-9 w pozycji @

Van Dorp i wsp. (76) oraz Bergstrom i wsp. (12) wykazali

Rys. 1. Zasady nomenklatury prostaglandyn

Budowa kwasu prostanowego (a), pierscieni cyklopentanu (%, tancuchéw bocznych przed (c)
i po zmodyfikowaniu (d) (wg 59)

niezaleznie od siebie, ze prostaglandyny powstajg z wolnych, nienasyco-
nych kwaséw ttuszczowych. Biosynteza PGE! polega na cyklizacji i utle-
nianiu kwasu 8,72,24-ejkozotrienowego (kwas homo-Y-linolenowy), PGE2—
kwasu 5,8,21,14-ejkozotetraenowego (kwas arachidonowy), a PGE3— kwa-
su 5,8,2J,14,17-ejkozopentaenowego. Na rysunku 2 podano wzory najwaz-
niejszych prostaglandyn i ich bezposrednich prekursorow.

W wyniku immunizowania krélikéw za pomocg PGAj, PGA2 PGE]j
w potaczeniu z biatkami, Jaffe i wsp. (45 otrzymali specyficzne suro-
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wice odpornosciowe, w ktérych wystepowaty dwa rodzaje przeciwciat.
Jedne byty specyficzne dla pierscienia cyklopentanu i przy ich pomocy
odrézniano typy A, E i F“ Drugi rodzaj przeciwciat skierowany byt prze-
ciw bocznemu tancuchowi, co pozwalato odrézni¢ PGEi i PGAj od PGE2
i PGA2 W odczynach zahamowania prostaglandyny homologiczne pod
wzgledem struktury byty silnymi inhibitorami. Za pomocag surowicy od-
pornosciowej przeciw PGEj nie mozna byto odr6zni¢ PGEt od PGA],
prawdopodobnie z powodu konwersji zachodzacej in vitro i in vivo.
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Rys. 2. Budowa najwazniejszych prostaglandyn i ich bezposrednich prekursoréw
(wg 16)

Bergstrom (11) zbadat rézne tkanki na obecno$¢ prostaglandyn.
Wykorzystat w tym celu ich wiasciwosci stymulowania skurczéw mieénia
gtadkiego, co sprawdzat w tescie z dwunastnicg. We wszystkich badanych
tkankach znalazt aktywno$¢ odpowiadajgcg prostaglandynom. W poz-
niejszym okresie udato sie wyizolowaé¢ z gruczotdw pecherzykowych ba-
rana PGEj i PGFia (17, 18, 19) oraz PGE2i PGE3 (14, 68) w postaci kry-



8 C. CIERNIEWSKI [4]

stalicznej. Jak sie jednak okazato, pierwotnie zastosowany test byt mato
specyficzny, poniewaz caly szereg zwigzkéw stymuluje miesien gtadki,
w tym takze produkty autooksydacji niektérych kwasow ttuszczowych.

Tablica 1

Wystepowanie prostaglandyn w réznych tkankach zwierzecych wg Bergstroma iSa-
muelssona (16)

Zrédio PGEi pge2 pge3 PGFia PGF2a PGF&a

Gruczot pecherzykowy

(baran) + + + +
Plazma nasienna
(cztowiek) + + + + +
Plazma nasienna (baran) + + + + +
Ptyn menstruacyjny,
(cztowiek) + + + +
Ptuca (owca) +
Ptuca (byk) + +

Ptuca (Swinia, $winka
morska, matpa, czto-

wiek) +
Teczéwka oka (baran) +
Mézg (byk) +
Grasica (ciele) +
Trzustka (byk) +
Nerka (Swinia) +

Sledziona (pies)

Tablica 2

Przyblizone ilosci prostaglandyn wystepujacych w ludzkim nasieniu
wg Bergstroma (11)

Prostaglandyna Stezenie ((j.g/ml)
PGEi 25
pge2 23
PGEj 55
PGAI 50
pga2 50
PGBi 50
pgb2 50
19-hydroksy PGAI 200
19-hydroksy PGA2 200
19-hydroksy PGBi 200
19-hydroksy PGB2 200
PGFia 3,6

pgf2 4,4
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Dopiero badania za pomocg chromatografii cienkowarstwowej i jedno-
cze$nie specyficznie zmodyfikowanej mikrometody badania mieénia gtad-
kiego (63) bezspornie wykazaly obecno$¢ prostaglandyn w ptucach (13,
70), trzustce (15), mézgu (63, 69), nerce (53), teczéwce oka (4), tkance
thuszczowej (23) i ptynie menstruacyjnym (28, 29). W tablicy 1 przedsta-
wiono wystepowanie prostaglandyn w rozmaitych tkankach. Sg one zasad-
niczo takie same jak w nasieniu, wystepuja tylko w mniejszych ilosciach
(O.S1.OM-g/lg Swiezej tkanki) i w innych proporcjach. Wyjatek stanowi
PGF3 otrzymana z pluc, ktéra nie wystepuje w gruczotach piciowych
i nasieniu. W najwiekszych ilosciach prostaglandyny wystepujg w meskich
gruczotach piciowych i ich' wydzielinach (tablica 2).

Nieoczekiwanie stwierdzono obecno$¢ izomeréw prostaglandyn u zwie-
rzat bardzo odlegtych systematycznie od ssakéw np. u korala Plexaura
homomalla (60).

Il. Metabolizm
Badania autoradiograficzne po dozylnym podaniu PGEXznakowanej
8 szczurom (11) i myszom (16) wykazaty, ze w 15 minut po injekcji naj-

wyzsza radioaktywno$¢ wystepuje w nerkach i watrobie. Znakowana H

Mézg Tkankatqczna Nerka

Serce Watroba Macica

Rys. 3. Rozmieszczenie autoradiograficzne 3H-PGEi u myszy po 15 min. od dozylnej
injekcji (wg 16)

PGEj byta selektywnie zageszczona takze w mozgu, miesniach, ptucach,
tkance ttuszczowej, myometrium, sercu i licznych gruczotach wydzielania
dokrewnego. Niespodziewanie wysokie stezenie izotopu stwierdzono w pod-
skornej tkance tgcznej (rysunek 3).

Wysokie stezenie prostaglandyny w ptucach jest interesujgce w po-
faczeniu z wynikami badan nad ich metabolizmem. Okazato sie, ze PGEX
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PGE2 PGE3tracg aktywnos¢ w obecnosci homogenatéw ptuca (10, 54, 55,
62). Inaktywacja moze zachodzi¢ w wyniku trzech réznych reakcji:

a) utlenienia grupy hydroksylowej przy C-15,

b) redukcji podwdjnego wigzania AR

c) dwoch pierwszych etapéw R-oksydacji kwasow ttuszczowych.

Reakcje te wykazano in vitro uzywajac réznych prostaglandyn (2, 5,
7). Zaleznie od gatunku przebiegaja one osobno lub réwnolegle, np. w ptu-
cach $winki morskiej inaktywacja prostaglandyn polega na redukcji A
i utlenieniu grupy hydroksylowej przy C-15, a w ptucach Swini tylko
na tej ostatniej reakcji (38). W toku dalszych badan udato sie wyizolowac
i zbada¢ wilasciwosci enzymow katalizujgcych te reakcje (3, 6). Okazato
sie, ze dehydrogenaza prostaglandyn ma wysokg aktywno$¢ w stosunku
do grupy hydroksylowej przy C-15 w prostaglandynach typu A, E i F«.
Ostatnio zastosowano jg do enzymatycznego oznaczania prostaglandyn
z czutosciag okoto 0,3 ng/ml. Bardzo wysoka aktywnos$¢ tego enzymu stwier-
dzono w mozgu (1). Najwyzsze stezenie byto w korze mo6zdzku, szczego6lnie
w warstwie drobinowej i komorek Purkinje, gdzie przewazajg widkna
»,horadrenaliny”. Jest to interesujgce z uwagi na to, ze PGEj i PGE2blo-
kujg odwracalnie reakcje komdrek Purkinje na noradrenaline w mézdzku
szczura i krolika. Ostatnio doniesiono, ze podczas przemiany prostaglan-
dyn w ustroju ludzkim zachodzi réwniez utlenienie atomu C-20, prowa-
dzace do powstania kwasu dwukarboksylowego (38).

W 40 godzin po podaniu szczurom znakowanej 3H PGEX okoto 50°0
radioaktywnosci wydala sie z moczem, 10°0o z katem, a metabolity wykry-
te w krwi powstajg gtéwnie w piucach (11). Zidentyfikowano zasadnicze
metabolity PGE2wystepujagce w moczu ludzkim i $winki morskiej (40, 41).
Ostatnio réwniez okre$lono strukture metabolitdw PGF2< wydalanych
z moczem szczura (38). W przypadku inaktywacji PGF2« zachodzi jeszcze
hydroksylowanie przy C-19 i C-20, jak to juz wcze$niej wykazano in
vitro dla PGAZ2 (44, 62). Analiza metabolitow w moczu cztowieka wyka-
zala, ze w ciggu doby w organizmie cztowieka powstaje okoto 100(g pro-
staglandyn typu E, a stezenie endogennego PGE2 w o0soczu wynosi
700pg/ml. Piper i Vane (61) zaobserwowali jednak uwalnianie
PGE2 i PGF2d w wyniku pewnych zmian w btonie komoérkowej, wy-
wotanych przez skurcz miesni gtadkich, anafilaksje lub uszkodzenia me-
chaniczne, wobec czego mozna przypuszczaé, ze w warunkach fizjologicz-
nych ilosci prostaglandyn mogg by¢ duzo nizsze.

I11. Rola fizjologiczna

Wstepne prace nad wiasciwosciami prostaglandyn ograniczaty sie do
badania reakcji miesnia gladkiego oraz systemu naczyniowo-sercowego.
Zgodnie z pierwsza hipotezg von Eulera (78, 79) prostaglandyny
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miaty utatwia¢ wydzielanie meskich hormonéw piciowych przez pobu-
dzanie skurczéw tkanki gruczotowej. Eliasson (30) zaobserwowat, ze
prostaglandyny sg resorbowane z pochwy do krwiobiegu i wywotujg skur-
cze zenskich drég piciowych. Nieciezarna macica reaguje rozkurczem na
nasienie, natomiast zgodnie z ostatnimi doniesieniami Karima (46)
oraz Karima i Sharne (47), PGFZ syntetyzowana przez endo-
metrium ulatwia pod koniec cigzy wydalenie ptodu. Ciggte podawanie
dozylnie matych dawek PGEj (0,01fig/kg ciata/min) kobietom ciezarnym
wywotuje podobng aktywnosé macicy jak podczas porodu (11). Nie zaob-
serwowano przy tym zadnych efektow ubocznych. Istniejg wiec perspek-
tywy praktycznych zastosowan w klinice.

PGF7?a jest identyczna z czynnikiem stymulujacym menstruacje (28,
29). Pobudzajgc rytmiczne skurcze macicy, umozliwia usuniecie ztuszczo-
nej btony $luzowej.

Prostaglandyny syntetyzowane przez jelito kontrolujg ruchy perystal-
tyczne uktadu pokarmowego (77). Prostaglandyny Ej i E2hamujg wydzie-
lanie soku zotadkowego (60). Wykazano to w doswiadczeniach na psach,
ktorym najpierw podawano czynniki pobudzajace sekrecje (histamine,
pokarm), a nastepnie dozylnie jedng z prostaglandyn. Zaobserwowano
catkowite zablokowanie wydzielania kwasu solnego i pepsyny, a nastepnie
stwierdzono, ze prostaglandyny Ej i E2 zapobiegajg powstawaniu wrzo-
doéw zotadka i dwunastnicy. Okazato sie, ze zotlagdek wytwarza wiasnie
prostaglandyny typu E, kt6re ograniczajgc wydzielanie soku zotgdkowego
ochraniajg $ciane zoladka przed owrzodzeniem.

PGEj i PGFia oprécz pobudzania miesnia gtadkiego, obnizajg cisnie-
nie krwi, przy czym PGEj jest okoto 10-krotnie aktywniejsza niz PGFia.
Typowym efektem dziatania prostaglandyn typu E jest rozszerzanie drob-
nych, obwodowych naczyn krwiono$nych, co powoduje obnizenie cinienia
krwi (11). Odwrotnie natomiast dziata PGFZE ktéra zwezajac drobne na-
czynia obwodowe podwyzsza cisnienie krwi. PGEi ponadto przyspiesza
prace serca (11). Rowniez PGAj i PGA2obnizajg cisnienie krwi i nieznacz-
nie wptywaja na miesief gtadki oraz metabolizm lipidow (11).

Jedng z whasciwosci PGEXi PGE2jest wptyw na agregacje ptytek krwi
indukowang przez ADP, noradrenaline, trombine i ekstrakty tkanki tacz-
nej (8, 25, 26, 27, 31, 39, 48). Efekt ich dziatania jest przeciwstawny, mia-
nowicie PGEj hamuje, a PGE2 stymuluje powyzsze zjawisko. Kloeze
(49) przeprowadzit wnikliwe badania nad zwigzkiem miedzy strukturg
chemiczng prostaglandyn a ich wplywem na agregacje ptytek wywotang
przez ADP. Pobudzajgce dziatanie PGE2 osigga maksimum przy stezeniu
0,5—1,0vig/ml, przy wyzszym stezeniu PGE2 wykazuje mniejsze dzia-
fanie. Jest to prawdopodobnie spowodowane zanieczyszczeniem preparatu
przez PGEj, ktorej zdolno$¢ do hamowania agregacji jest Kkilkakrotnie
wyzsza niz zdolno$¢ stymulujagca PGE2

Kloeze (49) stwierdzit, ze dla odpowiedniego dziatania prostaglan-
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dyn konieczna jest struktura cyklopentanu typu E. Redukcja grupy keto-
nowej przy C-9 do grupy hydroksylowej (ai izomery PGF) inaktywuje
czasteczke. Odwodorowanie i wprowadzenie podwdjnego wigzania AD
(PGAj, PGA2 daje 10-krotnie nizszg aktywnos$¢ powstatego produktu.
Przesunigcie podwojnego wigzania miedzy C-8 i C-12 (PGBj, PGB2 daje
ptaska strukture pierscienia i catkowity zanik aktywnosci prostaglandyny.

Istotne znaczenie dla dziatania prostaglandyny ma dtugos¢ tancuchéw
bocznych. Skrocenie lub wydituzenie o jeden atom wegla tafcucha a w
czasteczce inaktywuje PGEXi PGE2 Pewne r6znice miedzy nimi wy-
stepuja przy zmianie dtugosci tancucha @ W przypadku PGEj skrocenie
0 jeden atom wegla faficucha ® zmniejsza hamowanie przez nig agregacji
ptytek prawie o potowe, podczas gdy wydtuzenie zwieksza je 4-krotnie.
Skrécenie bocznego taincucha ® w PGE2 obniza aktywno$¢ 10-krotnie,
natomiast wydtuzenie nie ma zadnego wptywu. Doswiadczenia z estrami
metylowymi PGEj i PGE2 dowiodly, ze istotne znaczenie dla wptywu
tych prostaglandyn na agregacje ptytek ma grupa karbonylowa.

Trzecim ugrupowaniem w czasteczce niezbednym dla odpowiednigj
aktywnos$ci jest podstawnik hydroksylowy przy C-15; jego utlenienie
inaktywuje PGEj i PGE2 Poniewaz te prostaglandyny réznig sie tylko
obecnoscig wigzania podwojnego A5 prawdopodobnie witasnie to wigzanie
warunkuje roznice w dziataniu obu prostaglandyn. Podwdjne wigzanie
miedzy C-13 i C-14, ktére wystepuje zarébwno w PGEXjak i PGE2 ma
mniejsze znaczenie. Nasycenie go nie wptywa na aktywno$¢ prostaglan-
dyny. Zaawansowane ostatnio prace wielu firm chemicznych nad syntezg
prostaglandyn utatwiag z pewnoS$cig rozstrzygniecie wielu zagadnien tego
rodzaju.

PGE+ hamuje in vitro retrakcje skrzepu, efekt ten catkowicie znosi do-
datek rownowaznej ilosci CaCl2 (57).

PGEXin vitro silnie hamuje stymulujgce dziatanie wielu hormonow
na uwalnianie kwaséw tluszczowych i glicerolu z poduszek ttuszczowych
tapek szczura (11, 23, 24, 58, 74). W preparatach tej tkanki zachodzi ciggta
hydroliza tréjglicerydéw. Cze$¢ uwolnionych kwaséw tluszczowych zo-
staje zuzyta do resyntezy, natomiast reszta oraz praktycznie caty glicerol
ulega wydaleniu z komoérek ttuszczowych. Ilos¢ glicerolu w $rodowisku
inkubacyjnym jest zatem daleko lepszym wskaznikiem szybkoSci prze-
biegajacej lipolizy, niz ilos¢ wolnych kwasow ttuszczowych. Lipaza tréj-
glicerydéw wystepuje gtéwnie w formie nieaktywnej. Ulega gwattownej
aktywacji w obecnosci adrenaliny, badZ noradrenaliny, czy glukagonu,
ACTH, TSH i wazopresyny (11, 16). PGEj silnie hamuje przyspieszong
w ten sposob lipolize (rysunek 4). Nawet przy nizszym stezeniu ta sama
prostaglandyna blokuje uwalnianie kwasdéw ttuszczowych i glicerolu in-
dukowane przez draznienie widékien unerwiajacych poduszki ttuszczowe
u szczuréw (73). Wptyw PGE! na lipolize prawdopodobnie polega na blo-
kowaniu aktywacji lipazy tréjglicerydéw (16). Zaobserwowano takze, ze
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adrenalina podwyzsza stezenie cyklicznego 3°5-AMP (cAMP) proporcjo-
nalnie do szybkosci lipolizy (21, 22). Wykazano réwniez, ze PGEj catkowi-
cie znosi synteze cAMP stymulowana przez adrenaling w réznych steze-
niach w izolowanych komérkach ttuszczowych (rysunek 5). Poniewaz jed-
nak dwubutylo-cAMP, ktéry stymuluje lipolize w poduszkach ttuszczo-
wych (21), nie znosi catkowicie tego efektu (11), istnieje prawdopodobien-
stwo, ze PGEi dziata bezposredno na cyklaze adenylowa.

1 [ Kontrola
'ii§ PGE”0,1 jjg/ml
6.0

£4.0
-*20
S

Bez Adrenalina Noradrenalina Glukagon ACTH
hormonu 0,1 jig/m| 0,2 ¢ig/ml 5 Jgim 0,04 7iml

Rys. 4. Wptyw PGEi na hormonalnie stymulowane uwalnianie glicerolu z poduszek
tluszczowych tap szczura (wg 11)

&r

0

201

Cykliczny 3! 5'- AMP (mmole x 107/g)
1

+ :
PGE1 Adre- Adre-
nalina nalina
ljig/m 1 1jjg/iml pfe

Kontrola

Rys. 5. Wptyw adrenaliny i PGEi na synteze cyklicznego 3',5-AMP w izolowanych
komérkach ttuszczowych (22)
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Zgodnie z koncepcjg tzw. ,posrednika drugiego rzedu” Suther-
landa i Robinsona (75 w dziataniu hormonéw na specyficzne
tkanki posredniczy cyklaza adenylowa, katalizujgca wytwarzanie cyklicz-
nego 3'5-AMP. W rezultacie reakcje metaboliczne regulowane sg przez
zmiany stezen tego nukleotydu w komédrkach. Sutherland i Ro-
binson (75) zestawili hormony wptywajace na poziom cAMP we wraz-
liwych tkankach (tablica 3). Okazato sie, ze prostaglandyny sg antago-
nistami kazdego z wyzej wymienionych hormonéw. Wydaje sie wiec
bardzo prawdopodobne, ze prostaglandyny sg modulatorami cyklazy ade-
nylowej w réznych tkankach.

Tablica 3

Hormony wptywajace na synteze cyklicznego 3\5°-AMP w specy-
ficznych tkankach wg Sutherlanda i Robinsona (75)

Hormon

Tkanka

Glukagon watroba
ACTH kora nadnerczy
Wazopresyna pecherz ropuchy
Wazopresyna nerka
Wazopresyna skora zaby
Hormon luteinizujacy ciatko zo6tte
TSH tarczyca
Glukagon, ACTH, TSH,

wazopresyna, adrenalina tkanka ttuszczowa
Serotonina przywra watrobiana
Acetylocholina serce
Histamina mozg

Ostatnio doniesiono, ze prostaglandyny moga przyspieszaé synteze
cyklicznego 3\5’-AMP. Stwierdzono to np. dla ptytek, ale wykazano row-
noczesnie, ze zaden z hormonéw wymienionych w tablicy 3 nie zmienia
poziomu tego nukleotydu w ptytkach. PGEx i PGE2 stymulujg cyklaze
adenylowg w limfocytach grasicy i przez podwyzszenie poziomu cAMP
wptywajg na proliferacje komorek w hodowli in vitro (34). Podobny efekt
zaobserwowano z limfocytami krwi obwodowej (20). Franks iwsp. (34)
przypuszczaja, ze zdolno$¢ podwyzszania aktywnosci cyklazy adenylo-
wej uzalezniona jest od obecnosci grupy ketonowej przy C-9 (PGE!,
PGA]j). PGFla i PGFja, ktore majg w tym miejscu grupe hydroksylowa,
sg niezdolne do uaktywnienia cyklazy adenylowej i proliferacji komarek.

PGEXi PGE2 stymulujg cyklaze adenylowg w homogenatach ciatka
z6kego krowy w tym samym stopniu co hormon luteinizujacy (11). Pro-
staglandyny i cAMP zwigkszaty dwukrotnie wptyw ACTH na steroido-
geneze (33, 50). Wedtug Harbona i Clausera (42) prostaglandy-
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ny typu E, podobnie jak adrenalina, uaktywniajg cyklaze adenylowg
w myometrium dziatajgc przez ten sam receptor.

Rozwazania nad funkcjg tych zwigzkéw mozna znacznie rozbudowac,
jezeli uwzgledni sie odkrycie, ze sa one uwalniane z rdéznych tkanek
w wyniku pobudzenia nerwowego lub dziatania hormondéw i lekéw (61).
Stwierdzono to w moézdzku (25), korze mézgowej (63), rdzeniu kregowym
(66), nadnerczach (65), tkance ttuszczowej (72), przeponie (52, 67, 72), zo-
tadku (9, 25), sledzionie (26, 27, 32). Nie udato sie jednak ustali¢ miejsca,
z ktérego moga by¢ one uwalniane. Wszystkie wymienione tkanki sa uner-
wione i unaczynione, niektére zawierajg komarki gruczotowe, miesnie
gtadkie lub pragzkowane. Gilmore i wsp. (35 zaobserwowali, ze PGE2
i PGF2a uwalniane sg gtownie z komdrek miesnia gtadkiego podczas
skurczu $ledziony wywotanego draznieniem nerwu lub przez dodanie adre-
naliny. Poniewaz zasadniczg prostaglandyng centralnego uktadu nerwo-
wego jest PGF2< a w niektérych gruczotach wystepujg tylko prostaglan-
dyny typu E (10, 15), istnieje duze prawdopodobiefstwo, ze poszczegdblne
tkanki uwalniaja rézne prostaglandyny.

Istnieje hipoteza, ze prostaglandyny witgczajg sie w taficuch procesow,
w ktdérych acetylocholina badz adrenalina powoduje skurcz miesni gtad-
kich lub poprzecznie prazkowanych (23). Potwierdzeniem tej hipotezy
jest obserwacja Ramwella i wsp. (65), ze pod wptywem acetylocho-
liny z nadnerczy uwolniona zostaje PGFi«. Z drugiej strony podanie tej
ostatniej powinno spowodowa¢ skurcz tkanki, czego nie stwierdzono
w doswiadczeniach przeprowadzonych ze $ledziong (35).

Wystepowanie prostaglandyn w podwzg6rzu psa (43) pozwala przy-
puszcza¢, ze odgrywajg one wazng role w regulacji wydzielania hormo-
néw przysadki mozgowej. Jest to tym bardziej prawdopodobne, ze wyka-
zano znaczny wptyw PGEj na uwalnianie hormonu wzrostowego podczas
inkubacji z przednim platem tego gruczotu. W podobnych warunkach
PGE2i PGA]j podwyzszajg synteze hormonu bez uwalniania go do $rodo-
wiska (56). Prostaglandyny badane przez Zora i Kaneko (80) pod-
wyzszajg aktywnos$¢ cyklazy adenylowej i przypuszczalnie za posredni-
ctwem cAMP wplywajg na wydzielanie hormonu, niezaleznie od syntezy
biatek. Stymulacja nie jest specyficzna dla jednego typu komérek lub jed-
nego hormonu (71). Prostaglandyny dziatajg prawdopodobnie na pozio-
mie receptora przysadki, jako modulatory ,czynnikoéw uwalniajgcych”
(neurosekretu) syntetyzowanych w podwzgérzu.

Pochodzenie prostaglandyn z nienasyconych kwaséw ttuszczowych
wskazuje nastepng, bardzo wazng funkcje tych zwigzkéw. Wiadomo, ze
kwas arachidonowy, bedacy prekursorem wazniejszych prostaglandyn
(w tym PGEza), pospolicie wystepuje w fosfolipidach, ktoére z kolei sg
zasadniczym sktadnikiem btony komoérkowej. W zwigzku z tym wydaje
sie, ze przemiana kwasu arachidonowego do prostaglandyny moze od-
grywac istotng role w regulowaniu funkcji btony komérkowej. Tym bar-
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dziej, ze w tej ostatniej prawdopodobnie zlokalizowana jest takze cykla-
za adenylowa. Wiasnie btona komérkowa moze byé pierwotnym miejscem
syntezy prostaglandyn, ktore prawdopodobnie sg jeszcze jednym ogni-
wem wigzagcym regulacje hormonalng i nerwowga zjawisk zyciowych.
Prostaglandyny nie sg syntetyzowane w spos6b ciagty, lecz tylko w odpo-
wiednich momentach. Potwierdza to fakt, ze dotychczas nie stwierdzono,
aby mogty byé magazynowane w komorkach.

Obecnie prowadzone sg rozlegte badania nad skutkami, jakie wywotu-
je w zywym organizmie zablokowanie syntezy prostaglandyn. Uwaza sie,
ze wihasnie z tym zwigzane jest przeciwzapalne dziatanie aspiryny (60).

Dotychczasowe badania pozwalajg stwierdzié, ze prostaglandyny re-
gulujg wptyw hormonoéw na specyficzne tkanki na zasadzie zar6wno ujem-
nego jak i dodatniego sprzezenia zwrotnego (64). Mozliwie szybkie ich
powstawanie z nienasyconych kwaséw ttuszczowych, jak to stwierdzono
w wiekszos$ci badanych tkanek, czyni z nich wewnatrz-komdérkowy modu-
lator metaboliczny, dziatajgcy tym skuteczniej, ze niewielki ciezar cza-
steczkowy pozwala dyfundowac im z komdrki do komorki.
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JOZEF GRYSZKIEWICZ*

Elektrody enzymatyczne

Enzymatic Electrodes

The properties and uses of two types of enzymatic electrodes: enzyme and
substrate electrodes, are reviewed. The perspectives of their applications to the
future research are discussed.

Przyktadem wzajemnej integracji elektrochemii, enzymologii i chemii
analitycznej sag elektrody enzymatyczne. Stanowig one bowiem rezultat
wykorzystania wiasnosci elektrody szklanej (14, 30) oraz reakcji enzyma-
tycznej do konkretnych zadan analitycznych. Rozw6j badan w dziedzinie
elektrod posiadajacych wysoka specyficznos¢ wzgledem kationdw i anio-
néw doprowadzit do stworzenia elektrod jono-selektywnych, nazywanych
takze elektrodami jonospecyficznymi (33, 37, 39—42).

Podobnie eksperymenty dotyczace modyfikacji chemicznej biatek za-
poczatkowaty badania nad tak zwanymi enzymami nierozpuszczalnymi
(15, 29, 38). W efekcie na bazie dos$wiadczen elektrochemii i enzymologii
powstaty elektrody enzymatyczne znajdujgce zastosowanie w chemii ana-
litycznej (17, 36, 40, 41) i klinicznej (12, 17, 21, 41, 45).

I. Przeglad historyczny -

Pojecie elektrody enzymatycznej wprowadzili po raz pierwszy Clark
i Lyons (12) w 1962 roku. Wskazali oni na mozliwo$¢ potgczenia elek-
trody z warstwa enzymatyczng zamknietg pomiedzy dwiema membranami
i zastosowaniem takiego urzgdzenia w analizie klinicznej. Schemat pro-
ponowanego uktadu przedstawia rysunek 1.

Specyficznos¢ odpowiedzi takiego uktadu moze by¢ regulowana rodza-

* Mgr, Instytut Biochemii Lekarskiej, Akademia Medyczna, Krakow

Wykaz stosowanych skrétéw: a— asparaginaza, ChE — cholinesteraza, E — sta-
cjonarna sita elektromotoryczna mierzona wzgledem elektrody kalomelowej, FAD —
dwunukleotyd flawinoadeninowy, g— glutaminaza, i— natezenie pradu, k — kata-
laza, LDH — dehydrogenaza mleczanowa, d(1)-OA — oksydaza D(L)-aminokwasowa,
og — oksydaza glukozowa, u— ureaza.
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jem iumiejscowieniem enzymu, rodzajem elektrody i membrany. Przykia-
dem zastosowania jest natomiast oznaczenie glukozy. Pomiedzy membra-
nami wykonanymi z kuprofanu znajduje sie oksydaza glukozowa, a w prze-
strzeni elektrodowej umieszczono roztwor glukozy i szklang elektrode pH-
metru. Glukoza dyfunduje do przestrzeni miedzymembranowej i juz w po-
staci kwasu glukonowego powraca z powrotem do roztworu pierwotnego.

=t E

T

Rys. 1. Projekt elektrody enzymatycznej Clarka — Lyonsa (wg 12)

Ew — elektroda wskaznikowa, Ep — elektroda poréwnawcza, R — roztw6r substratu, Mt,
M2 — membrany, E — roztw6r enzymu

Uzyskany wzrost kwasowosci zalezny jest od stezenia glukozy, szybkosci
przeptywu substratu, pH i pojemnosci buforowej roztworu glukozy, tem-
peratury. Czuto$¢ systemu mozna regulowaé dobierajgc odpowiednio wy-
mienione parametry (12). Caty ukiad jest trwaly przez godzing nieprzer-
wanego pomiaru, a zwiekszenie stezenia enzymu zamknietego miedzy
membranami pozwala przedtuzy¢ jego stabilnos¢ do tygodnia (12).

Jezeli w opisanym ukladzie jedna membrana bedzie hydrofobowa (np.
polietylenowa), druga za$ bedzie btong dializacyjng, a elektrode szklang
zastgpi sie elektroda tlenowg, to mierzone pO 2 bedzie proporcjonalne do
stezenia glukozy.

Autorzy proponujg uzycie uktadu: membrana—roztwo6r ureazy—mem-
brana i odpowiednia elektroda (np. do mierzenia pH lub przewodnictwa)
do pomiaru stezenia mocznika w probkach krwi. Dokladniej budowy
i wiasnosci takiego urzadzenia autorzy nie podaja (12).

Pomyst uzycia elektrody tlenowej wykorzystany zostat przez Clarka
i Sachsa (13) do pomiaru poziomu glukozy w krwi. Podjety on zostat
takze przez Updikea i Hicksa (44), ktorzy oksydaze glukozowq
(EC 1.1.3.4) inkludowali w Zelu poliakrylamidowym, rozdrabniali zel, na-
petniali nim kolumienke chromatograficzng i przemywajac jg roztworem
glukozy mierzyli, przy pomocy elektrody tlenowej, zuzycie tlenu w reak-

cji (I):
HD +0 2+ glukoza —— HD, + kwas glukonowy

Schemat takiego urzadzenia przedstawia rysunek 2.
Metoda ta pozwala na bezodczynnikowga analize substratu przy po-
mocy nierozpuszczalnego enzymu. W analizie tej bowiem wykorzystuje
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sie jedynie pomiar zuzycia tlenu, zawartego zawsze w badanym roztworze
glukozy, a jedynym odczynnikiem jest oksydaza glukozowa uwieziona
w poliakrylamidzie i praktycznie nie zuzywana podczas reakcji. Pomiar
zalezy miedzy innymi od stezenia enzymu, rozmiaru ziaren zelu, szybkosci
przeptywu roztworu glukozy przez kolumne (44).

Kolektor Frakcji

Kolumna &
enzymatyczna g

Rejestrator

Elektroda
tlenowa

Rys. 2. Bezodczynnikowa analiza glukozy (wg 44)

Updike i Hicks (43) sporzadzili takze ulepszong elektrode tle-
nowa, ktorej istotnym elementem byta cienka membrana ze spolimeryzo-
wanego bezposrednio na niej akrylamidowego roztworu oksydazy glu-
kozowej. Budowe jej przedstawia rysunek 3.

Mz
Roztwor elekiralitu
T“’ Btona nylonowa
pierscien gumow.
L Szkto

A Pt
anoda &karoda

Rys. 3. Ulepszona elektroda tlenowa z nierozpuszczalng oksydazg glukozowg (wg 43)

Elektrodg tg mozna, wedtug autorow, dokonywac¢ pomiar6éw stezenia
glukozy w krwi i tkankach in vivo (po implantacji) lub w moczu in vitro.

Inne urzadzenie (rysunek 4) do potencjometrycznego kontrolowania
aktywnos$ci enzymatycznej zbudowali Bauman i wsp. (6).

Cholinesteraza (EC 3.1.1.8), zostata inkludowana w zelu skrobiowym,
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ktéorym nawilzono porowate tworzywo poliuretanowe. Gabka uretanowa
umieszczona w pierécieniu gumowym znajdowata sie pomiedzy dwiema
dyskowymi elektrodami platynowymi posiadajacymi kilkanascie matych
otworéw. Caly ukilad umieszczono w maltym lejku ze szkia spiekanego

Rys. 4. Urzadzenie do elektrochemicznego $ledzenia aktywnosci cholinesterazy (wg 6)

i doprowadzono napiecie 24V. Podczas przeptywu substratu przez zloze
uretanowe z zawartg w nim nierozpuszczalng cholinesterazg ustala sie po
10 minutach napiecie 150mV. Enzym Kkatalizuje tu reakcje (II):

(CH33—N—CH—CH2-S—C—c h 7+ hd (CH33—N—CH,—ch 2—
JI— ' JI—
—SH + CHTCOOH

Elektrooksydacja grupy tiolowej w tiocholinie (powstatej z jodku bu-
tyrylotiocholiny) zachodzi przy 150mV. Je$li enzym jest nieaktywny na-
stepuje reakcja utlenienia jodku do jodu i potencjat wzrasta do 400mV.
Przedstawiony uktad moze zatem stuzyé do wykrywania obecnosci fosfo-
organicznych inhibitorow cholinesterazy (np. pestycydow), jesli w uktad
pompujacy roztwor substratu wigczy sie odpowiednio dmuchawe pobie-
rajaca powietrze z otoczenia (6). WykreSlajac zalezno$¢ logarytmu ste-
zenia substratu od napiecia mozna takze oznacza¢ stezenie jodku ace-
tylo- lub butyrylocholiny.

Rownolegle z opisanymi powyzej badaniami prowadzono badania
w dziedzinie szklanych elektrod specyficznych dla kationéw innych niz
jon wodorowy (2, 33, 40, 41).

Katz i wsp. (31, 32) zastosowali elektrode specyficzng dla NH4+ do
potencjometrycznego $ledzenia reakcji katalizowanej przez ureaze i za-
proponowali uzycie swojej metody do fatwego i szybkiego oznaczania
mocznika (32) lub ureazy (31). Szczeg6towe prace nad warunkami zasto-
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sowania specyficznych elektrod szklanych do oznaczania enzyméw i ich
substratéw podjeli Guilbault, Smith i Montalvo (27). Wy-
korzystano w tym celu katalizowang przez rozpuszczalny enzym reakcje

(n):
Substrat i?2->NH 4+

zachodzacg w naczyniu pomiarowym wyposazonym w elektrode kalome-
lowg oraz w elektrode szklang odwracalng wzgledem NH4+. Opisany po-
wyzej uktad elektro-enzymatyczny pomimo zalet, jak np. szybko$¢ i do-
ktadnos$¢ analizy, posiada takze jedng zasadniczg wade — jest zbyt drogi.
Wymagane sg tu bowiem duze ilosci kosztownych enzymoéw.

Problem ten zostat rozwigzany z chwilg otrzymania enzymow nieroz-
puszczalnych (15, 29, 36), ktére mozna po zakorczeniu danej reakcji po-
nownie uzy¢ do katalizy nastepnej reakcji. Czynno$¢ ta powtarzana moze
by¢ wielokrotnie.

Od tej pory prace nad elektrodami posunety sie szybko naprzéd, a te-
matowi temu poSwiecono nawet uwage w przegladowych artykutach
enzymologicznych (29, 36) i analitycznych (17, 41).

W 1969 roku Montalvo (34) wprowadzit podziat elektrod enzy-
matycznych na elektrody substratowe i enzymowe.

1. Elektrody substratowe

Wedtug nomenklatury Montalvo (34) elektroda posiadajgca na
swojej aktywnej powierzchni zwigzany enzym i stuzaca do elektroche-
micznego oznaczania stezenia substratu jest elektrodg substratowa.

1. Elektrody glukozowe

Dziatanie swoje opierajg one na wykorzystaniu katalitycznych wias-
nosci oksydazy glukozowej. Ich pierwowzorem byty omoéwione juz uklady
Clarka —Lyonsa (12, 13)iUpdike’a—Hicksa (43, 44). W 1970
roku Williams, Doig i Korosi (45) zbudowali urzadzenie przed-
stawione na rysunku 5.

Elektroda ztozona jest z czujnika elektrochemicznego (drut platynowy
0 powierzchni czynnej 0,23cm2, enzymu uwiezionego w zelu lub materiale
porowatym (warstwa reakcyjna) oraz btony dializacyjnej (warstwa dyfu-
zyjno-dializacyjna). Elektrode umieszcza sie w 0,04M buforze fosfo-
ranowym o pH 7,4 zawierajgcym 0,026M NaCl i 0,004M KC1 oraz skiad-
niki reakcji enzymatycznej o wyréwnanym, przy pomocy mieszadta, ste-
zeniu. Reagenty dyfundujg poprzez blone dializacyjng do warstwy reak-
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AAA
Ex I—D—J

Rys. 5. Elektrochemiczno — enzymatyczna analiza glukozy i kwasu mlekowego
w krwi (wg 45)

M — mieszadto, Ek — elektroda kaloraelowa, A — warstwa reakcyjna z enzymem, utleniaczem
i buforem, B — warstwa reakcyjna bez enzymu, C — btona celofanowa

cyjnej, a czujnik elektrochemiczny mierzy stacjonarne stezenie produktu
elektrochemicznie aktywnego. Wykorzystano tu reakcje (IV):

a) glukoza + benzochinon + HD ¢ kwas glukonowy + hydrochinon
b) hydrochinon ¢ benzochinon + 2H++ 2e~ (E=0,4 V)

w ktdrej tlen, naturalny akceptor enzymu, zastgpiony zostat benzochino-
nem. Zaleta tej metody jest, ze stezenie utleniacza moze by¢ tatwo kon-
trolowane, a zakres oznaczanych stezen glukozy jest szerszy niz w przy-
padku pomiaru zuzycia tlenu. Reakcja ta bedzie jednak kompetycyjnie

S8 XBR

i, uA/023cm?

5 10
[glukaza],mvI
Rys. 6. Pomiar stezenia glukozy w krwi (wg 45)

Prébka krwi (60 ml) zawierata 1,49 Na8HP04 0,139 NaHP04 0069 benzochinonu; warstwa
enzymatyczna zawierata 0,5mg oksydazy glukozowej w 0,5ml buforu fosforanowego pH 74
0 — enzym, A — $lepa, 'O — réznica

hamowana przez tlen atmosferyczny, co objawia sie obnizeniem natezenia
pradu. Efekt ten jest niewielki przy stezeniu 100mg benzochinonu/lOOmI
roztworu.

Podobne wyniki uzyskuje sie w przypadku pomiaréw dokonywanych
w krwi, gdyz blona dializacyjna, zabezpieczajgca enzym przed dyfuzjg
do roztworu, stanowi rownoczesnie przeszkode dla oksyhemoglobiny. Préb-
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ka krwi musi by¢ jednak zbuforowana podanym wyzej buforem fosfora-
nowym (weglany zawarte w krwi tatwo sie rozktadaja, a bufory biatcza-
nowe nie przenikajg przez membrane) oraz zawiera¢ benzochinon.

Wynik takiego oznaczenia trwajagcego 3—10 minut, uzyskany z roznicy
w natezeniu pragdu elektrody z enzymem i bez enzymu, pokazuje ry-
sunek 6.

2. Elektroda mleczanowa

Elektroda ta ma podobng konstrukpje do opisanej wyzej elektrody
glukozowej (rysunek 5) i sporzadzona zostata réwniez przez Williamsa
i wsp. (45). Zastosowano tutaj reakcje (V):

a) mleczan-1+ 2Fe(CN)g3 - LDH = pirogronian_2+2Fe(CN)g '+ 2H+
b) 2Fe(CN)74 2Fe(CN)73+ 2e~ (E=0,4V)

w Kktorej dehydrogenaza mleczanowa (cytochrom b2 EC 1.1.2.3.) w obec-
nosci zelazicyjanku utlenia mleczan do pirogronianu. Poniewaz w nor-
malnej krwi stezenie mleczanu wynosi okoto ImM a Km—I1,2mM, probke
krwi nalezy rozcienczy¢. Miesza sie jg w tym celu z IOmM roztworem
buforowym w stosunku 20:1. Stezenie mleczanu okre$la sie identycznie
jak w przypadku elektrody glukozowej Williamsa i wsp. (45).

3. Elektrody mocznikowe

Elektrody te wykonane zostaly po raz pierwszy przez Guilbaulta
i wsp. (23, 34) i sg naturalnym nastepstwem badan nad mozliwosSciag za-
stosowania amono-selektywnej elektrody szklanej do $ledzenia reakcji
enzymatycznej prowadzacej do powstawania jonu amonowego (27, 34).

Elektroda mocznikowa wykonana jest ze szklanej elektrody odwracal-
nej wzgledem NH4+ (Beckman Elektrode 39137 lub 39047), w ktorej banke
szklang pokryto odpowiednio umocowang btonka nylonowg nasycong roz-
tworem ureazy (EC 3.5.1.5) w zelu akrylamidowym. Po polimeryzacji
warstwa zelu poliakrylamidowego z zainkludowang ureazg przylega bez-
posrednio do aktywnej powierzchni szkia elektrody. Btona nylonowa
wzmacnia wytrzymatos¢ warstwy zelu oraz reguluje jej grubosé, ktoéra
wynosi zwykle 60—350m (24, 25).

Gdy elektrode mocznikowg umiesci sie w roztworze mocznika, substrat
dyfunduje do warstwy zelu i tam zachodzi reakcja (VI):

0
H,N—E—NH, + HjO-—-— 2NH,++ HCOr
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Szkto elektrody uczulone jest na zmiany [NH4+] i caly proces ozna-
czenia przypomina pomiar pH przy pomocy zwykiej elektrody szklanej.

Schemat elektrody mocznikowej, nazywanej przez Guilbaulta
i Montalvo (25) elektrodg typu I, przedstawia rysunek 7.

Rys. 7. Schemat elektrody mocznikowej typu |

W elektrodzie typu Il warstwa zelo-enzymowa przykryta jest dodatko-
wo od strony badanego roztworu btong celofanowg (szklo, warstwa zelu
z enzymem, celofan), a w elektrodzie typu Ill dodano jeszcze jedng btone
celofanowa okrywajaca bezposrednio powierzchnie banki szklanej (szkto,
celofan, zel z enzymem, celofan). Poréwnanie wskazan elektrody szklanej
z takg samg elektroda, ale powleczong warstwg zelu z inkludowang ureazg
(elektroda typu 1) przedstawia rysunek 8.

~log[C],M

Rys. 8. Wskazania roéznych elektrod w zaleznosci od stezenia chlorku amonu lub

mocznika (wg 17)

Zel pollakrylamldowy zawierat 175rag ureazy/Iml; stosowano 0,IM bufor Tris pH 70
A, 4C1, C — mocznik, A — enzymatyczna elektroda, O — elektroda kationowa
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Na podstawie krzywych A i B widoczne jest, ze wskazania elektrody
typu I (w roztworze NH4CL) sg wieksze niz elektrody pokrytej samym ze-
lem lub nie pokrytej wcale oraz, ze na warto$¢ uzyskiwanego napiecia
wpltyw ma nie zel, a enzym w nim zawarty. Ponadto w przypadku elek-
trody typu | liniowy przebieg krzywej zachowany jest dla nizszych war-
tosci stezenia ¢ jondw amonowych. Wyzsza czutos¢ tej elektrody w po-
rébwnaniu z elektrodg amonowg jest wynikiem tego, ze inkludowany w ze-
lu enzym posiada wiasnosci kationitu (17, 25).

Liniowo$¢ wskazan elektrody mocznikowej uzyskuje sie w zakresie
stezen 10-3—5X10~8M mocznika. Krzywa C lezy powyzej krzywej B, gdyz
mocznik hydrolizujgc dostarcza dwa jony NH*. Teoretycznie rdznica od-
legtosci pomiedzy tymi krzywymi powinna wynosi¢ 15mV wynosi jednak
tylko 9mV (17).

Nalezy doda¢, ze przed kazdym kolejnym pomiarem E, w réznym
NH4+ elektrode mocznikowa automatycznie przeptukuje sie od zanie-
czyszczen jonami amonowymi (25, 34).

Wskazania E sg dla elektrody prawie natychmiastowe, ale zalezne od
grubosci zelu poliakrylamidowego zawierajgcego ureaze. Dla warstwy
0 grubosci 60)x czas uzyskania wskazania 98°/0 E wynosi 26sek, a dla
350]a— 59sek, jesli pomiary wykonywano w 8,33X10-2M moczniku, a na
ImI zelu poliakrylamidowego przypadato 175mg ureazy. Podobne wyniki

uzyskiwano dla elektrod typu Il i Ill. Dla elektrody nie pokrytej zelem
a) b)
T | T
180
120 . 4
= >
E E
W W
60 R .
0 S SRR et ol—1 1 L 4, |
50 150 250 1 -2 3 -4
mg ureazy fem*zelu log [mocznik],M

Rys. 9. Wptyw stezenia ureazy w zelu na wskazania elektrod mocznikowej (typ |)
przy: a) statym stezeniu mocznika b) zmiennym stezeniu mocznika (1 — 233, 2— 175,
3— 140, 4— 8 mg ureazy/ml zelu) (wg 17, 25)

czas odpowiedzi wynosi 23sek. Sprawdzono takze wptyw skiladu i usiecio-
wania zelu poliakrylamidowego (przy stezeniu ureazy 175mg/Iml Zzelu) na
uzyskiwane warto$ci potencjatu. W badanych warunkach rdéznice w po-
miarach elektrodami o réznych zelach nie przekraczaly 2% (25). Dla
sprawdzenia wptywu stezenia ureazy w zelu na wiasnosci elektrody mocz-
nikowej wykonano elektrody o 25(V warstwie zelu zawierajgcej ureaze
w stezeniach od 8—292mg enzymu/ml zelu.
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Wynik doswiadczenia przedstawia rys. 9b, z ktérego wynika, ze ze
wzrostem stezenia enzymu ros$nie nachylenie krzywej, ale przy duzych
stezeniach ureazy nastepuje tylko niewielki przyrost aktywnos$ci warstwy
enzymowej. Natomiast z rys. 9a wynika, ze przy ustalonym stezeniu mocz-
nika maksymalnag warto$¢ E osigga sie przy 20mg ureazy/Iml zelu. Po-
wyzej tego stezenia przyrost E jest juz maty (25).

Istotng wilasnoscig elektrody mocznikowej jest jej stabilno$¢é. Czynni-
kami, ktére miedzy innymi wptywajg na trwatos¢ i aktywnos$¢ elektrody
sq: stezenie mocznika, aktywnos$¢ i stezenie ureazy w zelu, czas przecho-
wywania roztworu zelu przed polimeryzacja, skiad, rodzaj i grubos¢ war-
stwy zelu, czas, temepratura i intensywnos$¢ $wiatta fotopolimeryzaciji,
typ elektrody (25). Nie omawiajac dokiadniej tych czynnikéw nalezy za-
znaczy¢, ze elektroda typu | nadaje sie do uzycia jeszcze po 14 dniach,
a elektroda typu Il i Ill, w ktérej celofan zapobiega wymywaniu sie en-
zymu do roztworu, stabilna jest 21—30 dni.

Okazato sie takze, ze sposréd 10 stosowanych elektrod mocznikowych,
wskazania 9 byty zgodne miedzy sobg z doktadnoscig do 3—5°0 (21).

NiedogodnoS$cig uzycia elektrody mocznikowej jest konieczno$¢ doko-
nywania pomiardw w buforze zawierajacym Tris, gdyz dziatanie jej za-
ktdca obecnos¢ jonoéw sodowych i potasowych oraz srebrowych (92). Jony
Ag+ inaktywuja ureaze, a gdy [Na+] jest wieksze od potowy stezenia
mocznika lub gdy [K+] jest wieksze od jednej piagtej stezenia mocznika,
to elektroda zaczyna mierzy¢ stezenie tych kationéw. Jes$li stezenia Na+
i K+ nie przekraczajg 10- 4V, to stosujgc zamiast elektrody kalomelowej
elektrode szklang (takg sama jakag uzyto do budowy elektrody moczniko-
wej), osiggna¢ mozna zadowalajgce wskazania elektrody enzymatycznej
(17). Interferujacy wptyw wiekszych stezen jonéw jednododatnich usungé
mozna przez dodanie kationitu (np. Dowex 50 W X 8) do badanego roz-
tworu lub przez zastgpienie blony dializacyjnej w elektrodzie typu Il
membrang jonowymienng (22, 25).

Eelektrode mocznikowg zastosowano z powodzeniem do pomiaru ste-
zenia mocznika w krwi i moczu in vitro (22). Uzyskane wartosci roznig
sie $rednio o 2,3—2,8% od wartosci otrzymanych metoda spektrofoto-
metryczng, ale sg bardziej powtarzalne niz te ostatnie (22). Uzycie mikro-
elektrod pozwala oznaczy¢ mocznik w 0,1ml krwi i moczu w obecnosci
0,29 jonowymieniacza i 5ml buforu (22).

4. Elektrody do oznaczania aminokwasow

Elektrody te wykonane sg w sposob analogiczny do elektrody mocz-
nikowej. Stosuje sie tu takze elektrode szklang czutg na jony amonowe,
ktére powstajg w reakcji (VII):

aminokwas enzym- NH”+inne produkty
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Jeéli enzymem jest oksydaza 1- lub D-aminokwasowa (EC 1.4.3.2 lub
1.4.3.3), to reakcja (VIII) zachodzaca w warstwie enzymatycznej elektrody
aminokwasowej (19, 20) ma przebieg:

NH3
R—CH +02+HD Lp)-~ .t R_C—COO-+NH++HA

. I
C,rOO- b
Nastepnie zachodzi nieenzymatyczny rozkiad a-ketokwasu (1X):

R—C—COO-+H A e R—C00- + C02+ HD
o)

Jesli w elektrodzie do warstwy enzymatycznej doda sie katalaze, to
uzyskuje sie ulepszong elektrode enzymatyczng (20), a sumaryczna re-
akcja przedstawia sie nastepujgco (X):

NH3 0]
2R—C—H+02 UD:QAk- 2R—C—COO" + 2NH+
coo-

Elektroda aminokwasowa typu | odpowiada w konstrukcji moczniko-
wej elektrodzie typu Il. W elektrodzie aminokwasowej typu Il siatka ny-
lonowa napojona jest roztworem enzymu i pokryta btong dializacyjna.
Elektrode te nazywajg autorzy takze ,cieklg elektrodg membranowga”
(20). Elektroda typu Il jest tatwiejsza w budowie (nie jest wymagana
polimeryzacja) i bardziej stabilna, gdyz spadek potencjatu mierzonego
tg elektroda wynosi 0,13mV/dzien, a elektrodg typu | — 2,5mV/dzieA dla
2X10-4M roztworu L-fenyloalaniny w 0,1M buforze Tris pff 7,2 i przy
I00mg L-OA/ml zelu. Na stabilno$¢ elektrody majg wplyw temperatura,
pff, stezenie enzymu i substratu, rodzaju buforu, obecno$¢ tlenu. Nie-
mniej, w optymalnych warunkach stabilno$¢ elektrody typu Il wynosi
2 tygodnie (17) i zwigzana jest prawdopodobnie z faktem, ze konstrukcja
jej wyklucza czesSciowag denaturacje enzymu jaka zachodzitaby podczas
fotopolimeryzacji akrylamidu.

Elektrode L-aminokwasowg (z I-OA w warstwie enzymatycznej) za-
stosowano do oznaczania L-fenyloalaniny, L-leucyny, L-metioniny, L-ala-
niny, L-proliny. Z uwagi na rozna specyficzno$¢ enzymu w stosunku do
wymienionych substratow reakcja enzymatyczna zachodzi z réznag szyb-
koscig i czutos¢ elektrody jest inna dla réznych aminokwasow (rysu-
nek 10).
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1073 07!
[aminokwas], M

Rys. 10. Krzywa kalibracyjna dla elektrody |—aminokwasowej (typ II) w 01 M
buforze Tris pH 7,2 (wg 20)
X-X—L-fenyloalanina, A-A—L-leucyna, 0-o —L-metionina, 0-0 —L-alanina, —L-prolina

Zalezno$¢ potencjatu od Ig stezenia aminokwasu jest liniowa jesli ste-
zenie to jest nizsze od Km ale wyzsze od 10-4M (19).

Elektroda asparaginowa (22) wykorzystuje reakcje katalizowang przez
asparaginaze (EC 3.5.1.1.; reakcja XIl):

CO—NH2 COOH
ch2 Ch2

H—d NH3 +h? + -2 n—d_NH3+NH+
Loo- doo-

W tym przypadku jednak okazato sie, ze stabilno$¢ elektrody jest
wyzsza dla elektrody typu I (rysunek 11) i elektroda nadaje sie do uzycia
przez okres 3—4 tygodni (22).

Podobnie przedstawia sie stabilno$¢ elektrody D-aminokwasowej (22).
Zwiekszenie trwatosci elektrody zyskuje sie jednakze nie tylko przez poli-

50 o - T e
40
1
|
&
g
WB
2
3
4 ! | Ay\—L 1 1 1 1
2 4 8 % Vol 2 Dni
Rys. 11. Stabilno$¢ elektrody typu I: D-aminokwasowej krzywe 1—4) i L-aspara-

ginowej (krzywe A i B) (wg 22)
Stosowano 0,1M bufor trisow/z pH 80. 1—25X10 ‘M FAD, 2—5X10-8M FAD, 3—2X106M FAD,
4—OM FAD; — 2X10~3M asparagina, B — 2X10~4M asparagina
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meryzacje zelu akrylamidowego z oksydaza D-aminokwasowg, ale dodat-
kowo nalezy elektrode takag przechowywaé w roztworze FAD (rys. 11).
Jest ona wtedy stabilna co najmniej 21 dni (22).

Elektroda ta nadaje sie do oznaczania, w stezeniach 10~4— 5XI10- 2V,
takich D-aminokwaséw, jak fenyloalanina, alanina, walina, metionina, leu-
cyna, norleucyna i izoleucyna. D-prolina w reakcji nie tworzy NH4+ tylko
CH3NH2i dlatego nie moze by¢ oznaczana tg metoda (22).

Reakcja hydrolizy L-glutaminy (XII):

CO—NH2 COOH

ch2 ch2

CH2 +HD+ —--* CH2 +NH, *
H—C—NH3 H—C—NH+

¢oo- COO-

umozliwia zastosowanie elektrody glutaminowej (26). W tym przypadku
udato sie jedynie wykona¢ elektrode typu I, tzn. ,cieklg elektrode mem-
branowg”, gdyz enzym podczas polimeryzacji zelu ulega fotodeaktywacji.
Elektroda typu Il jest niestety z powodu duzej niestabilno$ci glutaminazy
trwata tylko 8—12 godzin. Glutamina moze by¢é oznaczana w zakresie
stezeh 10"1—10~4M (26).

Wszystkie wymienione elektrody do oznaczania stezenia aminokwasow,
podobnie jak elektroda mocznikowa, wrazliwe sg na zanieczyszczenia jo-
nami sodu i potasu (17, 27).

5. Elektrody do oznaczania stezenia substratow cholinesteraz

Prototypem takich elektrod jest omOwiona poprzednio (str. 21) elek-
troda skonstruowana przez Baumana i wsp. (6).

W 1970 r. Baum (3) opisat cieklg elektrode membranowga posiada-
jaca wysoka selektywnos$¢ wzgledem acetylocholiny w obecnosci choliny.
Przy jej pomocy (4 mozna $ledzi¢ ubytek substratu w reakcji (XIII):

(CH33—N—CH2—0—C—CH3+H,0 (CH33—N—CH2—CH2—OH +
|
o)

4HO—C—CH3

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze elektroda ta rzeczywiscie mierzy zmiany
stezenia substratu. Elektrody opisane poprzednio wskazywaty bowiem te
zmiany nie bezposrednio lecz posrednio przez pomiar stezenia produktu
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(np. NH4+). Doda¢ jednak trzeba, ze elektroda Bauma nie posiada jako
czesci sktadowej warstwy enzymatycznej. Stuzy natomiast jako elektroda
substrato-selektywna (4) do oznaczania acetylocholinesterazy w roztworze.
Przy jej pomocy wyznaczono takze statg Michaelisa dla acetylocholiny

().

I11. Elektrody enzymowe

Zgodnie z propozycja Montalvo (34) elektroda posiadajgca na
swojej aktywnej powierzchni zwigzany specyficzny substrat i stuzaca do
elektrochemicznego $ledzenia reakcji enzymatycznej, a tym samym do
oznaczania stezenia (aktywno$ci) enzymu, jest elektrodg enzymows.

1. Elektrody ureazowe

Pierwszg elektrode do oznaczania aktywnoS$ci ureazowej i zarazem
pierwsza elektrode enzymowg, skonstruowat w 1969 r. Montalvo (34).
Skiadata sie ona i kationowej elektrody Beckman 39137 pokrytej btong
nylonowa o grubosci 150)x i btong celofanowa grubosci 15m. Z boku elek-
trody, nad banka szklana, pomiedzy szkiem i tworzywem nylonowym,
umieszczono dwie rurki nylonowe. Pod cisnieniem grawitacyjnym prze-
ptywa przez nie mocznik zapewniajac state stezenie substratu. Jesli elek-
trode umiesci¢ w roztworze ureazy, mocznik dyfunduje do roztworu i ule-
ga hydrolizie enzymatycznej (reakcja VI). Powstate jony amonowe prze-
nikajag poprzez celofan do przestrzeni przyelektrodowej co powoduje
zmiane potencjatu amono-czutej elektrody wzgledem elektrody poréw-
nawczej. Ulepszong elektrode ureazowg przedstawia rysunek 12.

Mocznik

Pompa
rotacyjna

Elektroda szklana
Warstwa substratu

Rys. 12. Schemat ureazowej elektrody Montalvo (wg 35)

Tworzywo nylonowe jest w tej elektrodzie umieszczone miedzy dwie-
ma warstwami celofanu, a state stezenie mocznika zapewnia pompa (35).
Oznaczenie ureazy przy pomocy elektrody ureazowej zalezy od szybkosci
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przeptywu mocznika w przestrzeni miedzy szktem a celofanem, od ste-
zenia i objetoSci mocznika w warstwie substratowej, mieszania roztworu
ureazy. Zalezno$¢ uzyskiwanego potencjatu od logarytmu stezenia enzy-
mu (wyrazonego w jedn. Sumnera/ml) zmienia sie liniowo w zakresie
6X10-4—10_Jedn./ml. Czuto$¢ oznaczen aktywnosci ureazy ta metodg
jest powtarzalna i duza. Zwieksza sie, jesli roztwor jest mieszany pod-
czas pomiaru. Czas oznaczenia wynosi 3—5 minut. Oznaczenie ureazy
moze by¢ przeprowadzone przy uzyciu 3(VI 0,5M mocznika, tzn. jedynie
900]"g substratu. Miniaturyzacja elektrody (przy zastosowaniu elektrody

typu Beckman 39047) pozwala wykona¢ to samo oznaczenie z 67fxg mocz-
nika (35).

IV. Uwagi koncowe

Oméwione powyzej wyniki prac doswiadczalnych nad zastosowaniem
elektrochemii do oznaczen enzymatycznych i odwrotnie pozwalajg wnios-
kowaé, ze elektrody enzymatyczne stang sie juz wkrotce jeszcze jednym
narzedziem pracy wspotczesnego laboratorium analitycznego.

Elektrody substratowe wymagajg do dziatania niewielkich ilosci en-
zymu, gdyz wykorzystanie w ich konstrukcji wtasnosci enzymdw nieroz-
puszczalnych (15, 29, 38, 41) umozliwia wielokrotne ich uzycie. Wazne to
jest z uwagi na obserwowany obecnie rozw6j enzymatycznych metod
analitycznych (1, 16). Ponadto czuto$é, powtarzalno$¢ i szybkosé¢ wyko-
nanych przy ich pomocy oznaczeh doréwnuje lub niejednokrotnie prze-
wyzsza oznaczenia dokonywane metodami kolorymetrycznymi lub poten-
cjometrycznymi (4, 17, 26, 31, 32, 45). W chwili obecnej jedynym ograni-
czeniem szerokiego ich stosowania w chemii analitycznej jest brak odpo-
wiednio specyficznych elektrod. Osiggniecia Bauma (3—5) z acetylo-
cholino-selektywna elektrodg wskazuja, ze trudnos$ci te beda pokonane
w przysztosci.

Podobnie elektrody enzymowe umozliwiajg powtarzalne i doktadne
oznaczenie aktywnos$ci enzymu. Wymagane ilosci substratu w tej metodzie
sg zminimalizowane i niezalezne od objetosci badanego roztworu enzymu,
a czas oznaczenia jest krétki (35). Maty wybor jono-selektywnych elektrod
jest powodem niewielkiego rozpowszechnienia elektrod enzymowych w ba-
daniach biochemicznych. Niemniej potgczenie whasnoSci nierozpuszczalnej
cholinesterazy (18) i elektrody acetylocholino-selektywnej (3) doprowa-
dzi¢ powinno do stworzenia nowej elektrody enzymatyczne;j.

Postep w miniaturyzacji elektrod (7, 9, 13, 28, 37) i ich implantacji
do tkanek (7, 12, 28) oraz rozw0j elektrod membranowych ztozonych
z membran jonowymiennych (9, 40, 41, 42) pozwala przypuszcza¢, ze
w przysztosci uda sie dokonywac ciggtego pomiaru stezenia enzymow
i metabolitow w krwi in vivo przy pomocy odpowiednio zmodyfikowanej

3 Postepy Biochemii
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elektrody enzymatycznej. W ten sposob otwieratyby sie szerokie perspek-
tywy dla badan histologéw, fizjologow, lekarzy.

Elektroda mocznikowa mogtaby np. stuzy¢ jako czuly wskaznik efek-
tywnos$ci dziatania ureazowych mikrokapsutek Changa (8, 10) w sztucz-
nej nerce (11). Natomiast elektroda glukozowa mierzaca stezenie glukozy
w tkankach in situ niewatpliwie stataby sie uzyteczna w diabetologii.

Stworzenie urzadzen wykorzystujacych jednoczesnie oba typy elektrod
enzymatycznych: substratowg i enzymowa, bedzie zapewne uwienczeniem
mozliwosci zastosowania tych elektrod.

Podziekowania:

Autor wyraza serdeczne podziekowanie Profesorowi dr W. Ostrowskiemu z In-
stytutu Biochemii Lekarskiej AM w Krakowie za zyczliwe uwagi i dyskusje w trak-
cie przygotowywania artykutu. Rownoczes$nie dzigkuje Prof. G. G. Guilbault z Loui-
siana State University w Nowym Orleanie, USA, za udostepnienie Zrddtowych prac
i pozwolenie na wykorzystanie wykreséw tam publikowanych.
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Aleksandra Kubicz *

Kwasne fosfatazy — heterogennos$é, budowa chemiczna
oraz wiasciwosci fizyko-chemiczne

Acid Phosphatases, their Heterogeneity, Structure and Properties

Multiple forms of acid phosphatases from animal, plant and microorganism
sources are described and the basis of heterogenity of some of them is explained.
The biological role of the unspecific acid phosphatases is discussed.

. Wstep

Kwasne fosfatazy (fosfohydrolazy monoestrow ortofosforowych, EC
3.1.3.2) zostaly wyosobnione w réznym stopniu oczyszczenia z wielu tka-
nek pochodzenia zwierzecego i roslinnego oraz z mikroorganizmow. Do
blizej scharakteryzowanych nalezg kwasne fosfatazy wyizolowane z pro-
staty ludzkiej (13, 47, 48, 50), z watroby wotu (23) oraz szczura (28), z to-
zyska ludzkiego (15, 16, 17), z erytrocytéw ludzkich (54, 64, 65), ze Sle-
dziony wieprza (10), z lisci tytoniu (55), z kietkow fasoli (19) oraz pszenicy
(62), z Escherichia coli (24, 26), z Neurospora crassa (35) i z Fusarium mo-
nili forme (66).

Kwasne fosfatazy cechuje mata specyficznos¢ wobec substratéw fosfo-
monoestrowych, a wiele z nich przejawia réwniez aktywnos$¢ transferazo-
wa (kwasne fosfatazy z drozdzy (14), z owocéw cytrusowych (8), z prostaty
(7, 8, 43), z erytrocytow ludzkich (30), z erytrocytdw krolikéw (9) i z Neu-
rospora crassa (35)).

Sposrod fosfomonoestréw, précz typowych substratéw, takich jak feny-
lofosforan, p-nitrofenylofosforan i (3-glicerofosforan, ulegajg hydrolizie
pod wptywem kwasnych fosfataz réwniez glukozo- i fruktozofosforany,
a wiele sposrod tych enzymow przejawia duzg aktywno$¢é nukleotydazowa
(tablica 1), co zostato wykorzystane do oznaczania sekwencji nukleotyddéw
oraz okreslania dtugosci tancucha polinukleotydowego (53).

* Dr, Zaktad Biochemii Molekularnej, Instytut Botaniki i Biochemii Uniwer-
sytetu Wroctawskiego, Wroctaw.

Wykaz stosowanych skrétéw: DTT — dwutiotreitol; (3-Me — |3-merkaptoetanol;
p-CMB — p-chlororteciobenzoesan
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Specyficznos¢ substratowa kwasnych fosfataz pochodzacych z réznych zréodet

Lp.

10.

11.
12.

13

Zrodio z""
enzymu

n Substrat

Prostata ludzka
Kwasna fosfataza |
. 1
tozysko ludzkie
Kwasna fosfataza |
i *» U
. HI
Watroba wotu
Kwasna fosfastaza Ill

Watroba szczura

Kwasna fosfostaza |
" 1
Krwinki ludzkie

forma molekut. E?
E?

E?

Ef

E®

Sledziona z wieprza
Zarodki pszenicy
Kwasna fosfataza |
' 1
' 11
Liscie tytoniu
Fusarium moniliforme
kwasna fosfataza |
. 1
Aspergillusficuum
kwasna fosfataza 1
1]
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
(niesp. kw. fosfataza)
Neurospora crassa

p-NPP

100
100

100
100
100

100

100
100

100
100
100
100
100

100

100
100
100

90

100
100

100
1,2
100

100

PP-Na

75
74
71
73
76

91

P-GP

60
83

33
35

60

59

<1
1,2

62

94

a-GP

21
30

10

28
40
37
43
39

51

100

a8 nog

35
48

20
27

63

22

3
30

2]
Pn ) h
o S 1 S
1 < U P
9 L © ®
m is (O (&}
107
122
*
196
62
38
44 14 14
10,4
21

35 30 24 16

*) Aktywno$¢ wyrazono jako procent j;moli P- zwolnionego z réznych substratéw w stosunku
do P; zwolnionego z p-NPP, lub ATP (w przypadku kwasnej fosfatazy z lisci tytoniu) i a-GP
(w przypadku Neurospora crassa).
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5-fosforan
ryboflawiny

G-I-P

29 9

21

<2
<1

74 57

55 2,6

1,6

96 23

G-6-P

36

<0.5
<0.5

97
55
3,5

8,2
45

F-6-P

42

86
2,6

38

16
66

KWASNE FOSFATAZY

o
0
o
2
3
27
<5
2
15
14
76 43
55 2,6
13,8 0
28

ATP

18
<1

112
93
109

100

19
26

64

1,2

0

bis p-NPP

w N

58

Pirofosforan

225
225
150

97

60
54

39

Tablica 1

Litera-

Substrat specyficzny
tura

3-fosforan-

17-(3-estradiolu 120

fosforan-

4-metyloum-

biliferonu

cykliczny
2'3'-AMP

112
105
100
116
106

23

fosforan kwasu 26

fitynowego

18

57

15

23

28

64

10

62

55

66

18 56
40

18
35
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Niektore wiasciwosci fizyko-chemiczne kwasnych fosfataz pochodzacych z réznych Zrédet

tos¢ Ciezar .
L.p Zrédio enzymu form czgstecz- Optimum Aktywatory
mole- Kowy
kut.
1. Prostata ludzka 2 4,5—6,0
Kwasna fosfataza | 102 000
2. tozysko ludzkie 3
Kwasna fosfataza | 200 000 55
1 105 000 4,0
i 35000 5.5
3. Watroba wotu
Kwasna fosfataza niskoczasteczkowa 3 16 590 55
4. Woatroba szczura
Kwasna fosfataza | 100000
5. Serce szczura
Kwasna fosfataza rozpuszczalna 56—58 Mg2+ (b.
stabo)
Kwasna fosfataza nierozpuszczalna 4,8—5,0 Mg2+
(znacznie)
6. Sledziona z wieprza praw-
dopod. 3,0—4,8
okoto
100 000
7. Erytrocyty ludzkie 7 13 000 5,6—6,0
Kietki fasoli 2 55 000
Zarodki z pszenicy 3
Kwasna fosfataza I 55 000 55 FDTA
1 45
11 4,0
10. Liscie tytoniu 5,56—5,7
11. Ziemniaki 3
Kwasna fosfataza 111 98 000 53—6,5 L-cysteina
(b. stabo)
3-Me, DTT
12.  Neurospora crassa 5,4—5,6
13.  Fusarium moniliforme 2
Kwasna fosfataza Il 53
14.  Aspergillus ficuum 2
Kwasna fosfataza | 2,0
1 55
15. Staphylococcus aureus 58000 52—53 Cu2+ B-Me
16.  Escherichia coli 13—14000 4,7
17.  Escherichia coli 2 5,0

niespec. kwasna fosfataza

*A. Kubicz-w druku
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KWASNE FOSFATAZY

Inhibitory

Cu2+, Fe3+, M0O4-, 1(+) winian, p-CMB

F1-, MoO|" L(+) winian, p-CMB (nieznacznie)
F1->MoOlI- L(+) winian (b. silnie),p-CMB (nieznacznie)

p-CMB (caitk.) jodooctan
Mg2+, p-Me

F1-, 1(+) winian

Ca2+ (nieznacznie), F1- (czeSciowo)
F1- (catkowicie)

Mg2+ (stabo), MO+2 F1-, I(+) winian

Cu2+, F1_, Formaldehyd
Mn2+, Co2+, Ni2+

1(+) winian (silnie)
1(+) winian, L-cysteina, p-CMB

1(+) winian, L-cysteina, p-CMB
Cu2+, Zn2+, Fe3+, F1_, MoO|-

Cu2+, Zn2+, Hg2+, PON", MoOI"

F1-,1(+) winian, p-CMB
Cu2+, Zn2+, Hg2+, Mo2+, F1%, POI"

EDTA, F1-, jodooctan, Hg2+, Pb2+

Caz+

MO0O4-
Fi1-
POI-

41

Tablica 2

Czynniki nie wplywajace na Litera-
aktywnos$¢ enzymatyczng tura

2, 59
13

1(+) winian. F1-

23
EDTA 28
38
Ca2+
L-cysteina, EDTA 10
1(+) winian 64,65
19

Mg2+, (3-Me, L-cyst. p-CMB
Mg2+, (3-Me, EDTA 62
Mg2+, 3-Me, EDTA

Mn2+, Co2+, Ni2+, Mg2+ 55
EDTA, p-CMB, L-cysteina

Mg2+, Ca2+, EDTA 5,37
*)
35

Mg2+, Ca2+, Ba2+, EDTA

(3-Me 66

56, 39,

40

1 (+) winian 48
24

Mg2+, Co2+ 18
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Kwasne fosfatazy znacznie ro6znig sie zdolnoScig hydrolizowania wielu
ufosforylowanych zwigzkéw. Zwierzece kwasne fosfatazy hydrolizujg
zwykle najlepiej p-nitrofenylofosforan a nie rozszczepiajg wigzania piro-
fosforanowego. RoS$linne natomiast, sg najbardziej aktywne wzgledem
p-nitrofenylofosforanu oraz nieorganicznego pirofosforanu. Ponadto wiele
sposrod kwasnych fosfataz wyr6znia sie preferencyjng aktywnos$cig wo-
bec szczegblnego substratu, co pozwala je odrézni¢ od innych kwasnych
fosfataz. Np. kwasna fosfataza z krwinek ludzkich najszybciej rozktada
fosforan 4-metyloumbiliferonu (64), kwasna fosfataza Ill1 z tozyska ludz-
kiego przejawia duzg aktywno$¢ wobec 3-fosforanu 17-(3-estradiolu (16),
kwasna fosfataza z Fusarium moniliforme hydrolizuje cykliczny 2°3-AMP
(66), a kwasna fosfataza z Aspergillus ficuum rozszczepia estry fosforowe
kwasu fitynowego (56). Specyficzno$¢ substratowg kwasnych fosfataz po-
chodzacych z réznych zrédet przedstawiono w tablicy 1.

Szeroki wachlarz hydrolizowanych substratow jest cechg charaktery-
styczng dla kwasnych fosfataz, gdyz w wielu wypadkach przedstawiono
wystarczajgca ilos¢ dowoddw na to, ze tylko jeden enzym jest odpowie-
dzialny za przejawienie tych aktywnosci (10, 23,*28).

Kwasne fosfatazy odmiennego pochodzenia rdznig sie réwniez opti-
mum pH, aktywatorami oraz wrazliwoscig wobec inhibitoréw. Niektore
wiasciwosci kwasnych fosfataz pochodzacych z réznych Zrodet przedsta-
wiono w tablicy 2.

Kwasne fosfatazy wykazujg duze zréznicowanie pod wzgledem cieza-
row czasteczkowych. Na podstawie dotychczas znanych ciezaréw czastecz-
kowych kwasnych fosfataz mozna je podzieli¢ na trzy grupy:

1 Kwasne fosfatazy niskoczasteczkowe, o ciezarach od 13 000 db

16 000 daltonéw (z E. coli, z krwinek ludzkich, z watroby wotu).

2. Kwasne fosfatazy o posrednim ciezarze czasteczkowym, od 35 000
do 55 000 daltonéw (z kietkow fasoli i zarodkéw pszenicy, ze Sta-
phylococcus aureus, kwasna fosfataza 11l z tozyska ludzkiego).

3. Kwasne fosfatazy o wysokim ciezarze czasteczkowym, okoto 100 000
(z ludzkiej prostaty, watroby szczura, $ledziony wieprza, kwasna
fosfataza Il z tozyska ludzkiego oraz kwasna fosfataza Il z ziem-
niaka).

Nasuwa sie podejrzenie, ze kwasne fosfatazy o wysokim ciezarze czas-
teczkowym moga sktada¢ sie z dwoch podjednostek. Taka budowe zaob-
serwowano dotychczas u kwasnej fosfatazy z ziemniaka (34), Plnysarum
polycephalum (M. Wolny — doniesienie prywatne) oraz prawdopodobnie
u kwasnej fosfatazy ze sterczu ludzkiego (13).

RoOznice w ciezarach czasteczkowych nie mogg by¢ jednak kryterium
podziatu filogenetycznego, poniewaz kwasne fosfatazy nisko- i wysoko-
czasteczkowe wystepujg na kazdym stopniu rozwoju filogenetycznego,
a nawet w obrebie jednej tkanki (np. w watrobie, nerkach oraz $ledzionie
wotu i wieprza (23) i w tozysku ludzkim, (15)).
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I1. Heterogenno$¢ i budowa chemiczna kwasnych fosfataz

Wiele kwasnych fosfataz, zarobwno zwierzecych, roslinnych jak i po-
chodzacych z mikroorganizméw, wystepuje pod postacig kilku form mo-
lekularnych. Wiekszo$¢ obserwacji dotyczy elektroforetycznej niejedno-
rodnosci tego enzymu. Tylko dla niewielu kwasnych fosfataz znane sg
podstawy molekularne ich heterogennosci, a w bardzo nielicznych przy-
padkach wyosobniono czyste formy.

WSs$réd dotychczas opisanych heterogennych kwasnych fosfataz mozna
odrozni¢ nastepujace rodzaje réznych form molekularnych (klasyfikacja
oparta na ostatnich zaleceniach Komisji do Nomenklatury Biochemicz-
nej (11)):

alleliczne warianty genetyczne — np. kwasne fosfatazy u muchy do-
mowej (46) i Tetrahymena pyriformis (3),

warianty polimeryczne — np. kwasne fosfatazy z tozyska ludzkiego
(15),

formy molekularne powstate na skutek przytgczenia innych czaste-
czek— np. kwasna fosfataza ze sterczu ludzkiego (49, 57),

warianty konformacyjne — np. kwasne fosfatazy z krwinek ludzkich
(22, 64).

Budowa chemiczna kwasnych fosfataz oraz ich grupy funkcyjne zo-
stalty poznane w nielicznych przypadkach. Gtdwnym problemem w tych
badaniach sg trudno$ci zwigzane w uzyskaniu odpowiednio czystych pre-
paratéw, zawierajacych tylko jedna forme molekularng kwasnej fosfatazy.
Dotychczas uzyskano homogenne formy molekularne kwasnych fosfataz
z watroby szczura (28) i wotu (23), z prostaty ludzkiej (13, 48, 50) z Esche-
richia coli (24), z Fusarium moniliforme (66) oraz z kietkéw fasoli (19).

1. Kwasne fosfatazy zwierzece

Przyktadem allelicznych wariantéw genetycznych sg izoenzymy kwas-
nej fosfatazy u muchy domowej (46). Po elektroforezie na zelu agarowym
kwasna fosfataza wystepowata u dorostych okazéw much w postaci dwoch
grup izoenzymoOw roznigcych sie szybkoscig wedrowania w kierunku ano-
dy, a kazda z nich sktada sie z kilku form molekularnych. Badania gene-
tyczne wykazaly, ze obie grupy izoenzymdw jako catos¢ (,,szybsza” oraz
»wolniejsza”) sg wytworem dwoch roznych alleli tego samego locus gene-
tycznego, natomiast formy molekularne wystepujace w obrebie tych grup
powstaty pod kontrolg tego samego genu.

Allen (3) opisat warianty genetyczne kwasnej fosfatazy u Tetrahy-
mena pyriformis. U tych pierwotniakdw wystepuje 5 izoenzymdw kwasnej
fosfatazy, ktore sg pod kontrolg kodominujgcych alleli locus genetycznego
P—1. Autor przypuszcza, ze kwasna fosfataza wystepujgca u Tetrahyme-
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na sktada sie z 4 podjednostek. Tetramery powstajg przez asocjacje 3 ro-
dzajow dimeréow: AA, BB i AB, a typy komoérkowe tego pierwotniaka
réznig sie zdolnoscig syntetyzowania odpowiedniego dimeru; jedne z nich
syntetyzujg jeden, inne dwa, a niektdore wszystkie typy dimerow.

Przyktadem polimerycznych kwasnych fosfataz sa kwasne fosfatazy
tozyska ludzkiego, ktore wystepujg jako 3 formy molekularne o ré6znym
ciezarze czasteczkowym. Za pomocg rozdziatu na Sejadeksie G—200 Dii -
Petro i Zengerle (15) wyizolowali, a nastepnie blizej scharaktery-
zowali poszczegdlne formy tego enzymu. Ciezar czasteczkowy fosfatazy
| jest wiekszy od 200 000 daltonow, fosfatazy Il wynosi 105 000, a fosfa-
tazy 11l — 35 000 daltonéw. Optymalne wartosci pH dla aktywnos$ci tych
enzymow wynoszg odpowiednio 5,5, 4,0 i 5,5. Poszczegdlne enzymy rdznia
sie wrazliwoscig wobec winianu, p-chlororteciobenzoesanu oraz jonow
Mg2+ (tab. 2). Fosfatazy | i Il sg raczej typowymi, niespecyficznymi fosfo-
hydrolazami, podczas gdy fosfataza Ill jest bardziej specyficzna i przeja-
wia rowniez duzg aktywnos$¢ wobec 3-fosforanu 17-(3-estradiolu (16). Na
tej podstawie DiPetro i Zengerle rozwazajg mozliwos¢ posred-
niczenia tego zwigzku w metabolizmie tozyska. Oczyszczona kwasna fos-
fataza Il jest silnie hamowana meialami ciezkimi (17).

Heterogennos$¢ kwasnej fosfatazy ze sterczu ludzkiego uwarunkowana
jest obecnoscig w czasteczce enzymu komponenty cukrowej, a przede
wszystkim kwasu sialowego. W zaleznosci od ilosci zwigzanego kwasu,
enzym ten wystepuje w kilku formach réznigcych sie szybkoscig wedréwki
w polu elektrycznym (57). Ostrowski iin. (49) wykazali, ze neur-
aminidaza odszczepia od kwasnej fosfatazy 80°/0 kwasu sialowego co nie
powoduje utraty aktywnos$ci enzymatycznej, lecz znosi heterogenno$é
elektroforetyczna i wptywa na przesuniecie punktéow izoelektrycznych
poszczegolnych form w kierunku wyzszego pH.

Po rozdziale na DEAE—celulozie uzyskano z kwasnej fosfatazy sterczu
dwa aktywne sktadniki (47, 49). Jeden z nich, kwasna fosfataza | zostat
uzyskany w homogennej formie i blizej scharakteryzowany (13, 48, 50).
Ostrowski iwsp. (13, 50) wykazali, ze enzym ten jest glikoproteidem
zawierajacym w swojej czasteczce 13 reszt cukréow obojetnych, 10 reszt
heksozoamin i 6 reszt kwasu N-acetyloneuraminowego. Tak duza zawar-
tos¢ kwasu sialowego wplywa na niski punkt izoelektryczny enzymu, kto-
rego warto$¢ wynosi 4,9. Ze sktadu aminokwasowego kwasnej fosfatazy |
wynika, ze czasteczka jej zawiera 16 reszt péicystyn, z ktérych dwie wy-
stepuja prawdopodobnie pod postacig cysteiny. Ciezar czasteczkowy kwas-
nej fosfatazy | w pH 55 wynosi 102 000 daltonéw, a w wyzszych i niz-
szych obszarach pH zaobserwowano dysocjacje enzymu, ktérej towarzyszy
agregacja podjednostek. Autorzy nie przeprowadzali blizszych badan
struktury podjednostkowej, przypuszczajg jednak, ze rozpad enzymu eo-
najmniej do stadium dwoch potdwek moze nastepowaé bez rozerwania
mostkéw dwusiarczkowych.
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Do heterogennych form molekularnych réznigcych sie prawdopodob-
nie konformacjg naleza kwasne fosfatazy wyizolowane z krwinek ludz-
kich. Hopkinson, Spencer i Harris (25 zaobserwowali, ze
kwasna fosfataza wystepuje w erytrocytach ludzkich w postaci kilku
izoenzymow, ktdre mozna rozdzieli¢ w elektroforezie na zelu skrobiowym.
Enzym ten przejawia u ludzi polimorfizm, ktoéry jest genetycznie kontro-
lowany. Opisano juz 9 wyraznych fenotypow, kazdy z nich wykazuje
obecnos$¢ od 2 do 4 pasm aktywnosci enzymatycznej po elektroforezie na
zelu skrobiowym. Hemolizaty fenotypdw r6znig sie catkowitym poziomem
aktywnosci enzymatycznej (26). Scott (54) oczyscit kwasne fosfatazy
z homozygotycznych erytrocytow fenotypéw AA i BB i poréwnywat nie-
ktore ich wiasciwosci kinetyczne (specyficzno$¢ substratowsg, wptyw pH
na Vmex i Km wplyw temperatury, termostabilno$é). Réznice miedzy
kwasnymi fosfatazami badanych fenotypow byty nieznaczne, wykrywal-
ne tylko w réwnolegle przeprowadzonych eksperymentach. White
i Butterworth (64, 65) rozdzielili kwasng fosfataze erytrocytow
ludzkich na DEAE-celulozie na poszczegdlne komponenty: fenotyp B na 5,
a fenotyp BA na 7 r6znych form molekularnych. Ciezary czgsteczkowe
badanych komponent byty jednakowe i wynosity 13 000 daltonéw. Po-
szczeg6lne formy molekularne sg podobne pod wzgledem specyficznosci
substratowej, stopnia denaturacji cieplnej oraz trwatosci wobec mocznika,
réznig sie jedynie optimum pH. Inkubacja z neuraminidazg nie wplywa
na ich ruchliwo$é elektroforetyczng, a zatem heterogennos$¢ kwasnej fos-
fatazy krwinek ludzkich, w odréznieniu od kwasnej fosfatazy z prostaty,
nie jest spowodowana przytgczeniem réznych ilosci kwasu sialowego do
czasteczki enzymu. Autorzy przypuszczaja, ze kwasne fosfatazy ludzkich
krwinek sg izomerami konformacyjnymi, co zostato juz wczesniej zasu-
gerowane przez Harrisa i Hopkinsona (22).

Podstawy heterogennos$ci pozostatych kwasnych fosfataz, ktére bedg
przedmiotem dalszego omdwienia nie sg doktadnie poznane. Na ogét, z kil-
ku form molekularnych doktadniejszym badaniom chemicznym zostata
poddana tylko jedna z nich, je$li wiec wystepuja réznice w budowie lub
sktadzie chemicznym, to ujawnig sie one dopiero po doktadnej analizie
wszystkich form molekularnych enzymu.

Kwasne fosfatazy réznigce sie ciezarem czgsteczkowym zostaly zaob-
serwowane w watrobie, nerkach oraz $ledzionie wotu i wieprza (36).
W watrobie wotu wystepujg trzy kwasne fosfatazy, ktore rozdzielono za
pomocg filtracji na Sefadeksie G—75. Dominujgca forma molekularna
0 nizszym ciezarze czasteczkowym zostata wydzielona, oczyszczona i scha-
rakteryzowana. Ciezar czasteczkowy tego enzymu wynosi 16 590 daltonéw
a optimum pH 5,5. Oznaczono rowniez jego skifad aminokwasowy, ktory
okazat sie podobny do skiadu aminokwasowego kwasnej fosfatazy wy-
dzielonej z E. coli (24). Oba enzymy zawierajg po 2 reszty histydyny, 4 ty-
rozyny oraz 4 metioniny, ponadto enzym z E. coli posiada 1 reszte kwasu
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cysternowego, a fosfataza 11l watroby wotu 2 reszty péicystyny. Podob-
ne sg réwniez ciezary czasteczkowe obu enzyméw. W kwasnej fosfatazie
Il z watroby wotu wystepuje od strony wolnej grupy aminowej tylko
jedna reszta aminokwasowa, a mianowicie arginina. Enzym ten przejawia
duzg aktywnos$¢ wobec mononukleotydu flawinowego i galaktozo-6-fos-
foranu, a nie hydrolizuje pirofosforanu, ani AMP, CMP oraz GMP. Przy-
puszcza sie, ze centrum aktywnosci tego enzymu jest zwigzane z obec-
noscig jonu fosforanowego.

Z watroby szczura uzyskano 2 formy molekularne kwasnej fosfatazy
rozdzielone za pomocg DEAE—celulozy (28). Obie charakteryzowaty sie
podobng specyficznoscig substratowa, roznity sie natomiast punktami izo-
elektrycznymi, dla fosfatazy | wynosi on 7,7 a dla fosfatazy Il — 4,5.
Ciezary czasteczkowe obu form sg mniej wiecej réwne i wynosza okoto
100 000 daltonéw. Fosfatazy | oraz Il byly hamowane catkowicie I(+)-
winianem i fluorkami. Fosfataza | zostata otrzymana w formie krystalicz-
nej. lgarashi i wsp. (29) badajgc charakter centrum aktywnego do-
wiedli, ze w czasteczce enzymu wystepuje tylko jedno miejsce aktywne.
Znaleziono jedng reszte histydyny, ktdra ma istotne znaczenie dla aktyw-
nosci katalitycznej kwasnej fosfatazy watroby szczura.

Kwasne fosfatazy charakteryzujg sie rdwniez znacznym zrdznicowa-
niem w obrebie jednej komorki. W sercu szczura (38) zaobserwowano wy-
stepowanie odmiennych kwasnych fosfataz w supernatancie i w struktu-
rach subkomoérkowych. Enzymy te rdznity sie zachowaniem wobec ba-
danych substratéw. Uzywajac p-nitrofenylofosforanu jako substratu, ak-
tywnos$¢ w supernatancie byta 4 razy wieksza anizeli we frakcji zawiera-
jacej struktury subkomdrkowe, ponadto zaobserwowano nieznaczne
podwyzszenie aktywno$ci jonami Mg2+ niewielkie hamowanie jonami
Ca2+ i tylko czeSciowe przez NaF w stezeniu IOOmM. Optymalne pH wy-
nosito 5,6—5,8. Jesli natomiast substratem byt (3-glicerofosforan, nie
stwierdzono zadnej aktywnos$ci w supernatancie, a we frakcji struktural-
nej aktywnos$¢ byta nizsza niz w poprzednim przypadku. Uzyskano znacz-
ng aktywacje jonami Mg2+ jony Ca2+ byty bez wplywu, a zupeine zaha-
mowanie aktywnosci nastepowato pod wplywem NaF juz w stezeniu
IOmM. Optimum pH tego enzymu wynosito 4,8—5,0.

W mikrosomalnej frakcji watroby Swinki morskiej oraz myszy zaob-
serwowano kwasng fosfataze, ktéra w bardzo matym stopniu hydrolizuje
(3-glicerofosforan (52, 53). Enzym ten rézni sie od kwasnej fosfatazy wy-
stepujacej w supernatancie, ktéra jest w mniejszym stopniu hamowana
fluorkami. Liczne badania wykazaty, ze wobec hamujgcego dziatania flu-
orkdw rozpuszczalne kwasne fosfatazy réznych tkanek odmiennych ga-
tunkéw zachowujg sie podobnie, lecz réznig sie pod tym wzgledem od
kwasnych fosfataz lizosomalnych lub mikrosomalnych.

Wang (79) badal rozmieszczenie kwasnych fosfataz oraz ich hetero-
gennos$¢ w réznych frakcjach subkomaérkowych watroby w czasie rozwoju
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embrionalnego kurczecia. Oprécz normalnej kwasnej fosfatazy (EC 3.1.3.2)
w watrobie kurczecia wystepuje jeszcze kwasna fosfataza aktywowana
jonami Zn2+ Heterogennos¢ obu kwasnych fosfataz jest zwigzana z roz-
nym rozmieszczeniem w komdrce, a manifestuje sie w odmiennym zacho-
waniu sie wobec niektérych inhibitorow, takich jak fluorki i L(+ )-winian.

2. Kwasne fosfatazy z mikroorganizmow

Jeszcze w roku 1957 Tsuboi i in. (60) zauwazyli, ze homogenna
kwasna fosfataza z drozdzy, wystepowata w 4 formach molekularnych réz-
nigcych sie ruchliwos$cia elektroforetyczng. Formy te miaty ten sam ciezar
czasteczkowy, roznice wiec w ruchliwosci elektroforetycznej byty na-
stepstwem réznic w tadunkach elektrycznych.

Van Hofsten i Porath (24) zaobserwowali, ze w Escherichia
coli wystepujg 3 frakcje biatkowe o aktywnos$ci kwasnej fosfatazy. Z fil-
tracji zelowej wynikato, ze gtowna cze$¢ aktywnosSci enzymatycznej jest
zwigzana z biatkiem o niskim ciezarze czasteczkowym. Ta frakcja dzieli
sie w elektroforezie na 2 aktywne komponenty. Szybciej wedrujgca z tych
komponent zostata poddana dalszemu oczyszczaniu i uzyskano jg w homo-
gennej postaci. Enzym ten jest niezwykle trwaly w rozcienczonych kwa-
sach i tym rozni sie od pozostatych form kwasnej fosfatazy. Za pomocg
ultrawirowania preparatow zawierajgcych niskoczasteczkowg kwasng
fosfataze wykazano, ze ulega ona polimeryzacji. Cigzar czasteczkowy mo-
nomeru wyznaczony ze skltadu aminokwasowego i analizy sedymentacyj-
nej wynosi 13 000—14 000 daltonéw. Fosfataza ta jest bardzo aktywna
wobec heksozofosforandw.

Dvorak iwsp. (18) wyodrebnili z E. coli 2 r6zne kwasne fosfatazy
za pomocg rozdziatu na DEAE — celulozie. Jedna z nich (kwas$na heksozo-
fosfataza) byta wysoce specyficzna wobec niektérych heksozo- i pentozo-
fosforanéw, w bardzo matym stopniu hydrolizowata p-nitrofenylofosforan
i byla nieaktywna wobec fenylofosforanu. Druga frakcja o aktywnosci
fosfatazowej zawierata niespecyficzng kwasng fosfataze, ktéra w odréz-
nieniu od kwasnej fosfatazy wyizolowanej z E. coli przez Von Hof-
stena i Poratha (24), w bardzo matym stopniu rozszczepiata wig-
zania estrowe heksozofosforanéw. Ponadto autorzy ci wyodrebnili cyklicz-
ng fosfodwuesteraze, ktdra hydrolizowata rowniez p-nitrofenylofosforan,
co jest raczej niezwykte dla tego enzymu.

Aspergillus jicuum wytwarza dwie zewngtrzkomdérkowe kwasne fos-
fatazy, ktére wykazujg tak znaczne réznice, ze autorzy wykluczajg moz-
liwosé, iz sa to izoenzymy (56). Rdéznig sie one optimum pH (2,0 oraz 5,5),
odpornos$cig na denaturacje cieplng oraz zachowaniem sie w chromato-
grafii jonowymiennej. Jeden z nich, o optimum pH 55 jest stosunkowo
specyficzng fosfohydrolazg, gdyz w znacznie wiekszym stopniu niz inne
substraty hydrolizuje estry fosforanowe kwasu fitynowego (patrz tabli-
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ca 1), podczas gdy enzym o optimum pH 2,0 jest raczej typowa kwasng
fosfataza hydrolizujgcg w réwnym stopniu caty szereg fosfomonoestrow.
Biosynteza obu enzymoéw jest kontrolowana przez stezenie nieorganiczne-
go fosforanu w pozywce; wysoka zawarto$¢ tego jonu powoduje represje
obu enzymoéw, z tym, ze w miare wzrostu stezenia fosforanu w pozywece
stosunek enzymu o optimum pH 2,0 do enzymu o optimum pH 5,5 spada.
Stezenie fosforanu w pozywce kontroluje wiec nie tylko catkowitg ilo$¢
syntetyzowanej kwasnej fosfatazy, lecz réwniez jej typ.

Z Fusarium monilijorme wyodrebniono rowniez 2 formy kwasnej fos-
fatazy po chromatografii na DEAE—celulozie, fosfataze | oraz fosfataze
Il (66). Obie przejawiaty podobng aktywnos$¢ wobec réznych substratéw.
Dalszemu oczyszczeniu poddano fosfataze Il, ktorg uzyskano w homogen-
nej postaci w analizie na zelu poliakrylamidowym. Fosfataza ta odznacza
sie znaczng termolabilnoscia, gdyz przez pieciominutowe ogrzewanie
w temperaturze 55° traci juz potowe swej aktywnosci biologicznej. Fosfata-
za Il, podobnie jak kwasne fosfatazy roslinne rozszczepia wigzanie piro-
fosforanowe. Ponadto charakteryzuje sie wysoka aktywnoscig wobec bis-
-p-nitrofenylofosforanu oraz zdolnoscig hydrolizowania cyklicznego fos-
foranu 2°,3-AMP. Aktywnos$¢ kwasnej fosfatazy Il jest zalezna od obec-
nosci wolnej grupy hydroksylowej seryny, gdyz pod wptywem fosforanu
fluorku dwuizopropylowego zaobserwowano silne zahamowanie aktyw-
nosci enzymu.

3. Kwasne fosfatazy roslin wyzszych

Wiadomosci dotyczace heterogennych kwasnych fosfataz pochodzenia
roSlinnego sg bardzo skape. Podobnie do kwasnych fosfataz zwierzecych,
wystepuja one zaréwno we frakcji rozpuszczalnej jak i struktur komor-
kowych. W komdrkach korzenia zarodkowego dyni najwiekszg aktywno$¢
kwasnej fosfatazy zaobserwowano we frakcji zawierajgcej mitochondria
oraz struktury podobne do lizosoméw (12). Za pomoca metod histochemicz-
nych P i1l iin. (52) stwierdzili w tkance ziemniaka struktury podobne
do lizosoméw zawierajgce miedzy innymi kwasng fosfataze. Po zakazeniu
ziemniaka za pomocg Phytophtora erythroseptica nastgpito rozerwanie
tych struktur w komorkach gospodarza i uwolnienie kwasnej fosfatazy
do frakcji rozpuszczalnej. U niektérych roslin kwasne fosfatazy wystepuja
réwniez w $cianach komdrkowych; w kietkach jeczmienia np. stwierdzo-
no w $cianach komoérkowych okoto 20% catkowitej aktywnos$ci kwasnej
fosfatazy (21).

Kwasne fosfatazy, cho¢ szeroko rozpowszechnione w Swiecie roslin-
nym, wystepujg jednak w matym stezeniu, a zatem sg trudne do uzyska-
nia w odpowiedniej ilosci oraz stopniu oczyszczenia wystarczajgcym do
przeprowadzenia doktadniejszych badan. W zarodkach pszenicy (62) i kiet-
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kach fasoli (19) zaobserwowano chromatograficznie odmienne formy mo-
lekularnej kwasnej fosfatazy, lecz nie podano zrédta ich heterogennosci.

Felenbock (19) uzyskata kilka aktywnych form kwasnej fosfata-
zy z kietkdw fasoli po chromatografii na DEAE—celulozie. Dalszym ba-
daniom poddawata jeden z najaktywniejszych szczytow zawierajgcych
kwasnga fosfataze i stwierdzita, ze enzym ten jest glikoproteidem zawiera-
jacym 8% cukréow redukujacych oraz 3% aminocukrow. Autorka nie
wykazata w enzymie obecnosci kwasu sialowego. Kwasna fosfataza z kiet-
kow fasoli jest pojedynczym tancuchem polipeptydowym o ciezarze cza-
steczkowym 55000 daltonéw. Od strony wolnej grupy karboksylowej
enzym ten posiada leucyne, a jako N-korcowy aminokwas wystepuje
seryna.

W zarodkach pszenicy wystepuja trzy kwasne fosfatazy (62), ktore
réwniez zostaty rozdzielone za pomocag chromatografii na DEAE—celu-
lozie. Maja one ten sam ciezar czasteczkowy, ktory, podobnie jak kwasna
fosfataza z kietkow fasoli, wynosi 55000 daltonéw. Kwasne fosfatazy
z kietkow pszenicy roznig sie optimum pH, statymi Michaelisa, zachowa-
niem sie wobec aktywatoréw i inhibitoréw, specyficznoscig substratowg
oraz ruchliwoscia elektroforetyczna.

Heterogenno$¢ kwasnej fosfatazy ziemniaka zostala wykazana przez
Kubicz i Morawiecka (32). Obecnos¢ trzech form molekularnych
o dodatkowej mikroheterogennosci stwierdzono za pomocg elektroforezy
na zelu poliakrylamidowym, adsorpcji na zelu fosforanowo—wapniowym
oraz w izoelektrycznym frakcjonowaniu (32, 33, 34). W dalszych badaniach
Kubicz (34) wykazata na elektroforogramach, ze poszczegélne formy mole-
kularne rdznig sie optimum pH, wrazliwoscig na hamujgce dziatanie mo-
libdenianu oraz stopniem aktywacji (3-merkaptoetanolem. Nie wiadomo, co
lezy u zrodet heterogennosci kwasnej fosfatazy ziemniaka; w kazdym
razie nie sa to polimery, gdyz formy molekularne maja ten sam ciezar
czasteczkowy, a roznig sie tadunkami elektrycznymi, ktére sg odzwier-
ciedleniem réznic w punktach izoelektrycznych poszczegdlnych form.

W pracowni Lora-Tamayo otrzymano wysoko oczyszczong
kwasng fosfataze z ziemniaka, na ktérej przeprowadzono szereg badan
kinetycznych oraz scharakteryzowano grupy funkcyjne tego enzymu
@4, 5).

Zbadan Andreu iin. (5) wynika, ze kwas jodooctowy, woda utle-
niona oraz kwas p-chlororteciobenzoesowy nie wptywajag na aktywnos$é
kwasnej fosfatazy ziemniaka. Autorzy wnioskujg z tego, ze grupy sulf-
hydrylowe nie sg istotne dla aktywnosci enzymu, choé nalezatoby raczej
whnioskowa¢, ze kwasna fosfataza ziemniaka nie posiada wolnych grup
-SH. Jak sie okazato z p6zniejszych naszych badan (34), obecnos¢ wolnych
grup sulfhydrylowych znacznie podnosi aktywnos$¢ tego enzymu, gdy"zl
pod wptywem (3-merkaptoetanolu oraz dwutiotreitolu zaobserwowano
zwiekszenie aktywnos$ci enzymatycznej o 150%.

4 postepy Biochemii
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Andre u i in. (5) wykazali ponadto, ze czynniki blokujgce grupy
aminowe i fenolowe rowniez nie powodowaty utraty aktywnos$ci enzy-
matycznej, a wiec nie sg one grupami funkcyjnymi enzymu. Z drugiej
strony, estryfikacja enzymu doprowadzita do utraty aktywnos$ci, wska-
zujac, ze w procesie katalizy wazna jest obecno$é¢ wolnych grup karbo-
ksylowych. Hamujace dziatanie jodu, 2,4-dwunitrofluorobenzenu oraz
kwasu dwuazobenzenosulfonowego wykazato, ze ugrupowanie imidazolo-
we histydyny réwniez jest istotne dla aktywnosci kwasnej fosfatazy. En-
zym ten okazat sie niewrazliwy na dziatanie EDTA oraz dialize, co z kolei
sugeruje, ze jego aktywnos$¢ nie jest zalezna od metali, ktére mozna od-
dzieli¢ od enzymu przez dialize lub chelatowanie.

Na podstawie tych wynikow oraz badajagc wptyw pff na kinetyke reak-
cji enzymatycznej, autorzy prébowali wydedukowac¢ charakter centrum
aktywnego (4, 5). Stwierdzono, ze aktywnos¢ kwasnej fosfatazy ziemniaka
zalezy od co najmniej trzech zjonizowanych grup:

a) (pK 4,6—4,8) — grupa karboksylowa odpowiadajgca prawdopodob-
nie 7- lub 5-karboksylowym grupom kwasu glutaminowego lub
asparaginowego.

b) (pK 4,9—5,3) — prawdopodobnie zjonizowany piersciedn imidazo-
lowy histydyny.

¢) (pK 6,8) — monozjonizowana grupa monofosforanowa.

W dalszych pracach Lora-Tamayo i wsp. (36) badali wptyw pH
na aktywnos$¢ kwasnej fosfatazy ziemniaka w roéznych uktadach buforo-
wych i wobec réznych substratdbw. Uzyskane wyniki sugerowaty, ze
w kwasnym zakresie krzywej pH aktywnos$¢ enzymu zalezy od obecnosci
w czasteczce pierscienia imidazolowego, natomiast w przedziale alkalicz-
nym, od grupy fosforanowej. Nastepnie wykazano, ze jony Cu2+ i Zn2+
hamowaly aktywno$¢ enzymatyczng po kwasnej stronie krzywej pH,
a jony molibdenianowe i wolframianowe po stronie alkalicznej (45). Zaob-
serwowano réwniez (45), ze kwasna fosfataza ziemniakéw wykazywata
podwdjne optimum pff: 55 oraz 6,4 podczas hydrolizy (3-glicerofosforanu,
a 53 oraz 6,5 wobec fenylofosforanu. Natomiast enzymatyczna hydroliza
p-nitrofenylofosforanu charakteryzuje sie tylko jedng optymalng war-
toscig pff, ktéra wynosi 5,0. W naszej pracowni wykazalismy (32, 33), ze
kwasna fosfataza ziemniakdéw zawiera trzy formy molekularne tego enzy-
mu. Kubicz (34 w swych badaniach nad heterogennoscia kwasnej
fosfatazy ziemniaka wydzielita dominujgca forme tego enzymu, kwasng
fosfataze Ill i opisata niektore jej wiasciwosci fizyko-chemiczne. Opti-
mum pff kwasnej fosfatazy Il wobec fenylofosforanu wynosi 5,0, jest
enzymem termostabilnym, oraz do$¢ odpornym na denaturujgce dziatanie
mocznika, ulega znacznej aktywacji pod wplywem (3-merkaptoetanolu
i dwutiotreitolu. Ciezar czgsteczkowy kwasnej fosfatazy Il oznaczony na
zelu poliakrylamidowym lezy w granicach 92 000 do 98 000 daltondw.
Ponadto stwierdzono, ze sktada sie ona z dwdch jednakowych lub prawie
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jednakowych podjednostek o masie czasteczkowej okoto 46 000 daltondw.

Badania nad mechanizmem dziatania kwasnej fosfatazy ziemniaka
byty zapoczgtkowane przez Jorgensena (31) oraz Alvareza
(4), jednak dopiero Hsu iwsp. (27) doktadniej wyjasnili to zagadnienie.
Przy uzyciu dwdch substratow — p-nitrofenylofosforanu i (3-glicerofosfo-
ranu — autorzy ci badali charakter hamowania produktami reakcji, fosfo-
ranem nieorganicznym oraz p-nitrofenolem. W przypadku uzycia fosfo-
ranu nieorganicznego jako inhibitora zaobserwowano hamowanie typu'
wspoOtzawodniczego przy zastosowaniu obydwodch substratdéw; natomiast
hamowanie reakcji za pomocg p-nitrofenolu miato charakter inhibicji
niewspotzawodniczej zaréwno w czasie hydrolizy p-nitrofenylofosforanu
jak i (3-glicerofosforanu. Autorzy wysuwajg przypuszczenie, ze zwalnianie
produktéw z komplekséw przebiega w sposéb uporzadkowany i wpierw
pojawia sie alkohol, a potem fosforan. Za takim modelem reakcji enzy-
matycznej przemawiajg réwniez identyczne state inhibicji dla fosforanu
wobec p-nitrofenylofosforanu lub (3-glicerofosforanu.

1. Rola biologiczna niespecyficznych kwasnych fosfataz

Rola biologiczna niespecyficznych kwasnych fosfataz nie jest jeszcze
catkowicie wyjasniona. Moga one bra¢ udziat w mechanizmach kontrol-
nych réznego typu. Przypuszczenie to nasuneto sie w zwiazku ze stwier-
dzeniem, ze rozne formy molekularnej kwasnej fosfatazy pochodzace
z tego samego zrédta mogg rézni¢ sie znacznie wrazliwoscia wobec sze-
regu inhibitoréw oraz specyficznoscia wobec odpowiednich substratow.
Ogélnie przypisuje sie tym enzymom pewng role regulacyjng w kontrolo-
waniu poziomu nieorganicznego fosforanu w komorce, dostarczajac go dla
celéw metabolicznych, wydalniczych i wydzielniczych. Stad obserwuje
sie wysokag zawarto$¢ kwasnej fosfatazy w nerkach oraz w niektorych
komdrkach zwigzanych z sekrecjg hormonéw. Posrednich dowodéw na
udziat kwasnej fosfatazy w procesach wydzielniczych dostarczyty do-
Swiadczenia Fostera (200 i Pearse’a (50). Autorzy ci stwierdzili,
ze w tarczycach perfundowanych krwig bogata w jony wapnia nastgpit
znaczny wzrost aktywnosci kwasnej fosfatazy w komérkach C (okotope-
cherzykowych), ktére wytwarzajg tyreokalcytoning, tym samym wiec
wykazano zwigzek pomiedzy aktywnos$cig kwasnej fosfatazy z produkcjg
hormonu. Przypuszcza sig, ze niektére niespecyficzne kwasne fosfatazy
w zwigzku z ich preferencyjnym rozszczepieniem pewnych substratow mo-
ga odgrywaé istotng role w szczeg6lnych etapach metabolicznych. Np.
kwasna fosfataza 11l wydzielona z tozyska ludzkiego (11) charakteryzuje
sie zdolnoScig odszczepiania fosforanu od 3-fosforanu J7-(3-estradiolu,
moze wiec bra¢ istotny udzial w przemianach zachodzacych w tozysku.
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Turner postuluje udziat kwasnych fosfataz niektdrych tkanek
zwierzecych i ro$linnych w regulacji aktywnosci enzymdw wymagajacych
obecnosci witaminy B6 (61). Niektére bowiem niespecyficzne kwasne fo-
sfatazy hydrolizujg w duzym stopniu fosforany pirydoksalu, pirydoksyny
i pirydoksaminy. Wykazano, ze kwasna fosfataza ze sterczu ludzkiego
hydrolizuje fosforan pirydoksalu (57), a kwasna fosfataza z tozyska ludz-
kiego odszczepia reszte fosforanowg od fosforanu pirydoksyny (15).

Andrews i Turner (6) zaobserwowali, ze kwasna fosfataza!
z zarodkow pszenicy w znacznym stopniu hydrolizuje fosforan pirydok-
salu, a w mniejszym — fosforan pirydoksaminy. Inaktywacja koenzymu
przez kwasng fosfataze moze mie¢ szczegbdlne znaczenie, je$li sie wezmie
pod uwage fakt, ze aminowa forma koenzymu oddysocjowuje od poig-
czenia z apoenzymem jak to ma miejsce np. u aminotransferazy aspara-
ginianowej (44) oraz dekarboksylazy asparaginianowej (45). Kwasna fosfa-
taza z Escherichia jreundii charakteryzuje sie z kolei zdolnoscig fosfory-
lacji pirydoksyny, w ten sposéb wiaczajac sie w metabolizm witaminy
B6 (58).

Ostatnio mowi sie rdwniez czesto o udziale niespecyficznych kwas-
nych fosfataz w przemianach kwaséw nukleinowych. Wiele z tych enzy-
moéw hydrolizuje bowiem w znacznym stopniu fosforany réznych nukleo-
tydow (19, 35, 55, 57, 66). Kwasna fosfataza z Neurospora ¢rassa (35) hyd-
rolizuje dezoksyrybonukleotydy, w zwigzku z czym przypisuje sie jej
role we wzbogacaniu puli tych zwigzkéw. W btonach komérkowych krwi-
nek kroliczych wystepuje niespecyficzna kwasna fosfataza wykazujaca
wysoka aktywnos¢ wobec monofosforanéw nukleotydowych (9), przy czym
stwierdzono, ze aktywnos$¢ jej jest wyzsza w populacji mtodych komorek.
Fakty te niewatpliwie sugerujg, ze kwasna fosfataza moze by¢ zwiazana
z wykorzystywaniem przez komorke nukleotydow.
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KRYSTYNA OBOJSKA *

Antybiotyki oligo- i polipeptydowe
Oligo- and polypeptide antibiotics

The review deals with chemical systematic of peptide antibiotics and their
production by various strains. Their chemical structure, physico-chemical pro-
perties and their action on microorganisms and microbial enzymes and toxins are
reviewed. Various problems of biosynthesis of this group of antibiotics are discussed
as well as hypotheses on the importance of the antibiotic for the producing cell.

W niniejszym przegladzie omdwiono budowe i wihasciwosci antybioty-
kéw oligo- i polipeptydowych; do pierwszych zalicza sie antybiotyki za-
wierajace nie wiecej niz dziesie¢ aminokwaséw w czasteczce, do dru-
gich zawierajgce ponad dziesie¢ aminokwasow. Nie uwzgledniono peni-
cylin ani cefalosporyn, mimo ze starano sie omowi¢ przede wszystkim
antybiotyki, ktore znalazty zastosowanie w lecznictwie.

Zainteresowanie antybiotykami peptydowymi datuje sie od 1939 roku.
W tym czasie Dubos wyodrebnit z hodowli Bacillus brevis substancje
biologicznie aktywng przeciw stafilokokom i streptokokom, nazwang ty-
rotrycyna, ktéra w trakcie oczyszczania okazata sie substancjg ztozong
z gramicydyny i tyrocydyny (53, 54, 92). W 1940 roku Waksman
i Woodruff (249) zapoczatkowali serie odkry¢ aktynomycyn izolu-
jac aktynomycyne A. W 1945 roku wydzielono z hodowli Bacillus subtilis
nowy antybiotyk polipeptydowy — bacytracyne (98). W kilka lat pozniej
opisano witasciwosci polimiksyn wyodrebnionych z hodowli Bacillus poly-
myxa (7, 218, 219, 256, 257). Prace prowadzono dalej nad antybiotykami
tego typu w latach pieédziesigtych (236). W 1950 roku K oyama i wsp.
(114) opisat kolistyne, w 1951 roku wyodrebniono wiomycyne z hodowli
Streptomyces vinaceus (64), a w dwa lata p6zniej Heineman i wsp.
(81) wykryli amfomycyne. Kolistyna, polimiksyna, wiomycyna i amfo-
mycyna sg dotychczas stosowane w terapii cztowieka. Substancje czynne

* Dr, Samodzielna Pracownia Farmakopei Polskiej, Instytut Lekéw, Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétéw: MIC — najnizsze stezenie hamujace (ang. Minimum
lub Minimal Inhibitory Concentration), FP — flawoproteid, Pir — pirydyna, Sar —
sarkozyna, b, ¢, a — cytochromy a, b, ¢, Me Cys —N-metylocysteina, MeWal —
N-metylowalina, L-4-okso-Pip — kwas 4-okso-L-pipekolinowy, HyPik — kwas 3-hj.-
droksypikolinowy.
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0 charakterze peptydowym nie znalazty zbyt szerokiego zastosowania Kkli-
nicznego, poniewaz majg nefrotoksyczne wiasciwosci przy podaniu paren-
teralnym (32, 33, 37, 58, 66, 83, 89, 97, 102, 155, 184, 187, 212, 217, 247, 267).
W 1952 roku Krynski iwsp. (118) wykryli tetaine, polipeptyd prze-
ciw drobnoustrojom gramujemnym i gramdodatnim. W 1955 roku Otan i
1 Saito (164) opisali gramicydyne J. W 1959 roku Kuryto —Bo-
rowska (121) wyodrebnita z Bacillus brevis edeine, a w 1964 roku
wprowadzono do lecznictwa kapreomycyne (84), rufomycyny (ilamycyny)
(38, 134). W 1966 roku W haley iwsp. (254, 255) opisali nowy peptyd
o wiasciwosciach antybiotycznych, a Bietowa i Stotpkin (18)
w tym samym czasie donie$li o wyizolowaniu przez nich neotelomycyny.
W 1967—68 roku wyodrebniono takze szereg nowych antybiotykéw
oligo- i polipetydowych, jak: suszymycyne, enduramycyne, leucynamy-
cyne, peptiomycyne A, B, fenomycyne, makromycyne, monamycyne, sten-
domycyne (16, 43, 87, 143, 151, 162, 180, 209). Nieco pdzniej wykryto dwa
antybiotyki peptydowe bacylizyne i antykapsyne (156, 251). Oligo- i poli-
peptydy tego typu tworzg grupe, zastugujgcg na wyodrebnienie w syste-
matyce antybiotykow, gdyz ich budowa, wiasciwosci fizyko-chemiczne
oraz biosynteza przez komérke gospodarza stanowiag odrebne, specyficz-
ne zagadnienia.

I. Podziat systematyczny

Substancje czynne nalezace do omawianej grupy antybiotykoéw, to
przewaznie peptydy cykliczne. Bricas i Fromageot (30) zapro-
ponowali klasyfikacje chemiczng opartg na strukturze sktadnikoéw cza-
steczki peptydow i zastosowali jg do antybiotykéw oligo- i polipeptydo-
wych. Podzielili je na homeomeryczne peptydy, zbudowane z samych
aminokwasow i peptydy heteromeryczne zawierajgce inne zwigzki che-
miczne précz aminokwaséw (30, 36, 105, 106, 222, 228, 229, 237, 262, 263).
Wiekszo$¢ antybiotykéw oligo- i polipeptydowych to peptydy heterome-
ryczne. Sktadnikami nieaminokwasowymi peptydéw heteromerycznych sg
aminy, cukry, kwasy itp. Niektére skiadniki wystepujace w czasteczce
antybiotykéw oligo- i polipeptydowych, nalezacych do grupy peptydéw
heteromerycznych, przedstawia tablica 1

W obrebie homeomerycznych peptydéw rozréznia sie dwie grupy,
biorgc za podstawe wigzania, jakimi te sktadniki sg potgczone w czastecz-
ce. Homodetami nazywa sie takie peptydy cykliczne, w ktérych skiad-
niki potgczone sg w czasteczce wigzaniami peptydowymi (30, 205), hetero-
detami za$ te, w ktdrych aminokwasy potaczone sg innymi wiazaniami.
W obrebie peptydéw heteromerycznych wyrézniono takze jedng grupe
antybiotykéw, gdzie sktadniki czasteczki potgczone sg wigzaniami pepty-
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dowymi, mimo, ze nie same aminokwasy wchodzg w skiad czasteczki,
i drugg grupe, gdzie skiadniki potgczone sg innymi wigzaniami niz pep-
tydowe.

Obecnie autorzy omawiajacy antybiotyki homeo- i heteromeryczne ra-
czej ograniczajg pojecia antybiotykow poli- i oligopeptydowych do homo-

Tablica 1

Niektore p.ieaminokwasowe sktadniki antybiotykéw nalezacych do peptydéw heteromerycznych

G_rupa} Nazwa wystepujacego zwiazku Nazwa an_tybiotyku, w ktérym
zwigzkéw zwigzek wykryto
Aminy Etanoloamina Gramicydyna A, B, C, D
Kadaweryna Ferrimycyna
I-amino-5-hydroksyloaminopentan Norcardamina, Ferrimycyna A
N-guanylo-N’-(3-aminopropylo)-1, 4- Edeina A i B
dwuaminobutan
Cukry D-glukozoamina Streptolina
Glukoza Koliformina
Ksyloza
Kwasy Bursztynowy Syderomycyny
organiczne Mréwkowy Gramicydyny A i D, A atymycy-
ny
Mlekowy Walinomycyny
Propionowy Mikrokokcyna P,
D-a-hydroksyizowalerianowy Walinomycyna, Amidomycyna
L-a-hydroksyizowalerianowy Monamycyna Di
(+)-6-metylooktanowy Cyrkuliny A, B, Polimiksyny
A, B,C, D
3-hydroksypikolinowy Wemamycyna B, Pirydomycyna,
Etamycyna, Stafilomycyna S
6-metyloheptanowy Polimiksyna E2 (kolistyna B)
Izotetradecenowy
Izopentadecenowy Suszymycyna
Piperydazyno-3-karboksylowy Monamycyna D x
11-metylo-laurynowy Stendomycyna
Inne trudne  Pierscien pirydynowy zawierajacy siarke Albomycyna
do klasy-
fikacji

detdw i heterodetow w rzedzie peptydéw homomerycznych oraz do ho-
modetéw cyklicznych i peptydéw o budowie liniowej w rzedzie peptydow
heteromerycznych. Antybiotyki peptydowe heteromeryczne, ktére zawie-
rajg w czasteczce hydroksykwasy i aminokwasy potgczone wigzaniami
amidowymi i estrowymi, nazwano depsipeptydami (16, 178, 189, 203, 204,
222). Budowe antybiotyk6w o strukturze depsipeptydéw przedstawia ry-
sunek 1a, b, c
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Rys. 1. Wzory strukturalne niektérych cyklicznych antybiotykéw peptydowych

a — wzor strukturalny depsmeptydu laterytyny (2?_
x — kwas D-a- hydroksylzowalerlanowy y — L(*)N-metylowalina,” z"— L(+)N-metyloizoleucyna
b — wzor strukturalny deﬁsmept du esperyny
X — kwas D-P-hydroksytrisdecylowy
¢ —wzér strukturalny zasadowego peptydu ‘wiomycyny % d)
X — ureid dehydroseryny, y — seryna, ¢ — a-(2-imino-6-hydroksy- heksa ydro-4-pirymidylo)-
glicyna, b — kwas a, 0-dwuaminopropinowy, a — L-0-L
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Obok pojecia depsipeptyddw wprowadzono pojecie peptolidéw, ktére
zawierajg w czasteczce wigzania peptydowe i laktonowe (26, 111, 112, 113,
201, 240). Do tej grupy nalezg miedzy innymi aktynomycyny i stafylo-
mycyny St (rysunek 2).

Hy-Pik
aOH i D-Abu L-Pro
L-Tre
r2
CO-r-NH (2H6 HJZ" c||-2
| CH—CO-i-NH--CH— CO — N— CH
HC— CH3 Cco
@) ” — c¢h3
0=C— CH—NH-rCO—CH—N-\%O-CH—CHZ—/ VCH3
||
’ Hf CH2\
\ L-Me-Fen
\ o=c—ch2 \
L-FenGli L-4-okso-pip

Rys. 2. Antybiotyk peptolidowy stafylomycyna

HyPik — kwas 3-hydroksypikolinowy, L-4-okso-Pip — kwas 4-okso-L-pipekolinowy, D-Abu —
kwas D-a-aminomastowy

Ws$réd homeomerycznych antybiotykéw peptydowych wyodrebniono
w 1970 roku bacylizyne (250, 251). Nie wykryto dotychczas polipeptydu
homeomerycznego o budowie liniowej. Antybiotyki tej grupy to prze-

waznie oligo- i polipeptydy cykliczne. W grupie heteromerycznych pep-
tydow liniowag budowe wykazuje np. gramicydyna D.

Antybiotyki oligo- polipeptydowe

oligo- i polipeptydy oligo- i polipeptydy
homeomeryczne heteromeryczne
Budowa cykliczna Budowa liniowa Budowa cykliczna

np. gramicydyna A | 0

Homodety Heterodety Homodety Heler.odety
cyklir;ne cykliczne cykliczne cykliczne
np. tyrocydyna np. telomycyna - I X
AiB np. polimiksyny Bj, B2i E Depsipeptydy Peptolidy
(kolistyna), wiomycyna np. walinomycyna np. aktynomycyny

Schemat 1. Schemat chemicznego podziatu antybiotykéw oligo- i polipeptydowych

Podziat antybiotykéw oligo- i polipeptydowych wg budowy podaje
schemat 1. Wedtug tego schematu bacytracyny (A, F i in.) sg trudne do
zakwalifikowania, pomimo ze skladajg sie z samych aminokwaséw; wig-
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zania miedzy cysteing a izoleucyng w czgsteczce sa kowalentne, ale nie
peptydowe, oba aminokwasy tworza potgczenia w formie pierscienia tia-
zolinowego (rysunek 3) (71, 128).

Tabela 2

Niektore rodzaje i gatunki drobnoustrojéw jako podstawa systematyki biologicznej antybiotykéw
oligo- i polipeptydowych
A. Krolestwo Procaryota
I. Klasa Eubacteriales
1. Rzad Eubacteriales

a. Antybiotyki produkowane przez rodzing Eubacteriaceae M. cz.
Bacillus brevis Brewina
Edeina A 754
Edeina B 796
Tyrocydyny 1270—1390
Gramicydyny 1060—1340
Bacillus licheniformis Bacytracyny A i F 1400
Licheniforminy 380—4800
Bacillus subtilis Subtyliny 3420—7000
Bacylomycyny 960
Bacillus polymyxa Polimiksyny 969—1200
Cyrkuliny 1200

b. Antybiotyki produkowane przez rodzing Enterobacteriaceae
Escherichia coli

Aerobacter aerogenes Koliformina 4000
c. Antybiotyki produkowane przez rodzine Lactobacillaceae
Streptococcus lactis Nizyny 7000

Streptococcus cremoris
2. Rzad Actinomycetales
a. Antybiotyki produkowane przez rodzine Streptomycetaceae

Streptomyces antibioticus Aktynomycyny A, B, C, D, 1246—1298
JKB.iX
Streptomyces vinaceus Wiomycyna 689
Streptomyces virginiae Stafilomycyna 740—750
b. Antybiotyki produkowane przez rodzine Actinomycetaceae
Actinomyces subtropicus Albomycyna

B. Krolestwo Eucaryota
I. Klasa Eumycetes
1. Podklasa Fungi Imperfecti

1 Rzad Moniliales
Antybiotyki produkowane przez rodzing Tuberculariaceae M. cz.
Fusarium oxosporum Enniatyna A, B, C 650
Fusarium licopersici Likomarazmina 277

W tablicy 2 przedstawiono masy czasteczkowe antybiotykow oligo-
i polipeptydowych, nalezgcych do réznych grup w klasyfikacji Bricasa
i Fromageota, a wytwarzanych przez drobnoustroje z identycznych grup
taksonomicznych (tablica 2). Nie stwierdzono korelacji miedzy dziataniem
antybiotyku a jego rosngcym lub malejgcym ciezarem czasteczkowym.
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Systematyki Bricasa i Fromageota (30) oparta na budowie
chemicznej oraz Korzybskiego i wsp. (111, 112), ktérej podstawa
jest rodzaj i gatunek drobnoustroju — producenta, przestajg by¢ przydat-
ne, gdy dzieli sie antybiotyki wg spektrum ich dziatania. Na przykiad
gramicydyny A, B i C dziataja wytacznie na drobnoustroje gramdodat-

\wVi
>\
He: v H
'C —S
D'fP LH*T H2  Cys
D-Fen — L-His— L -Asp
j D-Glu

L-lleu— D-Orn — L-Lliz— L-I]Ieu

Rys. 3. Budowa bacytracyny A. Charakterystyczne wigzania izoleucyny z cysteing
w postaci pierscienia tiazolinowego

nie, podczas gdy edeiny A i B hamujg rozw6j drobnoustrojow gramdo-
datnich i gramujemnych. Takze etamycyna nalezgca do grup heterodetow
peptydéw homeomerycznych (schemat 1) i telomycyna, nalezaca do grupy
heteropeptydow peptydéw heteromerycznych, wykazujg podobny zakres
dziatania wobec bakterii gramdodatnich. Najbardziej przydatng systema-
tyka antybiotykéw wydaje sie ta, ktdra grupuje te biologicznie czynne
substancje wedtug miejsca ich zadziatania na komérke drobnoustroju (103,
194, 195).

Il. Budowa antybiotykéw oligo- i polipeptydowych

Zarobwno homeomeryczne jak i heteromeryczne antybiotyki pepty-
dowe nie maja Scisle okreslonej ilosci aminokwaséw w czasteczce. Np.
z homeomerycznych antybiotykéw tyrocydyna A zawiera 10, a bacytra-
cyna 12 aminokwasOw w czasteczce. W grupie heteromerycznych anty-
biotykéw edeina zawiera 5 mykobacyna 13, polimiksyna 4—5, aktyno-
mycyna w dwaoch pierscieniach 10 aminokwaséw. Ogélnie w omawianych
grupach antybiotykdéw przewazajg zwigzki o parzystej ilosci aminokwa-
sow (28, 52, 58, 71, 84, 85, 86, 120, 121, 124, 190).

W skiad substancji czynnych tego typu wchodzg nie tylko 1(—), lecz
takze d(—) aminokwasy, ktére nie wystepuja w biatkach badanych do-
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tychczas (1), cho¢ wykryto je w formie wolnej u niektérych zwierzat
i roslin (115, 116, 148). Niektore antybiotyki peptydowe sa zbudowane
z samych aminokwaséw i hydroksykwasow o konfiguracji D, jak np.
amidomycyna (84). Wyodrebniono takze aminokwasy o budowie nie spoty-
kanej w innych poza antybiotykami zwigzkach (tablica 3).

Tablica 3

Niektdre aminokwasy spotykane tylko w antybiotykach oligo- i polipeptydowych

Aminkwasy niebiatkowe wystepujgce w antybiotykach Antybiotyk
(3-Alanina Botromycyna A, B
(3-1(2-tiazolo)-(3-alanina Botromycyna A, B
Kwas a-|3-dwuamino-propionowy Wiomycyna, Kapreomycyna,

Edeina A i B
L-~-Lizyna Wiomycyna, Mykotrycyna,
Kapreomycyna, Geomycyna
Nitrotyrozyna llamycyny
Sarkozyna Aktynomycyny i Etamycyna
L-fenylosarkozyna
a-(2-iminoheksa-hydro-4-pirymidylo)-glicyna Kapreomycyna
(3-Metylo-L-tryptofan Telomycyna- Neotelomycyna
Dehydrotryptofan Neotelomycyna
L-hydroksyleucyna LL-A0341A, LL-A0341B, Telomy-
cyna
N-metyloleucyna Monomycyna D ,
6-dwuazo-5-keto-L-norleucyna Dwuazomycyna B
L-y-formylometylonorwalina Rufomycyny (llamycyny)
3-nitro-4-hydroksy-L-fenyloalanina Rufomycyny (llamycyny)
N-metylotreonina Stendomycyna
Kwas 2, 6-dwuamino-7-hydroksyazelainowy Edeina A i B

Charakterystyczna cechg budowy antybiotykéw polipeptydowych jest
wystepowanie pewnych fragmentéw kilkakrotnie, np. czterokrotnie wa-
Imy i kwasu D-a-hydroksyizowalerianowego w czgsteczce amidomycyny
(84). Znamy antybiotyki, w ktorych sktad wchodzi kilka zwigzkéw pod-
stawowych powtarzajgcych sie w r6znych kombinacjach (rysunek 4 a, b, c).

W niektorych cyklicznych heterodetach peptydowych wystepuja takze
metale, np. zelazo. Do tego typu substancji nalezg albomycyna i ferrimy-
cyna (og6lna nazwa sideromycyny) wyodrebnione z hodowli drobnoustro-
jow nalezacych do rodziny Aspergillaceae (105, 106, 107, 185, 238) (ry-
sunek 5).

Wystepowanie struktur cyklicznych nie jest cechg specyficzng anty-
biotykow peptydowych, gdyz spotyka sie ja takze np. w hormonach
peptydowych przysadki mézgowej i trzustki (oksytocyna, wazopresyna)
oraz tarczycy (kalcytoniny) (1, 75, 99, 119, 125, 192). Znane sg takze pep-



Rys. 4. Budowa antybiotykéw peptydowych ziozonych z dwéeh lub wiecej frag-
mentéw powtarzalnych
a. Walmomycyna (wg 31)
X —kwas L-mlekowy, y —d- lub L-walina; z —kwas D-a-hydroksyizowalerianowy
b. Amidom ynaé q(
— D-walina, y —kwas -a-hydr sylzowalenanowy
c¢. Gramicydyna S—homodet dekapeptydowef z+ozony z dwoch cze$ci o identycznej budowie
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Rys. 5. Budowa cyklicznego heterodetu albomycyny (wg 185, 238)
AcNH-(OH)Orn = N® — acetylohydroksyornityna, x — pierécien pirymidynowy

tydy cykliczne pochodzenia roslinnego, na przyktad heksapeptyd — faloi-
dyna z grzyba Amanita phalloides (cyt. wg 30) obecnie zaliczana do anty-
biotykdw (24) oraz heptapeptyd — ewolidyna z lisci Evodia Xanthoxyloi-
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Rys. 6. Hipercyklizacja wystepujaca w antybiotykach peptydowych echinomycy-
nie (a) i faloidynie (b) (wg 24, 107)
(@) x —kwas chinoksalowy, (b) x —kwas 9(2-hydroksyizopropylideno)-a-aminopropionowy

des (Rutaceae) (93), ztozona z aminokwasow o konfiguracji | (25, 27, 93,
126, 140, 229). Podobnie jak w wielu zwigzkach pochodzenia naturalnego,
np. terpenach, w antybiotykach polipeptydowych wystepuje tzw. hyper-
cyklizacja struktury. Tym terminem Bodanszky i wsp. (22, 24)
okreslajg wystepowanie matych zwigzkéw cyklicznych w makrocyklicz-
nym wzorze. Hypercykliczng strukture wykazujg miedzy innymi echino-
mycyna i faloidyna (rysunek 6 a, b).

I11. Wiasciwosci

Budowa cykliczna oraz niespotykane na ogét w przyrodzie wigzania
chemiczne miedzy poszczeg6lnymi skiadnikami, np. w bacytracynie A
(rysunek 3), powoduja, ze antybiotyki polipeptydowe sg na og6t oporne na
dziatanie enzymdw proteolitycznych pochodzenia zwierzecego (trypsyna,
pepsyna, pankreatyna i erypsyna) (218, 219). Antybiotyki z grupy poli-
myksyn rozktadajg sie jednak pod wptywem enzymoéw proteolitycznych
pochodzenia roélinnego: pronazy, papajotyny (syn. papainy) oraz bakte-
ryjnego— nagarsy czyli subtylopeptydazy A (57, 80, 168, 224, 225, 226,
227). O enzymatycznym rozktadzie decyduje m.in. rozmieszczenie d-
i L-aminokwas6éw i grup hydrofobowych w czasteczce. Na przyktad uto-
zenie powierzchniowe grup hydrofobowych i naprzemienne ¢- i L-amino-
kwaséw powoduje nierozpuszczalno$¢ w wodzie gramicydyny A i S i ich
oporno$¢ na dziatanie nie tylko chymotrypsyny i pepsyny, lecz takze
pronazy i nagarsy. Rowniez tyrotrycyna nie ulega ze wzgledu na swg bu-
dowe catkowitemu trawieniu przez proteaze bakteryjng oraz papaine (78,
207, 256).

Wsréd enzymoéw rozktadajacych antybiotyki polipeptydowe na uwage
zastuguja specyficzne enzymy wytwarzane przez komorke producenta
danego antybiotyku — peptydazy i esterazy. Szczep Bacillus colistinus
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produkujacy kolistyny A i B wytwarza kolistynaze— enzym rozktadajacy
oba rodzaje kolistyny (51, 95), Katz i Peinta (101) zauwazyli
w 1957 roku, ze Achromobacter sp. rozktada aktynomycyne D (V) z wy-
tworzeniem czerwonego barwnika pozbawionego aktywno$ci mikrobiolo-
gicznej.

Pierscien laktonowy aktynomycyny i innych antybiotykéw polipep-
tydowych, nalezacych do heterodetow, jest rozktadany przez esterazy
wielu drobnoustrojéow. W 1966 roku Perlman i wsp. (172, 173) zaob-
serwowali rozktad aktynomycyny D i C3 do kwasu aktynomycynowego
i monolaktonu pod wptywem enzymow szczepu Actinoplanes (IMRU-F3-
15). Na te same zwigzki rozktada aktynomycyny indukowana laktonaza
wytwarzana przez szczep Actinoplanes missouriensis (102, 171, 174, 247).
Perlman i Capek (171) przypuszczaja, ze chromoforowy sktadnik
aktynomycyny odgrywa gtéwng role w procesie indukowania laktonazy.
Konstytucyjna laktonaza A. missouriensis nie rozktada zadnej aktyno-
mycyny, rozklada natomiast dwuhydrostafylomycyne oraz hydrolizuje
wigzanie laktonowe echinomycyny, etamycyny, stendomycyny, werna-
mycyny B i albomycyne (92).

Tablica 4

110$¢ wolnych grup zasadowych w antybiotyku, a obserwowane oddziatywanie w zaleznosci
od typu barwienia komérek wg (84)

. 1lo$¢ grup Reakcja Grama badanego
Nazwa antybiotyku zasadowych drobnoustroju

Cyrkulina 5 _

Polimiksyna 6 —
Etamycyna 0 +
Tyrocydyna 1 +
Gramicydyna S 2 +
Kapreomycyna 4 +
Walinomycyna 0 +
Stafilomycyna 0 +
Kolistyna 5 —

W zaleznosci od charakteru wolnych grup w czasteczce antybiotykow
rozréznia sie antybiotyki oligo- i polipeptydowe kwasne, zasadowe i obo-
jetne. Antybiotyki zasadowe, np. polimiksyny A, B} B2 C, D, Ej, E2 M
i P, cyrkuliny A, B, dziatajg gtdwnie na bakterie gramujemne (20, 48, 59,
108, 183). Wyjatek stanowig antybiotyki zasadowe, gramicydyna S i kap-
reomycyna, dziatajace w réznym stopniu na bakterie gramdodatnie jak
i gramujemne (84, 91, 181). Gramicydyna A, B i C sg antybiotykami obo-
jetnymi (112, 221). Antybiotyki kwasne, jak amfomycyna, tyrocydyna,
etamycyna, wernamycyna B, dorycyna, dziatajg zasadniczo na bakterie
gramdodatnie (5, 23, 25, 34, 38, 39, 84, 130, 169, 237). Podobne dziatanie
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majg duramycyna, cinnamycyna i aspartocyna (52, 130, 139, 147). Zalez-
nos$¢ dziatania na drobnoustroje od ilosci grup zasadowych i kwasnych
w antybiotyku podajg tablica 4 i 5.

Tablica 5

Spektrum antybiotykéw zasadowych i kwasnych badane in vitro wg (84)

Stosowany antybiotyk w [¢g/ml i rodzaj jego oddziatywania

Rodzaj . . Gramicydyna
drobnoustroju Cyrkulina  Polimiksyna Etamy{cyna Tyrocy,dyna s
zasadowy zasadowy kwasny kwasny zasadowy
Salmonella sp. 0,4—6,2 0,02 200 800 50
Shigella sp. 04 0,02 200 — 12
Escherichia coli 31 0,02 200 300 25
Streptocococcus sp. 10 50 0,04—1,25 — 10
Diplococcus sp. — 50 0,04—1,25 25 10

Niektére antybiotyki peptydowe znane sg jako antagoni$ci amino-
kwaséw (262). Zestawienie antybiotykéw — inhibitoréw konkurencyjnych
aminokwasow opracowali Nass iwsp. (152) w 1971 roku; m.in. dwuazo-
mycyna jest antagonistg glutaminy, a kanamycyna argininy.

Wiele antybiotykow peptydowych po rozpuszczeniu powoduje znaczne
zmiany napiecia powierzchniowego rozpuszczalnika dziatajgc podobnie
jak powierzchniowoczynne detergenty (62, 94, 123, 129, 175). Gramicy-
dyny, tyrocydyny, polimiksyny i cyrkuliny w roztworze (6, 175) wyka-
zuja podobny mechanizm dziatania na komdrke wrazliwa jak tenzydy*
czy detergenty niejonowe lub kationowe. Efekty dziatania polimiksyn na
btony cytoplazmatyczne drobnoustrojow wrazliwych poréwnuje sie z efek-
tami dziatania detergentu kationowego — bromku cetylotréjmetyloamo-
niowego (198, 199). Antybiotyki wykazujg jednak pewna specyfike dzia-
tania. Podczas gdy przy pH 7 detergenty kationowe sg bardziej aktywne
w stosunku do bakterii gramdodatnich, to polimiksyny dziatajg gtownie
na bakterie gramujemne (6, 21, 62, 184). Witasciwosci powierzchniowo-
czynne moze warunkowac cata czasteczka antybiotyku lub jej $cisle okres-
lony fragment. W grupie cyrkulin i polimiksyn przypisuje sie te witasci-
wosci catej czasteczce, chociaz Burger (35 uwaza, ze w polimiksy-
nach warunkuje je tylko kwas (+)-6-metylooktanowy, ktéry sam ma
wiasciwosci substancji powierzchniowoczynnej (179). Rola tego kwasu
w antybiotyku wg innych badaczy jest blizej nieokre$lona (48, 112, 155).
Zamiast kwasu (+ )-6>-metylooktanowego w skiad polimiksyny B2 wcho-
dzi kwas izooktanowy (223, 224).

Charakter zasadowy nadaje czasteczce polimiksyn kwas L-a,y-dwu-
aminomastowy (242, 243, 244). Acetylacja wolnej grupy aminowej kwasu

5»
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L-a,Y-dwuaminomastowego lub metylosulfonowanie powoduja utrate
aktywnosci przeciwbakteryjnej (89, 240, 243, 244, 257). Zmiana w polimik-
synie Bx kwasu L-a,Y-dwuaminomastowego na D-a,Y-dwuaminomastowy
daje szesciokrotne zmniejszenie aktywwosci w poréwnaniu z polimiksyng
Bj w stosunku do testowego szczepu Klebsiella pneumoniae ATCC 100131
in vitro oraz in vivo u myszy; aby uzyska¢ te samg bakteriob6jczos¢
szczepu E.coli, ktorym w celach doswiadczalnych zakazono zwierzeta,
nalezato da¢ trzykrotnie wiekszg dawke (241, 242, 243, 244, 257). Polimik-
syny Axi A2 ktoére majg w czasteczce reszte kwasu dwuaminomastowego
0 konfiguracji d, wykazujag mniejsza niz polimiksyng B aktywno$¢ prze-
ciwbakteryjng (139, 241, 242, 243).

Wprowadzenie niewielkich zmian w budowie antybiotyku powoduje
zmiane jego dziatania nie tylko na drobnoustroje, lecz takze i zwierzeta
doswiadczalne. Short (210) w 1952 roku zauwazyt, ze acetylowanie
1 metylowanie polimiksyny A pozbawia jg nefrotoksycznoS$ci przejawia-
jacej sie jako biatkomocz u zwierzat doswiadczalnych. Brownlee
i wsp. (32, 33) stwierdzili, ze mozna catkowicie zapobiec pojawianiu sie
biatkomoczu u pséw i szczur6w podajagc jednoczesnie z antybiotykiem
DL-metionine lub S-metylo-L-cysteine. Przed toksycznym dziataniem poli-
miksyny A na szczury chronig ponadto cholina i S-metylotiomocznik.
Znoszenie dziatania toksycznego przypisuje sie obecnosci labilnych grup
metylowych w podawanych zwigzkach, jednak mechanizm tego dziatania
nie jest dotychczas zbadany (32, 210). Takze glutation powoduje obnize-
nie nefrotoksycznosci polimiksyn u zwierzat doswiadczalnych (33, 66).

Brownlee i Short (33), Florey iwsp. (66) oraz Pratt
i Defrenoy (184) przypisujg dziatanie toksyczne polimiksyn gtéwnie
obecnosci w ich czasteczce D-seryny.

Omawiana grupa peptydowych antybiotykéw heteromerycznych ma
w swej czasteczce zaréwno grupy lipofilne (kwasy tluszczowe) jak i hydro-
filne (niektdre aminokwasy), co umozliwia tgczenie sie antybiotyku z réz-
nymi sktadnikami btony komdrkowej wrazliwych mikroorkanizméw (82,
89, 108, 155, 159, 223, 256). Na dziatanie antybiotykdw oligo- i polipepty-
dowych wptywaja réwniez ich jonowe wiasciwosci. Antybiotyki tego typu
majg silne powinowactwo do blony cytoplazmatycznej (11, 62, 67, 104,
109, 123, 129, 160, 175, 217, 239), przy taczeniu sie z nig najpierw zobojet-
nia sie tadunek witasny komorki bakteryjnej, a nastepnie moze nastgpic
jego zmiana na pewnych odcinkach $ciany komdrkowej (56, 123, 160, 206).
Wynikiem tego dziatania na powierzchnie btony jest aglutynacja komorek
zarbwno wrazliwych jak i opornych mikroorganizméw (55, 61, 62, 123,
159, 160). Aglutynacja potgczona z utratg ruchliwosci wystepuje pod
wptywem polimiksyn i cyrkulin. Bacytracyna nie ma wiasciwosci aglu-
tynowania (11, 123). Efekt zlepiania komorek jest bardziej widoczny
w przypadku szorstkich form R niz gtadkich S, co wykazano u Pseudomo-
nas aeruginosa, Staphylococcus aureus i Escherichia coli (61, 123, 159, 203).
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Okazato sig, ze aglutynacja komodrek gramujemnych zwigzana jest z bra-
kiem antygenu O (123).

Polimiksyna B i E in vitro tworzy podobnie jak streptomycyna kom-
pleksy z kwasami nukleinowymi (55, 123). Ponadto polimiksyna B wyka-
zuje takze zdolno$¢ tworzenia nierozpuszczalnych komplekséw z mono-
nukleotydami, czego nie obserwowano w przypadku innych antybiotykow
(120). Kompleksy tego typu sg najbardziej trwate przy pH 7,5 Trwate
kompleksy daje polimiksyna takze z niektérymi fosfolipidami, heparyna
i kwasami zotciowymi (123).

Wiele antybiotykédw ma zdolnos¢ taczenia sie i tworzenia kompleksow
z kationami jedno- i dwuwartosciowymi (21, 51, 157, 197, 239, 250, 261),
szczegOlnie bacytracyna tworzy tego typu polaczenia z cynkiem, kadmem
i magnezem (82, 239, 252), przy czym kompleksowanie z cynkiem i kad-
mem wzmaga jej aktywnos$¢ biologiczng (176, 216, 252). Kompleksy z ka-
tionami jednowartosciowymi (litem, sodem, potasem, rubidem i cezem)
tworza: eniatyna B, nonaktyna, walinomycyna, monamycyna i gramicy-
dyny A, B i C (74, 176, 177, 178, 204, 220, 239, 252). Polimiksyny tworzg
potgczenia z jonami wapnia Ca2+, Mn2+, Fe2+, Cu2+, Ni2+, Mg2+ (65, 79
157, 252). Te wiasciwosci powoduja, ze antybiotyki oligo- i polipetydow®©
uzywane sg m.in. jako sztuczne nosniki kationéw do wnetrza komdarki
(42, 82, 146, 235, 239, 260) i przez btony mitochondrialne. Sztucznym nos-
nikiem, na ktérym badano transport jonow alkalicznych do komérki, jest
walinomycyna. Powoduje ona regulowane fizjologicznie przenikanie jo-
néw przez btone mitochondrialng i nadmierne gromadzenie potasu w mi-
tochondriach komérek watroby szczura (235). Zjawisku temu towarzyszy
wzmozone gromadzenie sie wody, co daje w efekcie pecznienie mitochon-
driow. Podobne dziatanie stwierdzono dla gramicydyny (42, 82, 146).

Massari i Azzone oraz Urry omawiajg udziat walinomycyny
w transporcie jonéw H+ i K+ przez btony komdérkowe i mitochondrialne
dyskutujagc zagadnienie transportu biernego i aktywnego (cyt. wg 194,
195 i 239). Antybiotyki dziatajagce wybidrczo na transport metali alka-
licznych do komorki nazwano antybiotykami jonoforowymi (82, 186, 239,
252). Uzywajgc do badan syntetycznych fragmentéw antybiotykow pep-
tydowych stwierdzono, ze pewne pentapeptydy podobne do wystepuja-
cych w homodetach cyklicznych maja takze witasciwosci wigzania katio-
néw in vitro (204). Powinowactwo do kationéw jedno- i dwuwartoscio-
wych niektorych depsipeptydéw, np. walinomycyny, maleje w szeregu K+,
Rb+, Cs+, Na+, Li+, Ca2+ (16, 51, 82, 220, 239) co wyjasnia tatwos¢ two-
rzenia potgczen niektérych depsipeptydow z potasem. Tosteson i wsp.
(235) oraz Urry (239) tlumaczg uszeregowanie potasu przed sodem
wiasciwosciami fizykochemicznymi jonu potasowego. Uwodniona czastecz-
ka tego jonu jest znacznie mniejsza niz jony innych pierwiastkéw znaj-
dujacych sie w szeregu, co znacznie utatwia jej przenikanie do czasteczki
antybiotyku. Potgczenia antybiotykdw z kationami jednowarto$ciowymi
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majg charakter trwatego kompleksu (51, 82, 220, 239, 252). Budowe takie-
go kompleksu przedstawia rysunek 7.

Urry (239) sugeruje, ze w powstawaniu kompleksu walinomycyny z po-

Rys. 7. Kompleks walinomycyny z KAuC14 (chloroztocianem potasu) przedsta-
wiony wg 176
Linie przerywane oznaczaqulwmzama wodorowe
Grupy metylowe znajduja 5|e przy weglu (C) 5, i 47 %Su% [izopropylowe wystepuja przy
mach wegla 3,7, 11, 19, 23 i

Srednica atoméw przesadme powugkszona celem bard2|ej |Iustratywnego przedstawienia zacho-
dzacego zjawiska kompleKsowania

ch3
ch2
H— C— CH3
—————— CH
Me
H = C
v C-
|
h2

Rys. 8. Hipotetyczne centrum wigzania cynku (Zn*+) w czasteczce bacytracy-
ny A (wg 236)
Centrum znajduje sie w czasteczce przy peptydzie powstatym z potgczenia cysteiny z izoleucyng

http://rcin.org.pl
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tasem gtdéwng role odgrywajg trzy grupy metylowe. Kationy mogg dzia-
ta¢ w dwojaki sposob: albo sg absorbowane przez wrazliwe centra w czg-
steczce antybiotyku (rysunek 8), albo przez wrazliwe na antybiotyki
miejsce w btonie komérkowej Ilub cytoplazmatycznej drobnoustroju.
W obu przypadkach dziatanie antybiotyku na drobnoustroj jest stabsze.
Antybiotyk moze takze tworzy¢ odwracalny kompleks z kationem, co
réwniez czesciowo ostabia jego dziatanie na komoérke (21, 79, 82, 157, 252).

W przypadku polimiksyn tworzenie nieaktywnego kompleksu z pew-
nymi kationami mozna wykluczy¢ na drodze teoretycznej. Tworzenie np.
trwatego kompleksu polimiksyny B z magnezem jest mato prawdopodob-
ne, poniewaz dla odwracalnego zinaktywowania antybiotyku stosunek
atoméw magnezu do czasteczki polimiksyny musiatby wynosi¢ az 400:1.
Dziatanie kationbw moze by¢ znoszone przez odpowiednie aniony, np.
dziatanie chelatujgce magnezu jest znoszone przez jon cytrynianowy (157).

Dziatanie antybiotykéw polipeptydowych ostabiajg lub znoszg wszel-
kiego typu anionity (21), niektére syntetyczne zwigzki dodawane do
organopreparatow, np. zwigzki hamujace krzepliwo$¢ krwi wydatnie zno-
szg dziatanie polimiksyny B (236). Antybiotyki oligo- i polipeptydowe
tatwo taczg sie z jonami fosforandw i polifosforandw jak np. krystalomy-
cyna i amfomycyna (35, 130). Jony fosforanowe oraz fosfolipidy i zjoni-<
zowane grupy fosforanowe btony cytoplazmatycznej tworzg kompleksy
z polimiksynami (39, 62, 129, 217).

Polimiksyny i cyrkuliny ulegajg w znacznym stopniu inaktywacji pod
wplywem kefaliny (a w pewnym stopniu lecytyny i lizolecytyny) (200)
oraz fosfolipidow ekstrahowanych z ziaren soji i komorek bakteryjnych
(21, 60, 61, 62, 67, 76, 129). Rowniez polifosforany oraz pewne frakcje
tkanek zwierzecych w wydatnym stopniu znoszg dziatanie w/w antybio-
tykow (61, 206—217, 218). Fosfatydyloseryna hamuje in vitro i in vivo
dziatanie gramicydyny na komorki bakterii wrazliwych (89), a lecytyna
i sfingomielina — dziatanie tyrocydyny (6). Rdwniez polifosforany, a tak-
ze frakcje fosfolipidowe komdrek roslinnych i zwierzecych inaktywujg
dziatanie gramicydyny i tyrocydyny (6, 89). Zdolnos¢ kolistyn (polimik-
syny Ei i E2 i polimiksyn do tworzenia komplekséw z anionami organicz-
nymi i nieorganicznymi wykorzystano do syntezy nowych mniej toksycz-
nych form obu antybiotykdw, m.in. siarczanu polimiksyny B oraz metano-
sulfonianu kolistyny, stosowanych do chwili obecnej w terapii cztowieka.
Metanosulfonian ma mniejszag aktywnos$¢ przeciwbakteryjng (241, 242,
244), jednakze zwigzek ten tatwo ulega hydrolizie pod wpltywem surowi-
cy ludzkiej w 37° i przechodzi w aktywng zasade (17). W weterynarii
stosuje sie réwniez potaczenia antybiotykdw polipeptydowych z anionami
organicznymi, nie ulegajagcymi rozpadowi w organizmie zwierzecym.
Davison i Williams (49, 258) zastosowali potgczenie bacytracyny
z kwasem 5,5-metylenodwusalicylowym dla zwiekszania tuszy zwierzat
pod wptywem bacytracyny. Zwigzek ten podaje sie w karmie dla prosiat,
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drobiu i norek (258). Sam kwas metylenodwusalicylowy nie ulega prze-
mianom w organizmie zwierzat hodowlanych.

IV. Mechanizm dziatania antybiotykéw oligo- i polipeptydowych
na komoérke drobnoustroju

Antybiotyki oligo- i polipeptydowe wykazujg réznorodne dziatanie na
wrazliwe mikroorganizmy:
a) hamujg synteze $ciany komoérkowej lub niszcza jej budowe, np.
bacytracyna (221), wankomycyna, rystocetyna A i B (189),
b) niszcza badz funkcje badz synteze btony cytoplazmatycznej albo
jedno i drugie, np. cyrkuliny i polimiksyny (35, 72, 96, 145, 150,
155, 158, 159),
c) hamuja synteze biatek lub kwasoéw nukleinowych, np. botromycy-
ny, enomycyna, mikamycyna i aktynomycyna (47, 127, 144, 166,
232, 264, 265),
d) dziatajg na transport jonéw przez btony komdrkowe i mitochon-
drialne drobnoustrojow, np. walinomycyna, gramicydyna, (82),
e) hamujg procesy fosforylacji oksydacyjnej i oddychania (165), np.
antymycyny, walinomycyna, gramicydyna (81, 194, 195).
Dziatanie, ktére omdwiono w punkcie a obserwuje sie w stosunku do
komdrek bedacych w fazie intensywnego wzrostu. Natomiast sposob dzia-
tania wymieniony w punkcie b obserwowano gtownie w stosunku do ko-
moérek bakteryjnych bedacych w stacjonarnej fazie wzrostu (35). Anty-
biotyki o dziataniu wymienionym w punkcie c, d, i e sg aktywne w stosunku
do rosnacych i dzielagcych sie komérek. Efekt dziatania antybiotykéw tej
grupy w najnizszym stezeniu hamujgcym (MIC — ang. minimal inhibitory
concentration) i powyzej jest zwykle bakteriobdjczy. Antybiotyki jak
polimiksyny i cyrkuliny powodujg ekstrakcje pewnych skiadnikéw ko-
mérki na skutek zmian w przepuszczalnosci biony cytoplazmatycznej.
W wyniku dziatania np. polimiksyny B, E i A (232) nastepuje ekstrakcja
zasad purynowych i pirymidynowych oraz biatka komdrkowego, D-rybozy
i nieorganicznego fosforu zaréwno z komérek wrazliwych jak i opornych
(59, 61, 106, 109, 155, 156, 157, 160). Po hydrolizie klarownych superna-
tantow zawiesin komdrkowych wyodrebniono pentoze, adenine, guanine,
adenozyne, guanozyne, uracyl i kwas glutaminowy (19, 40, 41, 145, 159,
160, 167, 198, 199).
Antybiotyki peptydowe wybiérczo dziatajg na niektdre struktury ko-
mérkowe, powodujac w nich charakterystyczne zmiany (rysunek 9a, b).
Polimiksyna powoduje lize protoplastow bakteryjnych w roztworze
0,1—0,5M sacharozy zawierajgcym sole magnezu i stabilizujagcym cisnie-
nie osmotyczne (109, 157, 158, 159, 190). Wyglad protoplastow po zadzia-
taniu polimiksyny B przedstawia rysunek 10a, b.



Rys. 9. Efekty dziatania siarczanu polimiksyny B na komérki E. coli obserwowane

w mikroskopie elektronowym (wg 105)

. a—komorki zawieszone w buforze Tris 0 pH 7,2 pow. okoto 63000x
b — komoérki po zadziataniu polimiksyny w stezeniu 25ng/ml przez 30 min. Widoczne podobne
. do pecherzy wybrzuszenig w scianie komorkowej pow. okoto 95000x .
¢ — powiekszony 1 ragment komorki z rys. a; ,pecherze” s uformowane z zewnetrznej
warstwy $ciany komorkowej
kreska na rys. a, b i ¢ ‘oznacza wielko$¢ 0,Inm
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Rys. 10. Wyglad sferoplastu komérek E. coli po zadzialaniu polimiksyny B w ste-
zeniu 25(.ig/ml (wg 109)
a — obraz uzyskany w_mikroskopie elektronowym natychmiast po zadziataniu antybiotyku
pow. 45000x, widoczne wybrzuszenie btony cytoplazmatycznej .
b — obraz uzyskany po 30 min. dziatania polimiksyny. Powiekszony 45000x, sferoplasty widoczne
. pozbawione sg cytoplazmy | ]
Dtugos$¢ odcinka prostej zamieszczona na rysunku a i b odpowiada 0,Inm
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Gramicydyna D powoduje pecznienie mitochondriéw z watroby szczu-
ra a nastepnie ich lize w roztworze izotonicznym sacharozy i buforu
Tris—(hydroksy-metylo)aminometanu (253).

Doniesiono takze o dziataniu antybiotykow tej grupy na aktywno$¢
enzymow. Polimiksyna B hamuje aktywno$¢ esteraz Mycobacterium sp.
i innych (46, 47). Polimiksyna E (kolistyna) w stezeniu ponizej MIC ha-
muje w komorkach szczepu wrazliwego Pseudomonas aeruginosa, utlenia-
nie glukozy, bursztynianu, kwasu pirogronowego oraz dziatanie dekarbo-
ksylazy pirogronianowej (145).

Wptyw antybiotykéw na biosynteze biatka badano w celu wyciagnie-
cia ogolnych wnioskéw o wiasciwosciach zasadowych antybiotykéw oligo-
i polipeptydowych. Okazato sie, ze antybiotyki aminoglikozydowe, np.
neomycyna, kanamycyna, streptomycyna i gentamycyna hamujg biosyn-
teze biatka w obecnosci rybosomow bakteryjnych, powodujac fatszywe
odczytywanie kodono6w.

Bursztynian ANTYMYCYNA
| ;
tancuch
Zred.NAD FP ——» a oddechowy
GRAMICYDYNA
WALINOMYCYNA
(no$nik energii - x)
+Pi ‘ Fosforylacja
(x~P)
ADP ol
RUTAMYCYNA
ATP

Rys. 11. Specyfika dziatania antybiotykdw w odniesieniu do ukfadu oddechowego
i fosforylacji oksydacyjnej (wg 160)
Strzatki zakreskowane — miejsca blokowania reakcji, X — no$nik energii o nieznanej budowie,
. . . x~P —energia zwigzana w nieznanym zwiazku . .
Gramicydyna i walinomycyna rozkoyau:zajﬂ< proces fosforylacji_ 1 oddychania. Oligomycyna
i walinomycyna hamujag oksydacyjng fostforylacje i ATPaze

Lin i Tanaka (127) oraz Tanaka, lguso i wsp. (231) badali
wptyw antybiotykdw na biosynteze biatka w uktadach modelowych zto-
zonych z rybosoméw E. coli, mRNA i sSRNA komérkowego oraz odpowied-
nich aktywatoréw. W obecnosci polinukleotydu adenylowego (poliA) Sle-
dzili wbudowywanie lizyny, argininy, treoniny i seryny do taincucha pep-
tydowego, a w obecnosci polinukleotydu urydylowego (poliU) — fenylo-
alaniny, leucyny, seryny i treoniny. Okazato sie, ze wiomycyna, polimik-
syna B i botromycyna A2 hamujg synteze biatka, ale nie powodujg
fatszywego odczytywania kodonu. Mechanizm procesu hamowania biosyn-
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tezy biatka przez te antybiotyki nie zostat doktadnie wyjasniony (127,
138, 231, 233). Przypuszcza sie, ze botromycyna A2 hamuje przenoszenie
aminokwaséw z aminoacylo-sRNA na polipeptydy, ktérych biosynteza
przebiega na rybosomach (127). Stosunkowo najstabsze hamowanie bio-
syntezy nastepowato w obecnosci polimiksyny B. Dziatanie wielu innych
antybiotyk6w na mechanizm biosyntezy biatka obserwowano na podob-
nych uktadach modelowych (22, 133, 234).

Antybiotyki dzialajg takze na tafcuch oddechowy. Gramicydyna i wa-
linomycyna powodujg przez tworzenie bloku metabolicznego miedzy pro-
cesem oddychania i fosforylacji oksydacyjnej rozkojarzenie w mitochon-
driach tych dwoch proceséw.

Antymycyna 1, 2, 3 hamuje przenoszenie elektrondw z cytochromu
b na c (rysunek 11). Gramicydyna S hamuje powstawanie ATP w chro-
moforach drobnoustroju Rhodospirillum rubrum oraz proces przenoszenia
elektrondw indukowany za pomoca energii swietlnej (82).

Pewne antybiotyki majg wtasciwosci ochrony komdrek przed promie-
niowaniem, np. gramicydyna chroni komoérki drozdzowe przed szkodliwym
promieniowaniem gamma (117). Wilasciwos¢ ta nie jest zwigzana z jej
aktywnoscia przeciwbakteryjng, poniewaz witasciwosci ochronne miat tez
roztwor antybiotyku, ktéry po przechowaniu przez 50 dni nie wykazywat
zadnego dziatania hamujacego na komdérki drobnoustrojéw. Kriger
i wsp. (117) wysuneli przypuszczenie, ze albo nieaktywny antybiotyk
dzieki swej budowie lub produkty jego rozpadu majg zdolno$¢ inakty-
wacji rodnikdw chemicznych powstatych w uktadzie biologicznym po na-
promieniowaniu. Witasciwosci tego typu wykazujg takze penicylina, chlor-
amfenikol, streptomycyna i aureomycyna (117).

Antybiotyki polipeptydowe niszczgce funkcje btony cytoplazmatycznej
lub hamujace proces jej syntezy majg specjalne dziatanie nie tylko na
morfotyczne i funkcjonalne sktadniki komérki chorobotworczego drobno-
ustroju, ale i na aktywno$¢ wytwarzanych przez nie substancji biologicz-
nie czynnych, np. endotoksyn, co ujawnia sie niekiedy w odmiennych
odczynach serologicznych (129). Bacytracyna w stezeniu ponizej MIC
hamuje wydzielanie a-hemolizyn z komorek Staphylococcus aureus (88).
Tyrotrycyna z Bacillus brevis oraz aktynomycyna A hamujg fibrynolize
P-hemolitycznych streptokokéw (Streptococcus hemolyticus, grupy A
(Lancefield)). Oba antybiotyki hamujg roéwniez koagulacje plazmy przez
patogenne szczepy hemolitycznego stafylokoka (153, 154). Wymienione
antybiotyki inaktywuja streptolizyny i koagulaze patogennych szczepdw.
Tyrotrycyna w okreslonych warunkach znosi catkowicie lub czesciowo
objawy dziatania toksyny tezcowej i btoniczej na myszy i Swinki morskie
(154). Podobnie na toksyne tezcowg dziata chlorek alkilodwumetyloben-
zylo-amoniowy, detergent kationowy Zefiran, w rozcienczeniu 10-8 (94,
156).

Lopes i Innis (129) stwierdzili, ze polimiksyna B powoduje zmia-



76 K. OBOJSKA [22]

ne morfologiczng czasteczki lipopolisacharydéw ze szczepu E. coli 018
wyizolowanego z ptakéw i powoduje jednocze$nie utrate wiasciwosci tok-
sycznych tego kompleksu (129). Pod wptywem polimiksyny B nastepuje
»pociecie” nitkowatej endotoksyny i zwiniecie w kiebek powstatych frag-
mentéw (rysunek 12 a, b).

»

Rys. 12. Wplyw polimiksyny B na lipopolisacharydy izolowane ze szczepu E. coli

018. Badania wykonano w mikroskopie elektronowym Philips 300 (wg 129)

a — Przedstawia lipopolisacharydy o budowie podobnej do skupiska wstazek, Widoczna wieksza

gestos¢ optyczna linii zewnetrznych, powstajacych “w przypadku skrzyzowania ,wstgzek”
Etrzalkl) mniejsza samych ,wstgzek™ z ich zawartosScig wewngtrzng

sztattu c%stek lipopolisacharydow po zadziataniu roztworem polimiksyny B

min. Kreska pozioma na rysunku 1 i 2 przedstawia odcinek réwny

b — Zmiangl_
i
dtugosci 0,Inm

o stezeniu 25|ig/ml przez

Badania nad oddzialywaniem biatek surowiczych na aktywno$¢ poli-
miksyn B, ELi E2 nie doprowadzity do jednoznacznych wynikéw. Jedni
autorzy twierdzg, ze surowica zwierzat cieptokrwistych w 50°/0 inakty-

http://rcin.org.pl
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wuje dziatanie antybiotykéw in vitro, podczas gdy drudzy neguja jaki-
kolwiek wptyw biatek surowiczych (34, 160, 161, 216).

V. Biosynteza

Mechanizm powstawania antybiotykéw oligo- i polipeptydowych jest
przedmiotem intensywnych badan (10, 12, 13, 14, 78, 93, 132, 133, 142, 161,
182, 188, 189, 291, 213, 214, 229). Prawie wszyscy badacze zgadzajg sie,
ze synteza tych antybiotykéw przebiega inaczej niz biosynteza faricuchéw
peptydowych biatek komérkowych drobnoustrojow (66, 68, 115, 177, 178,
179), przypuszczalnie podobnie do syntezy endotoksyn bakteryjnych, mu-
kopeptydowych sktadnikéw btony komorkowej ijej fragmentéw peptydo-
wych (141, 191). Odmienny przebieg biosyntezy wykazano miedzy innymi
dla polimiksyny B (168), tyrocydyny (132, 133), gramicydyny S (56) i anty-
biotyku U-22, 324 (191).

Za odmiennym schematem syntezy antybiotykéw peptydowych od in-
nych dotychczas poznanych peptyddéw i biatek komdérkowych przemawiaty
do 1971 roku nastepujace fakty:

a) wystepowanie w antybiotykach réznorodnych aminokwasoéw i in-
nych sktadnikéw, ktérych nie spotyka sie w zadnych dotad poznanych
peptydach czy biatkach,

b) cykliczna budowa i niekiedy jeszcze dodatkowo hypercyklizacja
czasteczki antybiotykow peptydowych, nie obejmujaca jedynie jednego
lub kilku aminokwaséw, ktére w pewnych antybiotykach tworzg ich tan-
cuch boczny; ponadto czeste wystepowanie w tancuchu polipeptydowych
antybiotykéw cyklicznych i niecyklicznych innych wigzan niz a-amino-
peptydowe, powszechnie spotykane w biatkach (np. antybiotyki nalezace
«do grupy chinoksalin (111, 112, 137), telomycyna (208), albomycyna (2,
238),

c) wystepowanie w antybiotykach peptydowych powtarzajacych sie
wielokrotnie fragmentow dwu- lub tréjpeptydowych (2, 24). Takie wie-
lokrotne sekwencje nie sg spotykane w taricuchach polipeptydowych bia-
ek,

d) brak matryc nukleinowych okreslajacych sekwencje aminokwasow
w czasteczce antybiotyku co wykazano dla bacytracyny, gramicydyny,
tyrocydyny, edeiny, cyrkuliny i polimiksyn (10, 22, 70, 133, 230). Niezi-
dentyfikowany blizej RNA ma znaczenie przy biosyntezie mykobycyliny
7, 9)

e) mata specyficzno$¢ enzymu lub szeregu enzymoéw biorgcych udziat
w syntezie antybiotyku (45, 70, 132, 152, 189), o czym S$wiadczy zmien-
nos¢ produktu w zaleznosci od skfadu aminokwaséw w podtozu. Podajac
L-tryptofan zamiast L-fenyloalaniny udato sie otrzymac¢ zamiast tyrocy-
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dyny antybiotyk o zmienionej sekwencji aminokwaséw. Podobne do-
Swiadczenia wykonano dla aktynomycyn (45),

f) hamowanie powstawania antybiotykéw bez hamowania biosyntezy
biatek komorkowych (76, 100, 213, 214) przez okreslone aminokwasy
w podiozu, syntezy tyrocydyny przez 2-metylo-tryptofan i norwaline,
gramicydyny S przez norleucyne, norwaline i hydroksyproline (259), akty-
nomycyny D (IV) przez 3-metylo-DL-proline (266) i bacytracyny przez
D-fenyloalanine (214),

g) produkcja antybiotykdéw oligo- i polipeptydowych dopiero w koncu
logarytmicznej fazy wzrostu lub na poczatku stacjonarnej fazy wzrostu,
gdy substancje konieczne dla wczesniej zachodzacej biosyntezy biatka
i dla wzrostu drobnoustrojéw jak np. aminokwasy peptydy, cukry orazj
mikroelementy zostaty zuzyte. Produkty metabolizmu komérkowego znaj-
dujgce sie w podtozu niejednokrotnie hamujg biosynteze biatek nie ha-
mujac syntezy antybiotykOw i vice versa,

h) selektywne hamowanie biosyntezy biatka przez jaki$ antybiotyk
bez hamowania biosyntezy innego antybiotyku, np. przez chloramfenikol
czy puromycyne u Bacillus brevis syntetyzujacego tyrocydyne (131, 132).
Cykloheksimid hamuje synteze antybiotyku U-22, 324 przez grzyb Tri-
¢hoderma viride tylko nieznacznie, natomiast synteze biatka w duzym
stopniu (43, 191). Chloramfenikol i aktynomycyna D stymulujg wigcza-
nie L-treoniny do polimiksyny B, hamujac silnie proces witgczania amino-
kwasow do biatek komorkowych. Podobnie dziata w obecnosSci treoniny
borelidyna stymulujac biosynteze polimiksyny B, a hamujgc synteze tre-
onylo-tRNA (152).

Przypuszczano poczatkowo, ze w procesach biosyntezy antybiotykow
moze odgrywac¢ pewng role btona komoérkowa szczepu produkcyjnego.
Dokonano jednak syntezy wielu antybiotykéw przy uzyciu ekstraktow
bezkomoérkowych np. tyrocydyny i gramicydyny (26, 70, 163, 193), edeiny
(63, 121, 122), aktynomycyny D (103). Przeprowadzono takze wiele pro-
cesdw biosyntezy na protoplastach (10, 136, 170, 182, 189, 204, 214, 215).
Niespodziewanie biosynteza byta hamowana juz w poczatkowym stadium
(15, 76, 100, 141, 152, 213, 214) przez aminokwasy o konfiguracji ¢, mimo
ze te wiasnie aminokwasy wchodzg w skiad antybiotykéw. Dziatanie d-
-aminokwasow mozna byto znie$¢ podajgc analogiczny L-aminokwas, np.,
w przypadku produkcji bacytracyny w komoérkach Bacillus licheniformis
(214) L-fenyloalanina znosita hamujgce dziatanie D-fenyloalaniny. Obser-
wacje tego typu dowodza, ze zmiana konfiguracji aminokwasu 1 na ¢ na-
stepuje w czasie biosyntezy dopiero na poziomie peptydu (3, 4, 76, 204,
205, 213, 214). Wiele teorii powstawania D-aminokwasow w komdrkach
producentow oraz mechanizmy ich wbudowywania w strukture antybio-
tyku przedstawit Mauger (141).

W 1971 roku Fujikawa iwsp. (70) opisat biosynteze tyrocydyny
przy udziale uktadéw nierybosomalnych i pozbawionych tRNA. Ukitad
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syntetyzujacy skladat sie z dwoch komponent. Jedna z nich aktywujaca
L- i D-fenyloalanine mogta by¢ w uktadzie zastgpiona racemazg fenylo-
alaninowa. Druga komponenta miata wiasciwosci aktywowania innych
aminokwaséw i zawierata racemaze zalezng od ATP.

Poznano takze szereg procesow ubocznych prowadzacych do réznego
typu przeksztalcen aminokwaséw w czasteczce antybiotyku, np. walina
w czasteczce aktynomyeyny jest metylowana za pomocg metioniny (44,
142, 211); metionina jest takze zrédtem grup metylowych przy C4i C6
w czesci chromoforowej aktynomyeyny D (103).

VI. Znaczenie produkowanego antybiotyku dla komoérki producenta

Zagadnieniem znaczenia produktu — antybiotyku dla komdrki produ-
centa zajeli sie w 1946 roku Waksman i wsp. (248), zapoczatkowujac
badania nad wptywem aktynomyeyny na Streptomyces antibioticus oraz
streptotrycyny na S. lavendulae, szczepy wrazliwe na produkowane przez
siebie antybiotyki.

Problem postawit juz w 1947 roku Korzy bski (110) jeszcze przed
wyjasnieniem zagadnien zwigzanych z zastosowaniem antybiotykéw
w lecznictwie oraz efektéw ich dziatania na komorki mikroorganizmow
wrazliwych. Istnieje wiele hipotez na temat roli, jakg petni produkowany
antybiotyk w komoérce producenta. Trzy z nich maja stosunkowo najwiek-
sze poparcie doswiadczalne:

a) antybiotyk jest ubocznym produktem metabolizmu komorki nagro-
madzonym w czasie jej intensywnego rozwoju,

b) antybiotyk moze powsta¢ z rozpadu makroczgsteczek i biatka ko-
maérkowego nagromadzonego we wczesnej fazie wzrostu,

c) antybiotyk moze pojawia¢ sie jako produkt metabolizmu zwigza-
nego Scisle z powstawaniem btony sporowej egzyny czy intyny lub wedtug
Fortnagela (69), btony zewnetrznej i wewnetrznej (50, 86, 245, 250,
251).

W pewnych przypadkach mozna wykluczy¢ powstawanie antybioty-
ku polipeptydu w wyniku rozpadu nagromadzonej uprzednio makroczg-
steczki biatka. Na przyktad mykobacyliny powstajg w pigtym dniu fer-
mentacji, kiedy obserwuje sie znaczny spadek aktywnos$ci metabolicz-
nej komédrek. W fazie produkcji mykobacyliny nastepuje wyczerpanie
nagromadzonej w fazie logarytmicznej puli aminokwasowej z cytoplaz-
my. Antybiotyk w pigtym dniu fermentacji jest syntetyzowany de novo
wiasnie z tych aminokwaséw, gdyz znikaniu aminokwaséw z cytoplaz-
my nie towarzyszy wzmozone pobieranie ich z podtoza (135, 136).

Najwiecej danych nagromadzono na potwierdzenie trzeciej hipotezy,
ktéra odnosi sie tylko do laseczek sporulujacych (Bacillus)— produkuja-
cych antybiotyki oligo- i polipeptydowe (12). Okazato sie, ze produkcja
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cyrkulin, bacytracyny, bacylizyny i antykapsyny (156, 202, 250) jest
$cisle zwigzana z procesem tworzenia przetrwalnikow komoérek produ-
centa. Niektore zwigzki hamujgce proces tworzenia przetrwalnikéw ko-
moérek hamuja takze powstawanie antybiotyku, np. kwas a-pikolinowy
hamuje przetrwalnikowanie szczepu i synteze polimiksyny (7, 12, 15, 50,
69, 70, 73, 168). Ponadto polimiksyna B i gramicydyna lub ich fragmenty
wchodza w sktad otoczki przetrwalnikow powstatych w komérkach pro-
ducenta (14, 15, 69, 96). Zjawiska tworzenia sie przetrwalnikow rozpatry-
wano jako skutek pojawiania sie antybiotyku w Srodowisku. Antybiotyki
oligo- i polipeptydowe jako zwigzki powierzchniowo czynne wywotujg
bowiem szereg zmian, ktorych efektem sg procesy autolityczne, nasila-
jace tworzenie endospor (50, 69, 168, 251). Pewne do$wiadczenia negujg
znaczenie kwasu L-a,y-dwuaminomastowego i peptydéw polimiksynowych
w powstawaniu endospor B polymyxa (29).

Teoria rozpadu autolitycznego biatek komdrkowych, w ktérego wyni-
ku miatyby powstawaé antybiotyki polipeptydowe, wydaje sie z punktu
teoretycznego takze uzasadniona. Przepuszczalno$s¢ komdarki dla antybio-
tyku rosnie wraz ze wzrostem jego stezenia wewnatrzkomoérkowego. W fa-
zie stacjonarnej wzrostu (faza réwnowagi), gdy zwieksza sie stezenie an-
tybiotyku wewnatrz komérki i wobec tego btona staje sie dla niego bar-
dziej przepuszczalna, jednocze$nie obserwuje sie nasilenie proceséw auto-
litycznych w komorce i podwyzszenie stezenia antybiotyku w Srodowisku
(189, 197, 206, 215, 264).

VIl. Dziatanie antybiotyku na komorke producenta

Niewiele wykonano prac z tego zakresu. W dziataniu antybiotyku na
komorke jego producenta Katz (103) obserwowat dwie fazy. W fazie
poczatkowej szczep nie wytwarza substancji czynnej lub wytwarza jej
tak mato, ze aby zaobserwowaé efekty jej dziatania nalezy doda¢ anty-
biotyk do $rodowiska. Okazato sie, ze komorki szczepu produkcyjnego sa
wrazliwe przede wszystkim na antybiotyk w poczatkowej fazie (fazie
zastoju, ang. lag phase), ale w nieco mniejszym stopniu niz inne mikro-
organizmy wrazliwe. Dopiero w konicu fazy logarytmicznej wzrostu lub
w poczatkach fazy stacjonarnej obserwuje sie coraz mniejsze dziatanie
efektu antybiotyku dodanego z zewnatrz. Ma to miejsce wowczas, gdy sa-
ma komoérka zaczyna stopniowo produkowaé coraz wiecej antybiotyku,
i jego stezenie w S$rodowisku zwieksza sie znacznie. Produkcja duzych
ilosci antybiotyku w komdrce otwiera drugi etap, w ktérym nastepuje
zupetny brak wrazliwosci komoérek na antybiotyk dodany z zewnatrz.
Wyzej wymienione etapy obserwowano np. w dziataniu aktynomycyny
D (IV) na Streptomyces antibioticus. Po zaszczepieniu inoculum i dodaniu
z zewnatrz 4,2n.g/ml podtoza aktynomycyny D obserwowano w hodowli
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zahamowanie w 50% wbudowywania aminokwaséw do biatek komorko-
wych. W 12-godzinnej hodowli S.antibioticus osigga sie ten sam efekt po
dodaniu 10[xg/ml. Do 24-godzinnej hodowli, produkujacej 3Jo.g/ml aktyno-
mycyny, nalezy doda¢ az 20[xg/ml aby otrzyma¢ zahamowanie 50% whbu-
dowywania aminokwaséw. Natomiast bakterie z 48-godzinnej hodowli,
syntetyzujgce 40ixg/ml aktynomycyny D, sg zupetnie niewrazliwe na do-
datek antybiotyku z zewnatrz (103, 266).

Yoshida i wsp. (266) stwierdzili, ze dziatanie aktynomycyny D
na S.antibioticus w fazie wrazliwo$ci komdrek jest analogiczne jak do jej
dziatania na komarki innych drobnoustrojow. Antynomycyna hamuje wia-
czanie aminokwasow do tancuchow peptydowych biatek w wyniku bez-
posredniego oddziatywania antybiotyku na mRNA.

Opisane stadia dziatania antybiotyku na komorke producenta obserwo-
wali rédwniez Snocke i Cornell (215) oraz Russel (197) do-
dajagc bacytracyne do hodowli laseczki Bacillus licheniformis. Dodatek
antybiotyku w stezeniu od 1,25 do 25j./ml we wczesnej fazie wzrostu
komorek producenta (od 0—10 minut po zaszczepieniu podtoza) powoduje
rozpuszczenie biony komorkowej, powstawanie protoplastu, nastepnie
rozpuszczenie protoplastu umieszczonego w 0,5M sacharozie. Nasilenie
tych efektow jest najwieksze w 1 minute od chwili wprowadzenia inocu-
lum do podioza. Dodatek bacytracyny 50j/ml w logarytmicznej fazie
wzrostu B.licheniformis powoduje natomiast tylko zahamowanie wzrostu
hodowli 12-godzinnej bez lizy komorkowej (215). Koncentracja dodanego
antybiotyku w koricu fazy logarytmicznej musi by¢ 50 razy wieksza, aby
spowodowata zahamowanie wzrostu komdrek B.licheniformis (197, 214,
215). W koncu tej fazy wzrostu ponadto nastepuje znaczna produkcja ba-
cytracyny w komorkach B.licheniformis i przechodzenie antybiotyku do
podtoza az do stezenia 50j./ml i wiecej, co nie wptywa na procesy fizjo-
logiczne. Wyodrebnienie doktadne stadidw oddziatywania antybiotyku jest
szczegOlnie trudne, gdyz po uptywie 4-ch godzin nastepuje produkcja ba-
cytracyny w stosunkowo znacznych ilosciach przez B.licheniformis.

Ruczaj (196) wykazat, ze wiomycyna powoduje hamowanie endo-
gennego oddychania oraz utleniania glukozy w komdrkach Streptomyces
vinaceus. Oba procesy byty tylko nieznacznie hamowane w 24 i 48 go-
dzinnych hodowlach. Maksymalne efekty osiggnieto w 72 godzinnej ho-
dowli przy stezeniu 500j./ml wiomycyny. Ruczaj podkre$lit zalezno$¢
oddziatywania produktu na komdrke producenta od wydajnosci szczepu
produkcyjnego. Szczep wysokowydajny S.vinaceus wykazywat w grzybni
50-procentowe hamowanie utleniania glukozy pod wptywem viomycyny,
podczas gdy niskowydajny tylko 20-procentowe obnizenie procesu przy
analogicznym stezeniu wiomycyny.

Gtazer i wsp. (77) opublikowali dane o efektach dziatania grami-
cydyny S na jej producenta — Bacillus brevis. Wykazali, ze antybiotyk
powoduje uwalnianie w nadmiernych ilosciach nukleotydow komorko-
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wych rozpuszczalnych w kwasach. Szczepy produkujgce antybiotyk uwal-
niajag z komorek do podtoza znacznie wiecej nukleotydéw niz nie produ-
kujace.

Wzajemne oddziatywanie tego typu w uktadzie antybiotyk — produ-
cent nie jest swoiste dla uktadu antybiotyk oligo- i polipeptydowy —
szczep produkujacy, gdyz podobne oddziatywanie produktu na produ-
centa obserwuje sie w wielu innych uktadach, np. dziatanie kolicyn na
E.coli (1, 149, 150), neomycyny na Streptomyces fradiae (1, 246).

W niniejszym przegladzie pragneliSmy podkresli¢ znaczng r6znorod-
no$¢ budowy antybiotykéw peptydowych i polipeptydowych, ich wiasci-
wosci oraz mechanizm dziatania na morfotyczne czesci komérki i na izo-
lowane uktady enzymatyczne drobnoustrojéw wrazliwych i opornych.
Przedstawiono tylko niektore wzory strukturalne tych zwigzkow. Wska-
zuja one, jak dalce zréznicowana i odrebna jest budowa oligo- i polipep-
tydéw antybiotycznych w poréwnaniu z innymi dotychczas znanymi
zwigzkami pochodzenia naturalnego.

Odrebne tez sg zagadnienia biochemiczne zwigzane z biosyntezg anty-
biotykéw oligo- i polipeptydowych, a problemem czekajagcym na wyjas-
nienie jest rola antybiotyku dla komoérki jego producenta.
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LESZEK TOMASZEWSKI *

Wrodzone wady metaboliczne w przemianie aminokwasow

The Inborn Errors of Metabolism of Amino Acids

The biochemical principles of inborn errors of metabolism of aminoacids in
human are discussed.

Pojecie ,wrodzone wady metaboliczne” wprowadzit Garrod (49
w 1908 r. w oparciu o analize éwczesnie znanych czterech chordb: cysty-
nurii, fruktozemii, pentozurii i alkaptonurii. W 1934 roku lekarz i bio-
chemik norweski A. F61ling (45) wykryt fenyloketonurie a w ciggu
nastepnych 35 lat wykryto u ludzi tylko w przemianach aminokwasow
38 wad metabolicznych.

Pod terminem wrodzone wady metaboliczne rozumiemy, zupetnie
zresztg umownie, stany lub choroby bedace wynikiem zmienionej funkcji
katalitycznej biatka — katalizopatie — w odr6znieniu od strukturopatii
odnoszacych sie do zmian struktury biatka nie obdarzonego funkcjg en-
zymatyczng. Artykut ten obejmuje zatem wady wrodzone dotyczace za-
réwno przemiany aminokwasow jak tez przenikania tych zwiazkéw przez
przegrody ustrojowe, poniewaz przenikanie jest rOwniez procesem enzy-
matycznym. Badania wad metabolicznych faczace elementy medycyny
i biochemii wnoszg nowe wartosci poznawcze do wielu dziatéw biologii.

I. Wady przemiany glicyny

Przemiane glicyny przedstawia schemat 1

1. Glicynoza (Hiperglicynemia idiopatyczna)

Chorobe te opisano w 1961 r. (18, 101, 103), a do roku 1967 ogtoszono
11 przypadkéw (47). Do objawéw biochemicznych tego schorzenia naleza:
w krwi — 4—20 razy wyzsza niz normalnie zawarto$¢ glicyny, zwiekszona

*
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zawarto$¢ wolnych kwasow tluszczowych, kwasu mlekowego i amoniaku,
a takze kwasica metaboliczna, w moczu za$ — silnie zwiekszone wydala-
nie glicyny oraz ketonuria spowodowana obecno$cig acetonu, kwasu ace-
tooctowego, ketonéw wieloweglowych (2-butanonu, 2- i 3-pentanonu
i 2-heksanonu) (93) i kwasu metylomalonowego.

Postawowa nieprawidtowoscia w glicynozie jest zahamowanie prze-
miany glicyny w seryne (102). Pierwsza pula metaboliczna glicyny (tzn.
ta pula, w ktdérej bezposrednio rozmieszcza sie podana dozylnie pietno-
wana glicyna) wynosi u dzieci zdrowych okoto 16,3mg/kg, podczas gdy
u chorych na glicynoze 27,6mg/kg ciezaru ciata. Przemiana glicyny w se-
ryne jest w glicynozie szesciokrotnie wolniejsza niz u zdrowych.
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ehy .
glikolowy E:Hﬂ'i
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CHoNH-CHo  Biatka Kwas glikolowy
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Hipersarkozynemia. Blok dehydrogenezy sarkozyny

Glicynuria De Vries. Uposledzenie wchtaniania zwrotnego glicynv

oA W e

Schemat 1. Przemiana glicyny

Chorzy na glicynoze nie tolerujg biatek. Po obfitszych positkach biat-
kowych czestsze sg napady choroby przebiegajgce z ketozg przy swoistych
objawach klinicznych. Sposréd aminokwasdéw najregularniej wywotuja
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zaostrzenia choroby: leucyna, izoleucyna, walina, treonina i metionina
(17, 18). Podane doustnie pojawiajg sie u chorych w wysokich stezeniach
we krwi. Toksyczno$¢ i ketogenny wplyw tych aminokwasow zalezy od
podazy biatka: przy diecie wysokobiatkowej niewielka ilos¢ leucyny
sprowadza silne objawy nietolerancji a przy diecie niskobiatkowej duza
ilos¢ tego aminokwasu wywotuje tylko ketoze. Podobny wplyw jak dieta
wysokobiatkowa wywiera infekcja. Nietolerancja biatek jest raczej skut-
kiem niz przyczyng zaburzen w przemianie glicyny.

Doustne podanie biatek podnosi u chorych stezenie glicyny we krwi
znacznie wyzej niz u zdrowych. Po doustnym podaniu glicyny u chorych
wzrasta wydalanie seryny w moczu znacznie stabiej niz u zdrowych. Po
obciagzeniu seryna wzrasta zarowno stezenie glicyny we krwi jak i jej
wydalanie w moczu.

Wyniki prob obcigzeniowych Swiadcza, ze uposledzona jest droga prze-
miany glicyny w seryne, natomiast odwrotna droga seryna—glicyna jest
zachowana. Sg to jednak tylko dowody posrednie. Dowodow bezposrednich
dostarczyty badania przemiany glicyny w seryne w homogenatach tkan-.
kowych, potwierdzajace upoS$ledzenie tej przemiany u chorych z glicy-
noza. Badania te wykazaty rodwniez, ze w glicynozie jest zachowana od-
wracalna droga glicyna—kwas glioksalowy. Szczegdtowy mechanizm blo-
ku przejscia glicyny w seryne jest jeszcze nieznany.

2. Hiperglicynemia z hipooksaluriag

Ten typ wady w przemianie glicyny wyodrebnili Gerritsen
i wsp. (52). Od glicynozy r6zni sie on obrazem klinicznym i wynikami
biochemicznych préb czynnosciowych. Hiperglicynemia z hiperglicynurig
sg wprawdzie objawem wspdlnym dla obu jednostek chorobowych, jed-
nak mechanizm powstawania hiperglicynemii jest w kazdej z tych wad
inny.

W hiperglicynemii z hipooksalurig jest prawdopodobnie uposledzona
aktywnos$¢ oksydazy glicynowej. Enzym ten znajdujacy sie w watrobie
i nerkach katalizuje przejscie glicyny w kwas glioksalowy. O istnieniu
bloku miedzy tymi dwoma kwasami $wiadczg nastepujace fakty. Wyda-
lanie kwasu szczawiowego w moczu dzieci z omawiang wadg jest obnizo-
ne do 1/5—1/10 wartosci obserwowanej u zdrowych. Doustne podawanie
seryny, czy leucyny nie wzmaga wydalania kwasu szczawiowego w moczu
u chorych, natomiast podanie kwasu glioksalowego wzmaga wzrost wy-
dalania do wartosci prawidtowych. Uposledzenie przemiany glicyny pro-
wadzi do wzrostu pierwszej puli metabolicznej tego aminokwasu, z ktérej
to puli pochodzi 40% wydalanego kwasu szczawiowego. Obcigzenia doust-
ne glicyng osobnikéw zdrowych wzmaga znacznie wydalanie kwasu szcza-
wiowego.
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3. Oxalosis (Pierwotna hiperoksaluria. Szczawica)

Wade te opisano w 1954 roku (42), a do 1970 roku zanotowano ponad
65 przypadk6éw oksalozy. Jest to wrodzona, dziedziczna wada metabolicz-
na przebiegajgca z nadmiernym wydalaniem w moczu kwasu szczawio-
wego, kwasu glikolowego (47), kwasu glioksalowego (69) i glicyny z ka-
micg szczawianowg i odktadaniem sie ztogéw szczawianowych w réznych
narzgdach a przede wszystkim w nerkach. Wydalanie kwasu szczawio-
wego w moczu przekracza norme 3—10-krotnie. Jest ono niezalezne od
zawartosci kwasu szczawiowego w pozywieniu, zalezy natomiast od za-
wartosci biatka a przede wszystkim od zawartosci glicyny w diecie.
Istnieje $cista dodatnia korelacja miedzy wydalaniem w moczu azotu
i wydalaniem kwasu szczawiowego.

Préby czynnosciowe wskazujg, ze kwas szczawiowy jest metabolicznie
nieczynny. Podany doustnie wchiania sie bardzo tatwo i w catosci wy-
dala sie w moczu. Wstrzykniety dozylnie kwas szczawiowy znakowany
YC przechodzi niezmieniony do moczu, a w powietrzu wydychanym nie
ma pietnowanego dwutlenku wegla. Natomiast doustne podanie wiekszej
ilosci glicyny zwieksza wydalanie kwasu szczawiowego w moczu. Pirydok-
syna u chorych na oksaloze zmniejsza nieco a duze ilosci kwasu askorbi-
nowego wzmagajg wydalanie kwasu szczawiowego.

Wyniki badan in vivo pozwalajg wnosi¢, ze oksaloza jest skutkiem
upos$ledzonej transaminacji kwasu glioksalowego w glicyne (64, 65).
Dean iwsp. (31) potwierdzili ten wniosek wykazujgc in vitro w homo-
genatach narzagdéw chorych na oksalurie zahamowanie przemiany kwasu
glioksalowego w glicyne oraz upos$ledzong produkcje COz Skutkiem
zablokowania tej drogi jest wsteczne gromadzenie sie¢ metabolitow przed-
blokowych. Jest to ciekawy przyktad rozkojarzenia reakcji odwracal-
nej gdzie tylko jeden jej kierunek jest zahamowany. By¢ moze kazdy
kierunek tej reakcji jest katalizowany przez inne ukilady enzymatyczne.
Bezposrednim prekursorem kwasu szczawiowego jest przede wszyst-
kim kwas glioksalowy, chociaz udowodniono tez mozliwos¢ przejécia 1i 2
wegla kwasu askorbinowego w kwas szczawiowy z pominieciem kwasu
glioksalowego (8). Prekursorami kwasu glioksalowego moga by¢: kwas
glikolowy pochodzgcy z seryny oraz glicyna. Kwas y-hydroksy-a-ketoglu-
tarowy — metabolit hydroksyproliny — ktéry ulega przemianie gtdéwnie
poprzez kwas malonowy zapewne nie odgrywa wiekszej roli w oksalurii.

Poniewaz w oksalozie jest wzmozone wydalanie kwasu glikolowego
odpada wiec mozliwo$¢ bloku na tej drodze. Znaczacym prekursorem kwa-
su szczawiowego jest glicyna. llos¢ powstajgcego kwasu szczawiowego
z glicyny w oksalozie jest taka sama jak u ludzi zdrowych (24, 25). Row-
nowaga miedzy glicyng i kwasem glioksalowym jest przesunieta ku
glicynie. Po dozylnym podaniu glikolanu z pietnowanym #C weglem
karboksylowym odnaleziono w moczu wiecej znakowanego kwasu szcza-
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wiowego, glioksalowego i glikolowego, a mniej kwasu hipurowego i gli-
cyny, wynik podobny zreszta jak w doswiadczeniach z cigglty infuzja
pietnowanego MC glioksylanu (64).

Spotykane w oksalozie zwiekszenie zawartosci kwasu moczowego we
krwi ttumaczy sie niewydolnoscig nerek albo tez nieprawidtowos$ciami
w powstawaniu kwasu szczawiowego z puryn.

4. Hipersarkozynemia

Dotychczas opisano tylko jeden przypadek tej wady (54, 55). W Kkrwi
i moczu dziecka z upos$ledzonym rozwojem motorycznym i umystowym
stwierdzono zwiekszong zawarto$¢ sarkozyny. Doustne obcigzenie sarko-
zyng i dwumetyloglicyng wywotywato u chorego wydalanie duzych ilosci
sarkozyny a w narzadach badanych post mortem stwierdzono wzmozona
zawarto$¢ sarkozyny szczegOlnie w moézgu i w watrobie. W rodzinie cho-
rego stwierdzono u siostry wysokie stezenie sarkozyny w o0soczu a u mat-
ki wzmozone wydalanie po obcigzeniu.

Brak jest narazie blizszych badarn biochemicznych tej wady. Przy-
puszcza sie, ze jej przyczyng jest uposledzenie aktywnos$ci watrobowej
dehydrogenazy sarkozyny.

5. Glicynuria z kamicg szczawianowg de Vries

Chorobe opisano dotychczas u cztonkdéw tylko jednej rodziny (138).
Trzy kobiety reprezentujgce w tej rodzinie trzy kolejne pokolenia wy-
dalaty po 600—900mg glicyny w moczu na dobe, przy prawidtowej za-
wartosci tego aminokwasu w krwi. U chorych z tg wada wchiania sie
zwrotnie tylko 30°/o przesaczonej glicyny, reszta za$ przechodzi do moczu.
Uposledzenie wchtaniania zwrotnego glicyny jest Scisle wybidrcze i nie
dotyczy innych aminokwasOw. Znaczne ograniczenie biatek w diecie nie
ma wplywu, natomiast dozylne podanie glicyny w postaci kroplowki
wzmaga wybitnie jej wydalanie w moczu. Opisana wybiorcza niewydol-
no$¢ kanalikowa wchtaniania zwrotnego glicyny jest chorobg dziedzicz-
ng, zwigzang z picig, o dominujagcym trybie dziedziczenia.

Il. Wady przemian aminokwaséw rozgatezionych

1. Leucynoza (Choroba moczu o zapachu liscia klonowego).
Ketoaciduria aminokwaséw rozgatezionych (ang. Mapie Syrup Urine Disease)

Chorobe wykryto w 1934 r. (94), do 1964 roku opisano ponad 30 przy-
padkoéw (134) z tego dwa z Polski (75, 92).
Wodzacym objawem biochemicznym, decydujagcym o rozpoznaniu,
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jest zwiekszona zawarto§¢ w moczu leucyny, waliny i izoleucyny i ich
keto-analogéw kwaséw (a-ketoizokapronowego, a-ketoizowalerianowego
i a-keto-(3-metylowalerianowego). W zwiekszonych ilosciach wydalana
jest tez fenyloalanina i tyrozyna. Donoszono wprawdzie o zwiekszonym
wydalaniu metioniny ale badany aminokwas okazat sie alloizoleucyng

Miejsce bloku w acidemii
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Migjsce bloku w hiperwalinemii

Schemat 2. Przemiany aminokwaséw o rozgatezionych tancuchach
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(100). Réwniez w zwiekszonych ilosciach wydalane sg z moczu kwasy
indolooctowy, indolomlekowy oraz a-ketoglutarowy (105, 134). Czesto,
wystepuje ketonuria zwlaszcza w postaciach z pdzng manifestacjg (29).
Charakterystyczny zapach moczu, od ktérego choroba otrzymata nazwe
pochodzi przede wszystkim z polimeru estru kwasu a-hydroksymastowego,
pochodnej metioniny, i innych kwasdw organicznych.

W krwi, erytrocytach, ptynie mézgowo-rdzeniowym, S$linie i stolcu za-
warto$¢ rozgatezionych aminokwasow, ich keto-analogéw i alloizoleucyny
jest kilkakrotnie podwyzszona (119). Wystepowanie alloizoleucyny w stol-
cu Swiadczy o obarczeniu wadg $luzoéwki jelitowej. Niekiedy spotyka sie
wyrazng hipoglikemie.

Przyczyng choroby jest blok dekarboksylaz aminokwaséw rozgate-
zionych. Swiadcza o tym nastepujace obserwacje: homogenaty tkanek
i leukocytédw chorych na leucynoze nie metabolizujg aminokwaséw roz-
gatezionych poza a-ketokwasy (33) i wykazujg zaledwie 10—20°/0 aktyw-
nosci dekarboksylazy znajdywanej w tkance prawidtowej (29, 30) a kul-
tura fibroblastéw chorego z tg wadg, podobnie jak leukocyty, nie potrafi
metabolizowa¢ aminokwasow rozgatezionych (29).

Przemiany tych aminokwaséw przedstawia schemat 2. Dla kazdego
aminokwasu istnieje odrebna dekarboksylaza (63).

Pierwszy etap przemiany — dezaminacja, przebiega prawidtowo. Przy
bloku dekarboksylacji prawidtowej metabolity — ketokwasy nagromadza-
ja sie w nadmiarze i hamujg inne enzymy np. dekarboksylaze kwasu glu-
taminowego i tez wywierajg wptyw farmakologiczny, np. hipoglikemi-
zujacy.

Biochemiczne proby czynnosciowe w leucynozie majg znaczenie ba-
dawcze, rozpoznawcze, a takze umozliwiajag okreslenie heterozygot w ro-
dzinach chorych i ustalania toru dziedziczenia.

Po obcigzeniu doustnym waling wybitnie wzrasta jej stezenie we
krwi, jednak bez klinicznych objaw6w nietolerancji. Po obcigzeniu leu-
cyng natomiast jej stezenie w krwi silnie wzrasta w 3 godziny po poda-
niu, czemu towarzyszy krotkotrwate i przemijajgce zaostrzenie objawow
neurologicznych. Po izoleucynie zapach moczu nasila sie, moze wystapié
pobudliwo$¢ lub senno$¢ oraz wzrasta zawarto$¢ alloizoleucyny we krwi
na okres kilku tygodni (33, 119).

2. Oligofrenia z wydalaniem oksykwaséw w moczu (Choroba moczu o zapachu
suszonego chmielu, ang. Ousthouse Disease)

Jedyny dotychczas opisany przypadek (71, 116) cechowat sie swoistym
przenikliwym zapachem moczu. Mocz ten zawierat duze ilosci kwasow:
fenylopirogronowego, fenylooctowego, a-hydroksymastowego (decyduja-
cego o zapachu) oraz fenyloalaniny, metioniny i tyrozyny. Tio bioche-
miczne wady jest nieznane.

7 Postepy Biochemii
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3. Acidemia izowalerianowa

Chorobe opisano u dwojga rodzenstwa (125, 126). U chorych zwracat
uwage charakterystyczny zapach oddechu i ptynéw ustrojowych okresla-
ny jako zapach sera lub ,spoconych stop”. Po obfitszym positku lub
w czasie infekcji objaw ten nasilat sie a takze czestsze stawaty sie napady
wymiotow.

We krwi chorych stwierdzono do 500 razy zwiekszone stezenie kwasu
izowalerianowego, wzrastajagce w okresach napadéw. W moczu stwierdzo-
no wzmozone wydalanie tego kwasu a ponadto znaleziono tez N-izowale-
ryloglicyne (127). Doustne obcigzenie waling i izowaling nie powodowato
zadnych zmian. Natomiast po podaniu L-leucyny nasilaty sie objawy neu-
rologiczne i charakterystyczny zapach moczu a zawarto$¢ kwasu izowa-
lerianowego wzrastata dwukrotnie i dtuzej niz normalnie utrzymywata
sie na tym poziomie. W leukocytach osobnika chorego stwierdzono znacz-
nie obnizone utlenianie MC kwasu izowalerianowego zaréwno podczas/
ataku jak i w remisji. U chorych z tg3 wadg zatem jest blok na etapie
przemiany izowaleryloCoA do (3-metylokrotonyloCoA. Enzym katalizuja-
cy te reakcje jest odmienny od enzyméw utleniajgcych keto-analogi
waliny i izoleucyny do krétszych kwasoéw ttuszczowych.

4. Hiperwalinemia

Chorobe te opisang w 1963 r. (130) charakteryzuje przekraczajgca
10-krotnie norme hiperwalinemia i hiperwalinuria, przy prawidtowej za-
wartosci innych aminokwaséw. U rodzicow chorego stwierdzono takze
hiperwalinurie a ponadto u matki zwiekszone wydalanie w moczu kwasu
|3-aminoizomastowego. Po doustnym obcigzeniu waling, leucyng i izoleu-
cyng tylko po walinie wystgpito podwyzszone stezenie tego aminokwasu
w krwi utrzymujace sie dos¢ dtugo, natomiast nie byto nagromadzania sie
ketokwasow, co wyraznie rozni te wade od leucynozy, gdyz Swiadczy
0 prawidtowej dekarboksylacji aminokwasow rozgatezionych. W okresie
podawania diety z niskg zawartoscig waliny stezenie tego aminokwasu
w krwi obniza sie, ustepujg tez wymioty i hiperkineza. W leukocytach
chorego stwierdzono blok transaminacji waliny, przy prawidtowej aktyw-
nosci aminotransferazy leucyny i dekarboksylazy leucyny (121).

Przyczyna hiperwalinemii jest wiec uposledzenie poczatkowego etapu
degradacji waliny, tj. transaminacji waliny do kwasu a-ketoizowaleria-
nowego. Zgodnie z zasadg bloku metabolicznego walina nagromadza sie
w tkankach, przestrzeni pozakomoérkowej i przedostaje sie do moczu.

5. Metylomalonoaciduria (Metylomalonoacidemia)

Chorobe wykryto w 1967 r. (87, 104) po czym wkrotce opisano trzy
dalsze jej przypadki (70, 89, 120).
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Zasadniczym objawem jest przewlekta kwasica metaboliczna ustepu-
jaca czescicwo po ograniczeniu biatek w diecie a zaostrzajgca sie przy
przekarmianiu biatkiem i w infekcji. W krwi zwiekszona jest zawartos$¢
kwasu metylomalonowego, kwasu mlekowego i glicyny. W czasie zaostrzen
wystepuje ketonuria spowodowana obecnoscig kwasu metylomalonowego
w iloSciach gramowych, oraz znaczna hiperglicynuria bez zwyzki za-
wartosci aminokwasow rozgatezionych.

Préby obcigzeniowe (104) wykazaty, ze w krwi po obcigzeniu L-waling
wzrasta stezenie kwasdéw metylomalonowego, pirogronowego i a-keto-
glutarowego a po obcigzeniu biatkiem obniza sie stezenie glukozy, wzrasta
stezenie niezestryfikowanych kwasoéw ttuszczowych i opada stezenie kwa-
su metylomalonowego, przy czym wzrasta jego wydalanie w moczu. Przy
niskiej podazy biatek potrzeba mniej dwuweglanéw do skorygowania
kwasicy. Po doustnym obcigzeniu propionianem sodowym, Kktory jest
prekursorem kwasu metylomalonowego wzrasta we krwi stezenie tego
ostatniego i ciat ketonowych a takze wydalanie kwasu metylomalonowego
W moczu.

Kwas metylomalonowy jest metabolitem kwasow tluszczowych o nie-
parzystej ilosci atomow wegla, aminokwasow: izoleucyny, treoniny, metio-
niny, waliny oraz tyminy i kwasu propionowego (schemat 3).

Walina
Izoleucyna Semialdehyd Tymina
. 150} kwasu metylomalonowego
Kwasy tluszczowe 1
) . - Propionylo [ T—— Metylomalonylo Sykeynylo CoA
nieparzystoweglowe CoA CoA
Kwas Kwas

Tpropionow\ metylomalonowy
Treonma Metionina

Schemat 3. Prekursory kwasu metylomalonowiego

Nagromadzenie sie¢ kwasu metylomalonowego w krwi jest wynikiem
bloku w dwuetapowej przemianie metylomalonyloCoA do sukcynyloCoA.
W pierwszym etapie metylomalonyloCoA racemaza (EC 5.1.99.1) prze-
ksztatlca w odwracalnej reakcji D-metylomalonyloCoA do L-metylomalo-
nyloCoA, a w drugim etapie metylomalonyloCoA mutaza (EC 5.4.99.2))
przeksztatca L-metylomalonyloCoA do sukcynyloCoA. Koenzymem mu-
tazy jest witamina Bi2 Wg Lindblada i wsp. (90) w metylomalo-
nyloacidemii wystepuje nienormalnie wysokie zapotrzebowanie na koen-
zym. U chorych nie ma niedoboru witaminy B ale podanie duzych da-

™
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wek tej witaminy (104) obniza wydalanie kwasu metylomalonowego w mo-
czu. Zwiekszone stezenie leucyny, izoleucyny i waliny we krwi chorych
Lindblad i wsp. (90) ttumacza niedoborem CoA w nastepstwie zwig-
zania go w postaci nierozktadanego metylomalonyloCoA.

Obraz kliniczny metylomalonoacidemii przypomina hiperglicynemie,
zwlaszcza jej ciezkag posta¢ ketotyczna. Hsia i wsp. (70) rozgraniczaja
wyraznie te wady. Leukocyty chorych na hiperglicynemie ketotyczng nie
utleniajg propionianu do dwutlenku wegla, ale degradujg prawidiowo
metylomalonian. Natomiast leukocyty chorych na metylomalonyloacidurie
nie utleniajg ani jednego ani drugiego substratu. Roznice w lokalizacji
bloku metabolicznego w metylomalonyloacidemii i hiperglicynemii keto-
tycznej przedstawia schemat 4.

A B
co2 COOH CO-S-CoA CO-S-CoA
|
CGH-CH - CHO-CH CHo-CIH - I
| 3 ]
Co5-con Lo-s-CoA QocH ch2
QOCH
Propionylo - CoA D - metylomalonylo CoA L - metylomalonylo CoA Sukcynylo CoA

A - Przypuszczalne miejsce bloku enzymatycznego w hiperglicynemii ketotycznej
B- " " metylomalonoacidurii

1- Karboksylaza propionylo CoA (Biotyna)

2- Racemaza metylomalonylo CoA

3 - Mutaza metylomalonylo CoA (Wit B~ koenzym)

Schemat 4. Zwigzki metaboliczne miedzy propionyloCoA a izomerami metylo-
malonyloCoA

I1l. Wady przemiany aminokwaséw siarkowych
1. Cystynuria (Cystyno-lizyno-arginino-ornitynuria)

Ta znana od dawna choroba jest wadg penetracji cystyny przez
przegrody ustrojowe. Interesujaca jest historia rozwoju pogladéw na cy-
stynurie. Cystyne wyodrebniono z kamieni pecherzowych (stad nazwa
aminokwasu) w 1810 r., w 1876 r. Nieman (cyt. wg 41) stwierdzit
dziedziczny irodzinny charakter cystynurii aw 1908 r. Garrod zaliczyt
ja do wrodzonych wad metabolicznych typu ogolnoustrojowego. Dent
i Rose w 1951 r. (32) zakwalifikowali cystynurie do choréb nerek
z upos$ledzeniem wchtaniania zwrotnego w kanalikach nerkowych czte-
rech aminokwaséw: cystyny, lizyny, argininy i ornityny. W 1961 r. Mi1-
ne i wsp. (96) na podstawie zwiekszonej zawartosci tioaminokwasow
w kale stwierdzili upo$ledzenie wchianiania ich nie tylko w nerkach lecz
i w przewodzie pokarmowym. W 1964 r. Mc Carthy i wsp. (21)
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wykrywajg w kale cystynurykéw cystyne i lizyne i stwierdzajg upoSle-
dzenie koncentrowania tych aminokwaséw przez komorki Sluzowki jelit.
Crawhall iwsp.w 1963 r. (26) donoszg o leczniczym wptywie peni-
cylaminy.

Sg dwa rodzaje dziedziczenia anomalii: posta¢ recesywna kompletna
homozygotyczna (wystepujaca czesciej) i posta¢ recesywna niekompletna,
heterozygotyczna. W pierwszej postaci wady chorzy wydalajg duze ilosci
aminokwasOw zasadowych i cystyny. Formowanie si¢ kamieni cystyno-
wych jest wynikiem niskiej rozpuszczalnos$ci cystyny (ok. 3mg w 100ml)
w wodnych roztworach, zwiaszcza kwasnych. Posta¢ niekompletna re-
cesywna, w ktérej praktycznie nie tworzg sie kamienie moczowe, dzieli
sie na trzy typy (110): typ | — charakteryzuje niezdolno$¢ akumulowania
w $luzéwece jelit lizyny, cystyny i argininy przy prawidtowym wydalaniu
cystyny i lizyny; typ Il — niezdolno$¢ akumulowania lizyny, zachowane
akumulowanie cystyny (arginina nie badana) przy wzmozonym wydala-
niu cystyny i lizyny w moczu; typ Il —akumulowanie wszystkich trzech
wymienionych aminokwaséw i nadmierne wydalanie ich w moczu. Przy
doustnym obciazeniu cystyng w typie | i Il nie ma wzrostu stezenia tego
aminokwasu we krwi i krzywa obcigzeniowa jest stale ptaska (91), pod-
czas gdy w typie Il krzywa obcigzeniowa jest prawie normalna.

Doustne podawanie cystyny nie zwieksza u cystynurykéw jej wyda-
lania w moczu. Natomiast doustne podanie cysteiny podnosi stezenie tego
aminokwasu we krwi silniej niz u zdrowych i wzmaga jej wydalanie
w moczu (117). Doustnie podana arginina nie wchiania sie w jelitach,
ulega dekarboksylacji do putrescyny, ktéra z kolei wchtonieta przeksztat-
ca sie w pyrolidyne wydalajacg sie w moczu (96). Po doustnym obcigze-
niu lizyng w moczu wydala sie jej pochodna — piperydyna. Leukocyty
cystynurykéw whbudowuja cystyne i lizyne tak jak leukocyty ludzi zdro-
wych (13).

2. Cystynoza (Choroba Lignac-Fanconi)

Choroba polega na odktadaniu cystyny w réznych narzadach z odpo-
wiednig manifestacjg narzagdowa, u dzieci z karzetkowatosciag i krzywica
oporng na witamine D.

Patogeneza i przyczyna choroby jest jeszcze nieznana.

3. Homocystynuria

Chorobe wykryto w 1962 r. (20) i w ciggu nastepnych 6 lat opisano
ponad 90 przypadkow (50). Ogromny polimorfizm obrazu klinicznego tego
schorzenia od ciezkich klinicznie obrazéw do postaci bezobjawowych,
wykazywanych jedynie biochemicznie, utrudnia prawidtowg ocene czes-
toSci wystepowania (27).
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W krwi chorych jest prawie stale zwiekszone, nawet 50-krotnie, ste-
zenie homocystyny i metioniny. Podobnie zachowujg sie te aminokwasy
w ptynie mézgowo-rdzeniowym. W moczu jest zwiekszone wydalanie cys-
tyny, cysteiny, metioniny, L-homocystyny oraz obecny jest ztozony zwig-
zek siarkowy 5-amido-4-imidazolokarboksamid-5-S-homocysteinylorybo-
zyd (106).

Przyczyng choroby jest zmniejszenie lub prawie catkowite (ponizej
5°/o normy) zahamowanie aktywnos$ci syntetazy cystationiny w watrobie
(97) i moézgu (44). Enzym ten syntetyzuje cystationine z homocysteiny
i seryny. Zablokowanie syntezy powoduje nagromadzanie sie homocyste-
iny, ktéra wydala sie w moczu w postaci utlenionej, jako homocystyna.
Przebieg reakcji ilustruje schemat 5.

W norminej skorze ludzkiej nie ma wprawdzie aktywnosci syntetazy
cystationiny, ale w hodowlach skéry in vitro wytwarzajg sie linie fibro-
blastéw z tg aktywnoscig. W hodowlach skér homo- cystynurykéw nato-
miast brak jest aktywnos$ci syntetazy cystationiny (129).

Cystationina wg jednych autoréw powstaje w mozgu (44), zdaniem
innych zas jest syntetyzowana w watrobie i stagd transportowana do méz-
gu (cyt. wg 108). Wystepuje ona w wysokich stezeniach w mézgu ludzkim
(124) zwitaszcza w ptacie potylicznym (69). W médzgu cystynurykow zas$
albo nie ma cystationiny (53) albo wystepuje w bardzo niskich steze-
niach (16).

Po doustnym obciazeniu L-homocystyna, ktéra u zdrowych jest bardzo
szybko metabolizowana i w moczu sie nie wydala, u homocystynurykéw
wystepuje znaczne wydalanie tego aminokwasu (79). Po obcigzeniu do-
ustnym cystyng wydalanie siarki nieorganicznej w moczu ro$nie u homo-
cystynurykow tak samo jak u zdrowych (cyt. wg 82). Dozylne podanie
L-metioniny powoduje u homocystynurykéw 3—10-krotnie diuzsze utrzy-
mywanie sie zwiekszonego jej stezenia we krwi niz u zdrowych. Test
doustnego obcigzenia metioning stosowano (131) do oceny heterozygot
homocystynurii w rodzinach chorych. U heterozygot wzmaga sie bowiem
wydalanie metioniny w moczu i pojawiajg sie $lady homocystyny.

4. Cystationinuria

Wade te opisano po raz pierwszy w 1957 r. (48, 63), po czym w ciagu
dziesieciu lat opublikowano 5 przypadkéw tej choroby (109).

Wodzacym objawem jest wzmozone wydalanie cystationiny w moczu
z nieco tylko zwigkszonym stezeniem tego metabolitu we krwi i w ptynie
mézgowo-rdzeniowym. Stezenie cystationiny we krwi nie moze znacznie
wzrosng€, gdyz zwigzek ten nie ulega zupeinie wchianianiu zwrotnemu
z moczu pierwotnego. By¢é moze jest on nawet aktywnie wydzielany przez
kanaliki nerkowe (48). Wydalanie cystationiny u chorych z tg wadg na-
sila sie po doustnym podaniu DL-metioniny (63).
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Cystationing rozktada cystationinaza, przy wspo6tudziale koenzymu
fosforanu pirydoksalu (witaminy B6 na cysteine i kwas a-ketomastowy.
Homogenaty watroby chorych na cystationinurie rozkladajg cystationine
w minimalnym stopniu (43). Dodatek fosforanu pirydoksalu do tych ho-
mogenatdw przywraca normalny lub subnormalny rozkitad cystationiny
(48). Chorzy na cystationinurie nie wykazujg zadnych objawdw niedoboru
witaminy B6 Jednak podawanie zwiekszonej ilosci tej witaminy doustnie
lub domiesniowo obniza u nich stezenie cystationiny wei krwi, zmniejsza
jej wydalanie oraz zwieksza wydalanie siarki nieorganicznej. Przypuszcza
sie, ze przyczyng cystationinurii jest defekt w wigzaniu fosforanu piry-
doksalu z biatkiem cystationinazy.

5. Hipermetioninemia

Schorzenie to opisano (107) u trojga niemowlat (rodzenstwa) z wro-
dzonymi zmianami marskimi watroby, zmianami w nerkach i objawami
neurologicznymi.

Mocz tych chorych zawieratl 10-krotnie wyzsze niz normalnie ilosci
metioniny, zwiekszone ilosci tyrozyny, ornityny, lizyny i cytruliny a po-
nadto homocystyne, cystationing, kwas a-hydroksyfenylopirogronowy
oraz kwas a-ketometiomastowy, decydujacy o charakterystycznym zapa-
chu moczu. " i, ;i ]

Obciazenie doustne metioning sprowadzato sennos¢ lub nudnosci i wy-
mioty, przy czym niekiedy nasilat sie charakterystyczny zapach moczu.

Obecnos¢ kwasu a-ketometiomastowego wskazuje na zaburzenia raczej
na wstepnych etapach przemiany metioniny a prawidtowe ilosci cystatio-
niny w mézgu Swiadczg o zachowanej drodze degradacji metioniny.

6. Zesp6t ztego wchianiania metioniny

Chorobe opisano (68) u dwuletniej dziewczynki z glebokim uposle-
dzeniem umystowym. U chorej wystepowato uposledzenie wchianiania
nerkowego i jelitowego metioniny, aminokwasoéw o fancuchu rozgatezio-
nym i innych np. seryny. W moczu jak i w kale znajdowano tez kwas
a-hydroksymastowy, pochodzacy z metioniny.

Doustne obcigzenie metioning wzmagato wydalanie Zle wchtanianych
aminokwaséw w kale, przy czym metionina byla wydalana w postaci
siarkotlenku.

Po 2-letniej diecie ubogometioninowej uzyskano cofniecie szeregu ob-
jawdw Kklinicznych.

IV. Wady przemiany fenyloalaniny i tyrozyny

Bloki metaboliczne w przemianie fenyloalaniny i tyrozyny przedstawia
schemat 6.
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1. Fenyloketonuria

Podstawowymi objawami biochemicznymi fenyloketonurii sg: zwiek-
szona zawarto$¢ fenyloalaniny w krwi, ptynie mézgowo-rdzeniowym, mo-
czu i pocie oraz wydalanie nieprawidtowych metabolitéw fenyloalaniny
w moczu. Mocz chorych zawiera kwas fenylopirogronowy fenylomlekowy
(5), glukuronian kwasu fenylooctowego, kwas fenyloacetylooctowy, kwas
ortohydroksyfenylooctowy, kwas p-hydroksyfenylopirogronowy (56), in-
dykan oraz kwasy indolooctowy i indolomlekowy (54). Ponadto obserwuje
sie obnizone stezenie adrenaliny w krwi i obnizone wydalanie w moczu
kwasu 3-metoksy-4-hydroksymigdatowego, a takze obnizong zawarto$c
serotoniny w krwi i obnizone wydalanie w moczu jej koricowego meta-
bolitu kwasu 3-hydroksyindolooctowego (66).

Pozycje defektu metabolicznego w fenyloketonurii ustalit Jer vis
(72, 73). Defekt polega na uposledzeniu lub zahamowaniu aktywnosci hy-
droksylazy fenyloalaninowej, zlokalizowanej w watrobie (2).

Uktad hydroksylazy fenyloalaninowej sktada sie z dwdch frakcji: ter-
molabilnej, ktéra znajduje sie tylko w watrobie, oraz stabilniejszej, wy-
stepujacej zarowno w watrobie jak i w innych tkankach. Wyciag z watro-
by osoby zdrowej katalizuje przeksztatcanie fenyloalaniny w tyrozyne
w obecnosci tlenu i NADP, natomiast wyciag z watroby fenyloketonuryka
jest pozbawiony tej wiasciwosci. Aktywnos¢ hydroksylazy fenyloalaniny
u fenyloketonurykéw moze by¢ zahamowana w réznym stopniu (do 90%
zahamowania) (81), przy czym stopien zahamowania jest regulowany
dziedzicznie. U heterozygot zahamowanie jest mniejsze. Zablokowanie nor-
malnej drogi skierowuje fenyloalaning na inne szlaki przemian. Ulega
ona hydroksylacji w pozycji orto i meta. Powstata na tej drodze orto-
hydroksyfenyloalanina (ortotyrozyna) po nie znanych blizej przemianach
wydala sie w moczu w postaci kwasu ortohydroksyfenylooctowego. Wsku-
tek transaminacji fenyloalaniny powstaje kwas fenylopirogronowy. Wy-
dalanie tego i innych metabolitow fenyloalaniny jest proporcjonalne do
jej stezenia w krwi (6). Sam objaw wydalania kwasu fenylopirogronowego
w moczu nie jest jednak dla rozpoznania fenyloketonurii wodzacy anil
rozstrzygajacy.

2. Hiperfenyloalaninemia bez fenyloketonurii

Zwiekszony poziom fenyloalaniny w krwi nie zawsze oznacza, ze ma-
my do czynienia z fenyloketonurig jako jednostkg chorobowa. Z klinicz-
nego punktu widzenia rozréznienie to jest bardzo-wazne, gdyz od tego
zalezy decyzja zastosowania diugotrwatej, kosztownej i niecatkiem obo-
jetnej dla ustroju diety, ktoéra zapobiega rozwojowi u fenyloketonurii
uposledzenia umystowego. Znane sa przejSciowe fizjologiczne hiperfenylo-
alaninemie.



[17] WRODZONE WADY METABOLICZNE 107

Uposledzenie aktywnosci aminotransferazy fenyloalaniny wywotuje hi-
perfenyloalaninemie, ktorej nie towarzyszy wydalanie w moczu kwasu
fenylopirogronowego (3). Opisano tez wade podwojnego bloku na szlaku
metabolicznym fenyloalaniny, w ktérej upos$ledzeniu aktywnos$ci amino-
transferazy fenyloalaniny towarzyszyt blok w przemianie fenyloalaniny
w tyrozyne (3). Doustne obcigzenie fenyloalaning nie podnosito stezenia
tyrozyny w krwi, a w moczu nie byto kwasu fenylopirogronowego, feny-
lopirogronowego, fenyloketonéw ani kwaséw orto- i parahydroksyfeny-
lowych, nie byto tez nieprawidtowych metabolitow tryptofanu. Brak za-
burzen w przemianie tryptofanu wigzano z nieobecnos$cig kwaséw fenylo-
pirogronowego i ortohydroksyfenylooctowego, ktére hamujg pyrolaze
tryptofanowa (120a).

3. Tyrozynoza

(Tyrozynemia. Dysfunkcja watrobowo-nerkowa. Tyrozyluria. Zespdt Barber-Denta).

Choroba znana jest od 1932 r., a jeden przypadek opisano w Polsce
(76).

Wodzacym objawem biochemicznym jest zwiekszone stezenie tyrozyny
we krwi (powyzej 10mg/100 ml surowicy) i uogélniona hiperaminoaciduria
z tyrozyluria, tj. zwiekszonym wydalaniem tyrozyny i jej metabolitow,
dajacych dodatni odczyn Miliona (kwasy p-hydroksyfenylopirogronowy
i p-hydroksyfenylomlekowy, dwuhydroksyfenyloalanina i inne). Ponadto
jest stata glikuzoria a niekiedy proteinuria.

Za przyczyne choroby uwaza sie obnizenie wzglednie brak aktywnosci
hydroksylazy p-hydroksyfenylopirogronianu (EC 1.14.2.2). Enzym ten
w watrobie i nerkach katalizuje w obecnosci tlenu przeksztatcanie kwasu
p-hydroksyfenylopirogronowego w kwas homogentyzynowy. W punkta-
tach watroby chorych na tyrozynoze brak jest aktywnos$ci tej hydroksy-
lazy (51). Doustne obcigzenie fenyloalaning lub tyrozyng lub kwasem
p-hydroksyfenylopirogronowym daje dtugo utrzymujace sie podwyzszenie
stezenia tyrozyny we krwi i zwieksza wydalanie w moczu zwigzkéw daja-
cych dodatnig probe Miliona. L a Du (34) wysuwa jako przyczyne tyro-
zynemii uposledzenie aktywnos$ci aminotransferazy tyrozynowej opierajac
sie na wystepowaniu po obcigzeniu tyrozyng 3,4-dwuhydroksyfenyloala-
niny i znacznych ilosci kwasu p-hydroksyfenylomlekowego. Zahamowanie
aktywnosci hydroksylazy p-hydroksyfenylopirogronianu jest jego zdaniem
efektem wtérnym. Poglad ten jest jednak odosobniony.

U noworodkéw istnieje fizjologiczna tyrozyluria i hipertyrozynemia
(88), co utrudnia rozpoznawanie tyrozynozy w tym okresie. Utrzymywanie
sie hipertyrozynemii ponad 10 miesiecy oraz wyniki préb obcigzeniowych
rozstrzygaja o rozpoznaniu (83).
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4. Alkaptonuria (Homogentyzynuria)

Gtownym objawem choroby jest wydalanie brunatnoczarnego moczu.
Przypadki takie sg znane od 400 lat. Nazwa alkaptonuria pochodzi od
Boedekera, ktory w 1859 roku terminem ,alkapton” nazwat hipotetyczng
substancje czerniejagca przy zadaniu alkaliami. Substancje te w 1891 r.
Wolkoff i Bauman zidentyfikowali jako kwas 2,5-dwuhydroksy-
fenylooctowy i nazwali kwasem homogentyzynowym, przez analogie do
znanego juz kwasu gentyzynowego (kwasu 2,5-dwuhydroksybenzoesowe-
go) (cyt. wg 46). Dotychczas opisano ponad 600 przypadkéw alkaptonurii
z tego kilka w Polsce.

Alkaptonurycy wydalajg w moczu do 20g kwasu homogentyzynowego
na dobe. Stezenie tego zwigzku w krwi jest bardzo niskie, gdyz klirens
kwasu homogentyzynowego siega 400—500ml/min., przekracza wiec wiel-
kos¢ saczenia kiebkowego (46).

Kwas homogentyzynowy powstaje jak juz wspomniano z kwasu p-hy-
droksyfenylopirogronowego pod wptywem hydroksylazy p-hydroksyfeny-
lopirogronianu. Prawdopodobnie przesunieciu ulega tez caty tancuch bocz-
ny, tak ze grupy hydroksylowe znajdujg sie w pozycji orto- albo meta-
w stosunku do niego (128).

Rozktad kwsu homogentyzynowego jest katalizowany przez oksyge-
naze homogentyzynianowg — metaloproteid z zelazem dwuwarto$ciowym.
Przytaczeniu dwu atomow tlenu towarzyszy rozbicie pier$cienia benzeno-
wego i powstanie kwasu maleiloacetooctowego, ktory przeksztatca sie
nastepnie w kwas fumarowy i acetooctowy (schemat 7).

® ® Nh2
Tyrozyna
© © © © © © © O
HOOC-CH =CH-COOH + CH3-CO-CH2-COOH
Kwas fumarowy Kwas acetooctowy

Schemat 7. Pochodzenie wegli w koncowych metabolitach tyrozyny

Punktaty biopsyjne z watroby (36) i nerek (139) alkaptonurykéw wy-
kazujg aktywno$¢ wszystkich enzymow biorgcych udziat w przemianie
tyrozyny do kwasu acetooctowego i fumarowego.

Préby obcigzeniowe potwierdzajg wyniki badan punktatow, a ze roz-
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poznanie cierpienia jest proste, nie majg one zadnego praktycznego zna-
czenia.

Homogentyzynurie mozna wywota¢ doswiadczalnie u szczuréw, my-
szek i Swinek morskich przez ich karmienie fenyloalaning. Takg homo-
gentyzynurie usuwa witamina C.

V. Wady metaboliczne cyklu mocznikowego

Bloki metaboliczne cyklu mocznikowego przedstawia schemat 8.
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Schemat 8. Wady metaboliczne w cyklu mocznikowym
1. Hiperamonemia

Chorobe opisano w 1962 r. (111). Wodzgcym objawem biochemicznym
jest stata wysoka zawarto$¢ amoniaku w krwi i w ptynie mézgowo-rdze-
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niowym, oraz alkaliczny lub obojetny mocz z wysoka zawartoscig gluta-
miny.

Przyczyng hiperamonemii jest obnizenie aktywnos$ci karbamoilotrans-
ferazy ornitynowej, co stwierdza sie w skrawkach i punktatach bioptycz-
nych, watroby oraz w leukocytach. Aktywno$¢é syntezy karbamoilofosfo-
ranowej jest obnizona do 20°/0 wartosci prawidtowej a aktywnos$¢ synte-
tazy i liazy argininobursztynianowej jest prawidtowa.

Stezenie amoniaku we krwi i ptynie moézgowo-rdzeniowym oraz ste-
zenie kwasu glutaminowego w ptynie mézgowo-rdzeniowym obniza sie
na diecie niskobiatkowej (85).

2. Cytrulinuria

Chorobe opisano w toku systematycznych badan moczu dzieci umysto-
wo uposledzonych (98). Gtownym objawem jest wydalanie cytruliny
w ilosci 2—3g na dobe, bedgce wynikiem hipercytrulinemii. Drugim za-
sadniczym objawem biochemicznym jest hiperamonemia, wystepujaca
zwiaszcza po positkach.

Przyczyng cytrulinurii jest czesciowy blok aktywnosci syntetazy ar-
gininobursztynianowej, ktory to enzym Kkatalizuje spajanie cytruliny
z kwasem asparaginowym na kwas argininobursztynowy. Szczegoly tej
reakcji nie sg jeszcze znane. W hodowlach tkanki skory cytrulinuryka
stwierdzono upo$ledzenie aktywnosci tej syntetazy (99), a w hodowli fi-
broblastéw znacznie obnizony metabolizm cytruliny.

Po doustnym obcigzeniu biatkiem oraz ornityng, argining i cytruling
zawartos¢ amoniaku we krwi chorego ro$nie znacznie, przewyzszajac
kilkakrotnie wartosci u kontroli.

3. Argininobursztynuria

Chorobe opisano w 1958 r., po czym w ciggu (1) 10 lat opublikowano
kilkanascie przypadkow tej wady (85, 86).

Zasadniczym objawem biochemicznym jest wydalanie w moczu kwasu
argininobursztynowego, w ilosciach od 20—40mg do 3g na dobe (86).
Stezenie tego kwasu w surowicy jest niskie, a natomiast w ptynie mézgo-
wo-rdzeniowym siega az 1Omg/lOOml. Niskie stezenie kwasu arginino-
bursztynowego we krwi wynika stad, ze praktycznie w nerkach nie jest
on wchianiany zwrotnie i jego klirens wynosi 105ml/min.

Kwas argininobursztynowy jest normalnym metabolitem szlaku syn-
tezy mocznika. Przyczyng argininobursztynurii jest blok liazy arginino-
bursztynianowej (EC 4.3.2.1) wskutek czego kwas argininobursztynowy
nie ulega rozpadowi na arginine i kwas fumarowy.

W punktatach bioptycznych watroby chorych nie stwierdza sie aktyw-
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nosci liazy argininobursztynianowej (84, 86) przy zachowanej aktywnosci
karbamoilotransferazy ornitynowej, i dwukrotnie wyzszej niz u zdrowych
aktywnos$ci syntetazy argininobursztynianowej.

Rowniez w krwinkach czerwonych i leukocytach dzieci obcigzonych
tg wadg brak jest aktywnosci liazy argininobursztynianowej (12). Aktyw-
no$é tego enzymu w mozgu 6-dniowego noworodka zmartego na te cho-
robe wynosita tylko 2—3°/0 kontroli (77). Wydaje sie, ze zwigzane z tg
wadg uszkodzenie narzadéw wystepuje bardzo wczesnie w zyciu ptodo-
wym.

Doustne obcigzenie prekursorami kwasu argininobursztynowego (cy-
truling i ornityng) oraz podawanie argininy zwiekszajg natomiast dieta
ubogo- wzglednie bezbiatkowa obnizajg wydalanie kwasu argininobursz-
tynowego w moczu (132).

Wydalanie kwasu argininobursztynowego w moczu po obcigzeniu cy-
truling stuzy jako wskaznik do wykrywania heterozygot. Wydalanie
w tych warunkach jest u heterozygot nizsze niz u zdrowych.

4. Argininuria

Dotychczas opisano jedyny przypadek (115) z wybitnie zwiekszonym
wydalaniem argininy w moczu, wzrastajgcym przy doustnym podaniu
argininy w dawkach takich jak w normalnej diecie. Sugeruje sie blok
w aktywnosci arginazy, co wymaga jednak potwierdzenia.

VI. Wady przemiany histydyny
1. Histydynemia. Wrodzony brak amoniako-liazy histydynowej

Przemiany histydyny obrazuje schemat 9.

Histydynemie wykryto w 1961 r. (58, 59). Do roku 1968 opisano 25
przypadkéw (19).

Zasadniczym objawem jest wybidércza hiperhistydynuria, przekracza-
jaca 5—10-krotnie warto$ci prawidtowe, oraz wydalanie innych metabo-
litow histydyny szlaku przed amoniako-liazg histydynowg, tj. kwasu imi-
dazolopirogronowego, imidazolomlekowego, 2-imidazolooctowego przy
prawidtowej zawarto$ci 1-metylohistydyny i 3-metylohistydyny oraz wy-
bitne zwiekszenie zawartosci histydyny we krwi. Zwiekszone jest réwniez
stezenie histydyny w ptynie mozgowo-rdzeniowym przy niskim stezeniu
glutaminy i kwasu glutaminowego (60).

Histydynemia wywotana jest blokiem amoniako-liazy histydynowej
dezaminujacej nieodwracalnie histydyne do kwasu urokanowego. Enzym
ten zlokalizowany jest w watrobie i w skérze (9).

Histydynemia stanowi klasyczny przyktad mozliwosci zlokalizowania



Schemat 9. Drogi przemian histydyny
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bloku metabolicznego w oparciu o préby obcigzeniowe. Po doustnym ob-
cigzeniu histydyng wzrasta wybitnie jej stezenie w surowicy, wzrost ten
utrzymuje sie dtugo, wzrasta wydalanie w moczu kwasu imidazolo-mle-
kowego, imidazolo-pirogronowego, imidazolo-octowego a nie ma wydala-
nia kwasu urokanowego i formiminoglutaminowego (4, 10, 118). Natomiast
obcigzenie kwasem urokanowym, pierwszym metabolitem pozablokowym,
znacznie wzmaga wydalanie kwasu formiminoglutaminowego w moczu
(10, 35, 67). Wynik tej proby Swiadczy o integralnosci catej drogi metabo-
licznej od kwasu urokanowego do kwasu formiminoglutaminowego. Obni-
zenie lub brak aktywnosci amoniako-liazy histydynowej stwierdzano
w naskdrku chorych dzieci (67, 118), a u rodzicéw i rodzenstwa chorego —
obnizong aktywno$¢ tego enzymu. Obecno$é tego enzymu w skérze nie
wyklucza histydynemii (137). Proby obcigzeniowe i badania aktywno$ci
enzymu w skorze zastosowano do wykrywania heterozygot (35, 67).

2. Imidazoloaminoaciduria ze zwyrodnieniem maézgowo-plamkowym

Opisany przypadek (15) dotyczyt dziecka z ciezkim upos$ledzeniem
umystowym, u ktérego stwierdzono wzmozone wydalanie w moczu histy-
dyny, karnozyny, anseryny, l-metylohistydyny i kilku blizej nie ziden-
tyfikowanych zwigzkéw reagujacych dodatnio z odczynnikiem Pauliego.
Brak jest blizszych badan biochemicznych wyjasniajacych podtoze scho-
rzenia.

VIIl. Wady przemiany tryptofanu
1. Choroba Hartnupéw. Choroba H

Nazwa zespotu jest nazwiskiem rodziny, w ktorej zostat on po raz
pierwszy opisany (11). Chorobg dotknietych byto czworo z oSmiorga dzieci
matzenstwa, kuzynostwa z pierwszego pokolenia. Do 1967 r. opisano ponad
20 przypadkow tej wady (14).

Zasadniczym biochemicznym objawem choroby jest hiperaminoaci-
duria nerkowa, niekiedy ogromna, dotyczaca w szczegolnosci tryptofanu,
kwasu glutaminowego, wydalanego w ilo$ciach 2—3g na dobe, asparaginy,
alaniny, seryny wydalanych do Ig dziennie, poza tym histydyny, cytruli-
ny, izoleucyny, leucyny, fenyloalaniny, treoniny, tyrozyny i waliny, a tak-
ze kwasu indolo-3-octowego, indykanu, indoloakryloglicyny, kwasu indolo-
mlekowego. Natomiast wydalanie proliny,hydroksyproliny, metioniny i ar-
gininy jest znikome.

Indykanuria znika gdy poda sie choremu antybiotyk o szerokim za-
siegu (62) co Swiadczy o jelitowym pochodzeniu indykanu w moczu. W ka-
le chorych znaleziono te same aminokwasy, ktére w sposob typowy dla
choroby H wydalajg sie w moczu (7,113), co wskazuje na upoS$ledzenie

8 Postepy Biochemii
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wchtaniania jelitowego analogiczne do upos$ledzenia wchtaniania nerko-
wego.

2. Hydroksykinureninuria

U dziecka z oligofrenig, karzetkowatym wzrostem stwierdzono wzmo-
zone wydalanie w moczu kinureniny, 3-hydroksykinureniny i kwasu

Schemat 10. Przemiana tryptofanu

http://rcin.org.pl
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ksanturenowego w okresie normalnego pokrycia zapotrzebowania biatko-
wego (80). Zwiazki te sg metabolitami przemian tryptofanu na szlaku do
kwasu nikotynowego, przed kinureninazg (schemat 10).

Choroba ta jest skutkiem zablokowania aktywnosci kinureninazy. En-
zym ten wobec fosfopirydoksalu jako koenzymu katalizuje przemiane
kinureniny do kwasu antranilowego i S-hydroksykinureniny do kwasu
3-hydroksyantranilowego. Ten ostatni przeksztatca sie do kwasu nikoty-
nowego, zablokowanie tej drogi powinno zatem prowadzi¢ do niedoboru
witaminy B6 Chorzy nie wykazujg jednak objaw6w niedoboru a poda-
wanie witaminy B6 nie zmienia wydalania metabolitéw tryptofanu. Ob-
cigzenie trypotofanem nie zwieksza wydalania 5-hydroksytryptaminy (se-
rotoniny) ani nie wywotuje wydalania kwasu antranilowego i 3-hydroksy-
antranilowego.

Knapp (78) opisat zesp6t podobny do hydroksykinureninurii réznia-
cy sie jednak od niej tym, ze zmiany w moczu ustepowaly po podawa-
niu witaminy B6 mimo iz zachowana byta droga syntezy tej witaminy
z tryptofanu. Tio tego schorzenia nie jest znane. Rozwaza si¢ mozliwos$¢
bloku w fosforylacji pirydoksalu, defektu (deficytu?) apoenzymu kinure-
ninazy a takze uposledzenia aktywnosci hydroksylazy kinureniny.

3. Wrodzona tryptofanuria z karzetkowatoscia

Schorzenie to obrazem klinicznym przypomina chorobe H ale w mo-
czu obserwuje sie zwiekszenie wydalania tylko tryptofanu, bez wzrostu
wydalania indykanu i z niewielkg zwyzkg wydalania kwasu indoloocto-
wego przy czym we Krwi stezenie tryptofanu takze znacznie przekracza
wartosci normalne (123).

Przyczyng schorzenia jest zapewne blok w przemianie tryptofanu
w Kinurenine. Wskazujg na to wyniki prob obcigzeniowych. Po doustnym
obcigzeniu tryptofanem wzrasta bowiem i dtugo utrzymuje sie na pod-
wyzszonym poziomie stezenie tryptofanu we krwi, wzrasta tez jego wy-
dalanie w moczu ale wydalanie kinureniny i N-metylowanego amidu
kwasu nikotynowego jest obnizone.

Gtowna droga degradacji tryptofanu biegnie przez szlak kwasu niko-
tynowego. Pierwszym krokiem na tej drodze jest przejscie tryptofanu pod
wplywem oksygenazy tryptofanowej w formylokinurenine, ktéra z kolei
ulega enzymatycznej hydrolizie do kinureniny i kwasu mrowkowego.
Przyczyng wady jest prawdopodobnie obnizenie lub brak aktywnosci
oksygenazy tryptofanowej, co moze kierowa¢ przemiane na inne szlaki
(np. kwasu indolooctowego lub kwasu 5-hydroksyindolooctowego).

Stosujgc doustne obcigzenie tryptofanem stwierdzono u rodzicow cho-
rego stan heterozygotyzmu.

8
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4. Zesp6t niebieskich pieluch

Zespot opisano pod nazwg rodzinnej hiperkalcemii u dzieci z niepra-
widtowa przemiang tryptofanu (95) a nazwa podana wyzej, pochodzi stad,
ze mocz chorych zawierat duze ilosci indykanu utleniajgcego sie na po-
wietrzu na niebieskie indygo.

Préby obciazeniowe wskazuja na uposledzenie wchianiania tryptofanu
z przewodu pokarmowego. Doustne obcigzenie typtofanem dopiero po
16—24 godzinach wywotuje wzrost wydalania w moczu indykanu i kwa-
su indolo-3-octowego bez wzrostu wydalania kwasu kinureninowego i po-
chodnych antranilowych. W stolcu nie stwierdza sie tryptofanu. Po do-
zylnym obcigzeniu tryptofanem wystepuje prawidtowy wzrost wydalania
kwasu kinureninowego i antranilowego w moczu. Brak dowodowych badan
biochemicznych tej wady.

VIIl. Wady przemiany iminokwasow

1. Hiperprolinemia

Schorzenie to dajace klinicznie obraz wrodzonego przewlektego, od-
miedniczkowego zapalenia nerek, wzglednie nerczycy wrodzonej cha-

Oksydaza proliny | Dehydrogeneza PC
"3 HOOC ~ C-COOH
Typ | Tpll /
'NACOOH Hiperprolinemii \j*COOH Hiperprolinemii NH2
H
Prolina Kwas A-pyrolino- Kwas glutaminowy

5-karboksylowy (PC)

HO Oksydaza hydroksyproliny HO
Blok w hydroksyprolinemii N HOOC xC-COOH
\/XOOH %y “COOH nh2
Kwas A-pyrolino - Kwas# - hydroksy
3 - hydroksy - glutaminowy

5- karboksylowy

Schemat 11. Bloki metaboliczne w przemianie proliny i hydroksyproliny

rakteryzuje sie podwyzszonym stezeniem proliny we krwi i w ptynie
mézgowo-rdzeniowym oraz zwiekszonym wydalaniem w moczu: proliny,
peptydéw zawierajgcych proling, hydroksyproline i glicyne (112, 114).
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W przemianie proliny (schemat 11) stwierdzono dotad dwa bloki: je-
den na poziomie oksydazy proliny i drugi na poziomie dehydrogenazy
kwasu A-pyrolino-5-karboksylowego. Hiperprolinemia z niedoboru oksy-
dazy proliny przebiega z dziedziczng chorobg nerek, podczas gdy hiper-
prolinemia z niedoboru aktywnosci dehydrogenazy kwasu A-pyrolino-
-5-karboksylowego nie wykazuje cech choroby nerkowej (37). W tej ostat-
niej stezenie proliny we krwi wraca do normy pod wptywem diety ubogo-
prolinowej (38).

2. Prolinuria

Chorobe te wykryto u niemowlat w ramach badahA screeningowych
dzieci uposledzonych (122).

Cechuje ja state wydalanie znacznych ilosci proliny i glicyny w moczu
przy prawidtowym lub subnormalnym stezeniu tych aminokwaséow we
krwi i prawidtowym stezeniu innych aminokwasow. Klirens proliny i gli-
cyny jest u tych chorych zwiekszony. Przyczyng prolinurii jest wrodzone
upo$ledzenie zwrotnego wchtaniania kanalikowego w nerkach proliny
i glicyny. Swiadcza o tym jednoznacznie préby obcigzeniowe. Obcigze-
nia doustne proling i glicyng zwiekszaly u chorych wydalanie tych ami-
nokwas6éw w moczu bez zwyzki ich stezenia w krwi, a dozylne obcigze-
nia wywotywaty hiperprolinurie i hiperglicynurie.

Joseph iwsp. (74) opisali tzw. hiperprolinurie rodzinng polegajaca
na rozkojarzeniu wspdlnoty wchianiania zwrotnego proliny i glicyny.
W schorzeniu tym upos$ledzenie dotyczyto tylko proliny.

3. Hydroksyprolinemia

Hydroksyprolina wystepuje w ustroju prawie wytacznie w kolagenie
stanowigc 14°/o jego masy. Opisano dotad tylko jeden przypadek hydrok-
syprolinemii (39, 40). Poziom hydroksyproliny w krwi nie zalezat od za-
warto$ci tego aminokwasu w biatkach diety. W moczu stezenie hydroksy-
proliny byto znacznie wyzsze niz normalnie i rowniez nie zalezato od za-
warto$ci aminokwasu w diecie.

Na podstawie dowoddéw posrednich przypuszcza sie, ze przyczyng jest
brak lub niedob6r aktywnosci enzymu katalizujgcego przemiane hydro-
ksyproliny do kwasu A”pyrolino-S-hydroksy-S-karboksylowego. Hydro-
ksyprolina miataby pochodzi¢ z rozpadu kolagenu, aczkolwiek klinicznie
nie stwierdza sie u chorego zmian w $ciegnach.

Doustne obcigzenie hydroksyproling powoduje wzrost stezenia tego
aminokwasu w krwi, a tylko nieznacznie ro$nie wowczas stezenie kwasu
A”pyrolino-S-hydroksy-S-karboksylowego.
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IX. Wady przemiany lizyny
1. Hiperlizynemia

U chorych z tg wadg stwierdzono (133) w moczu 10-krotnie zwigkszone
wydalanie lizyny oraz wzmozone wydalanie ornityny, niekiedy argininy,
cystyny i kwasu Y-aminoizomastowego. W krwi jest stale bardzo wysokie
stezenie lizyny oraz podwyzszone stezenie kwasu a-aminoadypinowego
i etanoloaminy a w plynie mobzgowo-rdzeniowym tylko zwiekszone
stezenie lizyny.

Poglady na patogeneze hiperlizynemii sg rozbiezne. Woody i wsp.
uwazaja, Ze przyczyng jest czesciowy blok wigczania lizyny do biatek
(57, 133, 134, 135), podczas gdy Ghadimi iwsp. sadza, ze jest to blok
w przemianie lizyny (61).

Po doustnym obcigzeniu lizyng wyrazny wzrost stezenia lizyny w krwi
utrzymuje sie dtugo, réwnoczesnie tez rosnie wydalanie jej w moczu przy
czym w moczu sg prawidtowe metabolity degradacji lizyny. Obcigzenie
kwasem pipekolowym, metabolitem lizyny, podwyzsza jego stezenie
w krwi ale u chorych, w przeciwienstwie do zdrowych, nie pojawia si¢ on
w moczu.

2. Nietolerancja lizyny z okresowym zatruciem amoniakiem

W opisanym przypadku (22, 23) wystepowaly napady Spigczki z hiper-
amonemig przy czym stezenie amoniaku we krwi byto proporcjonalne do
spozycia biatka w diecie. Dieta wysokobiatkowa podnosita tez stezenie li-
zyny iargininy w krwi. W punktatach watroby pobranych w okresie diety
bezbiatkowej aktywnos$¢ wszystkich enzymdw cyklu mocznikowego byta
prawidtowa, natomiast obnizona byta aktywno$¢ L-lizyno-NAD-oksydo-
reduktazy, enzymu zapoczatkowujgcego przemiane lizyny. Obciazenie li-
zyng powodowato wzrost stezenia amoniaku, azotu a-aminowego i lizyny
w krwi. Stwierdzano tez bardzo wyrazny spadek aktywnos$ci arginazy
krwinek czerwonych. Wiadomo za$, ze arginaza jest hamowana przez
naturalne L-aminokwasy, najsilniej przez L-lizyne i L-ornityne. Sympto-
matologie omoéwionej wady wywotuje wiec zahamowanie jednego szlaku
metabolicznego przez metabolit nagromadzajacy sie w nastepstwie bloku
enzymatycznego innego szlaku.
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WLODZIMIERZ KLUCINSKI *

Aktualne poglady na polimorfizm biatek i enzymow Kkrwi
u trzody chlewnej

Present Views on the Polimorphism of Proteins and Enzymes in Pig Blood

Present views are summarized on the polymorphism of proteins and enzymes
in blood serum and in erythrocytes of swine.

Niniejszy artykut jest proba zebrania i podsumowania pogladéw na
temat polimorfizmu bialek i enzyméw u trzody chlewnej, opublikowa-
nych w okresie ostatniego dziesieciolecia w czasopismach zagranicznych.

Szybki rozwdj tej dziedziny wiedzy utrudnia biezgcg ocene stanu ba-
dan, gdyz ich wyniki sg stale wdrazane do hodowli, a uzyskane spraw-
dzenia oddziatujg zwrotnie na tok dociekan teoretycznych. Z tego wzgledu
artykut ten, jak wiele mu podobnych, moze zawiera¢ niepetne dane o ak-
tualnych wynikach badan w tym zakresie. Artykut obejmuje, poza pew-
nymi pojeciami ogdlnymi, omdwienie zagadnien polimorfizmu w odnie-
sieniu do nastepujacych biatek i enzyméw krwi u trzody chlewnej:

1) biatek surowicy krwi: Sa2globulin, transferyn, postalbumin, albu-

min, prealbumin, hemopeksyn;

2) enzymow erytrocytdw krwi: fosfoheksoizomerazy, anhydrazy wegla-

nowej, dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu;

3) enzymodw surowicy krwi: ceruloplazminy, amylazy, esterazy, fosfa-

tazy alkalicznej.

Pod pojeciem polimorfizmu (heteromorfizmu) rozumiemy wieloposta-
ciowo$¢ uwarunkowang genetycznie, wskutek wystepowania np. serii
alleli wielokrotnych, dajacych efekt nieciggtej zmiennos$ci w stosunku do
kontrolowanej przez nie cechy. Od pojecia polimorfizmu nalezy odréz-
nia¢ pojecie polifenizmu tj. wielopostaciowos$ci fenotypowej uwarunko-
wanej niegenetycznie, a powstajgcej pod wpltywem zmian warunkéw
Srodowiskowych.

Polimorfizm u zwierzat mozna wykazaé¢ za pomoca réznorodnych me-
tod badania fenotypu takich jak: fizjologiczne, morfologiczne, enzyma-
tyczne, elektroforetyczne, immunologiczne, immunoelektroforetyczne.
Najbardziej rozpowszechniong jest elektroforeza, w szczeg6lnosci za$ przy-
czynia sie do ich szybkiego rozwoju elektroforeza przeprowadzana na zelu
skrobiowym. Zel skrobiowy jest znacznie lepszym podtozem dla rozdziatu

* Lek. wet., Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN, Jastrzebiec
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biatek niz bibuta, gdyz pozwala na jako$ciowy rozdziat nie tylko podsta-
wowych frakcji surowicy (albuminy, (3-globuliny, 7-globuliny), ale takze
na wykrywanie podfrakcji poszczeg6lnych biatek (np. typy transferyn
w obrebie frakcji (3-globulin). Jest to tym bardziej wazne, ze podfrakcje te
okazaty sie uwarunkowane genetycznie, o czym bedzie mowa przy oma-
wianiu poszczeg6lnych biatek i enzymdéw. Wszystkie omawiane w niniej-
szym artykule badania wykonywane byty witasnie na zelu skrobiowym.

Powigzanie polimorfizmu biatek lub enzyméw z grupami krwi u zwie-
rzat daje niemal 100% pewno$¢ pochodzenia danego osobnika, np. po-
wigzanie grup krwi z polimorfizmem amylazy u trzody chlewnej daje 98%
wykluczen (16). Poza tym polimorfizm u trzody chlewnej jest bardzo
wysoki i w zwigzku z tym moze da¢ wiele cennych odpowiedzi na za-
gadnienia dotychczas niewyjasnione.

Wykrywanie coraz to nowych grup biatek i enzymoéw o uwarunkowa-
niu genetycznym oraz poszerzanie wiadomosci o znanych juz biatkach
i enzymach stwarza dalsze mozliwosci roznicowania poszczegélnych osob-
nikéw oraz populacji zwierzat z punktu widzenia genetycznego.

| Pre-albuminy (Pra)

;PAlbuminy(AIbJ

| Postalbuminy(Pa)

B
TGRS IR R A ERA
R } TransFeryny (JF)
AT SO SR

ST TEOITIEA
} globuliny (y-gl)
W EESCR SR IR WIS

Rys. 1. Schematyczny obraz polimorfizmu biatek w elektroforezie na zelu skrobiowym

Obecnie bardzo duze zainteresowanie budzg wyniki badan, w czesci
juz sprawdzone w praktyce, dotyczace powigzan miedzy polimorfizmem
genetycznym, a produkcyjno$cig oraz zdrowotnos$cig zwierzat. Daje to
podstawy do stosowania nowych kryteriow w selekcji zwierzgt hodow-
lanych. Mozliwos$ci takie istniejg dzieki temu, ze okreSlony typ biatek lub
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enzymdw polimorfizmu genetycznego polgczony jest ze zmianami iloscio-
wymi i jakoSciowymi przemiany materii u poszczeg6lnych zwierzat tego
samego gatunku. Zmiany, o ktérych mowa, sg klinicznie nieuchwytne.

Ogoblne rozmieszczenie biatek po elektroforetycznym ich rozdziale
w zelu skrobiowym w $rodowisku obojetnym wg Scopes’a (60) przed-
stawia rysunek 1.

Wszystkie przedstawione na rysunku 1 biatka, poza y-globulinami, we-
drujg w polu elektrycznym do anody. Najwolniejszg grupa biatek, ktora
znajduje sie zaraz za linig startu, sg Sazglobuliny, najszybszg natomiast
grupe stanowig prealbuminy. Pozostate biatka oraz enzymy znajdujg sie
w przedziale miedzy Sazglobulinami a prealbuminami. Bialka z grupy
7-globulin wedrujg w polu elektrycznym do katody, a wiec w kierunku
przeciwnym niz wszystkie inne uprzednio wymienione biatka.

I. Sazglobuliny

Sazglobulina (azmakroglobulina) jest biatkiem — jak to juz nadmie-
niono— znajdujagcym sie po rozdziale elektroforetycznym w zelu skro-
biowym zaraz za linig startu. Nazwe tej frakcji nadat Smithies
w 1959 roku (62). Rola fizjologiczna tego biatka w organizmie nie jest do-
tychczas w peini poznana. Na polimorfizm Sa2globuliny zwrdcili uwage
po raz pierwszy Schroffel iHojny w 1962 r. (58). Szczeg6towe ba-
dania wykazaty pézniej (57), ze biatko to wystepuje w szesciu fenotypach
AA, AB, BB, AC, BC, CC, ktdére sg pod kontrolg trzech alleli: allelu Saf-,
Sa®, Sa. W zwigzku z tym osobniki o fenotypie AA majg genotyp
Saf/Saf, BB — Saf/Sa®, AB — Saf/Saf, AC — Saf/Saf, BC — SaB/Sa2,
CC — Sair/Sajr (rysunek 2).

U osobnikéw o fenotypach AA, AB, BB Sa2globuliny — po rozdziale

Fenotyp AA AB BB AC BC cC AA
Genotyp ~ Saf/Sa*  SaMSoc*  Socf/Socl Saf/Socz  Soc?/SocE Sa2/Socz  Sa*/Saf

Rys. 2. Sazglobuliny
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elektroforetycznym surowicy na zelu — skiadajg sie z dwoch prazkow:
silnego, wedrujagcego szybciej i stabego — wolniejszego. Fenotypy te
rozréznia sie na podstawie réznej ruchliwosci prazka stabszego, ktory ma
najmniejsza ruchliwo$¢ w fenotypie AA, a najwiekszg w fenotypie BB.
Prazek silny u tych fenotypéw ma taka samg ruchliwosc.

U osobnikow o fenotypach AC i BC Sa2globuliny wystepuja réwniez
w postaci dwoch prazkéw, silnego — wedrujgcego szybciej i stabego —
wolniejszego. Prazki silne w fenotypach AC i BC majg takg samg ruch-
liwos¢, z tym tylko, ze sg one wolniejsze od prazkéw silnych w feno-
typach AA, AB i BB. Prazek staby w fenotypie AC ma natomiast ruch-
liwos¢ prazka stabego z fenotypu AB, a w fenotypie BC — ruch-
liwos¢ takg jak w fenotypie BB. Osobniki, u ktérych Sazglobuliny wy-
stepujg w postaci jednego silnego prazka o ruchliwosci mniejszej niz
prazki silne w fenotypach AC i BC — majg fenotyp CC.

Schroffel (57) po przebadaniu 278 sztuk swin stwierdzit u 81
osobnikéw fenotypu AA (29°/0), u 82 — fenotyp AB (30%), u 48 — feno-
typ AC (17,*2%), u 27 — fenotyp BB (9,5%), u 34 — fenotyp BC (12,2%)
i u 6— fenotyp CC (2,1%). U osobnikow dorostych, jak réwniez i u pro-
sigt mtodych, wystepuja takie same fenotypy z ta tylko rdznicg, ze u osob-
nikéw dorostych poszczegolne fenotypy majg szybsza ruchliwos$¢ niz
u prosiat.

II. Transferyny

Transferyna (siderofilina) jest biatkiem nalezgcym «do “-globulin
o ruchliwosci elektroforetycznej szybszej niz omawiana poprzednio grupa
biatek (rysunek 1). Sg to biatka o ciezarze czgsteczkowym 73 000 — 76 000.
Czasteczka tego biatka (apotransferyna) ma dwa miejsca do wigzania
zelaza. Kazde z tych miejsc moze przytaczyé jeden atom Fe+3. Czasteczka
transferyny moze takze przytgczy¢ jony: Cud2, Mg+2, Zn+2, ale trwato$é
tych kompleksow jest niewielka. Polimorfizm transferyn przedstawia
w og6lnym przekroju rysunek 3.

Po raz pierwszy na polimorfizm transferyn u trzody chlewnej zwrd-
ciliuwage Ashton i Kristjansson w 1960 roku (9, 38, 39). Stwier-
dzili oni wystepowanie u trzody chlewnej trzech rodzajow fenotypdw:
AA, AB, BB, oraz udowodnili, po przebadaniu rodzin, ze fenotypy te sa
determinowane prze zdwa kodominujgce allele—allel TfA i allel TfB.
Osobniki, u ktérych po rozdziale elektroforetycznym surowicy, transfe-
ryny wystepujg na zelu skrobiowym w postaci trzech prazkéw, silnego
srodkowego i dwdch stabych po obydwu stronach, sg homozygotami pod
wzgledem tej cechy o fenotypie AA, o genotypie TFATFA Osobniki, u kté-
rych transferyny wystepuja réwniez w postaci trzech prazkéw, srodko-
wego — silnego i dwoch stabych, ale o ruchliwos$ci elektroforetycznej
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mniejszej niz w fenotypie AA, sa homozygotami o fenotypie BB, 0 ge-
notypie TfB/TfB. Natomiast osobniki, u ktérych transferyny wystepujg
w postaci pieciu pragzkow, dwoch silnych i trzech stabych o ruchliwosci
transferyn fenotypu AA i BB, sg heterozygotami pod wzgledem tej ce-
chy o fenotypie AB i genotypie TfATTB.

R

Fendtyp  AA AD BB AB BD cc BB
GenoTyp TFATFA  TFAJFD  TFBTFB  TFATFB  TFBTFD TFOTFC  TFBTFB

Rys. 3. Transferyny

W roku 1962 King (36) stwierdzit wystepowanie nowego typu trans-
feryny, skladajgcej sie z trzech pragzkéw o ruchliwosci elektroforetycznej
nieco mniejszej niz ruchliwo$¢ transferyny homozygot BB. Nazwat ja
transferyng C i udowodnit na rodzinach $win rasy landrace, ze typ ten
jest determinowany przez allel Tfc. W przeprowadzonych dotad bada-
niach na catym Swiecie, czestotliwos¢ typu transferyny C jest bardzo
niska (1, 61, 65) a u wiekszosci ras nie wystepuje ona zupetnie. Trans-
feryna ta, w postaci homozygoty CC, zosta ujawniona w roku 1966
przez Schroffela (59) u kilku $win rasy chinskiej. W Polsce allel Tfc
zostat stwierdzony jedynie u $win rasy ztotnickiej pstrej (49, 50). Na 269
przebadanych osobnikéw rasy zitotnickiej pstrej tylko jeden osobnik byt
homozygotag CC, co stanowi 0,37%, jeden heterozygota AC (0,37%) oraz
8 osobnikow heterozygotg BC (2,97%). Wedtug Madeyskiej (49) te
bardzo matg czestotliwos¢ allelu Tfc u $win, thumaczy I m lach sprze-
zeniem allelu Tfc z genem semiletalnym, natomiast Dinklage —
wyjasnia to zjawisko wyeliminowaniem allelu Tfc z powodu prowadzo-
nej stale selekcji.

W 1963 roku Kristjansson stwierdzit wystepowanie u $win no-
wego allelu, a mianowicie allelu TfD, ktérego fenotyp przejawia sie
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wystepowaniem trzech prazkéw: silnego pragzka — $rodkowego i dwaoch
stabszych po obu jego stronach o ruchliwosci elektroforetycznej najwol-
niejszej ze wszystkich typéw transferyn.

Schroffel w 1966 roku (59) stwierdzit istnienie wszystkich typow
transferyn na rasach trzody chlewnej wystepujgcych w Czechostowaciji
i jednocze$nie podat, ze transferyna D wystepuje w postaci heterozygot
AD lub BD.

W 1968 roku Baker (10) stwierdzit u Swin rasy hampshire nowy
typ transferyny, ktérg nazwat TfEAmes. Jest ona kontrolowana przez allel
TfEAnes>ktorego powstanie Baker ttumaczy spontaniczng mutacjg w opar-
ciu o zjawisko pojawienia sie tego allelu tylko u potomstwa, podczas
gdy u rodzicow wystepowaly jedynie genotypy TfATIB, TfATfB. Bada-
nia przeprowadzone z radioaktywnym izotopem FFe wykazaty, ze prazek
ten jest transferyng, gdyz tylko ona ma zdolno$¢ przytaczania zelaza.
Wielu autoréw (9, 11, 12, 14, 19, 20, 21, 24, 51, 65) podaje czestotliwosc
wystepowania poszczeg6lnych typow transferyn u trzody chlewnej u roz-
nych ras $win na réznych terenach. W Polsce czestotliwo$¢ roznych
typow transferyn zbadata Madeyska (49, 50).

Na podkreslenie zastuguje fakt opisany przez Hristica i in. (31)
i potwierdzony przez Hesselholta (26), ze u $Swin durnskich landrace
wystepuje tylko typ transferyny B determinowany przez allel TfB. Zja-
wisko to mozna ttumaczy¢ tym, ze allel TfB jest najbardziej korzystnym
genem w tej rasie i ze inne zostaty wyeliminowane na skutek prowadzo-
nej selekcji (15). Obecnie wielu autorow (29, 35, 37, 42) znajduje po-
wigzania miedzy typami transferyn a produkcyjnoscig u roznych ras.
Jest to nowym doniostym zagadnieniem w selekcji.

1. Postalbuminy

Postalbuminy sg biatkami wedrujgcymi w polu elektroforetycznym
w zelu skrobiowym miedzy transferynami a albuminami (rysunek 4).
Jest to grupa biatek o nieznanych dotychczas wiasciwosciach fizjologicz-
nych w organizmie. Na polimorfizm postalbumin u trzody chlewnej po
raz pierwszy zwrdcili uwage Schroffel w 1965 roku (56), nastepnie
Buschmann i Schmid w 1968 roku (13) oraz Hesselholt
w 1969 roku (26). Jednakze autorzy ci nie stwierdzili w swoich bada-
niach genetycznej kontroli postalbumin. Dowoddéw tych dostarczyly do-
piero prace Kubka (45, 46, 48). W pracach swych wykazat on istnienie
polimorfizmu postalbumin oraz udowodnit na rodzinach $winh istnienie
genetycznego uwarunkowania, ale tylko w stosunku do dwéch frakcji
wedrujgcych najszybciej z catej grupy. W zwigzku z tym Kubek po-
dzielit postalbuminy na dwa regiony, co przedstawia rysunek 4.
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Region | — uwarunkowany genetycznie — znajdujgcy sie bezposred-
nio przed albuminami zawiera dwie frakcje o ro6znsj szybkosci elektro-
foretycznej. Frakcja szybsza, znajdujgca sie blizej albumin, oznaczona
jest jako frakcja A i sklada sie z jednego prazka. Nastepna frakcja, nie-
co wolniejsza od frakcji A i oznaczona jako frakcja B, rowniez skiada
sie z jednego prazka. Osobniki, majgce tylko frakcje A sg homozygo-
tami pod wzgledem tej cechy o fenotypie AA. Osobniki, ktdre majg tylko

@ N N }Amummy

I
| U
i

—— Postalb.
Region |
VR e
a2 R I | Postab.
e Region E '
EEETE TR
KWM\H Transferyny
(Fbjenotup A A BB AB AA BB AB
Genotyp Pa-i/Pa* Pcft/Pa* Paf/Pa? Paf/Paf Paf/Pa? PaAP ai
(Paj) Fenotyp  AA BB cc AC AB BC

Rys. 4. Postalbuminy

frakcje B sg rowniez homozygotami pod wzgledem tej cechy o fenoty-
pie BB. Natomiast osobniki posiadajgce obydwie frakcje sg heterozygo-
tami o fenotypie AB. Po przebadaniu rodzin Kubek ustalit, ze fe-
notypy powyzej podane determinowane sg przez dwa allele: allel Paf
i allel Pa®. Frakcja A jest kontrolowana przez allel Paf, a frakcja B
przez allel FaJl W zwigzku z tym osobniki o fenotypie AA maja geno-
typ Paf/Paf, BB—Pa®/Paf, AB'—Paf/Paf, Ponadto Kubek stwier-
dzit u 61 osobnikéw przebadanych 18 sztuk — z fenotypem AA (29,6°/0),
12 — z fenotypem BB (19,6°/0) i 31— z fenotypem AB (50,8%). Pte¢ ani
wiek nie wpltywa na réznice elektroforetyczne. Podobny polimorfizm
postalbumin stwierdzono w ptynie pecherzykowym jajnikow.

Jesli chodzi o region Il postalbumin, znajdujacy sie blizej transferyn,
to poglady zar6wno w odniesieniu do poszczegolnych frakcji, jak i w od-
niesieniu do genetycznego ich uwarunkowania sg jeszcze bardziej roz-
biezne. Kubek (45, 48) przytacza za Kristjanssonem (41) poli-
morfizm postalbumin regionu I, w ktérym wyréznia trzy typy: A, Bi C
(rysunek 4).

9 Postepy Biochemii
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IV. Albuminy

Albumina jest gtéwnym biatkiem surowicy-krwi. Jej rola biologiczna
polega przede wszystkim na utrzymywaniu statego cisnienia onkotycz-
nego w organizmie. Jedynym miejscem syntezy albuminy osocza jest
watroba.

Na polimorfizm albumin u trzody chlewnej zwrocit uwage w 1966 r.
Kristjansson (43). Opisal on wystepowanie trzech typoéw albumin:
A, B i C. Typy te powstajg dzieki trzem allelom: Albf, Albf, Al b
ktorych istnienie zostatlo udowodnione na rodzinach ras landrace oraz
yorkshire.

Albumina A, ktéra moze wystepowaé w dwdch fenotypach AA i AO
jest kontrolowana przez allel Alb™ (rysunek 5).

Fenotyp AA AO BB BO AB 00
Genotyp Alb*/Alb* AttA/Alb* Alb*/Alb* Atb*/Alb° Albf/Alb? Alb°/Alb®

Rys. 5. Albuminy

Osobniki, u ktérych albuminy wystepujg w postaci jednego silnego
prazka o ruchliwosci najszybszej ze wszystkich typéw albumin, sg homo-
zygotami o fenotypie AA i genotypie Albf/Albf. Te osobniki za$, u kto-
rych wystepuje silny prazek o takiej samej ruchliwosci, ale u ktorych albu-
min jest ilosciowo o potowe mniej, sg heterozygotami o fenotypie AO, a 0
genotypie Albf/Alb°. Osobniki, u ktérych albuminy wystepujg w postaci
jednego silnego prazka o ruchliwosci elektroforetycznej mniejszej niz
u osobnikéw o fenotypie AA lub AO sg—w przypadku, gdy substancji
jest ilosciowo okoto dwa razy wiecej— homozygotami o fenotypie BB,
a gdy jest jej dwukrotnie mniej— heterozygotami o fenotypie BO.
W pierwszym przypadku osobniki majg genotyp AIbf/Albf w drugim
zas — AIbf/Alb". Osobniki, u ktorych wystepujg dwa prazki silne o ruch-
liwosci rownej ruchliwosci aloumin A i B w ilosci takiej jak w fenoty-
pach AO i BO, sg heterozygotami o fenotypie AB. Osobniki te majg
fenotyp Albj/Alb*
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Osobniki, u ktérych nie stwierdza sie po rozdziale elektroforetycznym
w warunkach takich jak poprzednio zadnych prazkéw, Kristjan-
sson (43) oznaczyt jako homozygoty o fenotypie OO, posiadajgce geno-
typ Alb?/Albp. Fenotyp OO byt stwierdzony u $win rasy landrace. W pra-
cy tej Kristjansson (43) rozpatruje rozmieszczenie poszczeg6lnych
alleli u rodzicow i ich potomstwa, nie zajmuje sie jednak czestotliwoscig
poszczegolnych alleli w populacjach.

V. Prealbuminy

W 1963 roku Kristjansson stwierdzit polimorfizm prealbumin
u trzody chlewnej (41). Prealbuminy sg biatkami, ktére w Zzelu skrobio-
wym wedrujg szybciej od albumin (rysunek 1). Sktadajg sie one z dwdch
typow. Osobniki majace prazek szybszy, sg pod wzgledem tej cechy
homozygota o fenotypie AA. Genotyp ich jest PraAPraA Osobniki,
0 prazku wolniejszym niz to ma miejsce u osobnikdw o fenotypie AA,
sq homozygotag o fenotypie BB, a o genotypie PraB/PraB. Osobniki, u kto-
rych wystepuja obydwa prazki o ruchliwos$ci prealbumin A i B, sg he-
terozygotg o fenotypie AB i 0 genotypie PraAPraB. Po przebadaniu 358
sztuk $Swin Kristjansson stwierdzit w swej pracy u 96 osobnikéw
fenotyp AA (26,8°/0), u 202 — fenotyp AB (56,5%) i u 60 — fenotyp BB
(16,7%). Badania te zostaly potwierdzone przez Schroffela (56), kté-
ry réwniez stwierdzit wystepowanie u $win dwoch prealbumin A i B,
kontrolowanych przez dwa allele PraAi PraB.

VI. Hemopeksyna

Przez wiele lat hemopeksyna byta uwazana za haptoglobine i rozpa-
trywana tgcznie z nig jako jedna grupa biatek. Dopiero badania in vitro
wykazaty, ze hemoglobina dodawana do surowicy w nadmiarze ujawnia
sie w rozktadzie elektroforetycznym surowicy nie tylko w strefie a jako
kompleks z haptoglobing, ale réwniez w strefie (*-globulin (w strefie
transferyn — rysunek 1). Dalsze badania wykazaty odrebno$¢ dwodch bia-
tek: biatka haptoglobiny— wigzacego catlg hemoglobing oraz biatka
zwanego hemopeksyng, wigzgcego z hemoglobiny tylko hem. Hemopek-
syna jest (3-glikoproteidem surowicy krwi, ktéra ma zdolno$¢ wigzania
hemu. Biatko to w literaturze wystepuje réwniez pod nazwami: hemo-
globin — binding (i-globulin, heme-binding fi-globulin, seromucoid — filA
-seromucoid — /31B filB-globulin, cytochromofilin, fa-haptoglobin (j315.
Hemopeksyna ma ciezar czgsteczkowy okoto 70 000. Wytwarzana jest
przez watrobe. Zasadnicza jej funkcjg w organizmie jest wigzanie i usu-
wanie z krazenia wolnego hemu. Poziom hemopeksyn jest odwrotnie
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proporcjonalny do zawarto$ci hemu w surowicy. llosciowe oznaczanie
hemopeksyny jest bardzo trudne, w odrdznieniu od haptoglobin (64).

Po raz pierwszy polimorfizm tych frakcji biatek opisali u trzody
chlewnej Blumberg i Kristjansson w 1960 roku (11, 40), p6z-
niej frakcje te opisywane byty takze przez innych autoréw (23, 59). Ak-
tualny poglad na polimorfizm hemopeksyny przedstawia rysunek 6.

I N SN SIS S e —} Haptoglobiny
N BN I S . =S o]

Fenotyp 0-0 0-1F 0-1 0-1S 0-Z 0-3F 0~3

Genotyp Hp°/Hp°® Hp%pir Hp%pl Hp°/HplS  Hp°MHpz Hp°/Hp3F Hp°/Hp3

Rys. 6. Haptoglobiny i hemopeksyny

U trzody chlewnej wystepujg nastepujgce typy hemopeksyny: O, 1F,
1S, 2, 3F, 3, ktére kontrolowane sg przez allele: Hp°, HplF, Hpl Hpis,
Hp2 Hp3 Hp3 Najszybszym typem hemopeksyny jest typ O, ktory
sklada sie podobnie jak wszystkie pozostate z jednego prazka. Typem za$
0 najmniejszej ruchliwosci jest typ 3. Pozostate typy majg ruchliwosé
posrednig miedzy typem O i 3. Polimorfizm hemopeksyny u trzody chlew-
nej jest bardzo duzy. Stwarza to szerokie mozliwosci wykorzystania tych
badan w praktyce hodowlanej.

Wielu autorow (2, 4, 28, 33), stara sie znalez¢ powigzanie miedzy gru-
pami krwi i hemopeksyng. Zalezno$¢ te udato sie stwierdzi¢ Imlaho-
wiw 1965 r. (33) oraz Hesselholtowi (28). Wyzej wymienieni zna-
leZli mianowicie zwigzki miedzy grupg Ka i Hp3, Kb i HpO oraz Kb
1 Hpl.

V1I. Fosfoheksoizomeraza

Fosfosheksoizomeraza (ketolo-izomeraza D-glukozo-6-fosforanu, E.C
5.3.1.9) zwana jest takze w literaturze izomerazg glukozofosforanowa.
Jest to enzym, ktory katalizuje odwracalng przemiane glukozo-6-fosfo-
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ranu na fruktozo-6-fosforan. Jest on réwniez enzymem szeroko rozpow-
szechnionym we wszystkich tkankach i jednym z najbardziej aktywnych
enzymdw ustroju. Po raz pierwszy polimorfizm fosfoheksoizomerazy w
hemolizacie erytrocytéw u trzody chlewnej opisata Sais on w 1968 ro-
ku (53). Obserwowata ona trzy rézne fenotypy, ale nie przedstawita ge-
netycznej ich kontroli. W 1971 r. Kubek i Dinklage (479) oraz
Saison i wsp. (55 potwierdzili wystepowanie tych trzech fenotypow
oraz podali, ze sg one determinowane przez dwa aliele: allel PHIAi al-
lel PHIB.

Osobniki, u ktorych fosfoheksoizomeraza wystepuje w postaci trzech
prazkow: S$rodkowego — silnego i dwéch stabych po obydwu stronach,
sg homozygotag o fenotypie AA. Osobniki, u ktdrych enzym ten wyste-
puje réwniez w postaci trzech prazkéw, Srodkowego silnego i dwdch
stabych po obydwu stronach, ale o ruchliwosci wolniejszej niz w feno-
typie poprzednim, sag homozygotami o fenotypie BB. Natomiast osobniki,
u ktérych wystepuja obydwa typy, to jest A i B o widocznych na zelu
pieciu prazkach sa heterozygotami o fenotypie AB. Czestotliwo$¢é wy-
stepowania poszczegblnych gendw A i B Kubek i Dinklage (47)
badali na Swiniach rasy niemieckiej i stwierdzili u niemieckiej landrace
gen A o czestotliwosci 0,485, a B — 0,515. U rasy miniaturowej gottyn-
skiej gen A miat czestotliwo$¢ 0,660, a gen B — 0,340. Ostatnio An -
dresen (6,7)sugeruje powigzanie pomiedzy tym enzymem a antygenem
krwinkowym H i drugim enzymem dehydrogenazg glukozo-6-fosforanu.

VI1Il. Anhydraza weglanowa

Anhydraza weglanowa erytrocytéw (hydro-liaza weglanu, E.C 4.2.1.1)
jest enzymem, katalizujgcym odwracalng reakcje miedzy dwutlenkiem
wegla a wodg, z wytworzeniem kwasu weglowego, ktory nastepnie sa-
moistnie dysocjuje na jon dwuweglanowy i jon wodorowy. Anhydraza
weglanowa wystepuje w erytrocytach w duzym nadmiarze w stosunku
do ilosci koniecznej dla procesow katalizy. Zmniejszenie iloSci enzymu
nawet do 20%0 normy nie daje powazniejszych zaburzen w wymianie ga-
zowej dwutlenku wegla. llo$¢ anhydrazy weglanowej zmniejsza sie w
przebiegu niedokrwistosci.

Tanisw roku 1970 (63) opisat wystepowanie w erytrocytach trzody
chlewnej dwéch izoenzymoéw anhydrazy weglanowej, ktére uwidaczniajg
sie po elektroforetycznym rozdziale surowicy na zelu skrobiowym w po-
staci prazkow: jednego o wiekszej ruchliwosci elektroforetycznej, a dru-
giego o mniejszej. Prazek o szybszej ruchliwosci Tanis nazwat izo-
enzymem B. Ciezar czasteczkowy tego izoenzymu wynosi okoto 3X10*.
Jest on zwigzkiem niskoczgsteczkowym. lzoenzym ten zawiera w swym
sktadzie mato metioniny i zblizony jest do izoenzymu B u koni. Prazek
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0 wolniejszej ruchliwo$ci Tanis nazwat izoenzymem C. Ciezar czastecz-
kowy izoenzymu C jest prawie réwny ciezarowi izoenzymu B. lzoenzym
C jest zwigzkiem wysokoczasteczkowym, podobnie jak izoenzym C u by-
dia, a w skladzie swym zawiera znacznie wiecej metioniny niz izoen-
zym B.

IX. Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu (oksydoreduktaza D-glukozo-6-
-fosforan:NADP, E.C 1.1.1.49) jest enzymem, ktory katalizuje utlenianie
glukozo-6-fosforanu do 6-fosfoglukonianu. Jest to pierwszy z enzymow
na drodze tak zwanego cyklu pentozowego przemiany materii. Saison
w 1968 roku (53, 54) opisata polimorfizm dehydrogenazy-6-fosforanowej
u trzody chlewnej i stwierdzita wystepowanie dwdéch izoenzyméw A i B,
ktére kontrolowane sg przez dwa allele; PGDA i PGDB.

Osobniki, u ktorych wystepuje na zelu skrobiowym jeden prazek szyb-
szy sag homozygotami o fenotypie AA. Osobniki te maja genotyp PGDA
/PGDA. Osobniki takze z jednym prazkiem, ale wolniejszym niz opisany
wyzej, sa homozygotami o fenotypie BB, a genotypie PGDB/PGDB. Osob-
niki zas, u ktorych wystepujag obydwa prazki jednoczes$nie sg heterozy-
gotami o fenotypie AB, a genotypie PGDAPGDB. Po przebadaniu kilku
populacji Saison stwierdzita (53, 54), ze w tych populacjach wystepuje
najmniej osobnikéw o fenotypie BB (0,04 — 0,07). Ostatnio Andresen
(5) sugeruje sprzezenie dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu z grupg krwi
H oraz fosfoheksokinazg.

X. Ceruloplazmina

Ceruplazmina (a2miedzioglobulina) jest enzymem oksydoredukcyjnym
i w zwigzku z tym awana jest takze oksydazg miedziowg. Po raz pierw-
szy stwierdzili jg w 1948 roku Holmberg i Laurell (30) w suro-
wicy ludzi i Swin. W roku 1964 Im lach (32) opisat polimorfizm ceru-
loplazminy u trzody chlewnej. Polimorfizm u trzody wg Im laha
przedstawia rysunek 7.

U trzody chlewnej— jak wida¢ na schemacie — wystepujg dwa izo-
enzymy ceruloplazminy A i B, ktore kontrolowane sg przez dwa allele:
CpAi CpB. Osobniki, u ktérych ceruloplazmina wystepuje na zelu skro-
biowym pod postacig trzech pragzkow: Srodkowego — mocnego i dwodch
stabych sag homozygotami pod wzgledem tej cechy o fenotypie AA i o ge-
notypie CpACpA Osobniki zas$, u ktérych ceruloplazmina wystepuje réw-
niez w postaci trzech prazkéw: Srodkowego — silnego i dwéch stabych,
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ale o ruchliwosci elektroforetycznej mniejszej niz to ma miejsce w fe-
notypie AA, sg homozygotami o fenotypie BB, a o genotypie CpB/CpB.
Osobniki natomiast, u ktérych wystepuje pie¢ prazkéw: dwa silne i trzy
stabe o ruchliwosci réwnej ruchliwosci prazkéw fenotypéw AA i BB,
sg heterozygotami o fenotypie AB. Osobniki te majg genotyp CpACpB.

aesis e TS IRNGETIE
s s s ] [sovemt gatie: SoCy
Fenotyp AA AB BB
Genotyp CpACpA CpACpB CpBCpB

Rys. 7. Ceruloplazmina

I m lah stwierdzit ponadto w swych badaniach, ze izoenzym A nie wy-
stepuje u $win rasy wielkiej biatej i wessex, natomiast u $wiA landrace
wystepuje w czestotliwosci 0,5. I1zoenzym B w czestotliwosci 1,0 wyste-
puje u $win rasy wielkiej biatej i wessex, a u $wiA landrace w czestotli-
wosci 0,95.

XI. Amytaza

Amylaza jest enzymem wystepujagcym w prawie wszystkich narza-
dach w organizmie pod postacig a-amylazy (4-glukano-hydrolaza a-1,4-
-glukanu, E.C.3.2.1.1) lub /5-amylazy (maltohydrolaza a-l,4-glukanu, E.C.
3.2.1.2.). Hydrolizuje ona wigzania a-l,4-glikozydowe w polisacharydach
takich, jak glikogen i skrobia. Hesselholt w 1968 roku podat, ze
amylaza moze mie¢ r6zng ruchliwo$é elektroforetyczng (25). W zwigzku
z tym wyro6znit on trzy regiony jej wystepowania: region | — wystepuje
na wysokosci albumin (rysunek 1); amylaza o tej ruchliwosci wyste-
puje w ptynie pecherzykowym oraz w cewce moczowej, region Il — ktéry
znajduje sie na wysokosSci |3-globulin (rysunek 1) wystepuje amylaza
surowicy krwi. Polimorfizm tego regionu przedstawia rysunek 8.
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Po raz pierwszy polimorfizm amylazy u trzody chlewnej opisali
Ashton i Schroffel (9 57) i nadali mu nazwe thread proteins.
Stwierdzili oni rdwniez genetyczng kontrole amylazy oraz wystepowanie
polimorfizmu u osobnikéw w wieku powyzej 4—5 tygodni. W latach
nastepnych Graetzer, Hesselholt (22, 25 27) na podstawie badan

Fenotyp 1-1 1-3 1-1 1-2F 1-1F  1FIF  1F3 2-1 1-3 3-3
Genotyp AmiAm1 Am1Am3  AmiAmz AmIAmZF Am2AmZF AmFAMZ- AmEAmM3 AmiAmz AmZAm3 Am3Am3

Rys. 8. Amylaza

rodziny rasy iandrace podali, ze u trzody chlewnej moga wystepowac
nastepujace izoenzymy amylazy: 1, 2, 2F, 3. lzoenzymy te sg kontrolo-
wane przez allele: Aml Am2 AmZF i Am3 Niektorzy autorzy — Din-
k 1age (18) oznaczajg w swych pracach poszczeg6lne izoenzymy amylazy
literami alfabetu A, B, BF, C, co odpowiada kolejno liczbom 1, 2, 2F, 3.

Hesselholt (25) stwierdzit w swych badaniach, ze izoenzym 2 (B)
jest izoenzymem najczeSciej wystepujagcym u trzody chlewnej (0,845).
Pozostate izoenzymy wystepuja w nastepujacych czestotliwosciach:
1 (A) — 0,113, 2F (BF) — 0,024, 3 (C) — 0,018. Polimorfizm tego regionu
amylazy u trzody chlewnej jest bardzo duzy, co pozwala na praktyczne
zastosowanie wynikéw badan w tym zakresie w hodowli. Potaczenie da-
nych o polimorfizmie amylazy z badaniem grup krwi daje 98°/0 pewnosci
co do pochodzenia danego osobnika (16). Andresen i Nielsen (3,
52) stwierdzajg w swych pracach powigzanie miedzy amylazg Aml
i grupg krwi Ib oraz miedzy amylazg Am3 i grupg krwi la.

Region Il — znajduje sie na wysokosci a-globulin (rysunek 1). W re-
gionie tym wystepuje amylaza znajdujgca sie¢ miedzy innymi w trzustce,
watrobie i jelitach.
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XIl. Esteraza

Esteraza surowicy (hydrolaza estrow karboksylowych, E.C.3.1.1.1) jest
enzymem katalizujagcym hydrolize wigzania estrowego miedzy kwasami
karboksylowymi i jedno- lub wielohydroksylowymi alkoholami. Niekt6-
rzy autorzy nazywajg ten enzym aliesteraza, gdy katalizuje on hydrolize
krétkiego tancucha, podobnie jak to ma miejsce w przypadku maslanu
metylu. Po raz pierwszy na polimorfizm esterazy u trzody chlewnej zwrd-
cili uwage Augustinsson i Olsson w 1961 roku (8). Szczegotowy
polimorfizm esterazy u trzody chlewnej opisat w 1968 roku Kubek
(44). Stwierdzit on, Ze esterazy surowicy mogg wystepowaé w trzech re-
gionach: region I — usytuowany jest po rozdziale elektroforetycznym
surowicy na wysokosci albumin (rysunek 1) i sktada sie z dwdch frak-
cji o stosunkowo niskiej aktywnosci. Jak dotad nie ma danych w litera-
turze co do genetycznego uwarunkowania tych dwdéch frakcji. Region
Il — zlokalizowany jest na zelu skrobiowym miedzy transferynami (ry-
sunek 1). Polimorfizm tego regionu przedstawia rysunek 9.

ARNTUELLRL RN E e L SO C SO

Fenotyp AA BB AB

Genotyp EsdEsa ESWEsh EsadEsh

Rys. 9. Esteraza Il regionu

W regionie drugim wystepujg dwa izoenzymy A i B, ktére kontrolo-
wane sg przez 2 allele: EsA i EsB, co zostato udowodnione na rodzinach
trzody chlewnej. W skiad izoenzymu A wchodzg trzy prazki: srodkowy —
silny oraz dwa stabsze, z czego jeden — szybciej migrujacy — jest moc-
niejszy od drugiego. W skiad izoenzymu B wchodzg takze trzy prazki,
ale o ruchliwo$ci mniejszej niz w izoenzymie A. Tutaj mocniejszym
prazkiem, sposréd dwdch stabszych, jest prazek migrujacy wolniej. Poza
tym Kubek stwierdzit, ze allel ESA wystepuje w czestotliwosci 0,4817,
natomiast allel EsB — w czestotliwosci 0,5183. Region Il — znajduje
sie na zelu skrobiowym na wysokosci Scc2globulin i sklada sie takze
z dwoch frakcji, podobnie jak region I.
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XI1l. Fosfataza alkaliczna

Fosfataza alkaliczna (fosfohydrolaza monoestrow ortofosforanowych,
E.C. 3.1.3.1) jest enzymem bardzo rozpowszechnionym w organizmie.
Szczegllnie duzg role odgrywa ten enzym w miodych organizmach w
wieku 4—48 dni. Polimorfizm fosfatazy alkalicznej u trzody chlewnej
opisali po raz pierwszy Dinklage i Imlah w 1968 roku (17, 34).
Przedstawiony on jest na rysunku 10.

[
TR
s e [z ERras St
PR
R LR
Fenotyp AA BC cCc CE CcD
Genotyp AkpAAkpA AkpBAkp® AkpdAkp® Akp¢AkpE AkpcAkp®

Rys. 10. Fosfataza alkaliczna

Dinklage i Imlah stwierdzajg wystepowanie u trzody chlewnej
pieciu izoenzymow, ktérych synteza ma by¢ kontrolowana przez allele:
AkpA AkpB, Akpc, AkpD i AkpE. Wymienione wyniki badan budzg jed-
nak u szeregu innych autoréw znaczne watpliwosci.

Przedstawione w niniejszym artykule badania z zakresu polimorfizmu
biatek i enzyméw krwi swiadcza o statym rozwoju tej dziedziny wiedzy,
ktéra w naukach biologicznych ze wzgledu m.in. na zastosowania prak-
tyczne zajmuje jedno z czotowych miejsc.
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ALINA GRZELINSKA *

Teorie mechanizmu odpornosci roslin na choroby infekcyjne

Theories of the Mechanism of the Plant Resistance to Infections Diseases

Various theories are presented of the mechanisms underlying the resistance
of plant to infection diseases.

Rozwojowi kazdego gatunku organizméw na Ziemi towarzyszy nie-
ustanny proces selekcji, oparty o mozliwosci adaptacyjne ustroju do wa-
runkéw $rodowiska. O tym czy dany organizm przetrzyma te selekcje,
czy zostanie wyeliminowany, decyduje zespo6t zjawisk odpornosciowych —
mechanizmy obronne organizmu. Mechanizmy te w toku ewolucji ulega-
ty rozwojowi i doskonaleniu w zmieniajacych sie warunkach otoczenia.

Nauka o chorobach infekcyjnych roélin rozwineta sie juz w pierwszej
potowie 19 wieku na podstawie pogladéw panujacych w medycynie. Jed-
nakze do dzisiaj wiedza o immunologii roslin znacznie ustepuje wiedzy
0 immunologii zwierzat gtéwnie ze wzgledu na ogromne zréznicowanie
tej grupy organizmow, a takze wskutek niemoznosci $cislejszej lokalizacji
procesdw odpornosciowych w okre$lonej tkance lub tkankach. Obiektem
badan jest wobec tego cata roslina, stanowigca $rodowisko o duzej hete-
rogennosci i zmiennosci. Ma to decydujacy wptyw na trudnosci metodycz-
ne i powtarzalno$¢ wynikow.

Kazda roslina w toku ontogenezy styka sie nieustannie z czynnikami
chorobotwdrczymi. Mimo jednak tego ciggtego zagrozenia znaczna czesc
roslin nie ulega chorobom. O przydatno$ci bowiem rosliny do spetniania
roli zywiciela dla okre$lonego patogenu decyduje moznos¢ zapewnienia
mu niezbednych warunkéw rozwoju oraz wzajemna tolerancja wszyst-
kich sktadnikéw chemicznych. Odporno$¢ natomiast zalezy od zdolnosci
organizmu do przeciwstawiania sie wnikaniu lub rozprzestrzenianiu pato-
genu, od potencjalnej mozliwosci do funkcjonalnej obrony przed sprawca
(105) i jest cecha wspdlng dla wszystkich organizméw zywych.

Zaleznie od czynnikéw determinujacych reakcje rosliny na inwazje pa-
togenu wyrézniamy reakcje odpornosciowe bierne i czynne (62a), jak-
kolwiek istnieje wiele danych pozwalajacych traktowaé ten podziat jako
umowny. Odpornos$¢ bierna uwarunkowana jest wiasciwosciami rosliny
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istniejagcymi przed bezposrednim kontaktem z drobnoustrojami patoge-
nicznymi, a ujawniajagcymi sie w tworzeniu anatomicznych, fizjologicz-
nych i chemicznych barier przeciwinwazyjnych utrudniajgcych rozprze-
strzenianie patogenu. Reakcje tego typu sg niespecyficzne.

Czynny mechanizm obronny wykazuje zawsze pewien stopien specy-
ficznosci. Odporno$¢ czynna jest uzalezniona od takich wasciwosci, ktore
ujawniajg sie w roslinie w wyniku kontaktu z patogenem i sg wykorzy-
stywane do skutecznej obrony. Reakcje odpornosciowe nie zapobiegaja
wiec samej infekcji, ale hamujg proces generalizacji choroby.

Zaleznie od stopnia intensywnos$ci reakcje odpornosSciowe przyjeto
okresla¢ jako normoergiczne, ktorych natezenie jest proporcjonalne do
wielkosci dziatajacego bodzca, i hiperergiczne, w ktorych nasilenie reakcji
rosliny jest nieporéwnanie wieksze od wielkosci bodzca (reakcje przebie-
gajace z nadwrazliwoscig). Reakcja nadwrazliwosci mimo, ze prowadzi do
szybkiego zlokalizowania, a nastepnie zniszczenia ogniska choroby, nie
jest jednak reakcjg odpornosci sensu stricto.

Przebieg infekcji u odmian odpornych i wrazliwych na dang chorobe
jest identyczny, réznica w intensywnosci reakcji odporno$ciowej ujawnia
sie dopiero w nastepnych stadiach choroby (107). Natezenie reakcji obron-
nej zalezne jest od stopnia uczulenia zywiciela na sprawce, kierunek za$
i specyficzno$¢ wynika z charakteru patogenu i typu indukowanych zmian
chorobowych.

Z aktualnego stanu wiedzy w dziedzinie morfologii i fizjologii ro$lin
wynika, ze organizmy roslinne w odréznieniu od zwierzat nie zawieraja
wyspecjalizowanych komoérek i uktadéw obronnych. Struktura $cian celu-
lozowych utrudnia obieg komérek bojowych, kazda komorka musi wiec
broni¢ sie samodzielnie. Tym samym roS$linie pozostaje tylko obrona bio-
chemiczna. Na przestrzeni ostatniego stulecia rozpatrywano wiele typow
zwigzkéw w powiazaniu z ich udziatem w reakcjach odpornosciowych
roslin.

I. Alkaloidy

Najwczesniejsze prace z dziedziny odpornosci roslin na choroby in-
fekcyjne przypisywaly hamujacy wptyw na mikroorganizmy patogenicz-
ne alkaloidom. W badaniach tego typu niejednokrotnie udato sie nawet
wykazaé korelacje miedzy odpornoscig rosliny a poziomem okreslonych
alkaloidéw. Gaiimann (35) stwierdzit, ze tomatyna (I) i solanina (Il),
alkaloidy pomidora, hamujg wzrost Fusarium lycopersici w rozcieficzeniu
1:10-5, czyli w stezeniu naturalnie wystepujagcym w roslinach. Podobne
wyniki uzyskano badajgc wptyw na mikroorganizmy solaniny i chalkoniny
w powigzaniu z kwasem chlorogenowym (5). Wysoka toksyczno$é loidow
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wobec Helminthosporium, carbonicum potwierdzit ostatnio Allen (4)
oraz Allen i Kué (6).

Przypuszczalny mechanizm dziatania tomatyny zaproponowali A -
neson i Durbin (8). Poniewaz alkaloid ten jest bardziej aktywny
w wysokim pH autorzy sugeruja, ze aktywna jest tylko jego forma bez-
protonowa. W formie takiej tomatyna moze tworzy¢é kompleksy ze zwigz-
kami sterydowymi grzybow.

e
galaktoza
g guKoza

stz

/O
gukoza
gp]laktoza

Hipoteza dotyczaca udziatu alkaloidow w reakcjach odpornosciowych
rosliny nie zyskata wielu zwolennikéw, jakkolwiek prace na ten temat spo-
radycznie pojawiajg sie do dzisiaj. Znane sa bowiem ogromne zdolnosci
adaptacyjne mikroorganizméw do wysokich nawet stezeh substancji tru-
jacych (31, 59), a takze fakt, ze rosliny zawierajgce podobne stezenie alka-
loidow wykazujg zréznicowang odporno$¢ odmianowa.

Il. Glikozydy

Prace dotyczace udziatu réznego rodzaju glikozydéw w zjawisku od-
pornosci stanowity nastepny etap w rozwoju badan nad mechanizmem
tego procesu.

Dziatanie hamujgce rozw6j mikroorganizméw przypisywano olejkom
gorczycznym powstajagcym po hydrolizie glikozydow izorodanowych (34),
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zwigzkom cyjanowym uwalnianym przy rozpadzie glikozydéw cyjanogen-
nych (100), a takze zwigzkom fenolowym uwalnianym w wyniku hydroli-
zy glikozyddéw fenolowych (32, 83, 114). Zwiazki te nie wystepujg w stanie
wolnym w ro$linie zdrowej, ale zostajg uruchomione w wyniku kontaktu
z patogenem; mozna je wiec traktowac jako przejaw aktywnej reakcji
odpornosciowej. Hipotetycznie nalezatoby jednak przyjaé¢, ze mechanizm
obronny roslin polega na poinfekcyjnym uruchomieniu systemu enzy-
moéw hydrolizujgcych glikozydy (129) w wyniku badz ich syntezy lub
aktywacji, badz zniszczenia barier biologicznych komarki.

Niektére doswiadczenia wydajg sie potwierdzaé ten fakt. Huber
i Anderson (52) stwierdzili, ze odporne na Fusarium odmiany fasoli
gromadzity po infekcji znacznie wiecej (3-glikozydazy niz odmiany wrazli-
we. Zwigzek fenolowy — floretyna jest gromadzona przez rosliny jako
(3-glikozydflorydzyna (lll). Po infekcji rosliny produkujg (3-glikozydaze,
ktéra uwalnia floretyne; ulega ona nastepnie utlenieniu do postaci chino-
nowej, toksycznej dla Venturia inaegualis (94). Aktywno$¢ antybiotyczna
wykazuje takze arbutyna przy zwiekszonej aktywnosci (3-glikozydazy (49).
Hydroliza arbutyny prowadzi do uwolnienia hydrochinonu, ktéry wskutek
dziatania oksydazy o-dwufenylowej lub autooksydacji ulega przeksztatce-
niu do chinonu poprzez przejSciowg forme semichinonu. Zdaniem autoréw
czynnikiem regulujgcym odpornos¢ moze by¢ system arbutyna — hydro-
chinon (IV).

m
CO—CHy—CHy < M- on
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Przytacza sie rowniez, zwiaszcza w stosunku do glikozydéw fenolo-
wych, mozliwos$¢ hydrolitycznego dziatania glikozydaz uwalnianych przez
patogen (21, 24, 116). Davis i wsp. (21) wykazali na przyktad obec-
nosci (3-glikozydazy w ziemniaku porazonym przez Fusarium podczas gdy
zdrowe ziemniaki aktywnosSci tej nie wykazaty.

Whikliwe badania przeprowadzone jeszcze w latach 40-tych, gtdéwnie
przez pracownikéw szkoty Walkera, kazg jednak watpi¢ w znaczenie pro-
duktow hydrolizy glikozydéw dla ogdélnej odpornosci roslin na choroby
infekcyjne. Udato sie bowiem droga selekcji uzyska¢ odmiany ros$lin nie-
mal catkowicie pozbawione glikozydéw izorodanowych, co jednak pozo-
stawato bez zadnego wptywu na ich odpornos¢ (93, 132). Otrzymano takze
czyste linie gorczycy znacznie rdznigce sie odpornoscig na Plasmodiop-

v
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hora brassicae, ale o identycznym poziomie olejkdw gorczycznych i my-
rozyny (123).

Brak petlnego udokumentowania doswiadczalnego dla mechanizmu
odpornosci o przedstawionym typie, a takze pewne rozbieznosci wynikow
sktonity wielu badaczy do poszukiwan czynnikéw odpornosci wsérdd in-
nych metabolitow rosliny.

I11. Fenole

Juz w latach 50—tych pojawit sie poglad, ze znamienng role w od-
powiedzi rosliny-zywiciela na infekcje moga odgrywaé zwigzki fenolo-
we (55, 109, 132). Teoria fenolowa odpornosci roslin zyskata wielokierun-
kowg interpretacje teoretyczng i doSwiadczalng. Podstawg do jej sfor-
mutowania byla znaczna toksyczno$é¢ zwigzkéw fenolowych w powiaza-
niu z powszechng ich akumulacjg w tkankach porazonych (10, 13, 16, 21,
50, 53, 55, 61, 85). Do zwiazkéw fenolowych gromadzonych najczesciej
naleza: jedno- i dwuhydroksyfenole, glikozydy fenolowe, flawonoidy,
antocyjaniny, aminokwasy aromatyczne i pochodne kumaryn. Kazda in-
fekcja prowadzitaby do gromadzenia innych zwigzkéw aromatycznych.
Nie udato sie jednak znalez¢ zaleznoSci miedzy typem choroby i charakte-
rem gromadzonych zwigzkéw. Dziatanie zwigzkéw fenolowych w proce-
sie patogenezy przejawia sie w inhibicji produkowanych przez patogen
pozakomorkowo enzymow celulolitycznych i pektynolitycznych. Stanowi-
toby to nieswoistg zapore przeciw penetracji mikroorganizmoéw (24, 55, 64).

Teoretycznie mozliwe sg dwie drogi regulacji poziomu zwigzkéw fe-
nolowych u roslin: a) inhibicja lub aktywacja na zasadzie sprzezenia
zwrotnego aktywnosci enzyméw katalizujagcych rozne etapy syntezy fe-
noli i b) indukcja lub represja syntezy enzymoéw tej drogi metabolicz-
nej (63).

Synteza zwiazkow fenolowych przebiega najczesciej droga kwasu
szykimowego (33, 66). Poczatkowa reakcja obejmuje kondensacje fosfoeno-
lopirogronianu z erytrozo-4-fosforanem. Czynniki, ktére wplywajg na
efektywnosé produkcji tych zwiazkéw, beda zatem miaty bezposredni
wplyw na synteze fenoli. Jednym z takich czynnikéw jest infekcja. Po-
razone bowiem tkanki wykazujg w procesie utleniania glukozy zwiek-
szony udziat cyklu pentozofosforanéw (20, 124), ktéry stanowi Zrddto
erytrozo-4-fosforanu. Enzymy uczestniczace w syntezie kwasu szykimowe-
go maja charakter regulatorowy (66), a utrata tych wasciwosci przez en-
zymy allosteryczne biosyntezy zwigzkéw aromatycznych w chorych
tkankach moze spowodowac wzrost akumulacji zwigzkéw fenolowych.

Inng drogg biosyntezy zwigzkéw fenolowych u roslin jest dezaminacja
aminokwasow aromatycznych. Przemiane fenyloalaniny do kwasu cyna-
monowego katalizuje amoniako-liaza fenyloalaninowa (V). Dalsze prze-

10 Postepy Biochemii
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ksztatcenia kwasu cynamonowego prowadza do takich pochodnych jak
dwuhydroksyfenole, flawonoidy i ligniny. Wzrost aktywnos$ci amoniako-
-liazy fenyloalaninowej indukuje infekcja mikroorganizméw (12), zranie-
nia mechaniczne (76), pewne antybiotyki (39, 41), a takze ekspozycja na
Swiatte widzialnym (76) i pozafioletowym (42). Dezaminacje tyrozyny do
kwasu p-kumarowego (VI) katalizuje amoniako-liaza tyrozynowa, ktorej
aktywnos$¢ znacznie wzrasta w tkankach batata po infekcji Ceratocystis
fimbriata lub wskutek uszkodzeri mechanicznych (76).

CHy CH(NH,) COOH H=CHCOOH
- amomeko - liaza
vk | feryloalaminona s floia]

Do gromadzenia fenoli moze wreszcie przyczynia¢ sie sam patogen
przez wydzielanie enzymoéw uwalniajgcych fenole z glikozydoéw lub przez
produkcje tych sktadnikéw (27, 116).

Istniejg jednak dane, ze frakcja fenolowa z jabtoni wrecz stymuluje
zarodnikowanie Venturia pirina (32), a kwas chlorogenowy wykazuje nie-
wielki wptyw na rozwdj Phytophthora palmivora, Ph. cactorum i Ph. pa-
rasitica (3). W wielu wypadkach nie udato sie takze znalezé dodatniej
korelacji miedzy poinfekcyjng zawartoscig fenoli a odpornoscig roslin
(30, 51, 99, 112).

Zarowno zatem wobec tych danych, jak i na podstawie wynikéw ba-
dan nad alkaloidami i glikozydami, jako prawdopodobnymi czynnikami
odpornosci, nalezy wnioskowaé, ze sklad chemiczny rosliny stanowi nie-
wielkg przeszkode dla rozwoju mikroorganizmoéw patogenicznych. Reak-
cja obronna natomiast moze polega¢ na odpowiednim ukierunkowaniu
metabolizmu rosliny, w tym takze metabolizmu zwigzkéw aromatycznych.
Poglad ten reprezentowali zwlaszcza Rubin i wsp. (104). Zblizone su-
gestie, szczeg6lnie mocno popierane przez Farkasa (24), skierowano
w strone poinfekcyjnych przeksztatcen zwiazkow fenolowych do odpo-
wiednich chinonéw przy udziale enzymdw utleniajgcych.

Udowodniono, ze chinony dziatajg znacznie efektywniej jako inhibito-
ry enzymow celulolitycznych, pektynolitycznych i proteolitycznych od fe-
noli (69). Moga one reagowaé z grupami SH enzymow przez addycje 1:4
tworzac nieaktywne kompleksy (69), wiaza¢ jony metali uczestniczace
w katalizie, utlenia¢ grupy tiolowe enzymdéw lub wspétzawodniczy¢ z sub-
stratem (133). Inaktywacja enzymow przez chinony moze takze polegaé
na zablokowaniu niezbednej dla katalitycznej aktywnosci biatka grupy
aminowej. Produkty utleniania o-dwuhydroksyfenoli na przyktad inakty-
wujg pozakomoérkowe enzymy wydzielane przez patogeny (87), miedzy
innymi poligalakturonaze. Inhibicja tego enzymu jest spowodowana naj-
prawdopodobniej przez addycje 1:4 chinonéw do grup aminowych lub
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iminowych. Utlenione fenole prowadza do charakterystycznego brunat-
nienia tkanek wokét ogniska chorobowego, ktore w takiej postaci tworza
rodzaj bariery dla penetracji patogenu (68).

W tym aspekcie istotng role w reakcjach odporno$ciowych roslin na-
lezatoby przypisywa¢ enzymom utleniajgcym fenole — oksydazom feno-
lowym. Jakkolwiek mechanizm aktywacji tych enzyméw po infekcji nie
jest doktadnie znany, Farkas i Kiraly (24) przypuszczajg, ze
wzrost aktywnos$ci oksydaz fenolowych jest podobna odpowiedzig cyto-
plazmy roéliny, jak tworzenie przeciwciat u zwierzat. Wskutek bowiem
aktywacji tych enzymoéw rosliny zdolne sg do intensywniejszego groma-
dzenia zwigzkéw fenolowych po infekcji. A dopiero taki ostry poinfek-
cyjny wzrost stezenia fenoli bytby dowodem odpornosci roslin.

Wielu autoréw przytacza dane wskazujgce na znaczny wzrost aktyw-
nosci oksydazy o-dwufenolowej (43, 46, 68, 72, 73, 75, 101, 102) i peroksy-
dazy (29, 43, 44, 46, 52, 75, 79, 95) po infekcji. Jednakze analiza aktyw-
nosci tych enzyméw w powigzaniu ze stopniem odpornosci roslin nie da-
fa jednoznacznych wynikéw (52, 79, 88, 126, 134); niejednokrotnie kore-
lacja taka okazata sie ujemna — rosliny odporne nie wykazywaty w ogéle
poinfekcyjnych zmian aktywnosci peroksydazy (37, 79, 88). Wydaje sie
zatem, ze zmiany poinfekcyjne w kierunku gromadzenia utlenionych fe-
noli zalezne sg od typu reakcji obronnej.

Jednym ze zwigzkdéw, ktory uczestniczy w regulacji syntezy peroksy-
dazy u ros$lin jest prawdopodobnie etylen, wystepujacy powszechnie
w zranionych tkankach (22, 115). W roslinach inokulowanych octan etylu
hamowat wzrost Helminthosporium carbonum w ok. 90% (12). Ponadto
sugeruje sie zwigzek przyczynowy miedzy aktywacjg peroksydazy a po-
ziomem nie wystepujgcego w biatkach iminokwasu — kwasu pipekolino-
wego, gromadzacego sie u roslin porazonych i rosnagcych w niekorzystnych
warunkach (22).

Wyrazem reakcji przebiegajacej z nadwrazliwoscig (typu hiperergicz-
nego) jest szybki rozpad struktury zainfekowanych komdrek. Aktywnos$¢
tych reakcji jest wiec zwigzana z metabolizmem destrukcyjnym (63).

Badania histochemiczne wskazujg na znaczng akumulacje zwigzkow
fenolowych przez rosliny wykazujgce odporno$¢ wynikajgca z nadwraz-
liwosci, a takze na udziat w tych procesach enzymoéw utleniajgcych (12,
28, 78, 117). Wedtug badaczy radzieckich z grupy Rubin a i wegier-
skich z grupy Farkasa w kazdym wypadku chorobowym, w ktorym
tkanki reaguja z nadwrazliwoscia nastepuje silna i szybka aktywacja en-
zymoéw utleniajacych fenole (26, 60, 81, 102). Aktywnos$¢ oksydaz fenolo-
wych jest odzwierciedleniem tempa brgzowienia porazonych tkanek (130).

Reakcje typu hiperergicznego wydajg sie by¢ zwigzane z przesunieciem
réwnowagi procesow oksydacyjno—redukcyjnych w kierunku wzmozo-
nego utleniania tkankowego. Nadmierne utlenianie polifenoli prowadzito-
by wiasnie do szybkiego rozpadu struktury komodrkowej. Obnizajac za
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pomocg promieni jonizujgcych aktywno$é peroksydazy i oksydazy o-dwu-
fenolowej obniza sie jednoczesnie odporno$¢ rosliny (103). Odmienny
wpltyw wywotuja systemy redukujace, ktére hamujg lub ostabiajg reak-
cje nadwrazliwosci. Jako Zrodto wysokiej sity redukujacej w komorce
przytacza sie NADH2 (24) i kwas askorbinowy, ktdry — redukujgc chino-
ny— obniza ich toksyczno$¢ (26, 86). Podobne dziatanie przypisuje sie
dehydrogenazom (45, 102).

Wystepowanie poinfekcyjnych zmian w poziomie zwigzkéw fenolo-
wych i aktywnosci oksydaz fenolowych, zdaniem niektdrych badaczy (36,
62, 135), jest w stosunku do wytwarzania nekroz procesem wtérnym.
Pierwotny bodziec natomiast moze modyfikowac¢ strukture bton cytoplaz-
matycznych w ten sposob, ze w wyniku zmiany ich przepuszczalno$ci na-
stepuje zanik kompartymentacji komorki. Regulacja metabolizmu ko-
moérek ulega rozkojarzeniu, oksydazy fenolowe i inne enzymy utleniajgce
i hydrolityczne uzyskujg kontakt z substratami uprzednio izolowanymi
wskutek przedziatowosci. Nastepstwem tych zjawisk jest wytwarzanie
nekroz.

Reakcja typu hiperergicznego wynika ze spotegowanej wrazliwosci
rosliny na metabolity patogenu, nie stanowi wiec typowej plazmatycznej
reakcji obronnej i nie zapewnia komdrce powrotu do réwnowagi fizjo-
logicznej.

Przyjmujac stuszno$¢ teorii fenolowej takze w odniesieniu do reakcji
normoergicznych nalezatoby spodziewac sig, ze mechanizm aktywacji ok-
sydaz fenolowych zostanie uruchomiony wkrétce po infekcji, co zapew-
niatoby skutecznos¢ reakcji obronnej. Analiza zmian aktywnos$ci peroksy-
dazy w toku patogenezy roslin pomidora o réznej wrazliwosci na Fu-
sarium licopersici dowiodfa jednakze, ze reakcja odpornosciowa nie byia
zwigzana ze wzrostem aktywnosci tego enzymu (38). Stanowi to potwier-
dzenie wczes$niejszych sugestii Maxwella i Batemana (75), ze
wzrost aktywnosci oksydaz w porazonych tkankach wynika z degeneracji
prowadzacej do zmian destrukcyjnych i nie ma zwigzku z hamowaniem
rozwoju patogenu. Doktadne badanie dynamiki zmian aktywnos$ci perok-
sydazy i oksydazy o-dwufenolowej, poczynajgc od momentu infekcji, wy-
kazato znacznie intensywniejszy przyrost aktywnosci tych enzymoéw u od-
mian odpornych bezposrednio po infekcji, natomiast u odmian wrazli-
wych w zaawansowanym stadium choroby (38). Seevers i Daty
(112) stosujac zmiany termiczne prowadzace do catkowitego zaniku od-
pornosci pszenicy na rdze nie wykryli zadnych roznic w aktywnosci pe-
roksydazy. Dowodzi to, zdaniem autoréw, ze ilos¢ peroksydazy indukowa-
nej pod wptywem infekcji nie jest skorelowana z odpornoscia.

Stuszno$¢ teorii fenolowej w odniesieniu do czynnego mechanizmu
obronnego rosliny winna byé potwierdzona specyficznos$cig reakcji odpor-
nosciowej. Tymczasem doswiadczalnie ustalono, Zze uszkodzenia mecha-
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niczne stymulujg gromadzenie tych samych zwigzkéw fenolowych, ktére
pojawiajg sie w porazonych tkankach (2).

Jakkolwiek coraz wiecej danych wskazuje ze zaréwno, wzrost po-
ziomu zwigzkéw fenolowych, jak i aktywnosci oksydaz fenolowych jest
zjawiskiem o pewnym znaczeniu wytgcznie w reakcjach nadwrazliwosci,
zwolennikami ,fenolowej teorii” odpornosci roslin byto do niedawna
bardzo wielu badaczy. Mimo pewnych brakéw i rozbieznosci jest to do-
tychczas najpetniej opracowana teoria mechanizmu reakcji obronnych
dysponujaca ogromnym materiatem doswiadczalnym.

IV. Biatka

Liczne prace z zakresu odpornosci roslin dotycza poinfekcyjnych
zmian w metabolizmie biatek i produktéw ich rozktadu. Wzrost poziomu
wolnych aminokwaséw po infekcji przyjmowano jako dowdd wskazujacy
na spadek zawartosci biatek w ro$linie (67, 79, 97). Badania Rama-
krishnana (96) dowiodly jednak, ze sg to procesy niezalezne po in-
fekcji bowiem roslin wrazliwych obok wzrostu puli wolnych aminokwa-
sow zwieksza sie takze ilo$¢ biatka rozpuszczalnego. Analogiczne zmiany
manifestujgce sie wzrostem zawartosci biatka rozpuszczalnego towarzy-
szyly infekcji wielu roslin wrazliwych (37, 84, 125), a ich interpretacja
jest na ogdt zgodna. Jako czynniki rownorzedne sugerowano nakiadanie
sie na poziom biatek zywiciela — biatek patogenu oraz synteze pod wpty-
wem infekcji nowych biatek enzymatycznych.

Znane sg takze wypadki chorobowe, w ktdrych nie obserwowano
ilosciowych zmian poinfekcyjnych we frakcji biatek rozpuszczalnych ani
u roslin wrazliwych ani u odpornych (56, 58, 126). Chromatograficzna
i elektroforetyczna analiza dowiodta jednak, ze mimo braku réznic ilos-
ciowych jako efekt inwazji patogenu pojawiajg sie w skladzie biatek roz-
nice jakosciowe (56, 58, 106, 131) przejawiajace sie znikaniem pewnych
biatek a pojawianiem innych (56, 125). Poniewaz zastosowanie w tego ty-
pu badaniach inhibitorow biosyntezy biatka wykluczyto pasozytnicze
pochodzenie nowo syntetyzowanych biatek, Farkas i Stahmann
(29) sugeruja, ze infekcja przyspiesza procesy syntetyczne normalnie wy-
stepujace w pézniejszym stadium rozwoju ontogenetycznego rosliny.

Ciekawa praca badaczy japonskich (58) rzucita nowe Swiatto na prob-
lem specyficznosci zmian w skladzie biatek. Wykazali oni mianowicie, ze
biatka syntetyzowane w odpowiedzi na infekcje byty réwniez produko-
wane pod wptywem urazéw mechanicznych, chociaz w mniejszych ilos-
ciach. Specyficzno$¢ reakcji bytaby wiec tylko cechg iloSciows.

Poinfekcyjne zmiany w biatkach nie wystepujg wytacznie w ognisku
chorobowych, jak to sugerowali Maxwell i Bateman (75); odpo-
wiedzig na bodziec objete sg wszystkie tkanki rosliny (37). Jezeli miej-
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scowa infekcja zdolna jest do indukowania zmian obejmujgcych wszyst-
kie komérki ustroju, torem umozliwiajgcym ten proces mogtby by¢é wptyw
na materiat genetyczny. Przypuszczenie takie sktania do przeanalizowania
pewnych watpliwosci. Nie wyjasniony pozostaje problem czy biatka
pojawiajace sie po infekcji stanowig specyficzne czynniki antygenowe
patogenu, czy sg to odpowiedniki przeciwciat zwierzecych, syntetyzowa-
ne w komérkach rosliny pod wptywem bodzca antygenowego. Przyjmujac
za Uritanim i Stahmannem (131) antygenowy charakter tych
biatek powstaje trudnos$¢ interpretacji wynikdw, wykazujgcych immuno-
chemicznie pojawianie sie nowych bialek po mechanicznym zranieniu
rosliny (58).

Dokladne badania biatek enzymatycznych u ro$lin doprowadzity do
ujawnienia wielu form izoenzymatycznych pewnych enzymoéw, wsrod
ktérych byta takze peroksydaza; ilos¢ izoenzyméw po infekcji wzrastata
(9, 125). Poniewaz zaobserwowane zmiany w rodzaju i iloSci izoenzymow
w tkankach porazonych grzybami, bakteriami i wirusami (57, 58, 106, 120,
126, 134) w niektorych wypadkach zdotano réwniez wykaza¢ w starych
tkankach roslin zdrowych — wysunieto przypuszczenie, ze zmiany poin-
fekcyjne zblizone sa do zmian zwigzanych z rozwojem i starzeniem sie
rosliny, ale znacznie je wyprzedzajg (7, 25, 29). Jest to hipoteza ,,przyspie-
szania starosci” przez infekcje.

Poinfekcyjne zmiany w ilosci i poziomie izoperoksydaz charakteryzuja
sie matg specyficznoscig, zastosowane bowiem jako antygeny rézne zwigz-
ki chemiczne (nikiel, sole rteci) wykazaty ten sam skutek co infekcja (29).
Natomiast zmiany stymulowane naturalnym procesem starzenia byty
identyczne ze zmianami wywotanymi przez mechaniczne uszkodzenie
roslin (82).

Sugestii o ,przyspieszaniu starosci” przez infekcje oraz poinfekcyjnej
biosyntezie nowych peroksydaz nie podtrzymujg dane uzyskane przez
innych autoréw (37, 82). Infekcja, podobnie jak starzenie sie, indukuje
gtéwnie zmiany ilosciowe poszczeg6lnych izoperoksydaz; nowe pasma izo-
peroksydaz znaleziono takze w minimalnych ilosciach w mitodych tkan-
kach roslin zdrowych. Zmiany poinfekcyjne, jakkolwiek specyficzne dla
tkanek zywiciela, a nie patogenu nie byly jednak identyczne ze zmianami
towarzyszacymi starzeniu sie roslin. Ponadto pojawienie sie maksymal-
nego natezenia tych zmian towarzyszyto petnemu rozwojowi choroby
u roélin wrazliwych, nie wynikato wiec z procesu obronnego (37).

V. Fitoaleksyny
Na wystepowanie u roslin okreslonych inhibitoréw i na ich udziat w od-

pornosci na choroby wskazywano juz od dawna. Zwigzki te poczatkowo
okreslano jako pseudoprzeciwciata (23), prohibityny (108), pozniej jako
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fitoncydy (128) i antybiotyki ro$linne (119). Zdaniem Mahadevana
(71) rosliny zawierajg dwa rodzaje czynnikdw obronnych: prohibityny
i fitoaleksyny. Prohibityny, nazwane przez Stoessla (127) inhibito-
rami przedinfekcyjnymi, stanowityby bierne bariery chemiczne, fitoalek-
syny natomiast tworzytyby aktywny system obronny. Teoria fitoaleksyn,
wysunieta przez Mullera (77) jeszcze w latach czterdziestych, stano-
wi pewng kontynuacje teorii fenolowej ale jednocze$nie zyskata ostatnio
interpretacje opartag o wspotczesne poglady genetyczne.

ch2ch(nh2)cooh CH = CHCOOH Ch30. O

amoniako- liaza 4 NH3 VI O\ vil
Tyrozynowa

r /B
X CH2-CO-CH2_cn

0 ab

Juz sama nazwa nawigzuje do wystepujacych u zwierzat aleksyn —
substancji niespecyficznych o do$¢ silnych witasciwosciach toksycznych
wobec mikrorganizméw. Aleksyny roslinne, czyli fitoaleksyny, sg to
zwigzki niskoczasteczkowe produkowane w roslinach zdrowych w ilosciach
$ladowych, znacznie wzrastajagcych po infekcji. Wzmozona produkcja fito-
aleksyn zachodzi w tkankach porazonych i w najblizszym ich sasiedztwie
(17). Jest to wiec proces typowo lokalny. Jako zwigzki niespecyficzne
fitoaleksyny wykazujg szeroki zakres dziatania; mikroorganizmy réznig
sie jednakze stopniem wrazliwosci na okres$lone zwiazki, a te z nich, dla
ktorych rodzaj fitoaleksyny i jej stezenie nie jest hamujace stajg sie pa-
togenami ro$lin. Mechanizm obronny polegajacy na dziataniu fitoaleksyn
jest zasadniczo wspélny dla roslin wrazliwych i odpornych, réznica prze-
jawia sie w szybkosSci poinfekcyjnej syntezy fitoaleksyn. U roslin odpor-
nych szybko$¢ ta jest zdecydowanie wieksza i to warunkuje skuteczng
obrone. Zdaniem Cruickshanka (17) szybko$¢ reakcji jest cechg
specyficzng roslin zdeterminowang genetycznie.

Wyizolowane dotychczas i zdefiniowane chemicznie fitoaleksyny to
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pizatyna (VII) (90), fazyna (VIII) (89), orcffinol (IX) (14), izokumaryna (X)
(121), ipomeamaron (XI) (1) i inne. Juz na podstawie tych kilku przykia-
déw widaé, ze wiekszo$¢ z nich stanowiag produkty przemian fenoli.

Najpetniej obecnie zbadang fitoaleksyng jest izoflawonoid — pizatyna
(39—41, 91, 111), na tym wiec przyktadzie starano sie wyjasni¢ mecha-
nizm poinfekcyjnej syntezy fitoaleksyn w oparciu o nowoczesne poglady
na temat regulacji genetycznej. Synteze pizatyny stymuluje infekcja
grzybami fakultatywnymi i obligatoryjnymi, nie pojawia sie ona natomiast
po zranieniach mechanicznych i infekcji bakteryjnej (127). Synteza tej
fitoaleksyny jest rowniez indukowana przez pewne zwigzki chemiczne
0 charakterze antybiotykdw, jak aktynomycyny D i mitomycyna C, przy
czym efektywne sg jedynie niskie stezenia tych zwiazkéw (110, 111).

Poinfekcyjnej syntezie pizatyny (a takze innych fitoaleksyn) towarzy-
szy zwykle wzrost aktywnosci amoniako-liazy fenyloalaninowej, katalizu-
jacej pierwszy etap syntezy zwigzkdw fenolowych na drodze dezaminacji
aminokwasow aromatycznych (13, 39, 41, 42).

Podobienstwo w dziataniu antybiotykow i skutkow infekcji wskazuje,
ze pierwotne procesy odpornosciowe obejmujag zmiany w mechanizmie
przekazywania informacji genetycznej na poziomie transkrypcji (9, 41).
Przypuszczenie to wynika ze sposobu dziatania aktynomycyny D, ktora
zmieniajac konformacje pewnych odcinkéw DNA utatwia synteze kom-
plementarnego mMRNA. A zar6wno synteza pizatyny, jak i amoniako-liazy
fenyloalaninowej jest uzalezniona od syntezy specyficznego mRNA. Re-
gulacja zatem produkcji tych zwigzkéw zalezy od stadium konformacyj-
nego podwaojnej spirali DNA (39, 42).

Aktynomycyna D i mitomycyna C tworzg kompleks z fancuchami DNA
wigzac sie z resztami guaninowymi. Zwigzki te moga wiec wspoétdziatac
z negatywnym mechanizmem kontroli genetycznej przez potaczenie z jed-
nostka regulowang genu witasciwego dla syntezy pizatyny i w ten spo-
s6b warunkujg jej nieograniczong produkcje. Polaczenie to moze by¢
skutkiem wysokiej zawartosci dG w genach regulatorach lub wynikac
z braku czy uszkodzenia komponenty biatkowej.

Takze zmiany konformacyjne wywotane dimeryzacjg tyminy pod
wptywem dziatania promieni UV na DNA moga zapoczatkowa proces
derepresji genu determinujacego synteze pizatyny, prawdopodobnie wsku-
tek wzmozonej dysocjacji czagsteczek represora (42).

Mozna zatem przyja¢, ze infekcja, podobnie jak pewne zwiagzki o cha-
rakterze antybiotykéw, indukuje synteze pizatyny, a indukcja ta, zgod-
nie z modelem Jacoba i Monoda (54), polega na selektywnej
inhibicji represora i aktywacji odpowiedniego genu struktury determinu-
jacego ciggta produkcje tej fitoaleksyny.

Jako induktory reakcji odpornosciowej dziatajag produkty uwalniane
przez mikroorganizmy. Dla okre$lenia tego typu zwigzkow Cruicks-
hank (18) zaproponowat termin ,,mykoantygeny”. Udato sie nawet wyi-
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zolowaé¢ z Monillia fructicola zwigzek, nazwany moniliakaling A, ktéry
wywotywat derepresje genu warunkujacego synteze fazyny u fasoli (19).

Wyijasnienie mechanizmu reakcji odpornosciowych u ro$lin w oparciu
o0 teorie operonu zaproponowat takze Kué¢ (65 i Mahadevan (70).
Wskutek pojawiania sie w tkankach rosliny pewnych zwigzkéw specy-
ficznych albo dla patogenu, albo dla wspé6tdziatania zywiciel—pasozyt
nastepuje wigzanie represora i synteza mRNA przez odpowiednie geny
strukturalne, kierujagce syntezag specyficznych enzymoéw (rysunek 1). Nie
udato sie jednakze dotad wyizolowa¢ zadnego specyficznego mRNA, syn-
tetyzowanego w nastepstwie infekcji.

Komdrka zywiciela

DF;A
Wiazanie y
represora RNA
oO— RS X ) Reakcja
Pokiea @ Biafra zywiciela

Rys. 1. Mechanizm poinfekcyjnej derepresji genéw odpornosci (wg 70)

Nieco odmienna interpretacja tego zajwiska sugeruje, ze u roslin
zdrowych aktywnos$¢ operonu wiasciwego dla produkcji pizatyny jest
regulowana przez nieustanng produkcje okreslonego represora, uniemozli-
wiajgcego ekspresje genu. Inhibicja syntezy represora prowadzi do od-
blokowania miejsca operatorowego i transkrypcji genéw determinuja-
cych synteze piazatyny (40).

Rozpatrujac ten problem na ptaszczyznie genetycznej Schwochau
i Hadwiger (11) stwierdzili, ze wspotdziatanie zywiciel odporny—pa-
togen obejmuje dominujacy gen odpornosci zywiciela i dominujacy gen
braku wirulencji patogenu, ujawniajacy sie produkcjg metabolitéw akty-
wujgcych gen odpornosci zywiciela. Natomiast gen zjadliwo$ci patogenu
powodowatby rozkiad lub przeksztatcanie tego typu metabolitow. In-
dukcja odpornosci u zywiciela przebiega drogg derepresji pewnych genéw
przez selektywne wspétdziatania z negatywnym mechanizmem regulacji
genetycznej.

Regulacja dziatania genu lub genéw odpornosci stwarza wiec mozli-
wos¢ takiego przesuniecia kierunku przemian metabolicznych rosliny,
ktore nie dopuszcza do wzajemnej tolerancji patogenu i zywiciela; tole-
rancja taka jest natomiast typowa dla roslin wrazliwych.

Ten hipotetyczny mechanizm reakcji odpornosSciowych nie ogranicza

11 Postepy Biochemii
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sie tylko do produkcji fitoaleksyn, ale dotyczy wszystkich typéw reakcji
odpornosciowych i jest ogdlny dla organizmoéw wyzszych (111).

Produkcja fitoaleksyn, jakkolwiek ogromnie prawdopodobna i po-
parta dos¢ logiczng hipotezg jest, jak sugeruja badacze, procesem lokalnym
obejmujacym ognisko choroby i najblizsze jego sgsiedztwo. Wobec spraw-
cow o niewielkiej zjadliwos$ci, czyli wysokiej wrazliwo$ci na tego typu
zwigzki, dziatanie fitoaleksyn prowadzace do zogniskowania choroby
moze by¢ skuteczne. Istniejg jednak dane wskazujgce, ze reakcjg na in-
fekcje objete sg wszystkie tkanki i organy rosliny-zywiciela (37); pora-
zenie korzeni jest zwigzane z wystepowaniem zmian w metabolizmie
odlegtych tkanek lisci. Ponadto juz z teorii fitoaleksyn wynika, ze istnieja
mikroorganizmy o wysokiej zjadliwosci. Ich geny, determinujace produk-
cje swoistych ,,mykoantygendw” sa trwale reprymowane (111) wobec
czego nie majg zdolnosci wspotdziatania z genami odpornosci zywiciela
i indukowania syntezy fitoaleksyn, chociaz z drugiej strony wiadomo, ze
nawet wobec tych wysoce zjadliwych patogendw istniejg odmiany odpor-
ne roslin. Wreszcie trudno wyjasni¢ matg specyficznosé fitoaleksyn w po-
wigzaniu z genetycznym mechanizmem ich indukcji, zwilaszcza biorgc
pod uwage fakt, ze wytwarzanie w analogicznym procesie przeciwciata
u zwierzat charakteryzuje sie wprost doskonatg specyficznoscia.

A zatem takze fitoaleksyny nie spetniajg wymagan uniersalnych czyn-
nikow odpornosci roslin. Mogg one, podobnie jak aleksyny i B-lizyny
u zwierzat, stanowic¢ kolejny etap reakcji obronnej, na jaka napotyka pa-
togen po pokonaniu przeciwinwazyjnych barier fizjologicznych i barier
chemicznych utworzonych z prohibityn, ktére z kolei mozna traktowac
jako odpowiedniki zwierzecych leukin i plakin. Natomiast charakter pod-
stawowego, decydujgcego etapu reakcji odpornosciowej roslin pozostaje
ciggle jeszcze nie wyjasniony.

VI. Odporno$¢ nabyta

Do niedawna utrzymywat sie poglad, ze u roslin istniejg tylko nieliczne
wypadki, kiedy pewne infekcje wywotujg odporno$¢ na nastepne infekcje
tym samym czynnikiem chorobotwdérczym. Jako warunek takiej odpor-
nosci przytaczano konieczno$¢ wystepowania w pozornie zdrowej tkance
czynnika chorobotwérczego w stanie utajonym.

Wyniki badan podjetych w ostatnich kilku latach dostarczaja coraz
wiecej dowoddw, iz odpornos$é nabyta roslin nie jest zjawiskiem wyjat-
kowym. Do czestych bowiem wypadkow nalezy proces tak zwanej indu-
kowanej odpornosci roslin polegajacy na indukowaniu przez infekcje nie-
zjadliwymi lub stabo zjadliwymi rasami patogenéw odpornosci przeciwko
patogenom zjadliwym (11, 15, 39, 47, 48, 74, 92, 118). Na przykiad niezjad-
liwa rasa Phytophthora nicotianae indukowata uszkodzenia typu nad-
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wrazliwosci na lisciach Peperonia, ktére nie byty juz atakowane przez rasy
zjadliwe tego grzyba (118). Takze odpornos¢ réznych roslin wobec odpo-
wiadajacych im form Fusarium wzrasta po inokulacji rasami niepatoge-
nicznymi. Forma F. callistephi i F. dianthi byta bardzo skuteczna w ochro-
nie przed zjadliwg formg — F. lycopersici (74). Indukowanej odpornosci
roslin towarzyszy pojawienie sie nowych zwigzkéw, przewaznie chemicz-
nych niezidentyfikowanych (15, 48, 118), jakkolwiek istniejg przypuszcze-
nia, ze moga to by¢ fitoaleksyny (15, 92).

Watpliwosci dotyczace mozliwosci zastosowania teorii fitoaleksyn dla
generalnego wyjasnienia zjawisk odpornosci u roslin oraz przytoczone
dane doswiadczalne upowazniajg do wniosku, ze teoria fitoaleksyn w obec-
nej interpretacji zawiera elementy dwdch réznych proceséw obronnych:
etapu obrony niespecyficznej opartej na produkcji zwigzkéw chemicznych
0 szerokim spektrum dziatania i do$¢ znacznej toksycznosci oraz etapu
specyficznej reakcji na bodzZzce zewnetrzne uwarunkowanej wptywem
swoistych ,,mykoantygenéw” na aktywacje okreslonych genéw w komor-
kach zywiciela. Zainicjowana w ten spos6b reakcja bylaby dos$¢ specy-
ficzna, a wobec identycznych antygendéw wykazywataby okreslony okres
trwania. Jest to wiec réwnoznaczne z przypuszczeniem, ze wystepowanie
przeciwciat u roslin nie jest zjawiskiem zdecydowanie niemozliwym.
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SPRAWOZDANIE

Niektére aktualne problemy neurochemii
na marginesie

]| Miedzynarodowego Kongresu Neurochemii

W dniach 5—9 lipca 1971 roku odbyt sie w Budapeszcie 111 Kongres
Miedzynarodowego Towarzystwa Neurochemicznego. Wzieto w nim udziat
ponad 600 pracownikdw naukowych z catego Swiata.

Tematyka Kongresu obejmowata zagadnienia z neurochemii, neuro-
farmakologii, neuroanatomii, neurocytologii i biochemii klinicznej uktadu
nerwowego. Obrady toczyty sie w ramach 6 sympozjow, 21 posiedzen sek-
cyjnych (na ktorych zostato wygtoszonych okoto 400 komunikatow zgru-
powanych tematycznie) i 8 konferencji ,,Okragtego Stotu”. Sympozja, pro-
wadzone przez najwybitniejszych specjalistdw danego zagadnienia, doty-
czyly nastepujacych dziatdw neurobiologii:

I. Biatka osrodkowego uktadu nerwowego (organizatorzy: P. Mandel
Francja; E. M. Shooter — USA; F. O. Schmitt — USA).

Il. Biochemiczne mechanizmy dziatania lekdw w osrodkowym uktadzie
nerwowym (organizatorzy: R. Paoletti — Wiochy; Z. S. Herman —
Polska).

Ill. Kompartmentacja w ukfadzie nerwowym (organizator: A. Laj-
tha — USA).

IV. Biatka mieliny (organizator: A. N. Davison — Anglia).

V. Patologia chemiczna, ze szczegdlnym uwzglednieniem zjawisk im-
munochemicznych w schorzeniach neurologicznych (organizator:
H. J. Bauer — NRF).

VI. Biochemia synapsy (organizator: V. P. Whittaker — Anglia).

Podobnie jak w innych dziedzinach réwniez i w neurochemii, biatka
zajmujg szczegllng pozycje i im tez poswiecono wiele uwagi na Kongre-
sie. Biatka enzymatyczne zaangazowane w metabolizmie neurotransmite-
row sg ze wzgledéw zrozumiatych przedmiotem zainteresowania neuro-
chemikéw. Niemniej jednak i inne enzymy, w tym gtéwnie ATPaza, wig-
zg sie Scisle ze specyficzng funkcja uktadu nerwowego. W ostatnich la-
tach wiele uwagi poswieca sie biatkom specyficznym dla uktadu nerwo-
wego.

Jeden z pierwszych referatdw Sympozjum Biatkowego poswiecony byt
omowieniu aktualnych wynikéw, dotyczacych ustalenia struktury czyn-
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nika 1S NGF, stymulujagcego wzrost neurytow (Nerve Growth Factor —
NGF). Istnienie biatka, ktére stymuluje wzrost neurytow w hodowlach
tkankowych, jest faktem znanym od wielu lat. Obecno$¢ biatka NGF zo-
stata wykazana w tkance miesaka myszy, w jadzie wezowym oraz w gru-
czotach podszczekowych samcdéw myszy, gdzie ilos¢ tego biatka jest szcze-
gélnie duza. W ekstraktach tych ostatnich aktywno$¢ NGF zwigzana jest
Scisle z okreslonym kompleksem biatkowym 78S.

Obecnie wiadomo, ze 7S NGF skiada sie z trzech typdw podjednostek
a, @iy. Tylko podjednostka @ujawnia prawdziwg aktywnos$¢ stymulujaca
wzrost neurytdw. Podjednostka y, najmniej poznana, wykazuje zdolnos$¢
stymulowania wzrostu embrionalnych fibroblastéw w hodowlach in vitro,
a takze posiada pewne wiasciwosci esteropeptydazowe. Podjednostka a
spetnia role czynnika zabezpieczajgcego komorki nerwowe podczas ich
dysocjacji z embrionalnych zwojow rdzenia kregowego.

Udato sie (Veron S., Nomura J., Shooter E. M.) uzyska¢ rekonstrukcje
biatka 7S NGF z poszczegdlnych podjednostek, nawet w obecnosci duzego
nadmiaru innych biatek. Ustalono sktad aminokwasowy izolowanych pod-
jednostek a; po redukcji i karboksymetylacji otrzymano dwa fancuchy
peptydowe o ciezarze czasteczkowym 10 500 i 17 500 daltonéw. Skiad ami-
nokwasowy tych dwoéch tancuchéw byt roézny, lecz suma aminokwaséw
w obydwoch fancuchach byfa réwna sumie aminokwasow calej podjed-
nostki. W biatku tym nie wykryto wolnych grup sulfhydrylowych, nato-
miast stwierdzono obecno$¢ 7 mostkow dwusiarczkowych.

Podjednostka @zawiera dwa prawdopodobnie identyczne tancuchy pe-
ptydowe, kazdy z trzema wewngtrzczgsteczkowymi mostkami dwusiarcz-
kowymi. Podjednostki @ wykazujg zdolno$¢ do polimeryzacji i by¢ moze
ta wiasciwos¢ jest przyczyng roznic w wynikach badan przeprowadzo-
nych na réznych preparatach NGF przez poszczegélnych autoréw.

W preparatach otrzymanych metoda Angeletti i wsp. biatko NGF
2,5S posiadato ciezar czasteczkowy 28 000 daltonéw i mozna je byto po-
dzieli¢ na dwa identyczne fragmenty o ciezarze czasteczkowym 14 000
daltonow.

W kazdej podjednostce wystepuja trzy wewnatrztaricuchowe mostki
dwusiarczkowe, a N-koAcowym aminokwasem jest seryna. Aktualnie pro-
wadzone s prace nad ustaleniem sekwencji aminokwasowej w poszcze-
goélnych tancuchach peptydowych. Czynione sg roéwniez sugestie na te-
mat udziatu reszt histydynowych i tryptofanowych w funkcjonalnej
aktywnosci tego biatka.

Oprocz znanych efektdéw NGF na hodowle tkanki nerwowej in vitro,
przeprowadzono réwniez badania in vivo nad dziataniem tego czynnika
na komérki nerwdéw sympatycznych. Wynika z nich, ze NGF stymuluje
u myszy synteze adrenergicznych neurotransmiteré6w przez cze$ciowg in-
dukcje takich enzymoéw jak (3-hydroksylazy tyrozyny i dopaminy. Przy
zastosowaniu czutych metod immunologicznych wykazano, ze w tkankach
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myszy NGF kumuluje sie gtdwnie we frakcji mikrosomalnej (Angelet-
ti P.U.).

Efe)kt biologiczny dziatania NGF zostat dobrze poznany, a zmiany motr-
fologiczne wywotane tym czynnikiem byly opisane w szczeg6tach. Nato-
miast mechanizm dziatania NGF na poziomie molekularnym jest mato
znany. Z og6lnych danych wynika, ze NGF stymuluje zaréwno procesy
oksydatywne jak i syntetyczne w embrionalnych zwojach czuciowych.
Poniewaz NGF stymuluje wzrost komérek w hodowlach in vitro w obec-
nosci aktynomycyny D, mozna sadzi¢, ze jego dziatanie nie jest zwigzane
z synteza RNA de novo. Przedstawione w sympozjalnych referatach wy-
niki badan wielu autoréw wskazujg na znaczne osiggniecia w dziedzinie
poznania budowy chemicznej i struktury tego ze wszech miar interesu-
jacego biatka.

Niektére referaty posSwiecone byty fibrylarnym biatkom neurofila-
mentéw i mikrotubuli, charakterystycznych mikrostruktur neuronow.
Ro6znice morfologiczne tych struktur znajdujg swdéj wyraz w réznicach
izolowanych z nich biatek. W przeciwienstwie do biatek neurofilamentow
biatka z neurotubuli, tzw. neurotubulina (podobnie jak biatka mikrotubuli
np. z aparatu mitotycznego réznych komorek) posiada zdolnos¢ wigza-
nia kolchicyny i GTP. Neurotubuline mozna selektywnie wytraci¢ z roz-
tworu biatek rozpuszczalnych przy pomocy alkaloidu — vinblastyny. Neu-
rotubulina, jak wykazano w pracowni Shelanskiego (USA), jest dimerem
0 masie czasteczkowej 110 000 skiadajacym sie z dwdéch nieidentycznych
monomeréw. Pomimo, ze mechanizm dziatania kolchicyny i vinblastyny
na neurotubuline nie jest jeszcze wystarczajagco poznany, mozna jednak
wigza¢ go ze zmianami konformacyjnymi biatka, co z kolei by¢ moze po-
cigga za sobg zmiany funkcjonalne neurotubuli. Jak dotychczas nie udato
sie uzyskac repolimeryzacji podjednostek neurotubuliny.

Skiad aminokwasowy obydwu podjednostek jest bardzo podobny, a po-
réwnanie map peptydowych wykazato znaczne podobieAstwo miedzy neu-
rotubulinami pochodzacymi z réznych gatunkéw zwierzat. Biatko neuro-
tubularne zawiera okoto 6°0 heksozaminy i 1% cukrow obojetnych. Nie
wykazano natomiast kwasu sialowego.

Podjednostki neurotubularnych biatek podlegajg fosforylacji na resz-
tach serynowych. Reakcje te przeprowadzono in vitro i przebiegata ona
w obecnosci ATP i mézgowej kinazy proteinowej stymulowanej przez cy-
kliczny AMP. Preparaty biatek neurotubularnych wykazujg pewng akty-
wnos$¢ kinazy proteinowej, jednakze nie wiadomo czy fakt ten jest nastep-
stwem kontaminacji, czy tez wtasciwoscig samego biatka. W catym moézgu
jak réwniez i we frakcji synaptosomdw neurotubulina stanowi okoto 15°0
biatek rozpuszczalnych, przy czym zawarto$é tego biatka zmniejsza sie
w czasie wzrostu zwierzecia (Shelanski i wsp.).

Opro6cz neurotubuliny zdolno$¢ wigzania kolchicyny wykazujg w méz-
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gu rowniez pewne biatka strukturalne, nierozpuszczalne frakcje lizowa-
nych synaptosomow i niektore frakcje bton.

Z neurofilamentow widkien olbrzymich wyizolowano (Davison i wsp.)
biatko o ciezarze czasteczkowym 96 000 daltonéw. Jedna z podjednostek
posiada ciezar czasteczkowy 45000 daltonéw i jest biatkiem kwasnym.
Druga podjednostka charakteryzuje sie wyzszg zawartoscig seryny czes-
ciowo ufosforylowanej. Chociaz sktad aminokwasowy biatek neurofila-
mentowych jest podobny do skfadu aminokwasowego neurotubuliny, to
jednak brak aktywnosci w wigzaniu kolchicyny i GTP rozni je zasadni-
czo od biatek neurotubularnych. Ostatnio w pracowni Shelanskiego opra-
cowano metode izolacji neurofilamentow z aksonéw mozgoéw ssakéw. Ba-
dania nad blizszym poznaniem struktury tych biatek sg aktualnie prowa-
dzone w licznych laboratoriach.

SzczegOllne zainteresowanie neurochemikdw skupia sie na biatkach
specyficznych dla tkanki mézgowej. Do chwili obecnej blizej poznano dwa
biatka specyficzne dla systemu nerwowego, a nazwane umownie biatkiem
S-100 i biatkiem 14-3-2 (B. W. Moore). Sg to biatka o charakterze kwas-
nym i wystepujg w mozgu w stezeniu tysigckrotnie wyzszym niz w innych
tkankach, przy czym biatka 14-3-2 jest okoto 3—4 razy wiecej niz biatka
S-100. Na podstawie immunologicznych reakcji krzyzowych obecnosé
biatka S-IOO stwierdzono w moézgu kregowcoéw i bezkregowcoéw, nato-
miast biatko 14-3-2 u ssakow i ptakéw, nie zaobserwowano go natomiast
u ryb i gadow. W trakcie ontogenezy biatko to pojawia sie wraz z rozpo-
czeciem aktywnosci fizjologicznej moézgu (Warecka, NRF). W przeciwien-
stwie do biatka S-I00, biatko 14-3-2 wystepuje gtdwnie w substancji sza-
rej moézgu a tylko w ilosciach sladowych mozna je wykry¢ w istocie bia-
tej. Szereg danych doswiadczalnych potwierdza neuronalne pochodzenie
biatka 14-3-2 (B. W. Moore i T. J. Cicero).

Biatko S-IOO posiada ciezar czasteczkowy 21 000 daltonéw i sktada sie
z trzech podjednostek o ciezarze czgsteczkowym okoto 7 000. Biatko to ma
charakter kwasny i zawiera duze ilosci kwasu glutaminowego i kwasu
asparaginowego. Jest to typowe biatko globularne, ktére zachowuje pe-
wng termostabilno$¢ w obecnosci EDTA, jondéw wapnia lub 2-merkap-
toetanolu. Biatko to wigze specyficznie dwa jony wapniowe jako wynik
odstonietych strukturalnych grup sulfhydrylowych i jednej reszty tryp-
tofanowej. Konformacyjne zmiany czasteczki biatka pociagajg za sobg
pojawianie sie kilku pasm elektroforetycznych, ktérych obecno$¢ suge-
ruje istnienie pewnych roéznic w pierwotnej strukturze tej rodziny biatek.
Tak wiec preparaty biatek S-I0O0 wykazujg elektroforetyczng heterogen-
nos¢, ktdrej stopien jest rézny w preparatach pochodzacych z réznych ga-
tunkéw. Biatko 14-3-2 w przeciwienstwie do biatka S-IOO nie wigze jo-
néw wapnia i posiada wyzszy ciezar czasteczkowy, co by¢ moze spowodo-
wane jest wieksza zdolnoscig do tworzenia form polimerycznych. Obec-
nie czynione sg préby ustalenia relacji miedzy zawartosScig biatka mézgo-
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wo-specyficznego a patogenezg niektérych schorzeh centralnego ukitadu
nerwowego (Warecka K.).

Inne biatko mézgowo-specyficzne (10B) o charakterze glikoproteidu zo-
stato wydzielone z mézgu ludzkiego. Z mdzgu gotebia, udato sie wydzie-
li¢ (S. Bogoch, USA) dwa biatka, IOBj i 10B,, rdéznigce sie nieznacznie
swym sktadem aminokwasowym, lecz wykazujace réznice w sktadzie kom-
ponenty weglowodanowej. Biatko to jest pochodzenia glejowego i wyste-
puje gtébwnie w astrocytach. Sugeruje sie, ze byé moze uczestniczy ono
w procesach kodowania informacji oraz w funkcjach kontaktowych ko-
morek, o czym mogtyby Swiadczy¢ zmiany w skiadzie cukrowcowym pre-
paratow otrzymanych z guzéw mézgowych, a wiec tkanki, ktéra podlega
regresji funkcjonalnej.

Struktury mielinowe centralnego uktadu nerwowego zawierajg pro-
teolipidy i biatka zasadowe (Folch-Pi). Charakterystycznym dla kompo-
nenty biatkowej proteolipidow jest niska zawarto$¢ aminokwasoéw zasa-
dowych i kwasnych, a duze stezenie aminokwaséw obojetnych i aroma-
tycznych. Biatko to posiada strukture helikoidalng, a badania elektrofo-
retyczne wskazuja na to, ze pewna heterogennos$¢ proteolipidéow dotyczy
raczej wielkos$ci czasteczki, a nie réznic w tadunkach. Ciezar czasteczkowy
tego biatka okresla sie na okoto 35 000 daltonow.

Wsérod biatek zwigzanych ze strukturami mielinowymi szczegdlnie du-
Z0 uwagi poswieca sie biatkom zasadowym. Zainteresowanie to wynika ze
znanego efektu biologicznego jakie te biatka wywotuja. W okreslonych
warunkach eksperymentalnych zasadowe biatko mielinowe wstrzykniete
innemu zwierzeciu doswiadczalnemu wywotuje objawy alergicznego za-
palenia mézgu (EAE — experimental allergic encephalomyelitis). Zmiany
wywotane tym sposobem w médzgu majg typowy obraz neuroalergii i sg
raczej objawem nadwrazliwosci, anizeli efektem dziatania krazacych prze-
ciwciat. Opisany eksperymentalny efekt zasadowego biatka mielinowego
jest szczegdlnie dogodnym modelem w badaniach nad patologicznymi
zmianami mielinizacyjnymi w organizmie cztowieka (sclerosis multiplex
itp.). Nic wiec dziwnego, ze biatko to zostato wydzielone, oczyszczone i pod
wieloma wzgledami $cisle zdefiniowane. Zasadowe biatka mielinowe izo-
lowane z mézgu cztowieka, wotu, Swinki morskiej i krolika posiadajg je-
dnakowy ciezar czasteczkowy, identyczng migracje elektroforetyczna,
sktad aminokwasowy i aktywno$¢ biologiczng. Pewne roznice w wielkosci
masy czasteczkowej uzyskiwane przez réznych autoréw spowodowane sg
najczesciej destrukcyjnym dziataniem kwasnych proteaz na biatko zasado-
we w trakcie jego izolacji. Biatko to sktada sie z 170 reszt aminokwaso-
wych o przewadze aminokwaséw zasadowych. Ciezar czasteczkowy wy-
nosi 18 000 daltondéw, a punkt izoelektryczny 10,6. Petna sekwencja ami-
nokwasowa mielinowego biatka zasadowego zostata okre$lona przez Eyla-
ra. DoSwiadczenia z trawieniem kwasng proteazg biatka zasadowego wy-
kazaty, ze tylko niewielki fragment tancucha polipeptydowego, sktada-
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jacy sie z 45 reszt aminokwasowych, odpowiedzialny jest za efekt biolo-
giczny. Chemiczna modyfikacja niektérych reszt aminokwasowych w tan-
cuchu peptydowym wykazata, ze w czgsteczce istniejg dwie determinanty
odpowiedzialne za efekt biologiczny, przy czym jedna z nich zawiera je-
dyng w skladzie aminokwasowym reszte tryptofanowga. Przedstawiono
réwniez dane, z ktérych wynika, ze fancuchy peptydowe nawet o mniej-
szej ilosci aminokwasdw posiadajg aktywno$¢ biologiczng u niektérych
zwierzat pod warunkiem, ze zawsze jest w tym tafAcuchu reszta tryptofa-
nowa.

Inne biatka zasadowe nie zwigzane ze strukturami mielinowymi, to
biatka rybosomalne i jgdrowe. Wykazano (Borkowski T., Stryjecka M.
i Sanecka-Obacz M.), ze mimo pewnego podobienstwa biatek zasadowych
obydwu struktur istniejg wyrazne réznice w ilosci poszczegdlnych frakcji
jak i w szybkosci inkorporacji radioaktywnej lizyny. Stwierdzono row-
niez, ze zaréwno histony mozgowe jak i biatka rybosomalne wbudowujg
2 przy czym proces ten przebiega w niejednakowym rytmie.

Konferencje ,,Okragtego Stotu” mialy charakter interdyscyplinarny
i cieszyly sie ogromnym zainteresowaniem. Jedna z nich, pt. Neuroche-
miczne podtoze pamieci i proceséw uczenia sie zostata zorganizowana przez
Agranoffa (USA) wybitnego specjaliste z tej dziedziny wiedzy. Dyskusja
na Konferencji jak i na sekcji poSwieconej tym zagadnieniom dotyczyta
wielu aktualnych probleméw. Do najwazniejszych pytan, na ktére probo-
wano odpowiedzie¢ mozna zaliczy¢ nastepujace: czy zmiany biochemiczne
w mozgu zaobserwowane w badanej sytuacji doSwiadczalnej sg specyficz-
ne dla proceséw uczenia sie, czy tez sg zwigzane z jakimi$ innymi czynni-
kami towarzyszacymi eksperymentom, np. stressem i zwigzanymi z nim
zmianami hormonalnymi, lub zwiekszong aktywnoscig ruchowa (Jakou-
bek, Czechostowacja). Z tego punktu widzenia byty m. in. rozpatrywane
dane V. E. Shashoua (USA), ktory w doswiadczeniach wykonanych na
ztotej rybce wykazat, ze w dwdch roéznych sytuacjach behawioralnych
tworzy sie nowe RNA o statej sedymentacji 13-14S. Zjawisko to zaob-
serwowat on nie tylko podczas uczenia nowego sposobu plywania, lecz
réwniez po probach wykonywania zadania, ktdre byto niemozliwe do wy-
petnienia. Chociaz zaobserwowane zmiany w RNA okazaly sie niespecy-
ficzne, to jednak wydaje sie, ze majg one jakis zwiazek z utrwaleniem
zdobytych informacji. Podobne znaczenie majg wyniki pracy S. P. R. Ro-
sego i wsp., ktorzy wykazali, ze u kurczat pod wptywem tzw. imprinting
zwigksza sie aktywnos$¢ polimerazy RNA w okres$lonych jadrach przodo-
moézgowia. Jednakze autorzy nie mogli wykluczy¢, ze zaobserwowane
przez nich zmiany biochemiczne zwigzane sg z bezposrednim dziataniem
bodZca Swietlnego stosowanego w doswiadczeniach. Niewatpliwym jednak
osiaggnieciem byto wykazanie, ze badanej przez nich sytuacji behawioral-
nej towarzyszyta nastepujaca sekwencja zmian biochemicznych w bada-
nych przez nich jadrach moézgu:
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1. wzrost aktywnosci polimerazy RNA,

2. wzmozona inkorporacja prekursoréw do RNA,

3. zwiekszona inkorporacja aminokwaséw do biatek.

Inni autorzy (Glassman i wsp., USA) stwierdzili, ze pod wptywem
krotkotrwatego treningu powstaje w mdzgu ufosforylowane biatko o bar-
dzo krotkim okresie poOtrwania. Jednakze podobnie jak i w innych
pracach, ewentualnego wptywu czynnikdw emocjonalnych nie rnozna wy-
kluczy¢.

Préocz danych wskazujgcych, ze procesom uczenia sie towarzysza
w moézgu zmiany w metabolizmie RNA i biatek, na Kongresie omawiane
byty dalsze wyniki prac Ungara (USA). Jak wiadomo autor ten od szere-
gu lat pracuje nad zagadnieniem chemicznego transferu informacji zdo-
bytych w procesie uczenia sie. Stosujac u gryzoni test unikania ciemnosci,
Ungar wyizolowatl z mézgu zwierzat trenowanych peptyd, ktéry uwaza za
Zwigzany z procesem uczenia sie zwierzat. Peptyd ten, ktéry w mdzgu wy-
stepuje w kompleksie z RNA, zastrzykniety zwierzetom ,,naiwnym” po-
wodowat u nich przyspieszenie opanowywania testu. Ungar nie tylko okre-
$lit sekwencje aminokwaséw omawianego peptydu, lecz takze zsyntetyzo-
wat go. Nieznaczne nawet zmiany w czasteczce peptydu (np. amidowanie
niektérych grup aminokwaséw) zmieniato stopiert aktywno$ci biologicz-
nej preparatu, nazwanego przez Ungara scotofobing (od greckiego: sco-
tos — ciemnos$é, fobia — lek). Ungar sadzi, ze informacje zakodowane sg
w sekwencji aminokwasow peptydu, podobnie jak sens wyrazu okreslony
jest kolejnoscig liter. Peptydy czynne w transferze informacji nazwat
autor czasteczkami kodujgcymi, przy czym wyraza poglad, ze prawdopo-
dobnie istnieje cata rodzina peptydéw, dotychczas jeszcze nie poznanych,
ktére maja podobne biologiczne wiasciwosci do scotofobiny. Wyniki ba-
dan Ungara majg zaréwno wielu zwolennikéw jak i przeciwnikéw.

Z tego kroétkiego przegladu wazniejszych danych z Kongresu na te-
mat zmian biochemicznych w mdzgu zwigzanych z procesem uczenia si¢
wynika, ze dotychczas brak jest odpowiedniego modelu doswiadczalnego,
ktory mogtby byé jednoznacznie interpretowany. Wydaje sie, ze w wielu
przypadkach badane sg struktury mézgu, ktére nie sg bezposredno zwia-
zane ze stosowanym testem i to rOwniez moze by¢ przyczyna obserwowa-
nia tylko nieznacznych zmian biochemicznych wykrywanych w wielu
przypadkach jedynie przy stosowaniu analizy statystycznej. Udziat bia-
tek w tworzeniu sie Sladéw pamieciowych wydaje sie do$¢ pewny, co nie
przesadza, ze w przysztosci uda sie by¢ moze natrafi¢ na bardziej specy-
ficzne wskaZniki biochemiczne.

Wiekszo$¢ neurobiologéw uwaza, ze na synapsach mogg powstawac
trwate zmiany wywotane funkcjonalng aktywnoscia i ze zmiany te moga
odgrywaé wazng role w procesach uczenia sie i w zjawiskach zwigzanych
z pamiecig. Stad tez dodatkowe zainteresowanie ultrastrukturg i bioche-
mig synaps. Temu zagadnieniu poswiecone byto specjalne sympozjum



166 SPRAWOZDANIA [8]

i szereg komunikatow referowanych na kilku sekcjach. Poruszane proble-
my wigzaly sie z wiasciwosciami pecherzykdw synaptycznych, z technika
otrzymywania czystych frakcji subkomdrkowych, jak i oddzielania gleju od
neuronéw. Szereg o$rodkow zaréwno europejskich jak i amerykanskich
opracowuje obecnie coraz lepsze, bardziej precyzyjne metody. Do przo-
dujacych o$rodkow w tym zakresie nalezg laboratoria w Cambridge
(Whittaker), w Goteborgu (Hamberger), w Strasburgu (Mandel) i inne.
Czynione sg roéwniez proby wykrywania réznic biochemicznych pomiedzy
glejem a neuronami (miedzy inymi Rose, Lodin). Pracownie skandynaw-
skie, znane od dawna z $wietnie opracowanych ultramikrometod, nadal
dostosowujg je do uktadu nerwowego; podobne techniki opracowywane
sag w Getyndze (Neuhoff). Techniki te budzg wprawdzie podziw swa pre-
cyzja, nie wydaje sie jednak, by w przysztoSci neurochemia mogta ko-
rzysta¢ z nich na wiekszg skale ze wzgledu na ogromne, trudne narazie do
wytlumaczenia réznice w poszczegolnych komérkach, nalezacych do tej
samej populaciji.

Jedna z sekcji poswiecona byta zagadnieniom zwiazanym z mecha-
nizmem transportu sktadnikéw w aksonach. Jak wiadomo, wiekszo$¢ bia-
tek syntetyzowana jest w perikaryonach, a nastepnie przenoszong wzdtuz
aksonow do zakonczerh nerwowych. Szybkos$¢ transportu badana réznymi
metodami (przewaznie za pomocg substancji znakowanych) zostata okre-
$lona w wielu pracowniach i obecnie na og6t sie przyjmuje, ze rozne
sktadniki poruszajg sie r6zng szybkoscig, ktéra waha sie od kilku do Kil-
kuset milimetréw na dobe.

Przez niektdrych autoréw postulowany jest dwukierunkowy ruch w ak-
sonach. Ostatnio okre$lono szybko$¢ transportu esterazy acetylocholino-
wej w nerwach psa w kierunku proksymo-dystalnym i odwrotnym na
260 i 134 mm na 24 godz. (L. Lubinska i S. Niemierko, 1971). Sj6strand
z pracowni w Goteborgu przedstawit na Zjezdzie wyniki swoich doswiad-
czeh przeprowadzonych za pomocg zupetnie innych metod, ktére potwier-
dzity powyzej przytoczone szybkosci transportu w aksonach. Kilku auto-
réow (miedzy innymi Kreutzberg, Cuenod, Marchchio) przedstawito dane
wskazujace, ze podanie in vivo kolchicyny lub vinblastyny, ktore jak
omowiono to wyzej wigzg sie z neurotubuling, hamuja lub zwalniajg tran-
sport, zwiaszcza szybki. Na zasadzie tych danych wysuwany jest poglad,
ze szybki ruch skiladnikow aksoplazmy zwigzany jest z obecnoscig neu-
rotubuli.

Podobnie jak i na innych zjazdach biochemicznych zagadnienie bton
biologicznych byto przedmiotem licznych komunikatéw wigzgcych sie
$cisle z biochemig lipidéw. Duzo uwagi poswiecono réwniez neurotrans-
miterom i enzymom zwigzanym zaréwno z ich syntezg jak i rozpadem.

Konieczno$¢ przeprowadzania obrad jednocze$nie w kilku sekcjach
i sympozjach zmuszata niestety uczestnikow do brania udziatu tylko
w czesci posiedzen, a o bardzo duzym dorobku Zjazdu, w wielu przypad-
kach mozna sie byto zorientowaé tylko ogoélnie.

T. BorkowskKi
S. Niemierko
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