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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w a rta ln ik  „Postępy  B iochem ii” p u b lik u je  a r ty k u ły  p rzeg lądow e 
z b iochem ii i n au k  pokrew nych . A rty k u ły  w inny  obejm ow ać syn te tyczny  
przeg ląd  postępu  w iedzy w  om aw iane j dziedzin ie op racow any  na  p o d s ta ­
w ie p iśm ien n ic tw a  z k ilk u  o sta tn ich  la t. P rzek azan ie  a r ty k u łu  do R e­
dakcji je s t rów noznaczne z ośw iadczeniem , że n ad es łan a  p ra c a  n ie  by ła  
i n ie będzie p u b lik o w an a  w  innym  czasopiśm ie, jeże li zo stan ie  ogłoszona 
w „P ostępach  B iochem ii”. A utorzy  a r ty k u łu  o d p ow iada ją  za p ra w id ło ­
w ość i ścisłość podaw anych  in fo rm ac ji. A u to rów  obow iązu je  k o rek ta  a u ­
to rska . K oszty zm ian  te k s tu  w  korekcie  (poza p op raw ien iem  błędów  d ru ­
k arsk ich ) ponoszą au to rzy . A rty k u ły  ho n o ru je  się w ed ług  obow iązu jących  
staw ek . A utorzy  o trzy m u ją  bezp ła tn ie  25 odb itek  sw ego a r ty k u łu ; zam ó­
w ien ia  na dodatkow e odbitk i (p łatne) należy zgłosić p isem nie  odsy ła jąc  
p racę  po korekcie  au to rsk ie j.

R edakc ja  p rosi au to rów  o p rzes trzegan ie  n as tęp u jący ch  w skazów ek:
F o rm a  m aszynop isu : M aszynopis p racy  i w szelk ie  załączn ik i należy  

nadsy łać  w  dw u egzem plarzach . M aszynopis pow in ien  być n ap isan y  je d ­
nostronn ie , z podw ó jną  in te rlin ią , z m arg inesem  ok. 4 cm po lew ej i ok. 
1 cm po p raw e j stron ie ; nie może też  zaw ierać  w ięcej niż 60 znaków  
w  jednym  w ierszu  i w ięcej niż 30 w ierszy  na s tro n ie  zgodnie z N orm ą 
Polską.

U kład  m aszynop isu : s tro n a  ok ładkow a nie n u m ero w an a  zaw iera  im io­
na  i nazw isko(a) autora(ów ), adres(y) Z akładu(ów ) w  języku  po lsk im  
i ang ie lsk im , w k tó rych  p ra c u ją  au to rzy , ad res  pocztow y, na k tó ry  au to rzy  
życzą sobie o trzym yw ać ko respondencję , te lefon  m iejsca p racy , ty tu ł 
a r ty k u łu  (w języku  polskim  i ang ielsk im ) oraz  — w  p raw y m  dolnym  
rogu — liczbę stron , liczbę rycin , w zorów  i tabel o raz sk ró t ty tu łu  (nie 
w ięcej n iż  25 znaków  d ru k arsk ich ).

S tro n a  ty tu ło w a  (1) im iona (w pełnym  brzm ien iu) i nazw isko(a) au to - 
ra(ów ), jego (ich) stanow isko(a) i m iejsce(a) p racy , w ykaz sk ró tów  s to ­
sow anych  w  p racy .

S tro n a  2 i n astęp n e  o b e jm u ją  tek s t p racy  do spisu  p iśm ienn ic tw a  
w łącznie, tabe le , spis rycin , w zorów  oraz ty tu ły  i ob ja śn ien ia  do ry c in  na 
stro n ach  końcow ych.

D la p rze jrzysto śc i tek s tu  korzystny  jest często podział n a  rozdziały  
oznaczone liczbam i rzym skim i. T y tu łów  podrozdziałów  nie w ydzielonych  
z tek s tu  n ie  trzeba  num erow ać. W tekście  nie należy stosow ać żadnych  
podkreśleń  an i rozstrzelonego d ru k u . E w en tua lne  sugestie  a u to rsk ie  co 
do c h a ra k te ru  czcionki d ru k a rsk ie j należy zaznaczyć o łów kiem  n a  m a r ­
ginesie m aszynopisu . W p rzy p ad k u  um ieszczenia w  tekście  li te r  a lfab e tu  
greckiego należy na m arg inesie  w p isać ołów kiem  ich fonetyczne b rzm ie­
nie. W tekście  nie należy  um ieszczać żadnych  tab lic , ryc in , schem atów , 
re a k c ji czy w zorów , lecz w  żądanym  m iejscu  pozostaw ić w olny  w iersz  
i zaznaczyć: T abela  1, Ryc. 1, W zór I itp . N u m erac ję  w zoru  w  tekście  
należy podaw ać po nazw ie zw iązku  np. kw as g lu tam in o w y  (I).

R edakcja  prosi au to rów  o zw rócenie szczególnej uw agi na popraw ność  
językow ą tek s tu  a także  na  ścisłość i jasność sfo rm ułow ań , u n ik an ie  
gw ary  la b o ra to ry jn e j oraz o n iew prow adzan ie  do te k s tu  tw orzonych  do ­
raźn ie  sk ró tów , n aw e t jeśli n iek tó re  z n ich b y w a ją  używ ane w  p racach  
obcojęzycznych.

R edakc ja  zastrzega  sobie m ożność sk rócen ia  te k s tu  i w p row adzan ia  
pop raw ek  n ie  w p ływ ających  na treść  p racy .
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Post. Biochem ., 22, 247—305, (1976)

Pamięci
Profesora dr hab. Witolda Brzeskiego

ZBIGNIEW KANIUGA *>

Regulacja włączania C 02 w procesie fotosyntezy**

Regulatory Mechanisms in Photosynthetic Fixation of C 02

W końcu lat 50-tych, gdy znano już cykl Calvina i wykrytą przez Amo­
na syntezę ATP i NADPH w izolowanych chloroplastach, mogło się wy­
dawać, że proces fotosyntezy został już w zasadzie wyjaśniony. Wkrótce 
jednak ten optymizm okazał się przedwczesny. Ostatnie dziesięciolecie do­
starczyło bowiem wielu niezwykle istotnych odkryć dotyczących procesu 
fotosyntezy. W okresie tym wykryto u pewnych roślin bardzo wydajny 
mechanizm włączania C 0 2, uzyskano interesujące dane dotyczące transpor­
tu metabolitów przez błonę chloroplastu, mechanizmu regulacji cyklu Cal- 
vina oraz utraty C 02 w procesie fotooddychania. O intensywności badań 
wykonanych w latach 1965—75 mogą świadczyć liczne opracowania prze­
glądowe opublikowane w ostatnich pięciu latach. I tak oprócz artykułów 
ogólnych omawiających drogę węgla w fotosyntezie (1—9, 12), inne doty­
czyły w całości lub w znacznej części transportu metabolitów przez bło­
nę chloroplastów (100, 11), występowania w pewnych roślinach mechaniz­
mu włączania C 02 nowym szlakiem opisanym przez H a t c h  a, S l a c k  a, 
i K o r t s c h a c k a  (1, 12, 13), zależności między budową anatomiczną 
liści a typem procesu fotosyntezy (14—16), ekologicznych aspektów tego 
procesu (17), badania regulacji włączania COz w cyklu Calvina (18—20),

*) P rof. d r hab., In s ty tu t B iochem ii, U n iw ersy te t W arszaw sk i, Ż w irk i i W igury  93,
02-089 W arszaw a.

**) R e fe ra t sym pozja lny  w ygłoszony n a  X III  Z jeździe Polsk iego  T ow arzystw a 
B iochem icznego, T oruń , 4— 7 w rzesień , 1975 r.

W ykaz stosow anych  sk ró tów : 3-PG A  — 3-fosfog liceryn ian ; G -3 -P  — aldehyd  3-fo- 
sfoglicerynow y;' D H A P — fosfo ran  d w uhydroksyace tonu ; E .-5P — rybozo-5-fosfo ran ; 
R u-5P  — rybu lozo -5 -fo sfo ran ; X u -5 P  — ksy lu lozo-5 -fosfo ran ; R uD P — rybulozo-1,5- 
-dw ufosfo ran , 6-1P — g lu k o zo -l-fo sfo ran ; G -6P  — glukozo-6-fo sfo ran ; F - 6P  — fru k to - 
zo -6-fo sfo ran ; FD P — f r u k to z o - l?6-d w u fo sfo ran ; 6-P G lu  — 6-fosfog lukon ian ; S -7P  — 
sedohep tu lozo-7 -fosfo ran ; SD P — sedohep tu lo zo -l,7 -d w u fo sfo ran ; P E P  — fosfoenolop i- 
rog ron ian ; P i — o rto fo sfo ran ; D H E -T P P  — p iro fo sfo ran  1 ,2 -dw uhydroksyety lo tiam iny . 
W itam ina K 5 — 4 -am in o -2 -m e ty lo -l-n a fto ch in o n .
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248 Z. KANIUGA [2]

właściwości karboksylazy RuDP (21—23), zjawiska fotooddychania (24— 
27), powodującego w niektórych przypadkach do 50°/o strat włączonego 
C 0 2, biosyntezy glikolanu (5, 9, 26, 27) — głównego prekursora C 02 w tym 
procesie, a także wpływu tlenu na fotosyntezę (28).

W niniejszym artykule zostaną przedstawione cztery główne zagad­
nienia związane z regulacją włączania C 02 w procesie fotosyntezy i strat 
C 0 2 w wyniku fotooddychania.

I. Transport metabolitów, koenzymów i jonów przez 
błonę chloroplastu

I - l .  Preparaty izolow anych chloroplastów

Badania na przemieszczaniem się metabolitów fotosyntezy i oddy­
chania przez podwójną błonę zwaną osłonką chloroplastu rozpoczęły się 
w połowie lat sześćdziesiątych w wyniku opracowania metod izolowania 
nieuszkodzonych chloroplastów (29—31). Preparaty chloroplastów otrzy­
mane poprzednimi metodami, mimo katalizowania fosforylacji fotosynte- 
tycznej nie włączały C 02 zupełnie lub tylko w niewielkim stopniu 
(2—3|xmole/mg chlorofilu/godz.). Okazało się .bowiem, że czynnikiem wa­
runkującym zachowanie osłonki chloroplastów jest odpowiednie środo­
wisko izolacyjne, którego głównym składnikiem jest izotoniczny roztwór 
sacharozy (30, 31), mannitolu lub sorbitolu (32, 33). Dzięki wprowadzonym 
zmianom izolowane chloroplasty asymilowały C 02 z szybkością ponad 
100i^moli/mg chlorofilu/godz. (30, 34). Poddanie takich chloroplastów szo­
kowi osmotycznemu pozbawia je osłonki (33, 35) i powoduje prawie cał­
kowitą utratę zdolności włączania C 02 (35) i związanego z tym wydziela­
nia tlenu (36). Szok osmotyczny uniemożliwia również wydzielanie tlenu, 
gdy substratem jest dodany 3-fosfoglicerynian (36). Uzyskanie preparatów 
chloroplastów w 100% nieuszkodzonych jest prawie niemożliwe, łatwiej 
natomiast otrzymać preparat chloroplastów całkowicie pozbawionych 
osłonki. Z tych względów zaproponowano kryteria jakości (37, 38) określa­
jące preparaty o znacznej liczbie chloroplastów nienaruszonych jako pre­
paraty klasy A (lub I) oraz o zmiennym stosunku uszkodzonych jako kla­
sy B (lub II) oraz pozbawionych osłonki jako preparaty klasy C (lu,b III). 
Preparaty chloroplastów klasy C nie włączają COz i nie wydzielają tlenu 
spowodowanego włączaniem COz lub przemianami egzogennego 3-PGA, 
katalizują natomiast fosforylację fotosyntetyczną i wydzielanie tlenu zwią­
zane z transportem elektronów.

Obserwacje te wskazywały na istotne znaczenie nienaruszonej struk­
tury  podwójnej błony chloroplastów, która wybiórczo przepuszcza nie­
które metabolity a nie przepuszcza innych, co ma podstawowe znaczenie
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[3] CO. A FOTOSYNTEZA 249

w regulacji fotosyntetycznego włączania C 02. Regulacja ta dotyczy mię­
dzy innymi mechanizmów, pozwalających w sposób pośredni określać 
przemieszczanie niektórych metabolitów przez błonę chloroplastów.

1-2. M etody badania transportu

Badania nad translokacją metabolitów przez błonę chloroplastów stały 
się możliwe dzięki opracowaniu wielu metod umożliwiających ilościowe 
śledzenie tego procesu (10). Metody te można podzielić na dwie zasadnicze 
grupy. Metody pierwszej grupy polegają na badaniu rozmieszczenia i prze­
mieszczania się związków in vivo z zastosowaniem frakcjonowania skład­
ników komórki w środowisku niewodnym, a następnie kinetycznych po­
miarach poziomu substratów i ich rozmieszczenia (39—41) względnie ki­
netycznych pomiarach rozmieszczenia związków znacznikowych (41—43). 
Należą tu również metody polegające na frakcjonowaniu składników ko­
mórki w środowisku wodnym i pomiarze ilości badanych związków w nie­
naruszonych chloroplastach po szybkim ich wyizolowaniu (44). Metody 
drugiej grupy polegają na badaniu rozmieszczenia metabolitów i ich prze­
mieszczania się in vitro, bądź w sposób bezpośredni i zastosowaniu chlo­
roplastów wyizolowanych w środowisku wodnym i oznaczeniu rozmiesz­
czenia metabolitów lub związków znacznikowych we frakcji chloropla­
stowej i w środowisku (45, 46), bądź w sposób pośredni badając reakcję 
metaboliczną chloroplastów na dodanie odpowiednich metabolitów (6, 11, 
23, 47). Przegląd i krytyczną ocenę przydatności wymienionych metod 
podają H e b e r (10) i W a 1 k e r (11).

Tabela 1
Zawartość znakowanych metabolitów we frakcji chloroplastowej i rozpuszczalnej po 3 i 7 minutach 

fotosyntezy z zastosowaniem 14CÓ2 (45)

Metabolit
Stosunek zawartości metabolitu supernatant/ 

osad*>

Po 3 min. Po 7 min.

Sedoheptulozo-7-fosforan 0,06 0,2
Fruktozo-6-fosforan 0,4 0,37
Glukozomonofosforan 0,13 0,5
Rybulozo-1,5-dwufosforan 0,4 1,2
Sedoheptulozo-1,7-dwufosforan 2,0 2,5
3-fosfoglicerynian 4,8 16,6
Aldehyd 3-fosfoglicerynowy znaczny znaczny
Fosforany pentoz 8,5 14,7
Glikolan 5,5 77,0
Fosfodwuhydroksyaceton 42,5 72,0
Fruktozo-1,6-dwufosforan 5,5 77,0

*’ Gdy związek łatwo przenika przez błonę chloroplastu, wówczas wartości stosunku będą wysokie, jeśli zaś prze­
nika słabo wartości stosunku będą niskie.
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250 Z. KANIUGA [4]

Izolowanie chloroplastów w środowisku niewodnym rozwinięte przez 
S t o c k i n g a  (31a, 43) i H e b e r a  (39) polega na podawaniu liściom 
14C 02, zamrażaniu ich w ciekłym powietrzu i fracjonowaniu w niewod­
nym środowisku aby zapobiec wypływaniu z chloroplastów (i innych or­
ganelli) związków rozpuszczalnych w wodzie. Technika rozwinięta w la­
boratorium Calvina a następnie zastosowana przez B a s s h a m a  (45) do 
chloroplastów polega na krótkiej fotosyntezie w atmosferze 14COz i ba­
daniu rozmieszczenia znakowanych metabolitów we frakcjach rozpuszczal­
nej i chloroplastowej za pomocą analizy chromatograficznej. Wyniki ta­
kich oznaczeń podaje tabela 1.

H e l d t  (46, 48) zastosował do chloroplastów technikę bezpośrednich 
pomiarów znakowanych związków, stosowaną uprzednio do mitochond- 
riów. Polega ona na inkubacji chloroplastów z radioaktywnymi związka­
mi i wirowaniu przez olej silikonowy w celu usunięcia nie pobranego przez 
chloroplast znakowanego związku. Chloroplasty można następnie prze­
nieść do nowego środowiska i w ten sposób badać przenikanie metabolitów 
do chloroplastów lub ich wypływanie z tych organelli. 1

Czas (min) cyk lu  C alv in a  (49).

Czas (min) Czas (min) Czas (min)

Ryc. 2. C ofan ie  in h ib ic ji w y w o łan e j o rto fo sfo ran em  przez  fo s fo ran y  cu k ró w  (50).
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[5] COj A FOTOSYNTEZA 251

Przykładem metod pośrednich stosowanych w badaniach transportu 
metabolitów jest oznaczanie czasu skracania indukcji przez dodany po­
średnik cyklu Calvina (2, 6, 11, 23) (Ryc. 1) lub cofanie inhibicji włączania 
C 02 przez chloroplasty wywołanej obecnością ortofosforanu (11) Ryc. 2). 
Izolowane chloroplasty bezpośrednio po naświetleniu nie włączają COz
i wydzielają tlen bardzo powoli. Szybkości tych procesów wzrastają do­
piero po okresie 1—3 minut indukcji. Opóźnienie włączania COz jest 
prawdopodobnie wynikiem braku wystarczającej ilości pośredników w cy­
klu Calvina redukcji COz (2, 6, 23, 49). Skrócenie okresu zastoju można 
uzyskać przez dodanie pośredników cyklu tj. 3-PGA, DHAP, R-5P, co tłu­
maczy się wejściem tych związków do chloroplastów (Ryc. 1).

W obecności ortofosforanu w stężeniu większym niż 10~5M okres za­
stoju jest tak długi, że fotosynteza praktycznie ustaje. Cofnięcie inhibicji 
(Ryc. 2) po podaniu pośredników cyklu Calvina można uważać za dowód 
ich przenikania do chloroplastów (11, 50). Najszybciej następuje to po 
dodaniu DHAP i 3-PGA, podczas gdy F-6P, G-6P, Ru-5P i FDP przenikają 
znacznie wolniej.

1-3. Transport C 0 2

Dwutlenek węgla rozpuszczony w wodzie ulega hydratacji w reakcji 
katalizowanej przez anhydrazę węglanową lub przez różne jony nieor­
ganiczne np. ortofosforan:

C 0 2 +  H 20  H 2C 0 3 *± H+ +  H C O J 

W fizjologicznym zakresie pH dwutlenek węgla występuje w podanych 
wyżej formach, a wraz ze zmianą pH zmienia się stężenie ponu H C03- , 
wzrastając z 5°/» przy pH 5 do 95°/o przy pH 8. Łatwe przechodzenie jednej 
formy w drugą utrudnia ustalenie, którą formę wykorzystują rośliny w fo­
tosyntezie— wolny C 02 czy jon H C 03_. Doświadczenia różnego typu, 
omówione ostatnio krytycznie przez W a l k e r a  (11) wykazały, że dwu­
tlenek węgla przechodzi przez błonę chloroplastu nie jako jon H C03", lecz 
jako wolny C 02 zgodnie z reakcją:

Cytoplazma Osłonka Stroma
chloroplastu

H C 07+ H +?±H 20  +  C 0 2 C 0 2 +  H 20  H C O J +  H+

postulowaną przez W e r d a n a  i H e l d t a  (51) na podstawie bezpośred­
nich pomiarów i obliczeń wielkości stromy. Powstawanie w stromie jonu 
HCO - 3 wzmaga występująca tam bardzo aktywna anhydraza węglanowa 
(52) oraz alkalizacja środowiskowa spowodowana przemieszczaniem się pro­
tonów pod wpływem światła. To łączne działanie wytwarza rodzaj ,,pom­
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252 Z. KANIUGA [6]

py C 02”, która umożliwia utrzymanie aktywności karboksylazy RuDP 
na odpowiednim poziomie (2). Transport COz jest co najmniej tak szybki 
jak szybkość fotosyntezy, a więc rzędu 30(Vmoli/mg chlorofilu/godz. (5).

1-4. Transport ADP i ATP

Do czasu wprowadzenia .bezpośrednich pomiarów translokacji nu- 
kleotydów adenylowych istniało wiele sprzecznych danych, wynikających 
ze stosowania chloroplastów z uszkodzoną osłonką lub całkowicie jej po­
zbawionych. Chloroplasty takie fosforylowały dodany ADP i wykazywały 
kontrolę oddechową (53), co mogło sugerować, że ADP i ATP przenikają 
przez błonę chloroplastów. Okazało się jednak, że poddanie chloroplastów 
szokowi osmotycznemu przyspieszało tworzenie ATP i znacznie obniżało 
szybkość włączania C 02. W preparatach zawierających tylko 10°/o chloro­
plastów pozbawionych osłonki cykliczna fosforylacja wynosiła 102|xmoli 
¿estryfikowanego fosforanu/mg chlorofilu/godz. a po szoku osmotycznym 
wartość ta wzrastała do 864 (36). Uzupełnieniem tych obserwacji stały 
się bezpośrednie pomiary transportu ADP i ATP przez osłonkę chloropla­
stu (46), z których wynikało, że najwyżej O sm olą  ADP oraz 5|nmoli ATP 
przenoszone są w przeliczeniu na mg chlorofilu/godz przez błonę chloro-

P PP UTP

Sacharoza -*■ p- sacharoza — U PPG __G-l-P

Ryc. 3. T ra n sp o r t ró w now ażn ików  red u k cy jn y ch  i A T P  przez  osłonkę ch lo ro p lastu  
za po śred n ic tw em  fo sfo ran ó w  trio z  (10, zm odyfikow any)
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plastu. Dane te wskazują, że bezpośredni transport ADP i ATP przez bło­
nę chloroplastu nie może mieć istotnego znaczenia w procesie fotosynte­
zy, mimo wielu poprzednich danych, które na taką możliwość zdawały się 
wskazywać. Okazało się bowiem (41, 54, 55), że ADP i ATP są transporto­
wane za pośrednictwem wahadłowo przenoszonych fosforanów trioz — 
G-3P i DHAP, które jednocześnie przenoszą równoważniki redukujące. 
DHAP utworzony w chloroplastach w wyniku przekształcenia 3-PGA przy 
udziale ATP i NADPH (Ryc. 3, ciąg reakcji a) przenika do cytoplazmy, 
gdzie jest utleniany poprzez G-3P i 1,3-PGA do 3-PGA, w wyniku czego 
powstaje NADH i odtwarza się cząsteczka ATP (ciąg reakcji c). 3-PGA po­
wraca następnie do chloroplastu i może ulegać ponownej redukcji do fo­
sforanu trioz kosztem powstałych w procesie fotosyntezy NADPH i ATP. 
Ostatecznym wynikiem działania tego mechanizmu wahadłowego jest 
transport ATP i równoważników redukujących, dzięki czemu można 
obserwować na świetle wzrost zawartości cytoplazmatycznego ATP i jej 
spadek w ciemności, a także wykorzystywanie w procesach cytoplazma- 
tycznych ATP powstającego w chloroplastach.

Metabolitem, który w cyklu Calvina przenika do cytoplazmy gdzie zo­
staje zużyty do syntezy sacharozy jest DHAP (Ryc. 3, ciąg reakcji d). 
Wprawdzie 3-PGA może przenikać przez błonę chloroplastu tak samo 
szybko jak DHAP, to jednak w rzeczywistości 3-PGA nie jest transporto­
wany do cytoplazmy, ponieważ wówczas musiałby temu towarzyszyć 
transport równoważników redukujących niezbędnych do jego przekształ­
cania w DHAP. Proces redukcji 3-PGA do G-3P zachodzi więc w chloro­
plastach (Ryc. 3, ciąg reakcji a) (10).

1-5. Transport N AD P i NADPH

Izolowane chloroplasty o nienaruszonej osłonce nie redukują egzogen­
nego NADP i nie wydzielają tlenu. Chloroplasty natomiast poddane szo­
kowi osmotycznemu (zniszczone osłonki) katalizują obie te reakcje (39, 
59—61). Transport równoważników redukujących zachodzi więc w spo­
sób pośredni albo za pośrednictwem fosforanów trioz tworzących układ 
wahadłowy 3-PGA/DHAP, czemu towarzyszy przeniesienie do cytoplaz­
my fosforanu (por. rozdział 1-4), albo przy udziale przenośnika kwasów 
dwukarboksylowych tj. układu wahadłowego jabłczan/szczawiooctan (57, 
58). Jak widać z ryciny 3 (reakcja b) jabłczan jest donorem a szczawiooctan 
akceptorem równoważników redukujących i pośrednicząc w ich przemiesz­
czaniu przez błonę tworzą układ wahadłowy między chloroplastową i cy- 
toplazmatyczną pulą NAD(H). Układ wahadłowy jabłczan/szczawiooctan 
stwierdzono na przykład w procesie redukcji NAD w oświetlonych niena­
ruszonych chloroplastach w obecności szczawiooctanu, w utlenianiu przez 
mitochondria chloroplastowego NADPH, oznaczając stosunek jabłczan/as- 
paraginian w chloroplastach na świetle i w ciemności (10, 11).
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1-6. Transport fosforanu

Asymilacja COz do poziomu cukrów w procesie fotosyntezy nie jest pro­
cesem wymagającym fosforanu. Jednakże, jeśli w środowisku izolowanych 
chloroplastów nie ma fosforanu, wówczas włączanie C 02 i związane z tym 
wydzielanie 0 2 zanika w ciągu kilku minut po rozpoczęciu oświetlenia (62). 
Dodanie fosforanu wznawia fotosyntezę ,bez znacznego opóźnienia, analo­
gicznie jak dodanie C 02 do preparatu chloroplastów w układzie pozbawio­
nym tego składnika (49, 63), a ilości wydzielonego tlenu są trzykrotnie wyż­
sze niż dodanego ortofosforanu (62). Stosując ł4COz i 32Pi (64) stwierdzono, że 
głównym produktem przy krótkiej fotosyntezie w izolowanych chloroplas­
tach jest DHAP powstający w reakcji:

3C 02 +  Pi +  3H20  -» 1 fosforan triozy +  3 0 2

Przy znacznym i łatwym przenikaniu fosforanu trioz przez błonę chloro­
plastów (równym 1/3 szybkości transportu COz) i ciągłym procesie asymila­
cji C 02 na każdą cząsteczkę fosforanu triozy przeniesioną do cytoplazmy, 
jedna cząsteczka fosforanu zostaje pobrana przez chloroplast. Mechanizm 
ten potwierdzono doświadczalnie (55, 65) wykazując istnienie w błonie chlo­
roplastów przenośnika fosforanu, który przenosi również DHAP i 3-PGA 
z szybkością 100 lub więcej M-moli/mg chlorofilu/godz. (Ryc. 4).

CY TO PLAZM A

DHAP_ 
3-PGA

Błona
zewn.
\L..S

Przestrzeń
między
błonowa

DHAP 
3-PGA'

■CO-

Błona
wewn./  /
T^P rze­

nośnik

E j

STROMA

S \  ^ADP- 
V CYKL Y+-ATP-

^NADP^

/ I
REAKCJA
ŚWIETLNA

R yc. 4. U dział p rzen o śn ik a  fosforanow ego w  tran sp o rc ie  o rto fo sfo ran u  do ch lo ro ­
p la s tu  i fosfo ranów  trioz  n a  zew n ątrz  w g H  e 1 d t  a i w sp. (66)

Przenośnik ten nie transportuje piroforsforanu i heksozomonofosfo- 
ranu. Ortofosforan i DHAP hamują transport 3-PGA a 3-PGA i DHAP 
hamują transport ortofosforanu. Uwalnianie ortofosforanu wzmagają 
3-PGA, DHAP i G-3P. Wymiana fosforanu zewnętrznego na wewnętrzny 
3-PGA i fosforany cukrów (i odwrotnie) może stanowić podłoże inhibicji
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fotosyntezy wywołanej ortofosforanem ( >  10~5 M) i jej cofania po dodaniu 
pośredników cyklu Calvina.

Fosforany cukrów cofają inhibicję fotosyntezy wywołaną ortofosfo- 
ranem, co z kolei jest czynnikiem regulującym proces włączania C 02. 
Wysokie bowiem wewnętrzne stężenie ortofosforanu sprzyja eksportowi 
fosforanu trioz z chloroplastów, natomiast niskie ułatwia odbudowywanie 
pośredników cyklu Calvina, co przejawia się skróconym okresem indukcji 
(por. Ryc. 2) oraz tworzeniem skrobi w chloroplastach (11). Mimo pozna­
nia tych zależności nie wyjaśniono dotąd w pełni zjawiska inihibicji orto­
fosf oranem włączania C 02, (por. 11). Może się tu bowiem nakładać kilka 
różnych procesów, jak np. hamowanie współzawodniczę aktywności kar- 
boksylazy RuDP, hamowanie dehydrogenazy triozofosforanowej przez or- 
tofosforan jako produkt końcowy katalizowanej przez nią reakcji (11, 23).

Poza wykryciem przenośnika ortofosforanu, badania H e 1 d t a (46, 
51, 55, 65) wykazały istnienie przenośnika ATP oraz kwasów dwukarbo- 
ksylowch — jabłczanu i szczawiooctanu, asparaginianu i glutaminianu. 
Przy udziale przenośnika ATP ulega on przeniesieniu z szybkością do 
5|.imoli/mg chlorofilu/godz., natomiast przenośnik wymienionych kwasów 
przemieszcza je z szybkością rzędu 100n-moli/mg chlorofilu/godz., a więc 
z szybkością podobną do szybkości transportu ortofosforanu.

1-7. Transport protonów i m agnezu

Wywołany światłem transport elektronów w chloroplastach powoduje, 
zgodnie z hipotezą Mitchella, uwalnianie protonów, które przemieszczają 
się do tylakoidu, przez co stroma chloroplastu staje się bardziej alkalicz­
na. Na skutek oświetlenia chloroplastów następuje spadek pH w tylakoi- 
dzie o 1,5 jednostki i wzrost pH w stromie o około 1 jednostkę (65a). To 
przemieszczanie się protonów wywołuje z kolei ruch innych jonów i meta­
bolitów do i ze stromy. Postuluje się np. związek między pompą protono­
wą i pobieraniem 3-PGA przy udziale przenośnika fosforanu (65), jak 
również przypuszcza się, że wzrost pH w stromie będzie sprzyjał nagro­
madzaniu się jonu dwuwęglanowego (66). Umożliwia to intensywne włą­
czanie C 02 stwarzając jednocześnie czuły mechanizm regulacji tego pro­
cesu pod wpływem światła (65a). Przemieszczaniu się protonów w oświet­
lonych chloroplastach towarzyszy gromadzenie się w stromie przede 
wszystkim jonów Mg2+. Pochodzą one zarówno z tylakoidu jak i cyto- 
plazmy. Powoduje to wzrost stężenia magnezu (Ryc. 5) od 0 do około 10n.M 
(67), co ma istotne znaczenie w regulacji aktywności karboksylazy RuDP, 
której powinowactwo do C 0 2 wzrasta ze wzrostem stężenia Mg2+ (67—72). 
Ten wzrost stężenia Mg2+ na świetle jest jednym z czynników podwyż­
szających w tych warunkach aktywność karboksylazy RuDP i zmniejszają­
cych ją w ciemności (45). Zjawisko to określa się mianem aktywacji świetl­
nej (67, 70, 73).
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Poziom Mg2+ w stromie warunkuje zarówno powinowactwo karboksy- 
lazy RuDP do COz jak i jej szybkość maksymalną. Zależności te wykazano

Ryc. 5. W pływ  św ia tła  i ciem ności na p rzem ieszczan ie  się m agnezu  w  ch lo ro p la ­
s tach  (11).

również w układzie rekonstruowanym złożonym z chloroplastów pozba­
wionych osłonki, białek stromy i koenzymów. Wydzielanie 0 2 związane 
funkcjonalnie z włączaniem C 02 rozpoczynało się po zwiększeniu stęże­
nia Mg2+ z 1 do 5mM (23, 72) albo przez 10-krotne zwiększenie stężenia 
CO2 (71). Wskazuje to, że aktywacja karboksylazy RuDP przez jony mag­
nezu w układzie rekonstruowanym polega przede wszystkim na zmianach 
K m i Vmax tego enzymu.

1-8. Ilościow a charakterystyka transportu

Podwójną błonę chloroplastu cechuje selektywna przepuszczalność, 
która jest ważnym elementem regulacji transportu nie tylko związków 
już omówionych, lecz również względnie nieprzenikających jej fosfora­
nów cukrów, wolnych cukrów, aminokwasów i kwasów karboksylowych. 
Transport tych związków przez błonę chloroplastów zachodzi z różną szyb­
kością (Tabela 2). Można tu wyróżnić trzy podstawowe grupy związków, 
a w grupie o małej szybkości przenikania przez .błonę chloroplastów takie 
metabolity (podgrupa a), których szybkość transportu jest mniejsza od 
0,lM-mola/mg chlorofilu/godz., co pozwala zaliczyć je do związków prak­
tycznie nie przenikających przez błonę chloroplastów. Należą do nich: 
RuDP, S-7P, SDP, FDP, PEP, ADP, NADP i NADPH. Glikolan i glioksa-
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lan podano w tabeli 2 w dwu grupach, ponieważ dane o szybkości ich 
transportu nie są zgodne.

Tabela 2
Szybkość przenikania metabolitów, koenzymów i jonów przez błony chloroplastów (9—11, 23,

48, 55, 74—80)

fj.mole/mg chlorofilu/godz.

Mała*» Duża Bardzo duża
0—1,0 10—100 >100.

a) Rybulozo-l,5-dwufosforan Ortofosforan c o 2
Sedoheptulozo-7-fosforan Rybozo-5-fosforan Fosforan dwuhydro-

ksyacetonu
Sedoheptulozo-1,7-dwufosforan Rybulozo-5-fosforan Aldehyd 3-fosfoglice-

rynowy
6-fosfoglukonian Ksylulozo-5-fosforan Jabłczan
Glukozo-1 -fosforan a-ketoglutaran Szczawiooctan
Fruktozo-1,6-dwufosforan Asparaginian Glikolan**’
Glukoza Glutaminian
Fosfoenolopirogronian Glikolan***
1,3-fosfoglicerynian Glioksalan**'
ADP
NADP, NAD

b) ATP
Ryboza
Fruktoza
Glioksalan***

c) Fruktozo-6-fosforan
Glukozo-6-fosforan

*) a) — szybkość w  granicach 0—0,1; b) — szybkość w  granicach 0—1,0; c) — szybkość w  gra­
nicach 1—10 umoli/mg chlorofilu/godz.

**) Brak zgodności danych w  literaturze.

Tak bardzo zróżnicowana szybkość przenikania metabolitów przez 
osłonkę chloroplastów ma istotne znaczenie w regulacji fotosyntezy, po­
nieważ umożliwia albo zatrzymanie w chloroplastach metabolitów nie­
zbędnych do działania cyklu Calvina np. RuDP, S-7P, SDP, albo szybki 
transport innych np. fosforanu trioz, niezbędnych do syntezy sacharozy. 
Niektóre z nich są nośnikami energii i równoważników redukujących two­
rząc układ wahadłowy jabłczan/szczawiooctan.

II. Mechanizm i regulacja włączania C 02 w tkankach roślin 
typu C4 i gruboszowatych

I I -1. M echanizm fotosyntezy różnych typów  roślin

Większość wyższych roślin asymiluje C 02 z atmosfery w sposób bez­
pośredni w złożonym cyklu redukcji dwutlenku węgla t.zw. cyklu Calvina. 
Dwa charakterystyczne ogniwa cyklu stanowią: RuDP jako akceptor C 02
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1 pierwszy trwały produkt fotosyntezy — 3-PGA (Ryc. 6 schemat lewy). 
Od tego trójwęglowego pierwszego produktu fotosyhtezy rośliny tak asy- 
milujące określa się jako rośliny typu C3. Jest jednak wiele roślin należą­
cych do grup systematycznych, zarówno jedno- jak i dwuliściennych, 
w których pierwszym akceptorem C 02 jest PEP (Ryc. 6, schemat prawy), 
a produktem reakcji związek czterowęglowy — szczawiooctan, od którego 
rośliny tak asymilujące określa się, jako rośliny typu C4, cały zaś ciąg 
metaboliczny związany z włączaniem C 02 nosi nazwę szlaku Hatcha, 
Slacka i Kortchacka, którzy pierwsi wykryli ten proces. Utworzony ze 
szczawiooctanu jabłczan ulega dekarboksylacji i dopiero wówczas powsta­
ły C 02 bierze udział w cyklu Calvina, w którym z RuDP i C 02 powstają
2 cząsteczki 3-PGA i następują dalsze reakcje tego cyklu.

F O T O S Y  N T  E Z A

TYP C

G-3-P Fotooddychanie

TYP / CRUBOSZOWATE 

DEP  ̂ CO2r
SZCZAWIOOCTAN

Jabłczan

^ c o '2s RuDP
Cykl -

s Pirogronian \Calvina 
*PGA'

t
G-3-P

R yc. 6. P o dob ieństw a  i różn ice p rocesu  fo tosyntezy  u  ro ś lin  różnych  typów .

Fotosyntezę obu typów cechują dwa charakterystyczne zjawiska. P ier­
wszym z nich jest fotooddychanie obserwowane powszechnie w roślinach 
typu C3, a dyskusyjne w przypadku roślin typu C4. W roślinach typu C3 
pierwotnym substratem oddychania jest RuDP, którego rozpad w obec­
ności tlenu katalizowany przez karboksylazę/oksygenazę RuDP prowa­
dzi do powstania fosfoglikolanu, a następnie glikolanu, z którego w wy­
niku dalszych przemian uwalnia się C 02 (Ryc. 6, lewy schemat). Drugim 
zjawiskiem jest t.zw. przestrzenne i czasowe rozdzielenie etapów fotosyn­
tezy u roślin typu C4, wśród których specjalną grupę stanowią rośliny 
gruboszowate (t.zw. sukulenty). Przestrzenne rozdzielenie etapów foto­
syntezy polega na tym, że synteza szczawiooctanu zachodzi w komórkach 
mezofilu, podczas gdy karboksylacja RuDP i pozostałe reakcje cyklu Cal- 
vina w komórkach pochwy okołowiązkowej. Czasowe rozdzielenie eta­
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pów fotosyntezy, charakterystyczne dla roślin gruboszowatych polega 
na intensywnej pierwotnej asymilacji C 02 i syntezie kwasów organicz­
nych w nocy oraz wtórnej karboksylacji związanej z syntezą cukrowców 
w cyklu Calvina w ciągu dnia.

Te biochemiczne kryteria podziału na rośliny typu C3 i C4 oraz wy­
stępowanie lub brak fotooddychania wiążą się ściśle z kryteriami anato­
micznymi, takimi jak budowa liścia, budowa komórek pochwy około- 
wiązkowej, u ltrastruktura chloroplastów i ich rozmieszczenie w komór­
kach i fizjologicznymi takimi jak: optymalna tem peratura fotosyntezy, 
wrażliwość tego procesu na intensywność światła, ciśnienie tlenu, stęże­
nie C 02 w punkcie kompensacyjnym. Niektóre z tych zagadnień zostaną 
tu omówione.

II-2. Anatom ia liścia i ultrastruktura chloroplastów

Jedną z podstawowych cech anatomicznych liści typu C4 jest wieńcowe 
ułożenie komórek pochwy okołowiązkowej i komórek mezofilu wokół 
wiązki przewodzącej (Ryc. 7). Znaczenie fizjologiczne takiej budowy po­
lega na szybkim transporcie produktów fotosyntezy z tkanek asymilują- 
cych do przewodzących i wzmaganiu fotosyntezy na skutek usuwania 
produktów końcowych tego procesu. Wynikiem tego jest brak wydzie­
lania C 02 na świetle (81) oraz niski punkt kompensacyjny C 02 (82).

M

Ryc. 7. S ch em at budow y w ieńcow ej liścia  ro ś liny  ty p u  C4 (15).
PO — kom órki pochw y okołow iązkow ej; M — kom órki m ezofilu; EP — epiderm a.
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Rośliny typu Ć4 (1, 7, 16) o wysokiej wydajności fotosyntezy (17) w od­
różnieniu od roślin typu C3 o mniejszej wydajności fotosyntezy należą do 
różnych grup systematycznych. W tabeli 3 przedstawiono przykłady takich 
roślin. Wbrew początkowym oczekiwaniom opartym na analizie budowy 
anatomicznej liścia obecnie wiadomo, że podziału tego nie można stosować 
bez uwzględnienia kryterium  biochemicznego. Co więcej, rośliny z posz­
czególnych gatunków tego samego rodzaju mogą wykazywać cechy dwu 
lub nawet trzech grup (16, 17). Podział roślin na typy C3 i C4 nie jest więc 
zgodny z kryterium taksonomicznym stosowanym w systematyce roślin.

Tabela 3
Rośliny typu C3 i C4

Zestawiono na podstawie danych (17)

Typ C3 Typ Q

Jednoliścienne:
Avena sativa L. 
Horde um vulgare L. 
Oryza sativa L. 
Triticum aestivum L.

Digitaria sanquinalis (L.) Scop. 
Sac char um officinarum L. 
Sorghum bicolor (L.) Moench 
Zea mays L.

Cyperus rotundus L. 
Panicum milliaceum L.

Cyperus papyrus L. 
Panicum lindheimevi Nash.

Dwuliścienne:
Arachis hypoges L. 
Beta vulgaris L. 
Helianthus annus L. 
Lactuca sativa L. 
Phaselous vulgaris L. 
Spinacea oleracea L.

Amaranthus edulis spec. 
Atriplex semibaccata R. Br. 
Kochia chi Ids ii L.
Portulacca oleracea L.

A triplex has tat a L. 
Euphorbia coro Hat a L.

A triplex rosea L. 
Euphorbia maculata L.

Intensywne badania nad roślinami jednoliściennymi (83) i dwuliścien­
nymi (84), a także nad zależnością anatomii liścia i u ltrastruktury komórki 
roślin dwuliściennych typu C4 (85) doprowadziły do hipotezy o wpływie 
środowiska na przekształcenie cech fizjologicznych i morfologicznych roś­
lin zaliczanych do różnych grup taksonomicznych (85). Według tej hipote­
zy, rozwiniętej w dalszych opracowaniach (15, 16) typ fotosyntezy i cechy 
strukturalne roślin grupy C4 są przejawem adaptacji do wydajnego włą­
czania C 02 w warunkach ograniczonej wilgotności. Wspólnymi cechami 
roślin typu C4 jest ich pochodzenie tropikalne i częste występowanie 
w środowiskach kserofitycznych.

Opublikowane w roku 1968 prace z czterech laboratoriów (82, 84—86) 
wykazały, że w komórkach mezofilu i pochwy okołowiązkowej roślin ty­
pu C4 występują chloroplasty o wyraźnej strukturalnej dwupostaciowości.
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Chloroplasty mezofilu zawierają wykształcone grana, podczas gdy chloro­
plasty pochwy okołowiązkowej prawie nie zawierają tych struktur (Ryc. 
8a, b). Mogło to stwarzać wrażenie, że np. chloroplasty kukurydzy (87) 
i trzciny cukrowej są ,,bezgranowe” (88). Co więcej, „bezgranowe” chloro­
plasty komórek pochwy okołowiązkowej np. liści Sorghum  miały nie za­
wierać II układu fotosyntezy (89, 90). W roślinach dwuliściennych typu 
C4, np. Portulaca oleracea (16), nie obserwuje się strukturalnej dwuposta- 
ciowości chloroplastów występujących w obu typach komórek, chociaż 
w niektórych innych roślinach można ją stwierdzić. Tak więc, mimo wy­
stępowania lub braku strukturalnej dwupostaciowości chloroplastów ko­
mórek roślin jedno- i dwuliściennych typu C4 (15) nie można wykazać 
przyczynowego związku między budową chloroplastów a fotosyntezą typu 
C4 (16). Stwierdzono bowiem, że chloroplasty komórek pochwy okołowiąz­
kowej mimo braków wyraźnych gran zawierają obok układu I (94—96) 
również aktywny układ II fotosyntezy (94, 97, 98). Mogą więc wytwarzać 
ATP i NADPH w niezbędnej ilości.

R yc. 8a, b. D w upostaciow ość ch lo rop lastów  kom órek  m esofilu  i pochw y okołow iąz­
kow ej liści kuk u ry d zy  (a) i Froelichia gracilis (b). Z djęcie (a) w g (2), zdjęcie (b)

w g (15).

II-3 . W łączanie C 0 2 w  tkankach roślin typu C4

K o r t s c h a k ,  pierwszy stwierdził w 1954 roku, że pierwotnym pro­
duktem fotosyntezy w liściach trzciny cukrowej są czterowęglowe dwu- 
karboksylowe kwasy (16). To samo zjawisko opisał w roku 1960 K a r p i -  
ł o  w (91, 9 la) badający kukurydzę. Wyniki tych prac nie zwróciły uwagi 
aż do czasu publikacji K o r t s c h a k a  w 1965 roku (92), która zapocząt­
kowała serię badań H a t c h a  i S l a c k a  (1, 93). Doprowadziły one do 
poznania nowego mechanizmu włączania C 02 i nazwania tej nowoodkry- 
tej drogi włączania C 02 szlakiem H a t c h a ,  S l a c k a  i K o r t s c h a -  
k a (2). Działanie tego szlaku warunkuje określone rozmieszczenie w ko­
mórkach oraz odpowiednią aktywność trzech enzymów.

2 Postępy Biochem ii http://rcin.org.pl
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II-3a. Enzymy

Pierwszym enzymem wykrytej przez Hatcha, Slacka i Kortschaka dro­
gi jest fosfotransferaza ATP: pirogronian, Ph która przekształca pirogro- 
nian w PEP:

ATP AMP

Pirogronian PEP

Enzym ten występuje wyłącznie w roślinach. Jego aktywność w komór­
kach mezofilu trawy Digitaria sanquinulis (99) jest wyższa (100—200!¿moli/ 
/mg chlorofilu/godz.) niż w komórkach pochwy okołowiązkowej (20— 
50|J.moli/mg chlofilu/godz.). W komórkach pochwy okołowiązkowej piro­
gronian może ulegać fosforylacji, transaminacji lub przemieszczeniu do ko­
mórek mezofilu.

Fosfotransferaza ATP: pirogronian jest enzymem regulatorowym. Jego 
aktywność hamują PEP, AMP, i PP, gdy reakcja przebiega w kierunku 
syntezy PEP, natomiast przez pirogronian gdy przebiega w lewo. Enzyma­
tyczna redukcja grup S—S oraz obecność fosforanu aktywuje fosfotransfe- 
razę, podobnie jak i światło, którego intensywność warunkuje szybkość 
fosforylacji i fotoredukcji enzymu in vivo (1, 4).

Drugim kluczowym enzymem szlaku C4 jest karboksylaza PEP, której 
w latach 50-tych przypisywano tylko rolę we włączaniu COa w ciemności 
oraz w roślinach gruboszowatych (100). Dopiero w czasie badań fotosyn­
tezy roślin typu C4 okazało się, że w trzcinie cukrowej, kukurydzy i sorgo 
aktywność karboksylazy PEP jest 4—5-krotnie wyższa niż szybkość foto­
syntezy tych roślin (101). Enzym katalizuje praktycznie nieodwracalną 
reakcję karboksylacji i hydrolizy:

PEP +  C 0 2 + H 20->szczawiooctan +  Pi

Molekularną „formą C 02” wykorzystywaną w tej reakcji jest w przypad­
ku liścieni orzeszka ziemnego i korzeni kukurydzy (102) H C03_, w przy­
padku zaś liści kukurydzy C 02 (103). Na podstawie wielu danych można 
przyjąć, że enzym z różnych części rośliny wykorzystuje jedną albo dru­
gą formę substratu (7). Km większości karboksylaz dla H C 03_ lub „całko­
witego C 02” wynosi 0,3—0,4mM (7).

Ze względu na kluczową rolę karboksylazy PEP we włączaniu C 02 
przez rośliny typu C4 można oczekiwać własności regulatorowych tego 
enzymu, podobnie jak wykazuje to enzym bakteryjny. Z dotychczasowych 
danych wynika, że 0,25mM szczawiooctan hamuje aktywność karboksylazy 
w 50°/o, natomiast asparaginian i pirogronian tylko w niewielkim stopniu 
(104). Dwu-, trzykrotną stymulację enzymu w wyciągach z liści roślin C4
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obserwowano pod wpływem G-6P, F-6P i R-5P (105, 106), podczas gdy 
3-PGA stymulował lub hamował zależnie od stężenia (105). Ponieważ kar- 
boksylaza z liści roślin C4 wykazuje sigmoidalną krzywą aktywności, moż­
na przypuszczać, że jest enzymem allosterycznym (104, 105). Właściwości 
kinetyczne i fizyczne roślinnych karboksylaz PEP były podstawą wpro­
wadzenia ich podziału na cztery typy. Enzymy każdego typu mają brać 
udział w różnych drogach metabolicznych odpowiednich tkanek (106, 107).

Trzecim enzymem omawianego szlaku jest dehydrogenaza jabłczano- 
wa (dekarboksylująca), która katalizuje reakcję:

Jabłczan +NADP ^  Pirogronian +  NADPH +  C 02
Równowaga reakcji jest przesunięta na prawo i w kierunku przeciwnym 
może przebiegać przy nadmiarze pirogronianu i H C03- . Enzym został 
częściowo oczyszczony z liści kukurydzy (108), współdziała z NADP, wy­
maga dwuwartościowych jonów metali i wykazuje zmienne powinowac­
two (Km) do jabłczanu uwarunkowane pH. Fizjologiczna rola tego enzy­
mu polega na uwalnianiu z jabłczanu C 02, który następnie karboksylaza 
RuDP włącza do cyklu Calvina.

Cechą charakterystyczną omówionych enzymów jest ich znaczna aktyw­
ność, która w przypadku karboksylazy PEP jest 60-krotnie, a dehydro­
genazy jabłczanowej (dekarboksylującej) 10-krotnie wyższa w tkankach 
roślin typu C4 niż C3. Porównanie aktywności karboksylazy PEP i RuDP 
z tkanek roślin typu C3 i C4 przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4
Porównanie aktywności karboksylazy fosfoenolopirogronianowej i rybulozo-1,5-dwufosforanowej 

z tkanek roślin o różnych szlakach fotosyntezy (99)

Typ C3 Typ C4

Enzym
K m

(xM
Jęczmień Festuca

elatior
Digitaria

sanguinalis
Trzcina
cukrowa

Cynodon
dactylon

[¿mole C 0 2 /mg chlorofilu/godz.

Karboksylaza
fosfoenolopiro-
gronianowa 7 14 21 236 830 680

Karboksylaza 
rybulozo-1,5- 
dwufosforanowa 420 296 380 132 130 170

II-3b. Izolow anie komórek m ezofilu  i pochw  okolow iązkow ych

Opracowanie metod izolowania komórek mezofilu i pochwy okołowiąz- 
kowej i ich chloroplastów pozwoliło na ustalenie rozmieszczenia poszcze­
gólnych enzymów biorących udział w asymilacji C 02 w roślinach typu C4. 
Najstarsza z metod polega na rozcieraniu liści w środowisku wodnym i wi­
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rowaniu w gradiencie gęstości (109). Wydzielone tak z komórek mezofilu 
chloroplasty nie włączały jednak C 02. W drugiej metodzie zastosowanej 
do izolowania chloroplastów w środowisku niewodnym wykorzystano zja­
wisko gromadzenia się w pewnych warunkach większej ilości skrobii 
w chloroplastach pochwy okołowiązkowej niż mezofilu, co umożliwia roz­
dzielenie ich na zasadzie różnicy w gęstości (110, 111). Największe zasto­
sowanie znalazła technika polegająca na rozcieraniu liści ze stopniowo 
wzrastającą intensywnością. Powoduje to kolejne uwalnianie zawartości 
komórek epidermalnych, następnie mezofilu i wreszcie pochw okołowiąz- 
kowych, których komórki są najbardziej odporne na rozcieranie. W ten 
sposób można uzyskać chloroplasty, enzymy lub całą zawartość wymie­
nionych komórek (112). Stosowanie tej techniki (113— 118) prowadziło 
jednak do wielu sprzeczności, wynikających z różnic w odporności bada­
nego materiału na „różnicowe” intensywne rozcieranie. Mimo początko­
wych różnych zastrzeżeń, metoda izolowania komórek mezofilu i pochwy 
okołowiązkowej, wykorzystująca różną odporność ich ścian komórkowych, 
znalazła zastosowanie w badaniach (99, 119, 120) a opracowana następnie 
metoda enzymatyczna izolowania protoplastów mezofilu i komórek poch­
wy (122) pozwoliła na ilościowe badania udziału kluczowych enzymów 
szlaku C4 w tych dwu rodzajach komórek (122a).

II-3c. W spółdziałanie szlaku Hatcha, Slacka, K ortschaka i cyklu Calvina

Na podstawie badań kinetyki znakowania produktów fotosyntezy 14C, 
rozmieszczenia i aktywności enzymów w komórkach mezofilu i pochwy 
okołowiązkowej, a także określenia powiązań metabolicznych obu tych 
rodzajów komórek zawierających chloroplasty i karboksylazy PEP i RuDP, 
H a t c h  i S l a c k  (1,13) zaproponowali ciąg reakcji biorących udział we 
włączaniu C 02 w roślinach typu C4. Następujące fakty stanowią podsta­
wę doświadczalną tego mechanizmu:
— przy krótkotrwałym włączaniu COz głównymi produktami są szczawio- 

octan, jabłczan i asparaginian (ponad 50% włączonego znakowania) 
znakowane w C-4, oraz 3-PGA — znakowany w C-l;

— w wyciągach z liści wszystkich roślin typu C4 występują karboksylazy 
PEP i RuDP. Ich aktywności są wyższe lub równe szybkości fotosyn­
tezy odniesionej do ilości chlorofilu;

— liście tych roślin zawierają dwa, różniące się między sobą, rodzaje ko­
mórek fotosyntetyzujących — mezofilu i pochwy okołowiązkowej.
Te oraz inne fakty pozwoliły na schematyczne przedstawienie współ­

działania szlaku Hatcha, Slacka i Kortschaka z cyklem Calvina we włącza­
niu C 02 w roślinach typu C4 (Ryc. 9).

W komórkach mezofilu z C 02 i PEP powstaje pod wpływem karboksy­
lazy szczawiooctan, a z niego zależnie od rośliny jabłczan lub asparagi­
nian, które przenikają do komórek pochwy okołowiązkowej. Tam przy 
udziale dehydrogenazy jabłczanowej (dekarboksylującej) następuje od-
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Ryc. 9. S chem at w sp ó łd z ia łan ia  sz laku  H atcha , S lacka  i K o rtsch ak a  z cyklem  C al-
v in a  u ro ś lin  ty p u  C4.

szczepienie C 02, który staje się substratem karboksylazy RuDP zapocząt­
kowującej reakcje cyklu Calvina. Utworzony z jabłczanu pirogronian 
powraca do komórek mezofilu, gdzie w reakcji fosfotransferazy ATP: pi­
rogronian odtwarza się zużyty uprzednio PEP. Jeśli nośnikiem włączo­
nego C 02 jest asparaginian, wówczas do komórek mezofilu powraca ala­
nina. Jak z tego schematu widać, C 02 związany początkowo w grupie 
karboksylowej kwasów C4 wchodzi następnie do cyklu Calvina, w wyniku 
reakcji katalizowanej przez karboksylazę RuDP. Jest to bowiem jedyny 
układ karboksylujący, dzięki któremu następuje jednoczesne gromadzenie 
produktów reakcji i wzrost ilości akceptora C 02. W przypadku szlaku 
Hatcha, Slacka i Kortschaka tworzone kolejno: PEP, szczawiooctan, jabł­
czan i pirogronian stanowią układ karboksylacji—dekarboksylacji, który 
sam nie jest w stanie netto zasymilować C 02. Z tych względów upadły 
obecnie pierwotne poglądy o szlaku Hatcha, Slacka i Kortschaka jako sa­
modzielnym mechaniźmie włączającym C 0 2.
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Sprzężenie dwóch mechanizmów włączania C 02 przedstawione na ry­
cinie 9 wynika z kilku istotnych cech tego układu stwierdzonych doświad­
czalnie. Jabłczan, asparaginian, alanina, G-3P i 3-PGA są związkami, któ­
re przenikają łatwo przez błonę chloroplastów (por. Tabela 2) jak i między 
komórkami mezofilu i pochwy okołowiązkowej. Badania z zastosowaniem 
izolowanych komórek mezofilu i pochwy okołowiązkowej wykazały, że 
w pierwszych występuje w przeważającej ilości karboksylaza PEP, na­
tomiast w drugich głównie karboksylala RuDP (99, 116, 119—123). Wyni­
kiem takiego rozmieszczenia tych karboksylaz w komórkach mezofilu 
i pochwy okołowiązkowej oraz prawie równomiernego rozmieszczenia 
znacznej aktywności niektórych innych (np. dehydrogenazy G-3P, kinazy 
adenylowej, pirofosfatazy, aminotransferazy asparaginianowej i alanino- 
wej) jest, stwierdzone przez B 1 a c k a (7), zjawisko włączania w rośli­
nach typu C4 pewnej ilości C 02 (u trawy Digitaria sanąuinalis około 15°/o) 
bezpośrednio przez komórki pochwy okołowiązkowej a pozostałej ilości 
przez komórki mezofilu. Autor ten postuluje możliwość zachodzenia tego 
procesu również w tkankach innych roślin.

II-3d. Odchylenia od podstaw ow ego typu fotosyntezy C*

Proces fotosyntezy niektórych roślin typu C4 cechują pewne odchyle­
nia od schematu przedstawionego wyżej. Np. Cynodon dactylon po krót­
kim (<  10 sek.) okresie fotosyntezy znakowany węgiel pojawia się przede 
wszystkim w asparaginianie, a nie w jabłczanie i zanika szybciej niż 
znakowanie jabłczanu (99, 124), a więc odwrotnie niż w przypadku trzci­
ny cukrowej (93, 124). Różnice te są wynikiem znacznie mniejszego 
(<C 5%) poziomu dehydrogenazy jabłczanowej (dekarboksylującej) niż 
w trzcinie cukrowej, kukurydzy i Digitaria sanąuinalis (108, 124— 126) 
i większego poziomu transminaz (126, 127). Ostatnio metabolizm jabłczanu 
i asparaginianu był badany w izolowanych komórkach pochwy 3 grup 
roślin typu C4 (127a). Badane rośliny charakteryzowały się wysoką aktyw­
nością enzymów dekarboksylujących różne czterowęglowe kwasy w każ­
dej z tych grup. D o w n t o n  (126) proponował terminy—rośliny „tworzą­
ce jabłczan” (kukurydza, sorgo) lub „tworzące asparaginian” (Amaranthus, 
Panicum), które jednak nie przyjęły się, ponieważ wszystkie rośliny syn­
tetyzują obydwa związki chociaż w różnej proporcji. Stwierdzono poza 
tym, że poszczególne części tej samej rośliny mogą gromadzić jeden lub 
drugi związek w większej ilości (128). To zróżnicowanie dróg węgla w pro­
cesie fotosyntezy roślin typu C4 stało się dla B 1 a c k a (7) podstawą do 
podziału ich na trzy grupy. Uwzględnił w nim: pierwszy pojawiający się 
produkt włączania I4COz, związek transportowany z komórek mezofilu do 
pochwy okołowiązkowej i z powrotem oraz enzymy związane z tymi prze­
kształceniami.
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Drugim rodzajem odchylenia od podstawowego schematu włączania 
C 0 2 w roślinach typu C4 jest występowanie roślin pośrednich, w których 
działa zarówno mechanizm typu C3 jak i C4 lub też mechanizmy te wy­
stępują oddzielnie w roślinach tej samej rodziny (por. Tabela 3). Wykaza­
no bowiem (129), że w strukturalnie homogennej kulturze tkankowej Por- 
tulaca oleracea fotosynteza przebiega zgodnie ze szlakiem Hatcha, Slacka 
i Kortschaka podczas gdy w starzejących się liściach zachodzi równocześ­
nie wymienionym szlakiem oraz poprzez cykl Calvina. Ponieważ liście te 
mają wieńcowe ułożenie komórek mezofilu i pochwy okołowiązkowej 
wskazuje to, że nie ma przyczynowego związku między anatomią liścia 
roślin typu C4 a mechanizmem włączania C 02 i jego przestrzenne roz­
dzielenie na reakcje zachodzące w obu rodzajach komórek nie jest czyn­
nikiem warunkującym mechanizm fotosyntezy.

Mechanizm włączania CO, w roślinach gruboszowatych można rów­
nież uważać za wypadkowy typu C3—C4. Rośliny gruboszowate są pośred­
nie w stosunku do pozostałych roślin zarówno pod względem budowy liścia 
jak i mechanizmów włączania C 02. Takim przykładem są rośliny z ro­
dziny Aizoaceae. Na podstawie budowy liścia i u ltrastruktury komórki 
postulowano (15), że formą pośrednią jest Mollugo verticillata. Natomiast 
M. cerviana ma typową budowę wieńcową liścia i jest rośliną typu C4 ze 
względu na charakter pierwotnych produktów fotosyntezy i fotooddycha­
nia. M. verticillata ma wprawdzie dobrze wykształcone komórki pochwy 
okołowiązkowej z licznymi chloroplastami, ale komórki mezofilu nie są 
ułożone centrycznie, lecz od strony górnej i dolnej liścia. Pierwszymi pro­
duktami fotosyntezy przy krótkim jej trwaniu są w jednakowej ilości 
3-PGA i fosforany cukrów jak i jabłczan i asparaginian (130). Roślina ta 
wykazuje fotooddychanie o szybkości pośredniej między M. cerviana i ro­
ślinami typu C3. Stwierdzono także, że w liściach sorgo po 1 minutowej 
fotosyntezie jest trzykrotnie więcej 14C-kwasu jabłkowego niż 3-PGA, ale 
po okresie kwitnienia w liściach gromadzi się głównie znakowany 3-PGA 
(131). Jednoznaczne zaliczenie wielu roślin do typu C3 lub C4 staje się 
coraz częściej bardzo wątpliwe. Dalsze badania nad formami pośrednimi 
roślin — jak można oczekiwać — spowodują prawdopodobnie zmiany 
w dotychczasowych poglądach na zależność między budową liścia a droga­
mi węgla w fotosyntezie.

II-4. W łączanie C 0 2 w  tkankach roślin gruboszow atych

Podobieństwo fotosyntezy roślin typu C4 i roślin gruboszowatych zna­
ne jest od dawna. Polega ono na syntezie kwasów organicznych, jako 
pierwszych produktów fotosyntezy (7, 16, 132). Ta analogia stała się pod­
stawą określenia, że rośliny typu C4 są „roślinami gruboszowatymi z bu­
dową wieńcową liści” (14, 15). W tkankach roślin typu C4 procesy pier­
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wotnej karboksylacji prowadzące do syntezy kwasów oraz syntezy cuk­
rów są przestrzennie rozdzielone i zachodzą w dwu różnych rodzajach 
komórek, tworzących wieńcową strukturę liścia. W tkankach roślin grubo- 
szowatych te same procesy metaboliczne są rozdzielone w czasie. Karbo- 
ksylacja PEP i gromadzenie kwasów, głównie jabłkowego, zachodzi w cią­
gu nocy, natomiast w ciągu dnia następuje dekarboksylacja i synteza cuk­
rów (Ryc. 10). Ważnym czynnikiem regulującym proces fotosyntezy jest 
temperatura (133), której optimum jest niższe dla karboksylazy, działają­
cej głównie w nocy, a wyższe dla dehydrogenazy jabłczanowej (dekarbo- 
ksylującej), działającej przede wszystkim w dzień.

Obok tych zewnętrznych podobieństw między fotosyntezą roślin typu 
C4 i gruboszowatych istnieją istotne różnice. B r a d b e e r ,  R a n s o n  
i S t i l l e r  (134), stwierdzili w roślinach gruboszowatych w różnych wa­
runkach doświadczalnych (ciemność lub ciemność +  światło), że znako­
wanie jabłczanu w C-4 wynosi 66°/o, a w C-l tylko 33%. Wyniki te tłu ­
maczyli kolejnymi dwiema karboksylacjami, którym ulega związek trój- 
węglowy prekursora powstającego ze skrobi. Postulowano przeto, że G-6P 
ulega przekształceniu do Ru-5P, a następnie po karboksylacji RuDP jed­
na cząsteczka 3-PGA zawiera znakowanie C-l. Dalsze przekształcenia 
3-PGA prowadzą do powstania PEP, który po karboksylacji daje jabłczan
o znakowaniu w C-4 : C-l jak 2: 1.  Ten ciąg reakcji przedstawia część 
A ryciny 11. Znakowanie 3-PGA potwierdzili inni autorzy (7), natomiast 
znakowanie jabłczanu w kilku roślinach okazało się wyższe (82—95% 
w C-4) przy krótkich okresach fotosyntezy (137, 138), a przy dłuższych 
(do 24 godz.) znakowanie to wynosiło jeszcze 54% w C-4 (137, 138). Na

FOTOSYNTEZA Cu
FOTOSYNTEZA

GRUBOSZOWATYCH

Pierwotno

karboksylacja

Komórki
mezofilu

Synteza Pierwotna

c h 2 o karboksylacja

Komórki pochw 
około wiązkowych

Noc

Synteza

c h 2 o

D z ie ń

PRZESTRZEŃ C ZA S

Ryc. 10. S ch em at p rzes trzen n eg o  i czasow ego rozdzie lan ia  p rocesów  k arb o k sy lac ji.
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Ryc. 11. S chem at re a k c j i zw iązanych  z w łączan iem  C 0 2 w  ciem ności (A) i w  św ie tle  
(A +  B) u  ro ś lin  g ruboszow atych  (wg 7, 135, 136).

tej podstawie przyjęto, że ^-karboksylacja PEP jest główną drogą włącza­
nia C 02 w roślinach gruboszowatych w ciemności (131) przy czym PEP 
pochodzi z glikolitycznego rozpadu skrobi, a nie poprzez oksydacyjny cykl 
pentozowy jak to zaznaczono na rycinie 11.

Powszechnie przyjm uje się, że w roślinach gruboszowatych na świetle 
następuje dekarboksylacja jabłczanu i związanie uwolnionego C 02 w cyklu 
fosforanów pentoz (Ryc. 11, część B). Sprawą otwartą jest los pirogronia- 
nu. Przez analogię z roślinami typu C4 można by założyć, że fosfotransfe­
raza ATP: pirogronian będzie tworzyć PEP, gdyż enzym ten występuje 
w niektórych gruboszowatych (139). Los pirogronianu w tkankach roślin 
oświetlonych nie jest jednak pewny, gdyż w tych warunkach działa rów­
nież karboksylaza PEP (140, 141); mogą więc zachodzić także reakcje inne 
niż te, prowadzące do przekształcenia PEP w heksozy (Ryc. 11, część B). 
Dalsze ilościowe badania tego procesu prowadzone w ciemności i na świetle 
pozwolą określić udział obu karboksylaz we włączaniu netto C 02 w tych 
warunkach. Na podstawie schematu reakcji opracowanego w laboratorium 
B 1 a c k a (7, 135, 136) wyliczono ilości ATP i NADPH potrzebne do włą­
czania cząsteczki C 0 2 (Tabela 5).

Drugim ciekawym zjawiskiem związanym z włączaniem C 02 w liściach 
roślin gruboszowatych jest „rozróżnianie” przez nie izotopów 13C i 12C,
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zaobserwowane również w przypadku roślin typu C3 i C4, ale o ustalonym 
zakresie. Główną reakcją „rozróżniającą” izotopy 13C i 12C jest w tkankach 
roślin typu C3 karboksylacja RuDP (142). Ponieważ rośliny gruboszowate 
asymilują C 02 podobnie jak rośliny typu C4 przy udziale karboksylazy 
PEP, oczekiwano podobnych wartości stosunku rozróżnienia izotopowego. 
Znalezione wartości odbiegały zakresem nie tylko od wszystkich roślin lą­
dowych (7, 142a), ale okazały się niezależne od kryteriów taksonomicz­
nych, gdyż stosunek 13C : 12C u Sedum rubrotintum, S. telephoides i S. te- 
lephium  wynosił opowiednio —14, —22 i —29. To wskazuje, że warunki 
otoczenia mogą powodować zmianę wartości tego stosunku od charakte­
rystycznego dla roślin typu C4 do charakterystycznego dla roślin typu C3 (7). 
Przejście od pierwotnej karboksylacji przy udziale PEP do karboksylacji 
RuDP jako pierwotnej, przejawia się zmianą stosunku izotopowego. W me­
tabolizmie węgla jest to zasadnicza zmiana i łącznie z odmiennym meta­
bolizmem w ciemności i na świetle stanowi złożony mechanizm regula­
cyjny, dotychczas tylko częściowo poznany.

II-5. Budowa liści roślin typu C4 a mechanizmy włączania C 02

II-5a. A spekty adaptacyjne

Wykształcenie się w roślinach różnic w fotosyntetycznym włączaniu 
COz jest zdaniem L a e t s c h a  (16) wynikiem ich adaptacji do warunków 
środowiska. I tak rośliny typu C4 charakteryzują rejony o okresach suszy 
i deszczów, a rośliny gruboszowate rejony mniej lub bardziej suche (14, 
132). Obie grupy roślin cechuje wysoki stosunek włączanego C 02 do po­
branej wody (7). Ograniczona ilość wody w środowisku spowodowała wy­
kształcenie takiej proporcji powierzchni rośliny gruboszowatej do jej ob­
jętości, która jest korzystna dla zatrzymania wody w tkankach, nie jest 
natomiast korzystna dla wymiany gazowej. Rośliny typu C4 przystosowały 
się więc do środowiska o okresach suszy i obfitych deszczów, kiedy inten­
sywnie rosną i asymilują. Budowa wieńcowa liści pozwala im z jednej 
strony ograniczać straty wody, z drugiej zaś wydajnie włączać C 02 (16). 
Wiadomo np., że szybkość transpiracji traw typu C4 i roślin C4 z rodzaju 
Atriplex  jest znacznie mniejsza niż traw  typu C3 i roślin C3 z rodzaju At- 
riplec: U43, 144).

Rośliny typu C4 budzą najczęściej większe zainteresowanie ze względu 
na związek między anatomią liści a metabolizmem węgla, którego wyni­
kiem są obniżone straty C 02 na skutek fotooddychania (por. rozdział IV). 
Zdaniem L a e t s c h a  (16) jest to zjawisko wtórne w stosunku do pier­
wotnego, jakim było przystosowanie się roślin do wegetacji w warunkach 
ograniczonej ilości wody. Na poparcie tej tezy przytacza następującą za­
leżność. Mesembryanthemum crystalinum  jest rośliną gruboszowatą, gdy 
rośnie w środowisku zawierającym NaCl, natomiast typu C3, gdy nie ma
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tej soli w podłożu (1, 45). Rośliny typu C4 jak i gruboszowate są często ha- 
lofitami. Środowiska kserofityczne zawierają znaczne ilości kationów (Na, 
K), które rośliny pobierają dla zachowania równowagi kationowo-aniono- 
wej z kwasami organicznymi (146). Jest wobec tego możliwe, że P-karbo- 
ksylacja była formą przystosowania się roślin do syntezy anionów dla 
zrównoważenia nagromadzonych kationów na skutek zasolenia środo­
wiska. Tak więc zmiany adaptacyjne struktury liści wywołane brakiem 
wody i zasoleniem poprzedziły zmiany prowadzące do wydajnego wiąza­
nia co2.

II-5b. A spekty m etaboliczne

Zakładając współzależność cech struktury i funkcji można wg L a e t -  
s c h a (16) przedstawić obecne poglądy na mechanizm fotosyntezy roślin 
typu C4 dwoma modelami (Ryc. 12). Pierwszy pogląd najbardziej rozpow­
szechniony, zakłada (Ryc. 12A), że pierwotna reakcja karboksylacji zacho­
dzi w chloroplastach komórek mezofilu, skąd jabłczan lub asparaginian 
jest transportowany do komórek pochwy okołowiązkowej. Tam następuje 
ich dekarboksylacja i COz jest ponownie wiązany i pojawia się w 3-PGA 
(por. Ryc. 9 i rozdział II-3a, b i c). Istotnym elementem tego modelu jest 
zwiększenie stężenia C 02 w komórkach pochwy okołowiązkowej. Ten ro­
dzaj ,,pompy C 02”, zwiększając poziom C 02 hamuje wytwarzanie gliko- 
lanu, a tym samym ogranicza fotooddychanie (por. rozdział IV). Dla peł­
nego potwierdzenia tego modelu brak jest dotąd bezpośrednich danych do­
tyczących transportu kwasów C4 z komórek mezofilu do pochwy około­
wiązkowej (16). Zgodnie z modelem „pompy C 02” wieńcowa budowa liści 
ma być adaptacją prowadzącą do zwiększonego stężenia C 02 w tkankach, 
które hamuje fotooddychanie i zwiększa przez to wydajność fotosyntezy 
(por. Tabela 5).

a) Pom pa CC>2 b) Wychwy ty  wanie CC>2

Ryc. 12. P o stu low ane  m echan izm y w łączan ia  C 0 2 u  ro ś lin  ty p u  C4 w y n ik a jąc e  z b u ­
dow y w ieńcow ej liścia. (16)

A — m echanizm  pom py COz, B — m echanizm  w ych w ytyw an ia  C 0 2.
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Drugi pogląd (zilustrowany na Ryc. 12B) zakłada, że pierwotna kar.bo- 
ksylacja zachodzi w cytoplaźmie komórek mezofilu, a kwasy C4 ulegają 
dekarboksylacji w chloroplastach, gdzie COz zostaje włączony w reduk­
cyjnym cyklu pentozowym. Związkami transportowanymi z chloroplastów 
komórek mezofilu do chloroplastów pochwy okołowiązkowej do syntezy 
skrobi są pośredniki cyklu Calvina. Część C 02 może być wiązana bezpo­
średnio w komórkach pochwy okołowiązkowej. Według tego modelu foto- 
oddychanie przebiega głównie w komórkach pochwy okołowiązkowej, 
a wydzielony COz ponownie ulega związaniu w cytoplaźmie komórek me­
zofilu, co stanowić ma mechanizm „wychwytywania C 02”. Za słusznością 
tego modelu przemawiają badania rozmieszczenia enzymów. Karboksylaza 
RuDP występuje we frakcjach pochodzących z komórek mezofilu (110, 
112, 114, 115, 118), a rozmieszczenie innych enzymów cyklu Calvina nie 
różni się istotnie (1, 16, 99).

Pierwszym doświadczalnym potwierdzeniem mechanizmu włączania C 02 
według modelu B były dane z pracowni G i . b b s a  (148, 149), gdzie stw ier­
dzono znaczne włączanie C 02 przez chloroplasty 4-6 dniowych siewek ku­
kurydzy i syntezę produktów charakterystycznych dla roślin typu C3, pod­
czas gdy liście, z których wyizolowano chloroplasty, wytwarzały produkty 
fotosyntezy typu C4. Co więcej, karboksylazę PEP znaleziono w roztworze 
zastosowanym do izolowania chloroplastów, a otrzymane chloroplasty nie 
metabolizowały jabłczanu i aspiraginianu (148). Podobnie chloroplasty 
Amaranthus nie zawierały karboksylazy PEP, chociaż stwierdzono ją 
w supernatancie (150). Model B, którego zwolennikiem jest L a e t s c h 
(16) nie wymaga wahadłowego transportu metabolitów między warstwa­
mi komórek, jak w modelu A Założenie, że karboksylacja PEP zachodzi 
w cytoplaźmie byłoby zgodne z ogólnym poglądem o miejscu tej reakcji 
w kcmórkach innych roślin (2). Ostateczne rozstrzygnięcie, który z tych 
modeli jest słuszny, będzie możliwe po opracowaniu lepszych metod izo­
lowania komórek obu typów, uzyskaniu z nich chloroplastów włączają­
cych C 02, oraz po wykazaniu, że chloroplasty roślin typu C4 mogą wy­
twarzać produkty fotosyntezy typu C3.

II-6 . C harakterystyczne cechy fotosyntezy trzech podstaw ow ych grup

Tabela 5 podaje zestawione przez Blacka porównawcze dane dotyczą­
ce właściwości fotosyntetycznych trzech podstawowych grup roślin (C3, 
C4 i gruboszowatych). Niektóre charakterystyczne cechy tych roślin zo­
stały już omówione w tekście artykułu, inne jak np. fotooddychanie bę­
dzie przedmiotem rozdziału IV, pozostałe natomiast przedstawione liczbo­
wo w tabeli 5 ilustrują najlepiej zależność między budową liści tych roślin 
a następstwami fizjologicznymi lub biochemicznymi, które ona warunkuje. 
Dotyczy to między innymi takich parametrów jak optimum tem peratury 
wegetacji, szybkości maksymalnej fotosyntezy, stężenia C 02 w punkcie 
kompensacyjnym, wpływu stężenia tlenu na fotosyntezę i fotooddycha-
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nie. Ze względów ekologicznych i użytkowych najbardziej jest interesu­
jąca wydajność fotosyntetyczna roślin t.zw. produktywność.

III. Regulacja cyklu Calvina

Z przedstawionych w poprzednim rozdziale faktów wynika, że wspól­
nym dla wszystkich roślin mechanizmem włączania C 02 w procesie foto­
syntezy jest redukcyjny cykl fosforanów pentoz, nazywany potocznie cyk­
lem Calvina. Tak podstawowy i powszechny proces, jak można oczekiwać, 
musi podlegać precyzyjnej i zróżnicowanej regulacji. W ostatnim dziesię­
cioleciu uzyskano wiele danych wskazujących, że mechanizm regulacji 
cyklu polega na zmianach aktywności enzymów, wywołanych światłem 
lub ciemnością oraz zmianach szybkości transportu metabolitów przez bło­
nę chloroplastów (por. rozdział I). Wykazanie etapów cyklu podlegają­
cych regulacji stało się możliwe dzięki zastosowaniu trzech podstawowych 
technik badawczych: a) badanie kinetyki znakowania metabolitów cyklu 
w komórkach glonów in vivo oraz w izolowanych chloroplastach przy 
zmianie warunków oświetlenia: światło/ciemność i ciemność/światło: b) 
badanie poziomu metabolitów i koenzymów w rekonstruowanym układzie 
chloroplastów oraz c) badanie właściwości enzymów regulatorowych po 
ich wyizolowaniu, przy czym szczególnie charakterystycznym enzymem 
cyklu okazała się karboksylaza RuDP. Okazało się także, że istotnym ele­
mentem regulacji jest światło, które w sposób pośredni wpływa na aktyw­
ność enzymów regulatorowych. Wynikiem tego jest działanie cyklu reduk­
cyjnego w świetle a oksydacyjnego w ciemności.

I I I - l .  Enzym y regulacyjne cyklu

Enzymami odpowiedzialnymi za regulację szybkości działania cyklu 
redukcyjnego w świetle są: kinaza Ru-5P (a), karboksylaza RuDP (b), de­
hydrogenaza G-3P (c), fosfataza FDP (d), fosfataza SDP (e) oraz w oksy­
dacyjnym cyklu fosforanów pentoz w ciemności: dehydrogenaza G-6P (f). 
Miejsce ich działania w cyklu Calvina zaznaczono strzałkami na ryci­
nie 13.

Kinaza Ru-5P (a). Aktywność tego enzymu, dostarczającego RuDP, 
bezpośredniego akceptora C 02, wydaje się zależeć od dwóch czynników, 
obu uwarunkowanych światłem. Pierwszym jest wysoki stan energetycz­
ny (organizmów chemosyntetyzujących lub chloroplastów), którego wyni­
kiem jest wysoki poziom ATP (a niski AMP). Drugim jest wysoki poziom 
NADH w organizmach chemosyntetyzujących (3) lub ATP w fotosynte- 
tyzujących. Wysoki poziom ATP jako substratu przyspiesza reakcję, na­
tomiast hamuje ją AMP jako inhibitor współzawodniczy (151—155). Rola 
wysokiego poziomu NADH (156) może być dwojaka — jako źródła energii 
oraz jako czynnika redukującego. Dodanie bowiem witaminy K5 (156a), 
która przyjmując elektrony z fotosyntetycznego transportu i utleniając 
się w świetle tlenem z powietrza — uniemożliwia redukcję enzymu, a przez
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to jego aktywację. Aktywność kinazy RuDP w chloroplastach i liściach 
wzrasta pod wpływem światła (157—161). Aktywacja enzymu w chloro­
plastach po ich wstępnym oświetleniu następuje po t 1/2 =  15sek, a wzbu­
dzony światłem aktywny stan enzymu zanika w ciemności z szybkością 
t 1/2 =  8 min. (160). Aktywność enzymu hamują wolne jony magnezu oraz 
inhibitory transportu elektronów. Wskazywałoby to, że aktywacja kinazy 
Ru-5P jest wynikiem wytworzonego pod wpływem światła reduktora w 
miejscu poprzedzającym ferredoksynę (160).

Dehydrogenaza G-3P (c). Enzym występujący w chloroplastach współ­
działa z NADP (162—164), a także z NAD. Próby rozdzielenia obydwu en­
zymów wydzielonych z liści szpinaku (165) i Chlamydomonas reinhardi 
(165) nie powiodły się, wykazano natomiast w enzymie otrzymanym z liści 
grochu (167), a ostatnio także z chloroplastów zielonych korzeni grochu 
współzawodnictwo między obu koenzymami. Na przykładzie doświadczeń 
z Euglena gracilis (169) i Chlamy domonas reinhardi (170) hodowanych 
w ciemności, a następnie oświetlanych, co powodowało wzrost aktywnoś­
ci dehydrogenazy współdziałającej z NADP, postulowano, że zmiana spe­
cyficzności enzymu wobec nukleotydów NAD i NADP następuje pod wpły­
wem światła (170). W świetle enzym współdziałałby z NADPH, powsta­
jącym w wyniku fotosyntetycznego transportu elektronów, natomiast 
w ciemności z NADH, jak enzym glikolityczny. Przekształcenie jednej for­
my enzymu w drugą na skutek naświetlania etiolowanych siewek fasoli nie 
ulegała zahamowaniu przez chloramfenikol (171). Wzrost aktywności de­
hydrogenazy z NADP następował bardzo szybko (172), bo po 5—10 min. 
oświetlenia i nie hamowała go aktynomycyna (173). W izolowanych chlo­
roplastach wzrostowi aktywności dehydrogenazy G-3P współdziałającej 
z NADP towarzyszył spadek aktywności z NAD (174), podobnie jak w liś­
ciach Lemna gibba (175). Wyniki te wskazywały, że pojawienie się for­
my enzymu współdziałającej z NADP nie jest syntezą białka de novo.

Ponieważ inkubacja homogenatu liści szpinaku lub bobu z NADPH 
zwiększała 6-krotnie aktywność dehydrogenazy, którą jeszcze wzmagał 
dwutiotreitol, podczas gdy sam dwutiotreitol nie zwiększał aktywności 
enzymu (176), postulowano, że aktywacja dehydrogenazy G-3P przez 
światło polega na wytworzeniu w niecyklicznym transporcie elektronów 
NADPH, który jest związkiem aktywującym. Tłumaczyłoby to mechanizm 
aktywacji enzymu, ale nie zmianę specyficzności dehydrogenazy w sto­
sunku do NAD i NADP w ciemności i na świetle. Biorąc pod uwagę bu­
dowę tetrameryczną dehydrogenazy G-3P oraz wyniki oznaczeń kinetycz­
nych rozważano ostatnio możliwość występowania w enzymie dwu rodza­
jów miejsc wiążących nukleotydy (168). Jedne z nich mogłyby wiązać 
NAD i NADP, drugie zaś tylko jeden z nich, a więc inaczej niż w enzy­
mie z Euglena, w którym istnieje oddzielne miejsce wiązania NAD i NADP 
(177). Dehydrogenazę G-3P aktywują ATP i wysokie stężenie jonów mag­
nezu (178).
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Fosfataza FDP i SDP (E.C. 3.1.3.11) (d,e). Badania zmian poziomu stę­
żeń fruktozo-l,6-dwufosforanu i sedoheptulozo-l,7-dwufosforanu w ko­
mórkach Chlorella towarzyszące przejściu ze światła do ciemności i z ciem­
ności do światła przyczyniły się do wykrycia regulatorowej roli fosfata­
zy FDP i SDP w przekształcaniu tych cukrów w ich monofosforany. FDP 
i SDP nagromadzały się w ciemności, natomiast w świetle ich poziom obni­
żał się (179). Dodanie w świetle kwasu kaprylowego (180) lub witaminy K 5 
(156a) powodowało wzrost poziomu tych związków, co wskazywało na ha­
mowanie fosfatazy. Również azotyn (działając jako akceptor elektronów) 
hamował aktywność fosfatazy FDP i SDP (19).

Fosfataza FDP jest enzymem chloroplastowym (157, 181). U Euglena 
gracilis hodowanej w ciemności aktywność tego enzymu jest niewielka, 
wzrasta zaś po naświetleniu komórek prawie równolegle ze wzrostem iloś­
ci chlorofilu (182a). Optimum pH fosfatazy FDP z liści szpinaku zależy od 
stężenia jonów magnezu (182). Homogenny preparat enzymu (182, 183) 
w odróżnieniu od swego odpowiednika z komórek niefotosyntetyzujących, 
nie jest hamowany przez AMP. Oczyszczony enzym ma ciężar cząsteczko­
wy 195 000 (3).

Aktywność chloroplastowej fosfatazy FDP zależy od współdziałania 
enzymu ze składnikiem białkowym (niezidentyfikowanym), jonami mag­
nezu i zredukowaną ferredoksyną (22, 183, 184) wg reakcji:

chloroplasty
4 Ferredoksynauti. +  2HaO —----------------* 4 Ferredoksynazre(i +  0 2

światło
składnik

F D P -a z a nieaktywna + Ferredoksynazred. -------* FD p-azaaktywna +  Ferredoksynautl.
białkowy

aktywna FDP-aza
FDP + H 20 ------------------------- . F-6P -I- Pi

Mg2+

Zredukowaną ferredoksynę można zastąpić dwutiotreitolem (189). 
Aktywacja fosfatazy FDP i SDP pod wpływem światła polega więc na 
wywołaniu fotosyntetycznego transportu elektronów, któremu towarzy­
szy z jednej strony redukcja ferredoksyny, a z drugiej przemieszczanie się 
protonów, alkalizacja stromy chloroplastów i nagromadzanie się w niej 
Mg2+ (por. rozdział 1-7). Ciemność uniemożliwia redukcję ferrodoksyny 
i prowadzi do obniżenia pH i stężenia jonów Mg2+ w stromie. Wynikiem 
tych reakcji jest spadek aktywności fosfatazy, nagromadzenie się FDP 
i SDP i w następstwie zmniejszone włączanie C 0 2 z braku dostatecznej 
ilości jego akceptora — RuDP.

Dehydrogenaza G-6P (f). Badania kinetyki znakowania metabolitów fo­
tosyntezy w komórkach Chlorella oraz chloroplastach (156a, 185) wyka­
zały natychmiastowe pojawienie się 6-P-Glu po przejściu ze światła do 
ciemności lub w świetle w obecności witaminy K 5. W chloroplastach i liś­
ciach światło hamowało aktywność dehydrogenazy (186, 187), natomiast 
NADP ją aktywował (188). Co więcej, 6-P-Glu w fizjologicznym zakresie
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stężeń hamuje aktywność karboksylazy RuDP (74, 190—192), co powodu­
je, znaczne obniżenie poziomu RuDP, substratu karboksylacji. Przeciw­
nie, zwiększony w świetle poziom RuDP powodował hamowanie aktyw­
ności dehydrogenazy G-6P niebiesko-zielonych glonów (193), a NADP 
w pewnych warunkach aktywował karboksylazę RuDP (194). Ostatnie 
badania L e n d z i a n a  i B a s s h a m a  (190) nie tylko potwierdziły po­
przednie obserwacje, lecz stały się podstawą do bardziej precyzyjnego 
określenia mechanizmu regulacji dehydrogenazy G-6P przez RuDP i sto­
sunek NADPH/NADP i oddziaływanie układu dehydrogenazy G-6P na re­
dukcyjny cykl fosforanów pentoz. Tak więc RuDP i NADPH metabolity 
cyklu redukcyjnego, hamują aktywność dehydrogenazy G-6P, natomiast 
6-P-Glu, metabolit cyklu oksydacyjnego hamuje aktywność karboksyla­
zy RuDP. Jest to więc mechanizm wzajemnej regulacji obu cykli poprzez 
poziomy kluczowych metabolitów — RuDP i 6-P-Glu oraz wspólne ogni­
wo, jakim jest zmienny stosunek NADPH/NADP. Cykl redukcyjny podle­
ga regulacji przez wysoki stosunek nukleotydów, a RuDP i 6-P-Glu są dal­
szymi czynnikami regulacji w cyklach, w których nie są metabolitami. 
W przeciwieństwie do innych organizmów w chloroplastach roślin ATP 
nie bierze udziału w regulacji dehydrogenazy G-6P i działania oksyda­
cyjnego cyklu fosforanów pentoz (192).

III-2. W łaściw ości i regulacja karboksylazy RuDP

Karboksylaza RuDP (E.C. 4.1.139) (b) jest szczególnym enzymem cyklu 
i’otosyntetycznej redukcji węgla, zarówno ze względu na katalizowaną 
przez siebie reakcję, jak i na swoje właściwości. Wynika to częściowo 
z właściwości substratu rybulozo-l,5-dwufosforanu. Ta ketoza bowiem, 
z dwoma grupami fosforanowymi i otwartym łańcuchem węglowym, jest 
tak reaktywna, że przyłączenie cząsteczki CO, z utworzeniem 2 cząsteczek 
3-PGA zachodzi bez dodatkowego wkładu energetycznego (18). Szczegól­
nie istotne są właściwości enzymu, który działa jako karboksylaza (194— 
196), ale także jako oksygenaza (197—199). Następstwa fizjologiczne tej 
ostatniej aktywności zostaną omówione w części IV artykułu.

Ta niespotykana specyficzność enzymu powoduje następujący przebieg 
reakcji:

(a) RuDP +  14C 0 2 -► [ l -14C]-3-P-glicerynian +  3-PGA
(b) RuDP +  180 2 -»■ [ l -180]-P-glikolan +  3-PGA

W reakcji (a) enzym działa jako karboksylaza, w reakcji (b) zaś jako 
oksygenaza. W reakcji (a) C 02 jest dołączany do C2 RuDP a rozpad hy- 
drolityczny zachodzi między C2 i C3, tworząc 2 cząsteczki 3-PGA. W reak­
cji (b) 0 2 przyłącza się do C2 RuDP (związanego z enzymem), który ma 
częściowo charakter anionowy na skutek utworzenia karboanionu przy C2. 
Hydroliza tego pośrednika prowadzi do powstania fosfoglikolanu i 3-PGA.

3 Postępy Biochem ii http://rcin.org.pl
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Z przebiegu reakcji widać, że COz i 0 2 współzawodniczą o miejsce aktyw­
ne karboksylazy/oksygenazy RuDP, przy czym C 02 hamuje reakcję utle- 
nowania a 0 2 hamuje karboksylację RuDP.

Nie tylko właściwości enzymu, ale i historia jego odkrycia była niety­
powa. W stanie elektroforetycznie czystym białko enzymu, jako t.zw. 
„frakcję I białka” otrzymali W i l d m a n  i B o n n e r  w 1947 r. (200), 
a więc 7 lat wcześniej niż wykryto substrat i jego karboksylację (201, 
202). Po blisko 25 latach wykazano identyczność „frakcji I białka” i kar­
boksylazy RuDP (21, 22), która może stanowić nawet połowę frakcji roz­
puszczalnej białek chloroplastowych (21). Oczyszczony preparat enzymu 
otrzymano prawie równocześnie w laboratoriach H o r e c k e r a ,
O c h o a’y i R a c k e r a  w latach 1956/57 (21, 22). Karboksylaza RuDP 
z glonów i wyższych roślin ma masę cząsteczkową około 560 000 daltonów 
(S20)w — 18,5) i pod wpływem siarczanu dodecylu, mocznika lub chlorowo­
dorku gwanidyny dysocjuje na 2 rodzaje podjednostek: 8 o masie 54 000— 
60 000 i 8 podjednostek o masie 12 000— 16 000 daltonów (22, 203).

Karboksylaza RuDP wykazuje duże powinowactwo do RuDP (Km =  
=  1—2,5XlO_4M) (194, 204) przy wysycającym poziomie Mg2+ (Km =  
=  1X10~3M). Natomiast powinowactwo do H C 03~ — jako do drugiego 
substratu (Km =  1—2X10_2M) (204, 205) było od początku badań sprawą 
dyskusyjną, wobec małej aktywności cząsteczkowej karboksylazy (1340 
(¿moli H C03~ włączonego/mol enzymu/min.), enzymu o tak podstawowym 
znaczeniu. Ważnym odkryciem było stwierdzenie (206), że substratem kar­
boksylazy jest C 02 a nie H C03~. Okazało się wówczas, że stała Km wyno­
si 4,5XlO-4M. Odpowiada to w przybliżeniu ogólnej zawartości „C 02” 
(C02 +  H C03- -ł-H2C 03) w zbuforowanym roztworze o pH 7,9 w równowa­
dze z dwutlenkiem węgla w powietrzu (203). W roztworze o pH 7,9 gazowy 
C 02 stanowi mniej niż 1% ogólnej ilości węgla, stąd dla uzyskania od­
powiedniej szybkości włączania C 02 przez preparat karboksylazy niezbęd­
na jest aktywacja enzymu. Wniosek taki wypływał również z obserwacji, 
że izolowane chloroplasty wykazują większe powinowactwo do jonu wę­
glanowego niż preparat karboksylazy (30, 207). Okazało się (23, 72, 200, 
209, 211), że przez zwiększenie stężenia Mg2+ w mieszaninie reakcyjnej, 
zwiększa się powinowactwo karboksylazy do H C03" i Km =  22mM (206) 
osiąga wówczas wartość 5,6mM (68). Ostatnio stwierdzono występowanie 
formy karboksylazy RuDP o niskiej wartości Km wobec H C03~ (0,5— 
0,8mM) (212), co odpowiadałoby nienaruszonym chloroplastom w czasie fo­
tosyntezy. Zdaniem L i l l e y  i W a l k e r a  (211) istotne znaczenie ma 
nie tylko powinowactwo ale także szybkość maksymalna i ilość karboksy­
lazy. Dane B a h r a  i J e n s e n a  (212) wykazują bowiem, że forma 
karboksylazy o niskim Km przy szybkości włączania 24[xmoli C 02/mg 
chl./godz niewiele różni się wydajnością od formy o pośredniej Km (z mniej­
szym powinowactwem ale wyższej szybkości maksymalnej), która przy
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tym samym stężeniu C 02 w środowisku (9|xM) włączała 27(j-moli C 02/mg 
chl./godz.).

Poza jonami magnezu, aktywatorami karboksylazy RuDP jest F-6P 
(209, 214), powstający w świetle z FDP pod wpływem fosfatazy, oraz 
znacznie silniejszym 6-P-Glu, FDP hamuje natomiast aktywność tego en­
zymu. Aktywność karboksylazy RuDP jest więc uwarunkowana stosun­
kiem stężeń F-6P/FDP (21). Obserwacje te są sprzeczne z wynikami pra­
cowni B a s s h a m a  (74, 190). Okazało się, że stymulacja lub hamowa­
nie aktywności karboksylazy RuDP zależy nie tylko od stężenia badanych 
związków (substratów i efektorów) ale także od kolejności ich dodawania. 
Zapoczątkowało to bardziej szczegółowe badania własności regulatorowych 
tego enzymu (193a, 215).

Aktywność karboksylazy RuDP z liści szpinaku jest, przy niskich stę­
żeniach C 02 i lOmM stężeniu jonów magnezu, regulowana przez substraty
— RuDP i CO, oraz przez efektory — 6-P-Glu, NADPH i FDP, nie jest 
nim natomiast F-6P. Wstępna preinkubacja enzymu z H C 03-  i Mg2+ jest 
warunkiem koniecznym by fizjologiczne stężenia RuDP nie hamowały je­
go aktywności. Najwyższą aktywność enzymu uzyskuje się wówczas gdy 
mieszanina reakcyjna zawiera w czasie preinkubacji również 0,0ImM 
6-P-Glu lub 0,5 mM NADPH. Inhibitorami współzawodniczymi enzymu, 
po jego preinkubacji z H C03~ i Mg2+ w stosunku do RuDP są 6-P-Glu 
i FDP (wartości K ; dla 6-P-Glu i FDP wynoszą odpowiednio 0,02mM i 190 
m-M). NADPH lub 3-PGA dodane w stężeniach fizjologicznych równocześ­
nie z RuDP nie wpływają na aktywność enzymu.

Na podstawie tych wyników, C h u  i B a s s h a m  (190, 193a, 215) 
proponują allosteryczny model regulacji w połączeniu ze współzawodni­
czą inhibicją przez 6-P-Glu i FDP. Według tego modelu allosteryczne 
białko enzymu zawiera miejsca katalityczne, które wiążą substraty — 
RuDP i C 02 oraz 6-PGlu i FDP i co najmniej 4 miejsca regulatorowe, 
oznaczone I, At, A2 i A3. Przy braku Mg2+ lub H C03~, miejsce I wiąże 
silnie RuDP co powoduje zmiany konformacyjne cząsteczki enzymu, utrzy­
mujące się przez 20 min, mimo dodanych następnie jonów magnezu 
i H C03~. Jeśli w środowisku nie ma RuDP, w miejscu A3 wiąże się Mg2+ 
i H C 03~ (lub COz), co powoduje utworzenie aktywnej formy enzymu ale 
z mniejszym powinowactwem do RuDP w miejscu I. Dodanie do takiego 
preparatu RuDP w stężęniu fizjologicznym wywołuje tylko częściową 
utratę jego aktywności. Ta aktywna forma enzymu może, w czasie prein­
kubacji z Mg2+ i H C 03_ , wiązać 6-PGlu lub FDP w miejscu A! a NADPH 
w miejscu A2. Przy optymalnym poziomie związanych efektorów (6-PGlu 
lub NADPH) enzym zachowuje pełną aktywność, nawet jeśli następnie zo­
staje dodany RuDP. Przy braku jednego z efektorów, dodanie RuDP po 
okresie preinkubacji zmniejsza aktywność do ok. 40°/o. Mniej skuteczne 
działanie FDP jako efektora jest wynikiem wiązania go zarówno w miejs­
cu I jak i Ai.
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Tak złożony mechanizm regulacji aktywności karboksylazy RuDP tłu­
maczy wprawdzie obserwowane efekty różnych związków na aktywność 
enzymu, jednak do pełnego wyjaśnienia mechanizmu konieczne będzie 
zbadanie współdziałania podjednostek katalitycznych i regulatorowych 
allosterycznego białka enzymatycznego w wiązaniu substratów i efektorów.

III-3. R egulacja cyklu

Badania kinetyki znakowania metabolitów w komórkach Chlorella 
i izolowanych chloroplastach w czasie przejścia światło—ciemność i ciem­
ność—światło oraz w świetle po dodaniu inhibitorów (witaminy K5 i kwa­
su kaprylowego) wykazały: regulację na świetle następujących etapów 
redukcyjnego cyklu fosforanów pentoz (18, 19, 73, 156a, 179), oznaczonych 
strzałkami na rycinie 13: (a) fosforylacja Ru5P z utworzeniem RuDP; (b) 
karboksylacja RuDP z utworzeniem 3-PGA; (c) redukcja 3-PGA z utwo­
rzeniem G-3P; (d) i (e) hydroliza FDP i SDP z utworzeniem monofosfo- 
ranów tych cukrów, a w ciemności, w oksydacyjnym cyklu fosforanów 
pentoz utlenianie G-6P z utworzeniem 6-PGlu (f).

Światło nie aktywuje bezpośrednio żadnego z tych enzymów. Wywo­
łuje natomiast transport elektronów i protonów w chloroplastach, które­
mu towarzyszy wytwarzanie czynników redukcyjnych w postaci zreduko­
wanej ferredoksyny i NADPH oraz gromadzenie się w stromie jonów Mg2+ 
(por. rozdz. 1-7). Dopiero one są bezpośrednimi aktywatorami enzymów. 
I tak jony Mg2+ i zredukowana ferredoksyna aktywują fosfatazy FDP 
i SDP; NADPH i Mg2+ aktywują karboksylazę RuDP, a NADPH kinazę 
Ru5P i dehydrogenazę G-3P.

Brak światła natomiast, przerywając transport elektronów aktywuje 
dehydrogenazę G-6P na skutek gromadzenia się w tych warunkach NADP, 
który jest właściwym aktywatorem enzymu.,

Zaznaczone strzałkami na rycinie 13 miejsca regulacji metabolicznej 
cyklu działają łącznie, aktywując w świetle fotosyntetyczny cykl reduk­
cji węgla przy wysokim stosunku NADPH/NADP, a w ciemności hamują 
go przy niskim stosunku NADPH/NADP, aktywując równocześnie za po­
średnictwem dehydrogenazy G-6P oksydacyjny cykl fosforanów pentoz.

Powiązania cyklu Calvina z dalszymi przemianami są następujące: Ki­
naza pirogronianowa (enzym regulatorowy występujący poza cyklem) 
przekształca FEP w pirogronian, który jest substratem w syntezie amino­
kwasów (alaniny) lub kwasów tłuszczowych (poprzez acetyloCoA). Spadek 
aktywności fosfatazy FDP powoduje nagromadzanie się 3-PGA, (G-3P) 
i DHAP, które mogą być wykorzystane w syntezie tłuszczów i białek. Syn­
teza tłuszczów z cukru wymaga redukcji DHAP w celu wytworzenia fo­
sforanu glicerolu, co powoduje zmniejszenie szybkości utleniania fosfo­
ranów trioz w ciemności. G-6P powstaje z F-6P zarówno w świetle jak 
i w ciemności. Na świetle obydwa związki są przekształcane w cukrowce
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z udziałem UTP w syntezie sacharozy lub ATP w syntezie skrobi, w ciem­
ności zaś G-6P zostaje utleniony do 6-PGlu.

Charakterystycznym elementem regulacji cyklu jest fakt, że 3-PGA 
i fosforany trioz potrzebne do syntezy białka i tłuszczy powstają w na­
stępstwie karboksylacji a przed reakcją katalizowania przez fosfatazy FDP 
i SDP. Natomiast związek potrzebny do syntezy cukrowców — frukto-6- 
-fosforan pojawia się po reakcji katalizowanej przez fosfatazę FDP a przed 
reakcją karboksylacji. Karboksylacja RuDP i reakcja katalizowana przez 
fosfatazy FDP i SDP są etapami ograniczającymi szybkość działania cyklu 
Calvina. Mała przeto nawet zmiana stosunku aktywności tych enzymów 
może powodować, że pośredniki cyklu zaczną nagromadzać się bądź w pier­
wszej połowie cyklu, t.j. między reakcją katalizowaną przez karboksylazę 
RuDP a reakcją katalizowaną przez fosfatazę FDP, bądź też drugiej po­
łowie cyklu po reakcji katalizowanej przez fosfatazę FDP a przed karbo- 
ksylacją RuDP. Ten mechanizm regulacji umożliwia gromadzenie się me­
tabolitów cyklu redukcji węgla w miejscu, gdzie są one potrzebne do dal­
szych biosyntez (18).

Ryc. 13. F o to sy n te ty czn y  cykl re d u k c ji fo sfo ranów  pen toz  (cykl C alv ina) i e tapy  
jego reg u lac ji w g B a s s h a m a  (18—20, uproszczony). O b jaśn ien ia  w  tekście.

Wspólną cechą wszystkich enzymów regulatorowych cyklu jest, zgod­
nie z ogólną zasadą, ,,nieodwracalność” katalizowanych przez nie reakcji. 
Wartości zmiany energii swobodnej stanów równowagi dynamicznej po­
szczególnych reakcji w przypadku reakcji katalizowanej przez fosfatazę
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FDP i SDP AG =  — 7Kcal, w przypadku karboksylazy RuDP AG =  —10 
Kcal, a dla przekształcenia Ru5P w RuDP AG =  — 4Kcal. Każdy z pozo­
stałych 9 etapów cyklu, które w świetle nie są regulowane mają wartości 
AG między 0 a —2 Kcal. (216). Tej samej prawidłowości podlega również 
przekształcenie PEP w pirogronian, którego AG =  4,5 Kcal, natomiast dla 
dwuetapowego przekształcenia 3-PGA w PEP AG =  — 2Kcal (217).

Te zmiany ujemnej wartości energii swobodnej wyrażają straty  po­
tencjału chemicznego w wyniku przekształcenia w ciepło w tem peratu­
rze pokojowej. Straty te odpowiadają wzrostowi entropii w całym ukła­
dzie i są różnicą między energią, która została zgromadzona w wytworzo­
nym ATP, NADPH i tlenie w reakcjach świetlnych a energią wytworzo­
nych produktów fotosyntezy i wydzielonego tlenu. Tak więc, mimo strat 
energii jakie towarzyszą reakcjom katalizowanym przez enzymy regula­
torowe, jest to zjawisko korzystne dla układów biologicznych, ponieważ 
przeciwdziała znaczniejszemu wzrostowi entropii (19).

IV. Fotooddychanie

IV -1. Ogólna charakterystyka procesu

Rozwinięte w ostatnim dziesięcioleciu intensywne i wielostronne ba­
dania nad procesem fotooddychania roślin, poprzedziły o wiele wcześniejsze 
obserwacje W a r b u r g a  z 1920 roku i D e c k e r a  z drugiej połowy 
lat 50-tych. Pierwszy z tych badaczy (218) zaobserwował hamowanie fo­
tosyntezy glonów przez Oz i zjawisko to przeszło do literatury pod nazwą 
efektu Warburga, drugi zaś stwierdził uwalnianie C 02 z liści tytoniu 
w ciemności po uprzednim ich oświetleniu (219). Gwałtowne wydzielanie 
C 0 2 w ciemności, po okresie oświetlania liści wzrastało ze zwiększeniem 
intensywności światła, stężenia C 02 w atmosferze i wzrostem tem peratu­
ry (220). Wskazywało to, że wydzielanie C 02 w ciemności jest ściśle zwią­
zane z procesem fotosyntezy, jak to schematycznie przedstawia rycina 14. 
Światło jest niezbędne dla wytworzenia substratu fotooddychania, podczas 
gdy dalsze reakcje, prowadzące do dekarboksylacji substratu nie wyma­
gają już światła. Po pewnym czasie intensywność dekarboksylacji spada 
do poziomu oddychania mitochondrialnego, nazywanego przez fizjologów 
oddychaniem ciemniowym. Fotooddychanie, termin użyty po raz pierwszy 
przez D e c k e r a  i T i ó  (220a), jest to stymulowane światłem uwalnia­
nie C 02 i pobieranie Oz (220b). Proces ten, charakteryzujący przede wszy­
stkim rośliny typu C3, w znacznym stopniu obniża wielkość fotosyntezy 
netto. Cechuje go wysoki punkt kompensacyjny dla COz, rzędu 40—70 
cz./milion w 21% 0 2 i 25° (25, 27), który w pewnych przypadkach (niektó­
re drzewa) może wynosić nawet 155 (27). Oznacza to, że w wyniku foto­
syntezy rośliny te nie mogą obniżyć poniżej tej granicy stężenia C 02 
w zamkniętej przestrzeni. Dla porównania straty C 02 na skutek fotood-
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dychania w roślinach typu C4 i gruboszowatych są niewielkie i punkt 
kompensacyjny C 02 jest bliski 0 (25) (por. Tabela 5). Szybkość uwalniania 
14C 02 w  świetle i w ciemności przez tytoń — roślinę typu C3 i kukurydzę
— roślinę typu C4 przedstawia rycina 15.

Fotosynteza

CO2 *

Fotooddychanie

SUBSTRAT
FOTOODDYCHANIA c o 2

o ' 1
o

-----------------V

Reakcje wym agające  
świ at ł a .

------------------V

Reakcje niewymagajqce 
ś w i a t ł a .

Ryc. 14. S ch em at zależności m iędzy  
fo to sy n tezą  a  fo tooddychan iem .

TYTOŃ

KUKURYDZA

Ryc. 15. W pływ  św ia tła  i c iem noś­
ci na u w a ln ian ie  14C 0 2 p rzez liście 

ty to n iu  i k u k u ry d zy  (243).

S W I A  TŁ 0

0 10 20 30 0 10 20 30 
M inuty

Z badań fizjologicznych wiadomo, że szybkość fotooddychania zależy 
przede wszystkim od takich czynników, jak: stężenie C 02, stężenie 0 2, 
intensywność światła oraz tem peratura. Rycina 16 przedstawia schema­
tycznie współzależność pierwszych trzech czynników i ich wpływ na szyb­
kość pojawiania się 14C 02 pochodzącego z przekształceń glikolanu. Przed­
stawiając wpływ danego czynnika założono, że dwa pozostałe mają wiel­
kość charakterystyczną dla warunków występujących w przyrodzie, a więc 
21°/o 0 2, 0,03% C 02 i pełne światło słoneczne. Z wykresu tego widać, że 
przy wzroście stężenia C 02 następuje zmniejszenie ilości włączonego 14C do 
glikolanu i związków z niego powstających, natomiast stężenia Oz i inten­
sywności światła zwiększa ilość 14C uwolnionego z glikolanu i jego metabo­
litów. Podobnie wpływa wzrost tem peratury otoczenia. Z przedstawionych 
na rycinie 16 zależności wynika, że istniejące w przyrodzie warunki sprzy­
jają procesowi fotooddychania, są natomiast mniej korzystne dla procesu 
fotosyntezy i ją ograniczają.
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Ryc. 16. W spółzależność w pływ u  
C 0 2, O2 i św ia tła  na  tw orzen ie  gli- 

ko lan u  w  ro ś lin ach  (27).

0

0 OJ 0.2 OA % CO2 
0 10 20 UO % 02
0 10 20 40 Światło Klux

Jedną z metod stosowanych do wykrycia fotooddychania jest pomiar 
netto fotosyntezy tego samego liścia w atmosferze 2% a następnie 21% 0 2. 
W roślinach, charakteryzujących się fotooddychaniem, szybkość fotosynte- 
tycznego włączania C 02 jest około 45% wyższa w obecności 2% 0 2 niż 21% 
Oz przy 0,03% C 02 i w 25°. Zmiana stężenia tlenu w granicach 2—21% 
natomiast nie wpływa na szybkość fotosyntezy w roślinach typu C4 (25, 
221) a stężenia wyższe (21—100%) hamują nawet ten proces (222, 223). Za­
hamowanie to nie jest bezpośrednio związane z efektem Warburga, cha­
rakterystycznym dla roślin typu C3, gdyż zwiększenie stężenia C 02 nie 
cofa całkowicie tej inhibicji (222) ani jej nie usuwa (223). Istnieją sugestie, 
że w komórkach mezofilu roślin typu C4 zwiększone stężenie tlenu hamuje 
odtwarzanie PEP (224, 225) względnie dekarboksylację lub karboksylację 
w komórkach pochwy (226). Wydaje się, że hamujący wpływ 0 2 można 
obecnie tłumaczyć własnościami oksygenazy RuDP w sposób przedstawio­
ny w rozdziale IV-2b.

Mimo opracowania wielu metod dokładny pomiar fotooddychania jest 
nadal trudny i jest ciągle przedmiotem rozważań (5, 24, 25, 227, 228). Prze­
de wszystkim trudno rozróżnić i oszacować ilościowo C 02 pochodzący z od­
dychania mitochondrialnego od C 02 wydzielanego w procesie fotooddycha­
nia. Trudno też oznaczyć ilość ponownie włączonego C 02, pochodzącego z 
fotooddychania. Z przeprowadzonych doświadczeń przez Mangata i wsp. 
(229) wynika, że oddychanie mitochondrialne w świetle stanowi tylko 1/4 
tego oddychania w ciemności, natomiast R a v e n  (230), opierając się na 
danych doświadczalnych wielu autorów, uważa, że oddychanie mitochon­
drialne zachodzi w ciemności i w świetle z jednakową intensywnością. Po­
dobne rozbieżności poglądów dotyczą też ponownego włączania C 02 po­
chodzącego z fotooddychania gdyż może ono wynosić od 1/3 (231) do 2/3 
(232) ilości wydzielonego C 02.

Mimo tych trudności można jednak oszacować wielkość fotooddychania 
na podstawie wyników uzyskanych trzema niezależnymi metodami (26):
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a) dokonując pomiarów wydzielania C 02 do atmosfery pozbawionej tego 
gazu; b) przez ekstrapolację intensywności fotosyntezy przebiegającej 
przy różnych stężeniach C 02 do stężenia zerowego tego gazu, i c) przez 
oznaczanie zróżnicowanego pobierania 14C 02 i 12C 02 (231, 233). Otrzymane 
tymi metodami dane wykazują, że szybkość fotooddychania roślin typu 
C3 stanowi około 1/6 szybkości netto fotosyntezy w 25°, gdy stężenie C 02 
wynosi 0,03°/o a stężenie Oz — 21% (25, 227, 234).

IV-2. B iosynteza substratu fotooddychania

Glikolan, jeden z pierwszych produktów fotosyntezy, jest powszech­
nie uważany za substrat fotooddychania (5, 24, 25, 27). Znaczne ilości gli- 
kolanu gromadzą się w pewnych warunkach w glonach (235—237). W liś­
ciach roślin syntezę glikolanu hamuje kwas glicydowy (2,3-epoksypropio- 
nowy) * (238), a utlenianie glikolanu do glioksalanu hamuje kwas a-hydro-

KWAS 2 3 - E P O K S Y -  KWAS . H  Y DROKSY - 2 - PIRYDYNO -

PROPIONOWY (KW. GLICYDOWYJ MC TANOSULFONOWY I h UP M S I

H - C — 'if— COOH 

H H
f X
L y - C H 0 H - S 0 3 H

-------- 1

n lik n ln w w

C O o --------^  I -------- ch2 oh- cooh ------------I------------ CHO-COOH ~  — —
Kwas glikolowy *  Kwas glioksalowy

Synteza Oksydaza
glikolanu glikolanowa

t ęH20H
--------- ch-nh2 * nh3 * C O j

COOH

Glicyna Seryna

CONH-NHj

HYDRAZYD KW AS U  

IZONIKOTYNOWEGO 

I IN H 1

Ryc. 17. M iejsca d z ia łan ia  in h ib ito ró w  syn tezy  i u tle n ia n ia  g liko lanu .

* O statnio stwierdzono, że kw as g licyd ow y jest inhibitorem  oksygenazy RuDP, nie w pływ a  
natom iast na aktyw ność karboksylazy RuDP (G. F. W i l d n e r ,  J. H e n e k e l ,  (1976), 
Biochem . B iophys. Res. C om m un., 69, 268—275).
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ksy-2-pirydynometanosulfonowy (239). Utworzona glicyna zostaje prze­
kształcona dalej w serynę z wydzielaniem C 02 i proces ten hamuje hydra­
zyd kwasu izonikotynowego (239a), użyty pierwotnie przez G o l d s -  
w o r t h y ’e g o (240) do hamowania fotooddychania (Ryc. 17).

Z kilku możliwych dróg biosyntezy glikolanu w komórkach glonów 
i roślin wyższych, za najbardziej prawdopodobne uważa się powstawanie 
glikolanu w reakcji katalizowanej przez transketolazę oraz w reakcji ka­
talizowanej przez oksygenazę RuDP (26, 27, 241, 242).

IV-2a. Pow staw anie glikolanu z D H E-TPP

Powstające w fotosyntetycznym cyklu redukcji węgla ketozy (np. 
F-6-P, Xu-5-P, S-7-P) tworzą z TPP w reakcji katalizowanej przez trans- 
ketolazy kompleks, pirofosforan dwuhydroksyetylotiaminy (DHE-TPP), 
t.zw. „aktywny aldehyd glikolowy”, który w obecności utleniacza (Fe3+, 
H20 2, chinonu, DCIP) ulega nieenzymatycznemu rozpadowi do glikolanu 
i TPP:

TPP

Fruktozo-6-P -2f e nske~. H —C—OH COOH +  TPP
tolaza | Fe3+ |

C H 2OH chinon CH 2OH

Mechanizm ten zdawał się znajdować potwierdzenie w wynikach pra­
cowni G i b b s a (244, 245) gdzie stwierdzono, że izolowane chloroplasty, 
do których dodano F-6-P lub DHE-TPP oraz transketolazy i ferredoksy-

A l Wysokie i c o 2 ł .  niskie [ O2I

Światło ^  Ferred. ----------- -- NADPH \  / 3PGA
zred

NADP ^  ^ C-3P 

B I Wysokie 102 J , n iskie ICO2!

S wia tło

Ryc. 18. P o w staw an ie  g lik o lan u  z D H E -T P P  w g h ipo tezy  C oom bsa i W h ittin g h am a
(246).
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ny, tworzyły na świetle glikolan z szybkością odpowiadającą szybkości 
fotosyntezy. W procesie tym utleniaczem miał być H20 2, powstający 
w reakcji zredukowanej ferredoksyny z tlenem (reakcja Mehlera). Do­
danie katalazy lub inhibitora fotosyntetycznego transportu elektronów 
hamowało syntezę glikolanu.

Możliwość syntezy glikolanu tą drogą rozważali już wcześniej 
C o o m b s  i W h i t t i n g h a m  (246), zakładając, że efekt Warburga 
jest wynikiem współzawodnictwa między C 02 i 0 2 o związek redukujący, 
powstający w reakcjach świetlnych fotosyntezy. Przy wysokim stężeniu 
C 02 i niskim 0 2 (Ryc. 18, reakcja A) występujący w dostatecznej ilości 
3-PGA miał ulegać redukcji przez NADPH do G-3-P, natomiast przy nis­
kim stężeniu C 02 a wysokim 0 2 (reakcja B) i niskim poziomie 3-PGA, któ­
ry mógłby ulec redukcji, zredukowana ferredoksyna miała ulegać utle­
nianiu tlenem atmosferycznym z utworzeniem H20 2, który z kolei miał 
utleniać DHE-TPP do glikolanu.

Bardziej szczegółowa analiza tej drogi syntezy glikolanu wykazała, że 
proponowany mechanizm jest sprzeczny z wieloma obserwacjami. Po pier­
wsze zakłada on, że przy niskim stężeniu C 02 synteza glikolanu będzie 
wzrastać wraz ze wzrostem intensywności światła, gdyż w tych warunkach 
będą powstawać znaczne ilości nadtlenku wodoru. Synteza glikolanu 
u Chlamydomonas reinhardtii okazała się jednak proporcjonalna do szyb­
kości fotosyntezy przy różnych stosowanych intensywnościach światła 
(247). Postulowanego mechanizmu nie potwierdziły również oznaczenia 
punktu kompensacyjnego C 02 przy różnym oświetleniu (248).

Przeciwko hipotezie Coombsa i Whittinghama przemawiają dalsze fak­
ty. Tworzenie H20 2 przez fragmenty chloroplastów i nienaruszone liście 
osiąga maksimum przy 8% 0 2 (249) podczas gdy taki poziom stymulacji 
fotooddychania nie następuje przy 100°/o 0 2 (22, 250). Co więcej, znako­
wany 18Oz pojawia się w grupie karboksylowej glikolanu a nie w wodzie 
powstającej z H20 2 (Ryc. 17, reakcja B). Mechanizm tworzenia glikolanu 
z DHE-TPP nie uwzględnia również występowania w chloroplastach ak­
tywnej fosfatazy glikolanu i jej substratu P-glikolanu (253), a ponadto, 
wiadomo, że 50°/o C 02 asymilowanego w procesie fotosyntezy ulega włą­
czeniu poprzez glikolan (5, 27, 231). Trudno więc przyjąć by tak duży 
przepływ węgla w układzie biologicznym dokonywał się w nieenzymatycz- 
nym ciągu reakcji.

IV-2b. Pow staw anie glikolanu w  reakcji katalizow anej przez oksygcnazę RuDP

Oksygenaza RuDP. Wykrycie w 1971 roku przez B o w e s  a, O g r e -  
n a  i H a g e m a n a  (197), że karboksylaza RuDP ma również aktywność 
oksygenazy zapoczątkowało badania, których wyniki w istotny sposób przy­
czyniły się do wyjaśnienia wpływu 0 2 na fotosyntezę i fotooddychanie (198,
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199, 251, 252). Karboksylaza/oksygenaza RuDP katalizuje przyłączanie 
C 02 lub Oz do C2 RuDP, który ma charakter anionowy na skutek utworze­
nia karboanionu przy C2. Hydroliza tego pośrednika po przyłączeniu 0 2, 
prowadzi do powstania 3-PGA i P-glikolanu, który pod wpływem fosfata­
zy występującej w chloroplastach (253) zostaje przekształcony w glikolan 
(Ryc. 19). C 02 i Oz współzawodniczą zapewne o miejsce aktywne karbo- 
ksylazy/oksygenazy RuDP, gdyż 0 2 jest inhibitorem współzawodniczym 
z C 02 w reakcji katalizowanej przez karboksylazę, a C 02 inhibitorem 
współzawodniczym z 0 2 w reakcji katalizowanej przez oksygenazę (234, 
251, 254, 255). Obie aktywności występują w dużej podjednostce enzymu 
(252, 256). Stosunek aktywności karboksylazy/oksygenazy podlega regula­
cji przez stężenia RuDP, C 02, 0 2, Mg2+ oraz pH (257). Aktywność oksy- 
genazy hamują R-5-P i inne fosforany cukrów (258).

Na uwagę zasługuje to, że stosunek aktywność oksygenazy RuDP do 
aktywności karboksylazy RuDP, nie ulega zmianie w preparatach enzymu 
otrzymanych z organizmów względnie tlenowych np. Rhodospirillum ru­
brum  (259) lub beztlenowych np. Chromatium  (252). Podobnie nieoczeki­
waną i nietypową jest właściwość enzymu przyłączania 0 2 bez udziału fla- 
woproteidu lub układu hemowego jak to ma miejsce w przypadku in­
nych oksygenaz. Być może jest to wynikiem powstawania karboanionu 
przy C2 RuDP, którego energia jest wystarczająca do reagowania z C 0 2 
lub 0 2 (260).

CHyO-(P)i '2 
C=0

H-C-OH
H-C-OH

CH2 0-i

RuDP

ch2 o -(
C-OHli
C-OH

H-C-OH
CH-,0 ©

H *

18r

\  CH2 0-
180 \ ' 8 0 - c -OH

\---- 1.— ,
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ch2 0 -(P )  

18o *  x o~
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HxOs 0Y
H-C-OH

c h 2 0-(P)

3-PGA

Ryc. 19. S ch em at re a k c ji k a ta lizo w an e j p rzez oksygenezę RuDP.

Reagowanie karboksylazy/oksygenazy RuDP z C 02 lub O, powoduje, 
że stężenia tych substratów są czynnikiem regulującym zarówno szybkość 
katalizowanych reakcji, jak i rodzaj tworzonych produktów. Duże stęże­
nie 0 2 a małe C 02 stymuluje powstawanie P-glikolanu — substratu foto­
oddychania, natomiast duże stężenie C 0 2 a małe stężenie 0 2 (poniżej 21%)
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stymuluje karboksylację, w wyniku której powstaje 3-PGA, jeden z po­
średników cyklu fotosyntetycznej redukcji węgla. Te zależności mogą tłu­
maczyć mechanizm efektu Warburga.

Obok względnego stosunku stężeń C 02/ 0 2, drugim czynnikiem regulu­
jącym syntezę glikolanu jest temperatura, wpływająca w zróżnicowany 
sposób na powinowactwo karboksylazy RuDP do C 02 a oksygenazy do
0 2. Ze wzrostem temperatury maleje powinowactwo karboksylazy do C 02, 
co powoduje zmniejszenie szybkości karboksylacji. Powinowactwo enzy­
mu do Oz nie ulega w tych warunkach istotnym zmianom, co w rezulta­
cie prowadzi do zwiększonej w stosunku do karboksylazy, aktywności 
oksygenazy a przez to i syntezy glikolanu, stymulującego fotooddychanie 
(234). Nie ma zgodności czy energia aktywacji reakcji karboksylacji i oksy- 
genacji RuDP jest jednakowa (274) czy też różna (254).

Dwutlenek węgla w stężeniu 0—300 cz./milion nie wpływa na proces 
fotooddychania (231). Stężenia C 0 2 rzędu 700—1200 cz./milion nie hamują 
syntezy glicyny i seryny (261) i glikolanu (242, 247), co mogłoby wskazy­
wać, że wysokie stężenia C 02 nie hamują fotooddychania (261).

Ze wzrostem intensywności światła, fotooddychanie zwiększa się pro­
porcjonalnie do wzrostu fotosyntezy. Ponieważ glikolan, jako substrat fo­
tooddychania pochodzi z pośredników cyklu Calvina, światło jest niezbęd­
ne do działania tego cyklu a także do aktywacji oksygenazy RuDP, w spo­
sób analogiczny do aktywacji karboksylazy RuDP (por. rozdział 1-7 i III-2). 
Światło może również wpływać na wielkość fotooddychania, hamując od­
dychanie mitochondrialne.

Barwa światła wpływa na metabolizm glikolanu u glonów i roślin wyż­
szych (262, 263), jednakże dotychczasowe wyniki nie wyjaśniają obser­
wowanych efektów (27).

IV-2c. U tlenianie glikolanu i w ydzielanie C 0 2

Pierwszym etapem w procesie fotooddychania jest synteza glikolanu 
w chloroplastach. Jego dalsze przemiany zachodzą, jak się obecnie przyj­
muje, w sposób przedstawiony na rycinie 20 (27, 264, 265). Z chloroplas­
tów glikolan przemieszcza się do peroksysomów, organelli o pojedynczej 
błonie, występujących w bliskim sąsiedztwie mitochondriów (Ryc. 21). 
W peroksysomach glikolan zostaje utleniony do glioksalanu z utworze­
niem H20 2. W reakcji nieenzymatycznej z H20 2 glioksalan może wytworzyć 
mrówczan oraz C 02, który według pierwotnego poglądu Zelitcha (23) miał 
być wynikiem fotoocdychania. Później stwierdzono, że po dodaniu gliko­
lanu i jenów manganu do izolowanych chloroplastów w warunkach tleno­
wych następuje po ich oświetleniu wydzielanie C 02 (267, 268). Na tej pod­
stawie Z e 1 i t c h (268) sugerował, że glioksalan przenika do chloroplas-
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Ryc. 20. P ostu lo w an y  przez  T o lb e rta  m etabo lizm  g lik o lan u  w  procesie  fo tooddy ­
chan ia  (27, 265, 265).

1. K arboksylaza RuDP; 2. Oksygenaza RuDP; 3. Fosfataza P -glikolanu; 4. N ieenzym atyczne  
utlen ien ie DHE-TPP; 5. Oksydaza glikolanu; 6. K atalaza; 7. A m inotransferaza glutam inian-glio- 
ksalan; 8. Am inotransferaza seryna-glioksalan; 9. H ydroksym etylotranferaza serynow a; 10. A m ino­
transferaza (niezidentyfikow ana); 11. Oksydoreduktaza NADH: hydroksypirogronian; 12. Kinaza

glicerynianow a; 13. Fosfataza 3-PGA.

tów i tam jest nieenzymatycznie utleniany do C 02 i mrówczanu przez 
H20 2, powstający w reakcji świetlnej fotosyntezy. Ostatnio stwierdzono, 
że ten typ reakcji zachodzi również w peroksyscmach, jednakże z niewiel­
ką szybkością (269).

Uwalnianie C 02 z grupy karboksylowej glikolanu następuje ze znacz­
ną szybkością po przekształceniu go w glicynę, w reakcji katalizowanej 
przez aminotransferazę. W mitochondriach, z dwóch cząsteczek tego ami­
nokwasu uwalnia się C 02 i powstaje seryna. To przekształcenie glicyny 
w serynę uważa się obecnie za główne źródło COz w procesie fotooddycha­
nia (27, 264, 265), pomimo, że szybkość tej przemiany stwierdzonej w krąż­
kach liści tytoniu (239a) była znacznie mniejsza niż szybkość fotooddycha-
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Ryc. 21. C hlorop lasty , peroksysom y i m ito ch o n d ria  w  kom órkach  m esofilu  liścia  ty ­
m o tk i (P h leu m  pra ten se ) (266).

C — chloroplast, m — m itochondrium , p — peroksysom .

nia. Dekarboksylację glicyny stymulują wzrastające do 100°/o stężenia 
tlenu (270). Z ryciny 20 widać, że tlen bierze udział w reakcjach powsta­
wania oraz utleniania glikolanu katalizowanych przez oksygenazę RuDP 
i oksydazę glikolanu (odpowiednio).

IV -2d. W pływ  tlenu — efekt W arburga

Hamowanie fotosyntezy przez tlen, który jednocześnie stymuluje syn­
tezę glikolanu i jego utlenianie w procesie fotooddychania, bywa tłuma­
czone w różny sposób. C o o m b s  i W h i t t i n g h a m  (246) sugerują, 
że stymulowana tlenem synteza glikolanu zmniejsza poziom pośredników 
cyklu Calvina i w ten sposób obniża stężenie RuDP, akceptora C 02. Po­
twierdzeniem tego poglądu mogłoby być częściowe cofnięcie inhibicji fo­
tosyntezy wywołanej 0 2 przez dodanie R-5-P i FDP (242). Nie wiadomo 
jednak, czy jest to cofnięcie inhibicji czy skracanie okresu zastoju włą­
czania C 02 (23) (por. rozdział 1-2). Pogląd o obniżaniu poziomu RuDP
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w chloroplastach przez 0 2 nie znalazł również potwierdzenia doświadczal­
nego (236). Tlen w stężeniu 21%> wprawdzie hamował fotosyntezę i sty­
mulował tworzenie glikolanu w komórkach Chlorella w porównaniu z syn­
tezą przy całkowitym jego braku, jednakże poziom RuDP był wyższy gdy 
fotosynteza przebiegała w obecności tlenu.

Druga hipoteza inhibicji fotosyntezy przez 0 2 próbuje tłumaczyć to zja­
wisko współzawodniczeniem 0 2 i COz o centrum aktywne karboksylazy/ 
/oksygenazy RuDP (234, 255). Na podstawie obliczeń stałych inhibicji i po­
winowactwa przyjmuje się, że w roślinach typu C3 bezpośrednia inhibicja 
przez Oz wynosi 2/3 całkowitej inhibicji wywołanej 0 2, a pozostała 1/3 
dotyczy wydzielania C 0 2 w procesie fotooddychania (234). Dotychczasowe 
badania fizjologiczne i biochemiczne z zastosowaniem nienaruszonych liś­
ci, izolowanych chloroplastów i oczyszczonych preparatów karboksylazy 
wskazują (26), że efekt Warburga jest wynikiem właściwości karboksyla- 
zy/oksygenazy RuDP przedstawionych wyżej (rozdział IV-2b).

IV-3. Stechiom etria fotosyntezy i fotooddychania

Powstawanie glikolanu w reakcji katalizowanej przez RuDP jest zda­
niem Z e l i t c h a  (271) zbyt powolne w stosunku do szybkości fotood­
dychania w warunkach atmosferycznych. Zdawały się też wskazywać na 
to oznaczenia syntezy glikolanu w komórkach Chlorella (237), późniejsze 
przeliczenia wykazały jednak, że przekształcenia włączonego COz poprzez 
P-glikolan są wystarczająco szybkie by umożliwić syntezę całej ilości gli­
kolanu (234).

Ponieważ ilość węgla przekształconego poprzez glikolan odpowiada

B ra k  0- 21% 02

10z 1 PC A * 1 PC
J(3Ch (2cT \ .  (2C)

Oksygenaza /  \  r '

Glikolan

K arboksylaza

10 PGA 
(30 C)

at-HPMS
| Fotooddychanie \

î nh2

/  \V ydz ie len ie/ 0,5 C02
0.5 S ery  na 
(W łóczenie 1,5 C)

W łączenie  
netto  5 C

Włączenie 
2 C

W łączenie  
netto 3,5 C

Ryc. 22. P rzyb liżona  s tech io m etria  fo to syn tezy  i fo to oddychan ia  (234).
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w przybliżeniu ilości netto C 0 2 włączanego w procesie fotosyntezy, Z e -
1 i t c h (243) uważa, że aktywność enzymu lub ciągu reakcji biorącego 
udział w syntezie glikolanu powinna .być równa szybkości karboksylacji. 
Pogląd ten pomija jednak fakt, że C 0 2 włączony w reakcji karboksylacji 
RuDP służy zarówno do odtwarzania RuDP jak i włączania netto węgla. 
Jeśli przyjąć, że synteza glikolanu katalizowana przez oksygenazę RuDP 
jest równa szybkości włączania netto C 0 2 wówczas na 4 cząsteczki w łą­
czonego C 0 2 przypada włączanie 1 cząsteczki 0 2. Badania z zastosowaniem 
preparatów karboksylazy/oksygenazy RuDP z liści soi i szpinaku wyka­
zały (234, 254, 272, 273), że stosunek obu aktywności wynosi 4:1, a nawet 
3:1 (273). Przyjmując za podstawę rozważań te prawidłowości postuluje się 
(234) stechiometrię fotosyntezy i fotooddychania przedstawioną na ryci­
nie 22. W warunkach beztlenowych (lewa część schematu) w reakcji kar- 
boksylazy RuDP łączy się 5 cząsteczek C 0 2 z 5 cząsteczkami RuDP i na­
stępuje włączanie netto 5 atomów węgla. W atmosferze 21°/o 0 2 (prawa 
część schematu), przy stosunku aktywności karboksylazy/oksygenazy RuDP 
4:1, na 4 cząsteczki włączonego C 0 2, 2 atomy węgla pojawiają się w P-gli- 
kolanie, z którego w procesie fotooddychania uwalnia się 0,5 cząsteczki 
C 02. Włączeniu ulega również 0,5 cząsteczki seryny tj. 1,5 atomu węgla. 
Z 4 cząsteczek C 0 2 włączonego w reakcji karboksylazy RuDP, 2 atomy 
węgla służą do odtworzenia RuDP a 2 pozostałe zostają włączone, dając 
łącznie z atomami seryny włączenie netto 3,5 atomów węgla. Stąd foto­
synteza netto w warunkach beztlenowych jest o 43°/o wyższa niż w wa­
runkach tlenowych, co jest zgodne z wynikami badań fotooddychania 
wielu roślin typu C3 (22, 233).

IV-4. Fotooddychanie roślin  typu C4 i glonów

Do niedawna sądzono, że w roślinach typu C4 fotooddychanie nie wy­
stępuje ponieważ, po pierwsze nie o,bserwuje się w świetle wydzielania 
C 0 2 a w związku z tym  stężenie kompensacyjne C 0 2 jest bliskie 0, po 
drugie stężenie Oz poniżej 2 1 %> nie zwiększa lub tylko w nieznacznym 
stopniu fotosyntezę netto. Te obserwacje mogły wskazywać na brak fo­
tooddychania i związane z tym procesem hamowanie fotosyntezy przez
0 2 (221, 222, 271—273).

Z badań ostatnich kilku lat wynika jednak, że i w roślinach typu C4 

występuje proces fotooddychania, gdyż egzogenny glikolan jest metabo­
lizowany do C 0 2 w tkance liścia lub izolowanych komórkach pochwy
i przemiany te są wrażliwe na Oz (270, 277), co wskazuje na udział w tym 
procesie peroksysomów, mitochondriów i enzymów szlaku glikolanu. 
Chociaż zawartość peroksysomów i aktywność enzymów tego szlaku zlo­
kalizowanych w komórkach pochwy (120a, 278—280) są niższe niż u roślin
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typu C3, to jednak istnieje potencjalna możliwość uwalniania CO, z gli­
kolanu.

Pozorny brak fotooddychania w roślinach typu C4 wiąże się z dwoma 
charakterystycznymi cechami fotosyntezy tej grupy roślin. Pierwszą 
z nich jest budowa wieńcowa liści, na którą składają się dwa rodzaje ko­
mórek — mezofilu i pochwy ułożonych koliście wokół wiązki (por. roz­
dział II-2 i Ryc. 7). Drugą, jest rozmieszczenie enzymów i określonych pro­
cesów w tych dwu typach komórek (por. rozdział II-3c i Ryc. 9). Wyni­
kiem współzależności cech struktury i funkcji komórek fotosyntetyzują- 
cych, straty C 0 2 w procesie fotooddychania są praktycznie niemożliwe. 
Postuluje się więc dwa mechanizmy tłumaczące to zjawisko. W pierwszym 
z nich, najbardziej rozpowszechnionym, zakłada się działanie „pompy 
COz” omówionej w rozdziale II-5b i przedstawionej schematycznie na ry­
cinie 12A. Według tego mechanizmu w miejscu działania karboksylazy 
RuDP następuje zwiększenie stężenia C 0 2 ponad stężenie tego związku, 
znajdującego się w równowadze z atmosferą liścia. Znalazło to potwier­
dzenie w oznaczeniach wewnętrznej puli C 0 2 pochodzącego z włączonego 
uprzednio węgla przez liście roślin typu C4 (7, 281, 282) co mogło sugero­
wać, że warstwa komórek pochwy jest nieprzepuszczalna dla C 0 2 (283, 
284). Podobne zjawisko występuje w roślinach gruboszowatych, u których 
dekarboksylacja nagromadzonych kwasów organicznych powoduje zwięk­
szenie stężenia C 0 2 powyżej stężenia tego gazu w atmosferze. W tkan­
kach roślin typu C3 nie obserwuje się natomiast równowagi stężenia C 0 2 

w miejscu działania karboksylazy RuDP i zewnętrznej atmosfery (285).
Mechanizm „pompy C 0 2”, powodując zwiększenie stosunku C 0 2/ 0 2 

w komórkach pochwy, zwiększa tym samym aktywność karboksylazy 
RuDP a ogranicza udział 0 2 w reakcji katalizowanej przez oksygenazę 
RuDP i powstawanie tą drogą glikolanu jako substratu fotooddychania. 
Doświadczenia z 18Oz wykazały, że jego wykorzystanie w roślinach typu 
C4 jest wolniejsze niż w roślinach typu C3 (286, 287), co jest prawdopodob­
nie wynikiem mniejszej szybkości tworzenia glikolanu i jego utleniania do
co2.

Według drugiego mechanizmu, przedstawionego na rycinie 12B i omó­
wionego w rozdziale II-5b, fotooddychanie przebiega głównie w komór­
kach pochwy a wydzielony C 0 2 jest ponownie wiązany w cytoplazmie ko­
mórek mezofilu, tworząc w ten sposób mechanizm „wychwytywania C 02”.

Działanie obu mechanizmów jest ściśle związane z budową wieńcową 
liścia. Jest to adaptacja prowadząca nie tylko do zwiększania stężenia C 0 2 

w tkance ale także do skutecznego, ponownego włączania C 02. Prowadzi 
to do obniżenia fotooddychania i zwiększenia fotosyntezy netto. Tych po­
wszechnie przyjętych prawidłowości nie potwierdziły jednak doświadcze­
nia (288), w których dodany do tkanki liścia I4COz nie był włączany szyb­
ciej w roślinach typu C4 (kukurydzy) niż w roślinach nie zawierających 
chloroplastów komórki pochwy.
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Glony, np. Chlorella, Euglena gracilis, cechuje również brak fotooddy­
chania oraz bliski 0 punkt kompensacyjny C 0 2 (289, 290), mimo, że są to 
organizmy typu C3, syntetyzujące znaczne ilości glikolanu i metabolizu­
jące go (291, 293). Niewykrywanie fotooddychania w glonach tłumaczono 
usuwaniem glikolanu do środowiska, co zmniejszało jego ilość jako sub- 
stratu fotooddychania (293, 294). Przypuszcza się (293), że wydzielanie gli­
kolanu do środowiska było spowodowane represją dehydrogenazy gliko- 
lanowej, gdy komórki rosły przy wysokim stężeniu C 02, a więc w warun­
kach niekorzystnych dla syntezy glikolanu. Okazało się jednak (294), że 
aktywność dehydrogenazy glikolanowej glonu Chlorella, rosnącego w śro­
dowisku o zawartości 50°/o COz jest taka sama jak w rosnącym w warun­
kach normalnych (0,03°/o C 02), natomiast szybkość wydzielania glikolanu 
w czasie fotosyntezy była znacznie większa w pierwszym przypadku.

Według innych poglądów niewydzielanie C 0 2 przez pewne glony jest 
wynikiem skutecznego działania mechanizmu ponownego włączania C 0 2 

(24) oraz ograniczeniem szybkości reakcji katalizowanej przez hydro- 
ksymetylotransferazę seryny (291) (por. Ryc. 20, reakcja 9), w wyniku 
której powstaje główna część uwalnianego C 0 2 w procesie fotooddycha­
nia.

IV-5. Rola fizjologiczna

Rola fotooddychania w metaboliżmie roślin jest ciągle nie wyjaśniona. 
Ponieważ procesowi temu nie można, jak dotąd, przypisać użytecznej 
funkcji, uważa się go więc często za proces, któremu towarzyszy strata 
energii i który powoduje obniżanie wydajności fotosyntezy netto (292). 
W próbach wyjaśnienia roli i przyczyn istnienia fotooddychania w rośli­
nach rozpatruje się kilka możliwości. G o l d s w o r t h y  (295) uważa, że 
tworzenie glikolanu jest pozostałością pierwotnych mechanizmów meta­
bolicznych. Natomiast L o r i m e r  i A n d r e w s  (260) postulują, że fo- 
tooddychanie jest nieuniknioną konsekwencją występowania Oz w atmo­
sferze, który w reakcji katalizowanej przez oksygenazę RuDP tworzy 
P-glikolan. W obu hipotezach fotooddychanie rozpatrywano jako proces 
usuwania niepotrzebnych, ubocznych produktów fotosyntezy — P-gliko- 
lanu i glikolanu. Jeśli tak jest rzeczywiście, to mechanizmy usuwania za­
symilowanego węgla są zróżnicowane. Glony usuwają znaczną (2—12°/o) 
część wytworzonego glikolanu do środowiska (27, 296), w roślinach lądo­
wych typu C3 wytworzony glikolan ulega utlenieniu i dekar.boksylacji 
(por. Ryc. 20), natomiast w roślinach typu C4 nie obserwuje się strat węg­
la spowodowanych fotooddychaniem i tym można tłumaczyć prawie dwu­
krotnie wyższą wydajność fotosyntezy netto niż w roślinach typu C3 (292). 
Podobny mechanizm wydajnego wykorzystania włączanego C 0 2 występu­
je w roślinach gruboszowatych (por. rozdział II-4).

Bardziej użyteczną rolę przypisują fotooddychaniu O s m o n d 
i B j o r k m a n  (297). Sugerują oni, że fotooddychanie jest mechaniz-
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mem, który zabezpiecza centra fotochemiczne aparatu fotosyntezy przed 
naruszeniem ich przez światło w okresach niedoboru wody i intensyw­
nego oświetlenia. Według tej hipotezy liście mogłyby syntetyzować gli- 
kolan i włączać ponownie uwolniony w procesie fotooddychania C 0 2 gdy 
aparaty szparkowe są zamknięte, rozpraszając w ten sposób energię fo­
tochemiczną i zabezpieczając aparat fotosyntezy przed uszkodzeniem.

Wreszcie, tylko T o l b e r t  i R y a n  (273) uważają fotooddychanie 
za proces korzystny dla roślin, gdyż wpływa na ustalenie stężenia kom­
pensacyjnego C 0 2 w atmosferze. Zabezpiecza w ten sposób przed całko­
witym usunięciem C 0 2 z atmosfery ziemskiej, dla której płaszcz C 0 2 jest 
niezbędny. Jeśli tak jest rzeczywiście, to znów tylko rośliny typu C3 umoż­
liwiałyby utrzymanie tej równowagi.

A u to r  je s t w d zięczn y  P anu P rof. P. M asłow skiem u , O rganiza torow i X I I I  Z ja zd u  
P olskiego T o w a rzys tw a  B iochem icznego  w  T orun iu , oraz ty m  w szy s tk im  u cze s tn iko m  
tego Z ja zdu , k tó r zy  sw o im  za in teresow an iem  i zachętą  p rzyc zyn ili się do p rzyg o to ­
w an ia  n in iejszego  a r tyku łu .
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MARIA LERCHER *

Protoplasty roślinne i ich zastosowanie w badaniach biologicznych

Plant Protoplasts and their Application in Biological 
Investigations

Protoplast zgodnie z definicją H a n s t e i n a  z 1880 r. (1) jest ko­
mórką roślinną pozbawioną ściany komórkowej, zachowującą jednak właś­
ciwości fizjologiczne. Mimo, że pierwsze protoplasty otrzymano w XIX 
w. dopiero w ostatnich latach, po opracowaniu enzymatycznych metod 
trawienia ściany komórkowej, rozszerzyły się badania nad otrzymywaniem 
protoplastów, ich hodowlą i zastosowaniem w badaniach z różnych dzie­
dzin genetyki, fizjologii i biochemii.

I. Otrzymywanie protoplastów

Usuwanie ściany komórkowej można przeprowadzić dwiema metoda­
mi — mechaniczną i enzymatyczną.

Metodę mechaniczną do otrzymywania protoplastów roślinnych zasto­
sował po raz pierwszy w 1892 roku K l e r c k e r  (1). Autor ten ciął pod­
dane plazmolizie tkanki i izolował w ten sposób nieliczne, nieuszkodzone 
protoplasty. Metodą tą można otrzymywać protoplasty tylko z tkanek, 
w których plazmoliza zachodzi łatwo i dlatego nie pozwala ona na otrzy­
manie ich z większości tkanek.

Trawienie enzymatyczne ściany komórkowej w celu otrzymania pro­
toplastów zastosowano już w 1919 r. do komórek drożdży, trawiąc ich 
ściany sokiem żołądkowym ślimaka Helix pomatia (1). W następnych la­
tach stosowano tę metodę do otrzymywania protoplastów z grzybów, bak­
terii i roślin wyższych (2, 3, 4). Metoda enzymatyczna pozwala na uzyska­
nie nienaruszonych protoplastów z dobrą wydajnością prawie ze wszyst­
kich roślin i tkanek miękiszowych. Wydajność tej metody zależy jednak 
od indywidualnych cech rośliny.

* M gr, In s ty tu t B iochem ii, U n iw e rsy te t W arszaw ski, A l. Ż w irk i i W igury  93,
02-089 W arszaw a.
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Ryc. 1. W ydajność  o trzy m y w an ia  p ro ­
to p lastó w  z liści ty to n iu  w  zależności 

od stężen ia  M acerozym u (7).
Roztwór inkubacyjny zaw ierał 0,1 M D-m an- 
nito l, 2% Cellulazę, 0,3% siarczan dekstranu  

oraz M acerozym  w  stężeniu  od 0 do 1%.

Cełu faza w mieszaninie inkubacyjnej (%  )
Ryc. 2. W ydajność  o trzy m y w an ia  p ro ­
to p la s tó w  z liśc i ty to n iu  w  zależności 

od stężen ia  C ellu lazy  (7).
Roztwór inkubacyjny zaw ierał 0,2% M acero­
zym , 0,7 M D-m annitol, 0,3% siarczan deks­
tranu oraz C ellulazę w  stężeniu od 0 do 10%.

pH

Ryc. 3. W ydajność o trzy m y w an ia  
p ro to p las tó w  z liści ty to n iu  w  z a ­
leżności od pH  m ieszan iny  in k u b a ­

cy jnej (7).
Roztwór inkubacyjny zaw ierał 1% Cellu­
lazę, 0,2% M acerozym, 0,7 M D-mannitol 

oraz 0,3% siarczan dekstranu.

Mannitoi [M ]
Ryc. 4. W ydajność  o trzy m y w an ia  
p ro to p la s tó w  z liści ty to n iu  w  za ­
leżności od s tężen ia  m an n ito lu  (7).

M ieszanina inkubacyjna zaw ierała 1% 
Cellulazę, 0,2% M acerozym  oraz 0,3% siar­

czan dekstranu.

Najbardziej znaną i najpowszechniej stosowaną metodą otrzymywania 
protoplastów jest metoda opracowana w 1968 r. przez T a k e b e  i O t s u - 
k  i (5), którzy na skrawki liści tytoniu, z których dolnej powierzchni usu­
nięto epidermę, działali kolejno dwoma preparatami enzymatycznymi. 
Pierwszy z nich zawierający pektynazę, a otrzymywany z Rhizopus sp
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nosi handlową nazwę Macerozym, drugi zaś zawierający celulozę, a otrzy­
mywany z grzyba Trichoderma viride ma handlową nazwę Cellulaza 
P 1500. Działanie Macerozymu powodowało rozpad tkanki na pojedyncze 
komórki, z których następnie po strawieniu ich ścian Cellulazą uzyskiwa­
no protoplasty.

Izolowanie protoplastów przeprowadza się w roztworze mannitolu
0 różnym stężeniu (0,6 —0,8 M), w czasie od 1 do 4 godzin, zależnie od 
rodzaju tkanki. Ryciny 1, 2, 3 przedstawiają zależność wydajności opi­
sywanej metody od stężenia w mieszaninie inkubacyjnej — Macerozymu, 
Cellulazy i Mannitolu. Okazało się, że również pH mieszaniny inkubacyj­
nej wpływa na wydajność otrzymywania protoplastów (Ryc. 4) (7).

W ostatnich latach wprowadzono pewne modyfikacje metody Takebe
1 Otsuki. Zamiast zdzierania epidermy z dolnej powierzchni liścia, stosuje 
się enzymatyczne trawienie kutikuli (6 ) a następnie preparaty pektynazy 
(preparat handlowy), zamiast Macerozymu. Preparat ten zawiera bowiem 
pewne białka toksyczne powodujące lizę protoplastów z niektórych gatun­
ków roślin (8 ). Uważa się, że dodatek siarczanu dekstranu do mieszaniny 
inkubacyjnej zawierającej Macerozym chroni protoplasty przed toksycz­
nym działaniem tych białek (5). Do otrzymywania protoplastów często 
stosuje się również trawienie skrawków liści jednocześnie Macerozymem 
i Cellulazą (9—13).

Podobne postępowanie stosuje się do otrzymywania protoplastów z wie­
lu roślin zielnych dwu- i jednoliściennych (13, 14). Liście roślin jednoliś- 
ciennych wolniej ulegają maceracji niż liście roślin dwuliściennych. Wy­
nika to z obecności w nich śluzowatych substancji utrudniających dzia­
łanie enzymu. Stopień maceracji zależy od indywidualnych cech danej 
rośliny i waha się w podanych warunkach od 20 do 95°/o. Aby wyizolować 
komórki otrzymane w wyniku maceracji rośliny poddaje się dalszemu 
trawieniu celulazą. W pewnych przypadkach jak np. z Zinnia elegans nie 
udało się otrzymać protoplastów nawet przy bardzo długo trwającej in­
kubacji komórek z Cellulazą P 1500, komórki Vigna sinensis natomiast 
ulegały zniszczeniu w wyniku inkubacji z tym preparatem.

Z tkanek twardych, takich jak tarczka zarodkowa lub warstwa aleu- 
ronowa zbóż, protoplasty udaje się uzyskać z niewielką wydajnością (15— 
20°/o). Protoplasty takie otoczone są jeszcze resztkową ścianą tzw. ścianą 
Onozuki. Dopiero po dalszym ich trawieniu „Glusulazą” uzyskiwano cał­
kowicie pozbawione ściany komórkowej protoplasty (15).

II. Właściwości protoplastów, regeneracja ściany i podziały

Pojedyncze komórki lub protoplasty można utrzymać przy życiu prze­
chowując je w roztworze zawierającym sole nieorganiczne w odpowied­
nich stężeniach, 0,8M mannitol, hormon wzrostowy 6 -benzyloadeninę

5 Postępy Biochem ii http://rcin.org.pl
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oraz antybiotyki (5). Jednakże tylko pewne antybiotyki nie wywierają 
ujemnego wpływu na hodowlę protoplastów. Wykazano, że dobrą ochro­
nę przed zakażeniem grzybami zapewniają amfoterycyna B i nystatyna, 
przy czym tylko nystatyna nie wywierała ujemnego wpływu na biosyn­
tezę białek w protoplastach. Spośród wielu badanych środków przeciw- 
bakteryjnych tylko karbenicylina, cefalorydyna i gentamycyna nie do­
puszczały do powstania zakażeń bakteryjnych, nie upośledzając zarazem 
włączania aminokwasów do białek. Wykazano ponadto, że te antybiotyki 
nie hamowały regeneracji ściany i podziałów protoplastów (16, 17).

Strukturę enzymatycznie izolowanych protoplastów badano przy po­
mocy mikroskopu świetlnego i elektronowego (18, 19). Jak wykazano, 
centralną część protoplastu zajmuje wakuola stanowiąca 70°/o jego obję­
tości. Jądro, chloroplasty, mitochondria, aparat Golgi’ego i retikulum  en- 
doplazmatyczne, występujące w cienkiej warstwie cytoplazmy zajm ują­
cej przestrzeń między wakuolą a błoną komórkową, mają nie zmieniony 
wygląd. W chloroplastach pojawia się krystaliczna substancja, której nie 
znajduje się w plastydach komórek otoczonych ścianą. Podobne zjawisko 
krystalizacji występujących w dużej ilości w chloroplastach białek frak­
cji I (karboksylaza rybulozodwufosforanu) obserwowano w całych liściach 
lub izolowanych chloroplastach po umieszczeniu ich w roztworach hy- 
pertonicznych (2 1 ).

Porównanie protoplastów otrzymanych z korzenia Allium cepa (cebu­
la) metodą mechaniczną i enzymatyczną, wykazało, że protoplasty otrzy­
mane metodą mechaniczną były mniejsze i wykazywały wyższą aktyw­
ność transaminazową i RN-azową, (Tabela 1) (22, 23). Aktywność obydwu 
enzymów była także wyższa w protoplastach otrzymanych metodą me­
chaniczną, prawdopodobnie z powodu krótszego czasu usuwania ściany 
komórkowej w porównaniu z metodą enzymatyczną.

Protoplasty izolowane metodą enzymatyczną mogą regenerować ścia­
nę komórkową, jak wykazano to badając regenerację ściany protoplastów 
z owoców pomidora (24). To samo zjawisko stwierdzono również badając

Tabela 1

Aktywność RN-azowa* i transaminazowa** w protoplastach otrzy­
manych z korzenia Allium cepa (22)

Protoplasty

Enzym otrzymane metodą otrzymane metodą
mechaniczną enzymatyczną

RN-aza 10,4±3,2 6,1 ±2,7
Transaminaza 10,2 + 2,4 7,9 ±4,7

* Aktywność wyrażona w gęstości optycznej ( x l 0 2) przy 260nm w przeli­
czeniu na 107 protoplastów.

** Aktywność wyrażona w (¿g wytworzonego pirogronianu w przeliczeniu na 
107 protoplastów.
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inne rośliny (20, 25—30). Tworzenie się nowej ściany wokół protoplastów 
badano przy pomocy fluoryzującego związku (Calcofluor White ST.), two­
rzącego połączenie z celulozą (20). Po dwóch dniach hodowli 60—80°/o 
protoplastów wykazywało na powierzchni fluorescencję, świadczącą o po­
wstawaniu nowej ściany komórkowej, a po trzech dniach praktycznie 
wszystkie protoplasty posiadały zregenerowaną ścianę.

Protoplasty wykazują normalną zdolność do podziałów. Już po trzech, 
czterech dniach hodowli 60—80°/o protoplastów przechodzi pierwszy po­
dział. Potomne komórki dzielą się po pięciu do siedmiu dniach hodowli, 
a po dziesięciu dniach zachodzi trzeci podział. W tym też czasie obserwo­
wano zanik zielonej barwy chloroplastów oraz spadek liczby tych orga­
nelli w przeliczeniu na protoplast, co sugeruje, że liczba chloroplastów 
nie zwiększa się w czasie podziałów protoplastu. Wśród całej masy pro­
toplastów dzielących się prawidłowo, znajdują się takie, które nie dzielą 
się a tylko wydalają niewielkie ilości cytoplazmy, z której tworzą się tak 
zwane subprotoplasty. Sacharoza (2%), wT płynnym podłożu hodowlanym, 
sprzyja wytwarzaniu subprotoplastów. Podziały protoplastów, otrzyma­
nych z miękiszu liści tytoniu obserwowano również w hodowli na pod­
łożu stałym — zawierającym agar (31). Rozpoczynały się one, podobnie jak 
w protoplastach hodowanych w pożywce płynnej, trzeciego dnia, a w cią­
gu dwóch tygodni wszystkie wyjściowe protoplasty wytworzyły małe ko­
lonie, w których stwierdzono zanik chloroplastów. Organelle te pojawiły 
się ponownie dopiero po trzech tygodniach hodowli.

Podobne podziały otrzymywano również podczas hodowli protoplastów 
z marchwi (32, 33) z liści petunii (34), grochu (35), fasoli (36), asparagusa 
(37) i soji (38), jak również tetraedrycznych haploidalnych komórek pyłku 
kwiatowego Nicotiana tabacum  (tytoń szlachetny) i Atrapa belladonna 
(pokrzyk wilcza — jagoda) (39, 40).

We wszystkich omówionych hodowlach protoplastów na podłożu sta­
łym zamiast mannitolu stosowano sacharozę, co zapewniało regenerację 
ściany komórkowej i prawidłowy przebieg kario- i cytokinazy. W nie­
obecności sacharozy nie następowała regeneracja ściany komórkowej, obser­
wowano tylko samą kariokinezę, co prowadziło do powstawania wieloją- 
drowych protoplastów (41, 42).

III Dyferencjacja i zlewanie się protoplastów

Protoplasty mogą nie tylko dzielić się lecz również ulegać dyferen- 
cjacji prowadzącej do wytworzenia tkanek i narządów, a nawet całej rośli­
ny. Do tego celu można wykorzystać protoplasty roślin haploidalnych (35, 
43) i diploidalnych (32, 33, 35, 41, 44, 45, 46).

Aby doprowadzić do dyferencjacji protoplastów trzeba ich hodowlę
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prowadzić w specjalnych warunkach. Haploidalne protoplasty otrzymano 
z haploidalnych roślin tytoniu wyhodowanych z pyłku kwiatowego. Pro­
toplasty te przechowywane w roztworze zawierającym sole nieorganiczne, 
witaminy, mannitol, czynniki wzrostowe 6 -benzyloaminopurynę i kwas 
dwuchlorofenoksyoctowy (roztwór I), wytwarzały kolonie komórek, które 
następnie hodowano w roztworze I zawierającym 0,6% agar i 0,5 M sa­
charozę zamiast mannitolu (43, 47).

Stwierdzono wpływ podanych w różnych stężeniach substancji wzro­
stowych — kwasu dwuchlorofenoksyoctowego i 6 -benzyloaminopuryny na 
podziały protoplastów hodowanych na różnych podłożach (Tabela 2). Ha-

Tabela 2

Podziały haploidalnych protoplastów N. tabaceum w zależności od kwasu dwuchlorofenoksyocto­
wego i 6-benzyloaminopuryny występujących w różnych kombinacjach stężeń (43).

Środowisko
hodowlane

Stężenie substancji 
wzrostowych (mg/ml) Tworzenie

subproto­
plastów

Dzień w którym 
zachodzi 
I podział

Komórki 
dzielące się 

po tym czasie
V/O2,4-D* BA**

1,0 1,0 +  + 10—12 10
0,1 1,0 + 5—6 70—80

płynne
1,0 0,1 +  + 5—9 10—20
0,1 0,1 + 7—8 30—40

1,0 1,0 — 10—11 50—60
z dodatkiem 0,1 1,0 — 15—16 30—40
agaru 1,0 0,1 — 15—16 20—30

0,1 0,1 — 20 10

+ subprotoplasty tworzą się, — brak subprotoplastów. 
* 2,4-D — kwas dwuchlorofenoksyoctowy 

** BA — 6-benzyloaminopuryna

mowanie podziałów protoplastów hodowanych na podłożach płynnych ob­
serwowano w obecności kwasu dwuchlorofenoksyoctowego i 6 -benzylo- 
aminopuryny użytych w stężeniach lmg/ml. Częstotliwość podziałów pro­
toplastów zwiększała się po 1 0 -krotnym obniżeniu stężenia kwasu dwu­
chlorofenoksyoctowego. W hodowlach na stałym podłożu natomiast o.bie 
substancje wzrostowe w stężeniu 1 mg/ml nie zmniejszały liczby dzielą­
cych się protoplastów.

Aby spowodować wytworzenie się pędu kolonie komórek wyhodowa­
nych z protoplastów, przenoszono do roztworu zawierającego sole mine­
ralne, witaminy, 2 °/o sacharozę, zeatynę, adeninę, kwas indolilooctowy 
(1 mg/ml), 0,8°/o agar (roztwór II) i naświetlano je światłem o natężeniu 
1000 lux w ciągu 18 godzin na dobę. Po dwóch tygodniach zaczęły for­
mować się pędy. Wówczas, jako podłoże hodowlane zastosowano roztwór

http://rcin.org.pl



[7] PROTOPLASTY ROŚLINNE 313

pozbawiony zeatyny i adeniny, a zawierający kwas indolilooctowy w stę­
żeniu tylko 0,lmg/ml. Po tygodniu hodowli pojawiły się korzenie, a po 
pięciu miesiącach hodowli w tych warunkach otrzymano kwitnące rośli­
ny, z których około 80% zawierało haploidalną liczbę chromosomów w ko­
mórkach. Tak więc możliwość wyhodowania haploidalnych roślin z pro­
toplastów stwarza duże możliwości hodowli nowych odmian.

Roślinne protoplasty wykazują również zdolność do zlewania się ze 
sobą w odpowiednich warunkach i tworzenia hybrydowych komórek (48— 
6 8 ). Wykazano, że sole nieorganiczne stymulują zlewanie się protoplastów 
otrzymanych z liści Brassica chinensis (kapusta chińska) i B. oleracea 
(kapusta warzywna) (55, 57). Na zlewanie się protoplastów wywierają 
ponadto wpływ obecność pewnych soli mineralnych w roztworze, w któ­
rym zachodzi degradacja ściany komórkowej (Tabela 3). Stwierdzono, że

Tabela 3

Łączenie się protoplastów Brassica sp. w obecności różnych soli nieorganicznych (55).

Roztwór do 
izolowania 

protoplastów 
metodą enzy­
matyczną*

Roztwór soli stosowanej do łączenia protoplastów **

KC1 k n o 3 NaCl N aN 0 3 CaCl2 C a(N 03j2

KC1 _ _ +  + +  + _ _
k n o 3 — - + +  + - -
NaCl + + + + — -
CaCl2 — — — — — -
C a/N 0 3/2 — — — — — —

* Roztwór zawierał 0,1% pektynazę, 5% celulazę i 0,7 M roztwór badanej soli. 
** Stężenie soli 0,7M.
+ + — intensywne złączanie, +  — powolne złączanie, — — brak złączania.

dużą wydajność zlewania się protoplastów można uzyskać dodając soli 
potasowych do roztworu enzymów trawiących ścianę, a soli sodowych 
do roztworu, w którym zachodzi ich zlewanie.

Badano również wpływ pewnych białek, żelatyny, globuliny, kazeiny, 
histonów i peptonu na zlewanie się protoplastów Allium  fistulosum  (czos­
nek dęty), B. chinensis (kapusta chińska), Daucus carota (marchew) i wy­
kazano, że tylko żelatyna stymulowała ten proces (53).

Do agregacji i zlewania się protoplastów znalazła również zastosowa­
nie metoda immunologiczna (54). Protoplasty z Vicia hajastana, Glycine 
maxima i Bromus inermis (stokłosa bezostna) wytrącano surowicą otrzy­
maną z królików, które immunizowano zawiesiną tych protoplastów. 
Metodą tą uzyskiwano ponad 75% agregacji protoplastów. Prze­
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ciwciała anty- i V. hajastana powodowały agregację zarówno protopla­
stów V. hajastana jak i G. maxima i odwrotnie. Przeciwciała anty- B. 
inermis dobrze agregowały protoplasty z tej rośliny jak i protoplasty 
V. hajastana. Wskazuje to na duży stopień podobieństwa znajdujących 
się na błonie protoplastów miejsc czynnych w procesie agregacji (ryc. 5). 
Jednakże nie wszyscy autorzy zgadzają się z obserwacją, że w czasie ag­
regacji zachodzi zlewanie się protoplazmy protoplastów (62). Uważają oni, 
że dopiero po zastosowaniu takich czynników jak glikol polietylenowy, 
poli-L-ornityna przy wysokich wartościach pH w obecności jonów wap-

i

Ryc. 5. S chem at ag reg ac ji p ro to p las tó w  hom ologicznym i p rzec iw cia łam i (54).

nia może nastąpić połączenie się protoplazmy protoplastów. Coraz czę­
ściej jako czynnik ułatwiający zlewanie się protoplastów stosuje się właś­
nie glikol polietylenowy (61, 62, 64, 65, 6 6 , 6 8 ). Stwierdzono, że działa on 
na protoplasty stopniowo. Początkowo, pod jego wpływem obserwuje się 
zmniejszenie objętości protoplastów, w wyniku usunięcia części wody, 
następnie zaś silne zlepianie błon komórkowych poszczególnych proto­
plastów, a w konsekwencji agregację i ostateczne zlanie się komórek.

C a r l s o n o w i  i wsp. udało się wyhodować po raz pierwszy hybry­
dowe rośliny ze zlanych protoplastów (51). Łączył on protoplasty dwóch 
gatunków tytoniu, Nicotiana glauca i N. langsdorjii, stosując azotan sodu 
jako czynnik powodujący zlewanie. Protoplasty połączone na drodze hy.b- 
rydacji, umieszczone w pożywce opisanej przez N a g a t a  i T a k e b e  
(31), dzieliły się tworząc tkankę kallusową, natomiast protoplasty obu 
wyjściowych gatunków w tych samych warunkach nie wytwarzały nawet 
kolonii. Ta różnica we wzroście hybrydów i protoplastów wyjściowych 
stanowiła podstawę selekcji hybrydowych komórek, z których w odpo­
wiednich warunkach rozwijały się dojrzałe rośliny. Porównano soma­
tyczne hybrydy, otrzymane w wyniku zlania protoplastów pochodzących 
z N. glausa i N. langsdorffii ze znanymi płciowymi amfiploidami tych sa­
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mych gatunków. Porównawcze badania morfologiczne, genetyczne i bio­
chemiczne potwierdziły hybrydowy charakter wyhodowanych z protopla­
stów roślin (51). Otrzymano także somatyczne hybrydy z połączenia hap- 
loidalnych protoplastów otrzymanych z dwóch wrażliwych na światło od­
mian tytoniu N. tabacum  subletalna (s) i N. tabacum  bladozielona (v) (67). 
Okazało się, że rośliny te charakteryzują się podobnymi cechami jak rośli­
ny powstałe w wyniku płciowej krzyżówki wymienionych odmian tyto­
niu. Dane te unaoczniają potencjalne korzyści dla hodowli roślin, wyni­
kające ze zdolności protoplastów do somatycznej hybrydyzacji.

IV. Pobieranie przez protoplasty makrocząsteczek, 
chloroplastów, bakterii i wirusów

Protoplasty mogą również pobierać nie tylko drobne cząsteczki związ­
ków występujących w pożywce lecz także większe cząstki a nawet bakterie 
i chloroplasty. Wykazano, że protoplasty N. tabacum pobierają ferrytynę 
(69). Ukazały się także doniesienia na temat pobierania znakowanego DNA 
przez protoplasty Petunia Inybrida i Am m i visnaga (73, 74). Dowiedziono 
również, że protoplasty Petunia sp. i Daucus carota włączają chloroplasty 
glonów (70—72). Okazało się także, że do protoplastów z liści grochu wni­
kają bakterie (Rhizobium leguminosarum) (75). Obecność bakterii we­
wnątrz komórek roślinnych potwierdzono za pomocą mikroskopu elektro­
nowego. Stwierdzono, że bakterie mogą wnikać do protoplastów tylko 
w czasie enzymatycznej degradacji ściany. Nie obserwowano wnikania 
R. leguminosarum  podczas inkubowania z zawiesiną bakterii już otrzy­
manych protoplastów, a także skrawków liści. Przypuszczalnie podczas 
trawienia ściany zachodzą w błonie komórkowej pewne zmiany umożliwia­
jące wniknięcie bakterii.

Protoplasty okazały się szczególnie dogodnym materiałem do badań za­
każenia roślin wirusami (76—87). Przy pomocy mikroskopu elektronowe­
go wykazano, że do protoplastów wnikają nienaruszone cząstki wirusowe 
(76—79), co pozwoliło na rozpoczęcie badań nad mechanizmem wnikania 
wirusów do komórki roślinnej. Wykazano, że do zainfekowania komórek 
roślinnych wirusem niezbędna jest obecność, w zawiesinie wirusów słu­
żącej do infekcji, poli-L-ornityny (76, 79, 83) znanej jako czynnik stymu­
lujący pinocytozę w komórkach zwierzęcych (8 8 ). Okazało się, że poli-L-or- 
nitynę można zastąpić takimi polikationami jak poli-i,-lizyna, poli-D-lizy- 
na, poli-L-arginina (77). Większość autorów uważa, że wirusy wnikają 
do protoplastów na zasadzie pinocytozy (76, 78, 89, 90). Jednak wyniki 
innych badań (77, 79) sugerują, że do wniknięcia wirusa do protoplastów 
niezbędne jest uszkodzenie błony komórkowej, a poli-L-ornityna i inne 
polikationy powodują prawdopodobnie takie uszkodzenie.
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V. Zastosowanie protoplastów w badaniach metabolizmu 
komórek roślinnych

Opracowanie metody izolowania protoplastów pozwoliło na rozpoczę­
cie nowego typu badań metabolizmu roślin wyższych na poziomie komór­
kowym dzięki możliwości przeprowadzenia ich na dużej populacji homo- 
gennych komórek.

Wykazano na przykład przydatność protoplastów do badania procesów 
fotosyntezy (91—94) i fotooddychania (91). W badaniach tych porówny­
wano włączanie C 0 2 przez zawiesinę protoplastów z liści słonecznika 
z włączaniem tego prekursora do całych liści. Stwierdzono, że optymalne 
włączanie COz do protoplastów zachodzi w warunkach naświetlania opty­
malnych dla fotosyntezy w całych liściach. Wykazano, że w warunkach 
optymalnego naświetlania w wyniku zachodzącego równocześnie z foto­
syntezą fotooddychania, w liściach słonecznika nagromadzają się jako 
główne produkty glicyna i seryna. W protoplastach natomiast izolowa­
nych z liści tej rośliny w tych samych warunkach naświetlania w ykry­
wano w dużej ilości jako produkt fotooddychania — glikolan. Glikolan 
również wytwarza glon Chlorella pyrenoidosa, która też wydala go do 
podłoża. Podobny wynik uzyskano, gdy w roztworze wodnym, w którym 
trzymano protoplasty, było bardzo mało tlenu, co ograniczało fotooddycha- 
nie, a w konsekwencji utlenienie glikolanu do glioksalanu i dalsze jego 
przekształcenie w glicynę i serynę.

Protoplasty stanowią również bardzo dobry materiał do badania bio­
syntezy kwasów nukleinowych i biosyntezy białka (18, 95, 96). Syntezę 
RNA badano inkubując protoplasty tytoniu z uracylem znakowanym 14C 
(95). Po 12 godzinach inkubacji 20°/o podanej radioaktywności znaleziono 
w RNA protoplastów. Elektroforeza wyizolowanego RNA wykazała, że 
radioaktywność znajduje się przede wszystkim w 25 S i 18 S RNA rybo­
somów frakcji cytoplazmatycznej, natomiast mniej niż 1 0 %  włączonego 
uracylu znajdowano w RNA rybosomów chloroplastowych tj. we frakcji

Tabela 4
Wpływ inhibitorów na syntezę kwasów nukleinowych (RNA) w protoplastach N. tabaceum (95).

Inhibitor Stężenie
(i^g/ml)

Hamowanie
(%)

Włączanie 14C-uracylu do 
RNA

Włączanie 14C-uracylu do 
frak. rozpuszczalnej w kwa­

sie

Aktynomycyna D 10 71,4 0
Chromanycyna A3 100 78,2 16,7
2-tiouracyl 10 18,2 18,0

Protoplasty inkubowane 12 godzin z 0,02 (i.C/ml 14C-uracylu w obecności inhibitorów.
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23 S i 16 S. Wpływ niektórych antybiotyków na włączanie znakowanego 
uracylu przez protoplasty N. tabacum do RNA podano w tabeli 4. Aktyno- 
mycyna D i- chromomycyna A3 hamują w znacznym stopniu aktywność 
polimerazy RNA zależnej od DNA oraz syntezę RNA w chloroplastach. 
2-tiouracyl hamował biosyntezę RNA jedynie w niewielkim stopniu (95).

Protoplasty znalazły również zastosowanie w badaniach działania hor­
monów roślinnych na biosyntezę RNA w komórkach roślin wyższych (96). 
Do badań stosowano protoplasty z siewek kukurydzy, w których śledzono 
włączanie 3H-urydyny do RNA w protoplastach z roślin kontrolnych i ho­
dowanych na pożywce z kwasem giberelinowym. (Ryc. 6 ). Okazało się, że

Czas (m in)

Ryc. 6. W łączanie  H 3-u ry d y n y  do R N A  p ro to p la s tó w  o trzy m an y ch  z siew ek  k u k u ­
rydzy  (96).

A. •  protoplasty kontrolne, 0 —0  protoplasty z roślin  rosnących na pożyw ce z GA,.
B. •  protoplasty kontrolne, 0 —0  GA, obecny ty lko  podczas inkubacji.

obecność tego hormonu stymulowała syntezę RNA dwukrotnie, gdy rośliny 
rosły na pożywce z kwasem giberelinowym, nie więcej zaś niż 50%. gdy 
kwas giberelinowy dodano tylko na czas inkubacji z 3H-urudyną. Wyka­
zano, że hormon ten wpływał głównie na syntezę jądrowego RNA. Suge­
ruje się, że kwas giberelinowy działa na etapie transkrypcji, jednakże 
sprawa ta nie jest jeszcze wyjaśniona do końca (96).

Biosyntezę białka badano inkubując protoplasty z liści tytoniu z 14C-le- 
ucyną (95). Po 12 godzinach inkubacji 36°/o podanej radioaktywności od­
najdowano w białkach protoplastów. Włączanie 14C-leucyny podlegało za­
hamowaniu przez cykloheksoimid, blasticydynę S, enomycynę, które ha­
mują syntezę białka także w komórkach grzybów i wyższych organizmów. 
Chloramfenikol użyty w stężeniu 200|xg/ml hamował włączanie 14C-leucy- 
ny do protoplastów liści tytoniu, zastosowany zaś w niższych stężeniach 
nie wywierał żadnego wpływu. Efekt puromycyny podobny był do efektu 
chloramfenikolu, podczas gdy obecność aktynomycyny D tylko nieznacz-
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Tabela 5
Wpływ inhibitorów na syntezę białka w protoplastach N. tabacum (95).

Inhibitor Stężenie
([¿g/ml)

Hamowanie (%)

Włączanie 14C-leucyny 
do białka

Włączanie 14C-leucyny 
do frakcji rozpuszczalnej 

w kwasie

Cykloheksoimid 0,1 79,8 23,2
1,0 96,3 49,7

Blastycydyna S 0,1 44,2 13,7
1,0 89,5 38,7

Enomycyna 100,0 48,6 10,0
Chloramfenikol 100,0 0 0

200.0 28,4 0
Puromycyna 100,0 3,8 3,0

200,0 23,0 0
Aktynomycyna D 10 2,7 1,3

Protoplasty inkubowano 12 godzin z 0,02 ¡¿C/ml 14C-leucyny w obecności inhibitorów.

nie wpływała na aktywność biosyntezy białka w protoplastach (Tabela 5). 
Podobnie jak w innym materiale roślinnym różny był wpływ cyklohek- 
soimidu i chloramfenikolu na biosyntezę białek cytoplazmatycznych 
i chloroplastowych. W nieobecności inhibitorów 70°/o włączonej 14C-leucy- 
ny znajdowano w białkach cytoplazmatycznych, 25%> w białkach chloro­
plastów i 5% w białkach jądrowych. Cykloheksoimid hamował włączanie 
do białek cytoplazmy o 78%>, a do białek chloroplastowych jedynie o 36°/o, 
podczas gdy wpływ chloramfenikolu był odwrotny. Wyniki te potwierdza­
ją, że w protoplastach podobnie jak w glonach i liściach syntezę białka 
w rybosomach chloroplastowych sepcyficznie hamuje chloramfenikol, po­
dobnie jak w organizmach prokariotycznych.

Opracowanie metody izolowania protoplastów pozwoliło na zbadanie 
rozmieszczenia niektórych enzymów na terenie komórki roślinnej (97). Po­
równywano zawartość izoenzymów peroksydazy w całych liściach oraz 
w protoplastach N. tabacum, i okazało się, że znajduje się je jedynie 
w preparacie z liści. Sugeruje to, że izoenzymy peroksydazy związane są 
ze ścianą komórkową i zostały oddzielone od protoplastów wraz ze stra­
wioną ścianą.

Przedstawiony aktualny przegląd .badań nad protoplastami roślinnymi 
wykazuje jak pożyteczne są badania prowadzone w tym kierunku. Szcze­
gólnie interesujące są wyniki somatycznej hybrydyzacji, która daje moż­
liwość wyhodowania korzystnych dla człowieka odmian roślin. Również 
zastosowanie protoplastów do badań nad wirusami roślinnymi już w tej 
chwili okazało się bardzo owocne. Ogólną korzyścią dla badań metabolicz­
nych jest możliwość uzyskania jednorodnej populacji komórek roślinnych.
A rty k u ł n adszed ł 20.8.1975, po r e w iz ji  au torsk ie j o trzym a n o  10.2.1976.
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Redakcja dwumiesięcznika „Diagnostyka Laboratoryjna” uprzejmie inform uje,
że w  numerze 2 tomu X I I  1976 ukazały się następujące prace:

1. W 60-lecie u rodzin  P ro feso ra  Jerzego  H om olki.
2. K. O lech, J . M aruch in  — R ew ertaza .
3. B. S aw icka  — Z naczen ie  d iagnostyczne oznaczan ia  p ro to p o rfiry n y  i fe r ry -  

tyny  w  n iedokrw istośc iach  z n iedoboru  żelaza.
4. M. U chacz, T. B orkow ski — R ybonuk leaza  k w aśn a  i zasadow a w  leukocy ­

tach  p raw id łow ych  i białaczkow ych.
5. K. M arkiew icz, W. L utz , A. Szeszko — B ad an ia  ch rom atog raficzne  sk ładu  

lip idow ego soku żołądkow ego ludzi zdrow ych  w  w a ru n k ach  w ydzie lan ia  
podstaw ow ego.

6. M. Doleżal, B. P aw lik , A. B udak  — B adan ia  nad  oceną w łaściw ości a n ty ­
genow ych szczepów  A sperg illu s iu m ig a tu s  w  św ietle  ich p rzyda tnośc i w  od­
czynie p recy p itac ji w  żelu.

7. W. B olanow ska, E. Szunejko  — O znaczanie d igoksyny w  surow icy  m etodą 
h am o w an ia  w ch łan ian ia  ru b id u  (86Rb) przez k rw in k i czerw one k rw i lu d z ­
k iej.

8. Z. H erte l, J . Jan eck i — O znaczanie frak c ji b ia łek  surow icy  m ik ro e lek tro - 
fo rezą na  octan ie  celulozy.

9. H. B erbeć — U proszczona m etoda oznaczan ia  se ro ton iny  w e k rw i ludzi.
10. K. A dam kow ski, I. C ichocka — P ro s ta  i szybka m etoda  zagęszczania p łynów  

biologicznych.
11. W. L u tz  — M odyfikacja  m etody  D uncom e’a oznaczania  w olnych  kw asów  

tłuszczow ych w  surow icy  k rw i.
12. J . B orysiew icz — P rzy rząd  do m ierzen ia  s tre fy  zaham ow an ia  w zrostu  d ro b ­

no u stro jów  przy  oznaczaniu  lekow rażliw ości m etodą  krążkow ą.
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Post. Biochem.,  22, 323—343, (1976).

KRZYSZTOF BAŃKOWSKI *

Dynamika cząsteczkowa związków naturalnych wyznaczana 
z badań relaksacji spinowo— sieciowej jąder węgla 13C

Molecular Dynamics of Natural Compounds as Determined by Carbon-13 
Spin—Lattice Relaxation Time Studies 

Wstęp

Niezwykle dynamicznie rozwijająca się w ostatnich latach gałąź spek­
troskopii — spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego węgla 13C 
(cmr — carbon magnetic resonance) — stanowi jedną z najbardziej obie­
cujących metod badania substancji naturalnych. Ilość informacji uzyski­
wana z widm cmr odnośnie struktury  związków organicznych jest znacz­
nie większa niż z widm protonowego rezonansu magnetycznego — doty­
czy to zwłaszcza dużych związków bioorganicznych. Podstawy spektro­
skopii cmr zostały opisane w kilku monografiach (1 —3); pojawiły się rów­
nież artykuły przeglądowe o zastosowaniu spektroskopii cmr w badaniach 
związków naturalnych (4) oraz w badaniach budowy peptydów i białek 
(5).

Zastosowanie spektrometrów impulsowych wyposażonych w transfor­
mację fourierowską (FT) umożliwia uzyskanie czytelnych widm złożonych 
związków. Dzięki dużemu zróżnicowaniu położeń sygnałów od węgli (oko­
ło kilkunastu razy szerszy zakres występowania sygnałów niż dla proto­
nów) w widmach nawet tak dużych cząsteczek jak sterydy, alkaloidy czy 
też peptydy każdy sygnał pochodzi na ogół od innego atomu węgla. Po­
nieważ widma rejestruje się zwykle w warunkach odsprzęgania od pro­
tonów linie rezonansowe węgla pojawiają się w postaci ostrych single- 
tów. Przykładem niech będzie widmo cmr octanu kortizonu (Ryc. 1). Dla 
porównania w górnej części rysunku zamieszczono, w tej samej skali,

* D r, P raco w n ia  P ep ty d ó w  In s ty tu tu  P odstaw ow ych  P rob lem ów  C hem ii, W ydział 
C hem ii, U n iw ersy te t W arszaw sk i, P a s te u ra  1, 02-093 W arszaw a

W ykaz stosow anych  sk ró tów : C m r — m agnetyczny  rezonans jąd ro w y  w ęgla 13C; 
F T  — tran sfo rm ac ja  fou rie ro w sk a ; T i — czas re lak sac ji sp inow o-sieciow ej (podłużnej).
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Ryc. 1. W idm o cm r i p m r o c tan u  k o rtizo n u  (62)

widmo protonowego rezonansu tego samego związku; jasno widać zde­
cydowanie większą czytelność widma cmr.

Rozszyfrowanie tak uzyskanego widma polega na przyporządkowaniu 
poszczególnych sygnałów odpowiednim atomom węgla w cząsteczce. Przy­
pisań dokonuje się w oparciu o tablice korelacyjne przesunięć chemicznych 
podawane w monografiach (1 —3) i artykułach oryginalnych, w oparciu
o atlas widm cmr czy też analizując widma cmr serii podobnych związ­
ków. Z położeń sygnałów od węgli rozpatrywanej cząsteczki można wy­
ciągnąć szereg ważnych informacji o jej budowie. Z kolei widma cmr 
nieznanych związków ułatwiają ich identyfikację. Nie jest to jednak je­
dyne zastosowanie spektroskopii cmr. Dzięki wprowadzeniu techniki im­
pulsowej stało się możliwe i stosunkowo proste wyznaczenie czasów re­
laksacji spinowo-sieciowej (podłużnej) Tj poszczególnych jąder węgla w 
cząsteczce. Param etr ten ma bardzo duże znaczenie diagnostyczne. Jak 
przedstawiono niżej, znajomość czasów Tj dostarcza wielu cennych infor­
macji o dynamice cząsteczkowej związków organicznych. Informacje te 
dotyczą zarówno ruchliwości cząsteczek jako całości w roztworze, jak 
również ruchliwości wewnątrzcząsteczkowej, tj. ruchliwości poszczegól­
nych grup, czy też większych fragmentów cząsteczek. Często są to in­
formacje, których nie można było dotąd uzyskać innymi metodami fizy­
ko-chemicznymi.

Informacje te stwarzają możliwość: rozstrzygania czy cząsteczki lub 
ich fragmenty mają budowę zwartą czy nieuporządkowaną (w przypad­
ku białek możliwe jest śledzenie przejść: łańcuch w stanie przypadkowe­
go zwinięcia i=: heliks); oszacowywania rozmiarów cząsteczki i przewidy­
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wania jej kształtu sferycznego; wnioskowania o stopniu agregacji cząste­
czek. Pojawiły się również prace dotyczące wykorzystywania informacji 
płynących z pomiarów czasów Ti do badania oddziaływań lipidów i bia­
łek w złożonych agregatach lipidowo-białkowych, takich jak błony biolo­
giczne.

Spośród wszystkich związków naturalnych najobszerniejsze badania 
dynamiki cząsteczkowej wykonano w grupie związków peptydowych 
i białkowych. Widma cmr szeregu hormonów peptydowych zinterpreto­
wano całkowicie i wyznaczono czasy relaksacji Ti poszczególnych ato­
mów węgla. Tak uzyskany obraz, nazwany „mapą dynamiczną cząsteczki” 
(4), wzbogaca w istotny sposób wiedzę o własnościach związków biolo­
gicznie czynnych.

I. Relaksacja spinowo-sieciowa (podłużna)

Istota zjawiska magnetycznego rezonansu jądrowego polega na absorp­
cji promieniowania elektromagnetycznego przez jądra atomów magnetycz­
nych (tj. takich, których spin jądrowy I >  0; spin jąder 13C tak jak i pro-

1
tonów I =  ) umieszczonych w stałym zewnętrznym polu magnetycz­

nym. Zjawisko rezonansu jądrowego omawiano dokładnie m.in. w Postę­
pach Biochemii (6 ). W wyniku zaabsorbowania energii ulega zaburzeniu 
wyjściowe obsadzenie poziomów energetycznych jąder opisane rozkładem 
Boltzmana. Początkowy nadmiar jąder o niższym stanie energetycznym 
zmniejsza się dążąc do jednakowego obsadzenia obu poziomów. Szybkie 
wyrównanie obsadzenia obu poziomów (tzw. nasycenie) spowodowałoby 
zanik sygnału, a w praktyce niemożność obserwacji zjawiska magnetycz­
nego rezonansu jądrowego.

Przez relaksację spinowo-sieciową (podłużną) rozumie się proces od­
prowadzania energii ze zbioru spinów jądrowych znajdujących się na 
wyższym poziomie energetycznym. Relaksacja spinowo-sieciowa jest więc 
procesem przeciwdziałającym wystąpieniu nasycenia i umożliwiającym 
rejestrację i obserwację zjawiska rezonansu jądrowego. Wyznaczany do­
świadczalnie czas relaksacji spinowo-sieciowej Tx jest stałą czasową opi­
sującą ekspotencjalny powrót jąder do boltzmanowskiego obsadzenia po­
ziomów energetycznych:

N = N 0 e-t/Tl ( 1 )
gdzie: N — nadmiar jąder na wyższym poziomie energetycznym w cza­

sie t
N 0 — nadmiar jąder na wyższym poziomie energetycznym w cza­

sie t  =  0

Jak widać ze wzoru (1), po czasie Tj nadmiar jąder na wyższym poziomie 
spada do l/e  części swej wartości początkowej.
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Oddawanie energii w procesie relaksacji spinowo-sieciowej odbywa 
się wskutek oddziaływania jąder z ich otoczeniem, tzw. siecią. Wszystkie 
mechanizmy oddziaływania mają jedną wspólną cechę: relaksacja zwią­
zana jest z istnieniem lokalnych fluktuujących pól magnetycznych w 
próbce; ich obecność wynika z ruchów cząsteczkowych. Zmiana położeń 
cząsteczki — w skład której wchodzą przecież jądra magnetyczne 1H, 13C — 
względem zewnętrznego pola magnetycznego H0, a więc ruch momentów 
magnetycznych względem pola H 0 wytwarza fluktuujące pola. Dlatego 
też czasy Tj związane są z ruchliwością cząsteczki i pośrednio dostarczają 
informacji o jej dynamice. Relaksacja jest najbardziej efektywna, czasy 
Ti najkrótsze, wówczas jeśli ruch cząsteczki wytwarza lokalne pola ma­
gnetyczne fluktuujące z częstościami bliskimi częstościom rezonansowym 
węgli.

Stwierdzono, że dominującym mechanizmem relaksacji spinowo-siecio­
wej jest mechanizm dipol-dipol 13C—łH; dotyczy to zwłaszcza węgli po­
łączonych bezpośrednio z protonami. Oznacza to, że energia spinowa od­
bierana jest przez fluktuujące pola powstające na skutek ruchów momen­
tu magnetycznego połączonego z węglem protonu wokół pola H„ (7, 8 ). Co 
więcej A l l e r h a n d  (9) wykazał, że w dużych cząsteczkach białkowych 
relaksacja węgli niepołączonych z atomami wodoru odbywa się również 
głównie wg mechanizmu dipol—dipol 13C—1H.

I - l .  Czasy relaksacji i czasy korelacji

Przechodząc do bezpośredniego wyciągania wniosków o ruchliwości 
cząsteczek z wyznaczonych doświadczalnie czasów relaksacji Ti należy 
wprowadzić pojęcie e f e k t y w n e g o  c z a s u  k o r e l a c j i  t eff. Czas 
Teff jest wielkością charakteryzującą w danych warunkach ruchliwość czą­
steczki i określa średni czas, w którym cząsteczka obraca się o kąt 1  ra- 
diana (1). Przy założeniu, że relaksacja ma charakter dipolowy, że czą­
steczka obraca się w roztworze izotropowo i że nie występują w niej 
wewnątrzcząsteczkowe ruchy (lub są bardzo powolne w stosunku do ogól­
nych ruchów cząsteczki w roztworze) przekształcenie równania S o l o -  
m o n a  (1 0 ) wiąże czas relaksacji Tx z czasem korelacji następującą zależ­
nością (7, 11):

T*_____  | 3 t* i 6 t* ( 2 1

1 +  (C0C — C0H)2TR 1 +  6>cTr 1 +  (C0c +  COh )2Tr __

gdzie: N — liczba atomów wodoru bezpośrednio związanych z wę­
glem

Yc, Yh — stosunki żyromagnetyczne węgla 13C i protonu 
wc, wH — częstości rezonansowe 

vCh — długość wiązania C—H

1

t T

N ^ T ^ T h

l o r « '
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Ponieważ w założeniach zakłada się jako jedyny ruch reorientacje rota­
cyjne całych cząsteczek, efektywny czas korelacji jest tutaj tzw. czasem 
korelacji dla reorientacji rotacyjnych t r . Z równania (2) widać, że czas 
relaksacji Tj jest tym krótszy im więcej protonów połączonych jest z da­
nym węglem (N). Mechanizm przekazywania energii dipol—dipol 1SC— 
jest bowiem bardziej efektywny. Zależność Tx od t r ilustruje wykres 
(Hyc. 2).

Ryc. 2. Z ależność czasu re ­
lak sac ji T i od czasu  ko re lac ji
tr p rzy  n a tężen iu  zew n ę trz ­
nego po la  m agnetycznego  

Ho =  23,5 kG  (1).

Z wykresu widać, że jeśli cząsteczka rotuje z szybkością odpowiada­
jącą czasowi korelacji oznaczonemu Topt (bliskiemu częstości rezonanso­
wej węgla), relaksacja jest najbardziej efektywna i czas Tj najkrótszy. 
Szybsze ruchy cząsteczki w roztworze (skracanie czasów t r — lewa gałąź 
krzywej) oraz wolniejsze ruchy cząsteczki w roztworze (wydłużanie cza­
sów tr — prawa gałąź krzywej) powodują wydłużanie się czasów relak­
sacji Tj.

Zastosowanie spektrometrów dających wyższe natężenia zewnętrznego 
pola magnetycznego H 0 (co jest niezwykle korzystne gdyż powoduje często 
rozdzielenie nakładających się sygnałów) zmienia nieco przebieg krzy­
wej Ti od t r (Ryc. 3).

Jak widać, z wyznaczonej doświadczalnie wartości T\ można bezpo­
średnio obliczyć (bądź odczytać z krzywej) czas korelacji ilustrujący szyb­
kość rotacji cząsteczki. Z rycin 2,3 wynika jasno, że jednej wartości 
odpowiadają dwa rozwiązania na t r . Aby rozstrzygnąć, które z nich jest 
prawidłowe należałoby (12, 13) wyznaczyć czasy Tx na dwóch różnych 
przyrządach o różnym natężeniu H 0 lub wielkość jądrowego efektu Over- 
hausera (NOE) albo też czas relaksacji poprzecznej T, gdyż param etry te 
(NOE, T2) zależą w znany sposób od t r .
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Ryc. 3. Z ależność czasu re la k sa c ji T i od czasu k o re lac ji xR d la  w ęg la  m etinow ego  
(r =  1,09A) p rzy  dw óch w arto śc iach  na tężen ia  pola m agnetycznego , H 0 =  14,10 kG

i 63,43 kG  (14).

Na szczęście nie zawsze jest to konieczne. Okazało się bowiem, że za­
zwyczaj spełniony jest warunek szybkich ruchów w skali rezonansu cmr 
tj.

(coH +  iOc)Teff < 0  (3)

Inaczej mówiąc: szybkości ruchów cząsteczkowych są na tyle duże 
(czasy korelacji na tyle krótkie), że w praktyce pracuje się na ogół na le­
wej gałęzi krzywej (nawet na spektrometrach o mocy 67,9 MHz (14)). 
Oznacza to, że w praktyce w y d ł u ż e n i e  s i ę  c z a s ó w  r e l a k ­
s a c j i  Tx ś w i a d c z y  o w z r o ś c i e  r u c h l i w o ś c i  c z ą s t e c z ­
k i. Jedynie w przypadkach pewnych polimerów lub polipeptydów o zwar­
tej .budowie zaobserwowano takie spowolnienie ruchów cząsteczkowych, 
że czasy korelacji wypadały na prawej gałęzi krzywej (patrz dalej: gra­
micydyna A, polipeptydy i białka).

Jeśli fragmenty cząsteczki (np. pewna grupa atomów) wykazują wzmo­
żoną ruchliwość np. wskutek szybkich wewnętrznych rotacji lub ruchów 
segmentowych, to wówczas efektywny czas korelacji dla jąder węgla wy­
stępujących w tym fragmencie składa się z członu opisującego ruchliwość 
cząsteczki jako całości (xR) i członu opisującego ruchliwość wewnątrzczą- 
steczkową (tg). nosi nazwę czasu korelacji dla wewnętrznych rotacji:
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Obserwowany czas relaksacji T\ jest teraz następującą funkcją obu cza­
sów korelacji tr i xG:

i
2 . .2

T h Y c

T i r;6CH
(5)

6 t g +  t r  3 t g  +  t r

Oznaczenia jak we wzorze (2) a ponadto A, B, C — stałe związane odpo­
wiednimi zależnościami z kątem pomiędzy wektorem C—H a osią we­
wnętrznej rotacji.

Jak widać w dalszym ciągu obowiązuje zależność, że w z r o s t  
r u c h l i w o ś c i  d a n e j  g r u p y  a t o m ó w  ( f r a g m e n t u  c z ą ­
s t e c z k i )  w y d ł u ż a  c z a s y  r e l a k s a c j i  Tj j ą d e r  w ę g l i  
z n a j d u j ą c y c h  s i ę  w d a n e j  g r u p i e .  Porównując ruchliwość 
poszczególnych grup w cząsteczce należy pamiętać, że czas Tj określonego 
atomu węgla jest tym krótszy im więcej protonów jest z danym atomem 
węgla związanych (N). Aby móc bezpośrednio porównywać ruchliwość 
poszczególnych węgli zazwyczaj podaje się w literaturze wartość NTj.

Znajomość wartości t r  (wyznaczonej z czasów relaksacji T! dla węgli nie 
ulegających wewnętrznym rotacjom wg równania (2 )) pozwala wg równań 
(4), (5) wyznaczyć czas korelacji dla wewnętrznych rotacji t g  poszczegól­
nych grup w cząsteczce. Tak więc pomiary czasów relaksacji spinowo-sie- 
ciowęj Tx pozwalają głęboko wniknąć w dynamikę cząsteczkową związ­
ków organicznych: możliwe jest obliczanie szybkości rotacji cząsteczek ja­
ko całości w roztworze jak również szybkości wewnętrznych rotacji po­
szczególnych grup.

1-2. Pomiar i porównywanie wartości czasów T j

W stałym polu magnetycznym H 0 spiny jądrowe niejednakowo obsa­
dzają oba poziomy energetyczne. Niewielki nadmiar spinów jądrowych 
przyjmuje orientację korzystniejszą energetycznie tj. równoległą do linii 
sił pola H0. Powoduje to wystąpienie makroskopowej magnetyzacji M 
wzdłuż linii sił pola H„. Podanie impulsu (w płaszczyźnie prostopadłej do 
pola H0) wywołuje wychylenie wektora M z położenia początkowego, a po­
nieważ spełniony jest warunek rezonansu, jego precesję wokół kierunku 
prostopadłego do H„. W efekcie zmniejsza się składowa wektora magne­
tyzacji wzdłuż kierunku pola. Po ustaniu działania impulsu układ wraca 
do stanu wyjściowego tzn. wektor magnetyzacji narasta wzdłuż kierunku 
pola do swej wyjściowej wartości. Ta odbudowa wektora magnetyzacji 
(w ujęciu kwantowym powrót do wyjściowego obsadzenia poziomów ener­
getycznych) zachodzi w wyniku procesów relaksacji spinowo-sieciowej, 
stąd inna nazwa relaksacja podłużna, i odbywa się ze stałą czasową Tx.

Pomiar czasu Tx opiera się na podawaniu do próbki sekwencji róż­
nych impulsów w wyniku czego można obserwować narastanie wektora
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M w czasie poprzez pomiar intensywności wzrostu sygnału rezonansowe­
go węgla. W obu stosowanych technikach pomiaru: technice stopniowe­
go nasycania oraz technice „odwrócenia i powrotu” stosuje się inne sek­
wencje impulsów, lecz w obu obserwuje się wzrost intensywności sygna­
łu w czasie i z odpowiednich równań oblicza się czas Tx. Szczegóły można 
znaleźć w monografiach (1—3) i artykułach specjalistycznych (15, 16). 
Należy podkreślić, że dokładność wyznaczania czasów Ti szacuje się na
10— 15%>. Dokładność taka pozwala jednak na poprawne wnioski o dy­
namice cząsteczkowej zważywszy duże zróżnicowanie czasów relaksacji 
Tx.

Większe niebezpieczeństwo popełnienia błędów występuje przy auto­
matycznym porównywaniu czasów Ti dla różnych cząsteczek. Rzadko kie­
dy warunki pomiaru są identyczne a takie czynniki jak temperatura, lep­
kość roztworu (stężenie) wpływają na ruchliwość cząsteczki, a tym sa­
mym na wartości Tj. Ważne jest również całkowite odgazowanie próbki. 
W obecności tlenu dochodzi do głosu dodatkowy dipolowy mechanizm re­
laksacji z niesparowanymi spinami cząsteczki tlenu i czasy Tj ulegają 
znacznemu skróceniu.

II. Peptydy

11-I. Syntetyczne peptydy liniowe

K e i m i wsp. opisali w cyklu prac (17—19) syntezę, widma cmr i po­
miary czasów relaksacji serii pięciopeptydów o budowie: Gly—Gly—X— 
Gly—Gly gdzie X reszta aminokwasowa różna od Gly. Pomiary czasów 
T! dostarczyły interesujących danych o dynamice wewnątrzcząsteczkowej 
w liniowych łańcuchach krótkich peptydów. Okazało się, że czasy Tx dla 
węgli a w łańcuchu peptydowym rosną w obie strony od centralnego ami­
nokwasu X (Ryc. 4).

o o o o o
© II II 282 II || || Q

H3N — CH2— C — NH— CH2— C — NH— CH— C — NH— CH2— C — NH— CH2— C — O

744 408 358 CH, 408 820

630 CHL

I ecoo0

Ryc. 4. Czasy relaksacji N T i (msek) w pięciopeptydzie H — G ly— G ly— G lu— G ly—
— G ly— O H (18).

Wskazuje to na wzrost ruchów rotacyjnych i segmentowych w miarę 
oddalania się od środka cząsteczki w stronę N- i C-końca. Zróżnicowana 
ruchliwość łańcucha peptydowego jest cechą charakterystyczną labilnych 
konformacyjnie liniowych peptydów. W cyklicznych peptydach (patrz 
dalej) czasy T: węgli a mają zbliżone wartości. Inną ogólną cechą krótkich
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cząsteczek peptydowych jest wzrost ruchliwości w łańcuchach bocznych 
aminokwasów w miarę oddalania się od łańcucha głównego. Na rycinie 4 
wyraźnie widać wydłużanie się czasów NTj przy przechodzeniu od „zakot­
wiczonego” w łańcuchu głównym węgla a kwasu glutaminowego do węgli 
(3 i Y w łańcuchu bocznym.

I I - 2. Tyreoliberyna

Tyreoliberyna (TRF), czynnik uwalniający tyreotropinę był pierw­
szym związkiem peptydowym, dla którego wyznaczono czasy Ti (20) (Ryc. 
5).

Ryc. 5. C zasy re la k sa c ji NTi (sek) 
w  ty reo lib e ry n ie  (TRF), 20, 35). W 

n aw iasach  dane  wg. (21).

Porównanie czasów Tj dla węgli a sugeruje, że prolinowy koniec czą­
steczki jest mniej ruchliwy niż piroglutaminowy. Pomiary w innym pH 
(2 1 ) wskazują jednak, że ruchliwość reszty proliny i histydyny jest zbli­
żona. Obliczony z czasu NTi dla węgla a histydyny efektywny czas ko­
relacji wynosi Teff — 1,2X10 - 1 0  sek. Zrozumiałe, że jest on znacznie krótszy 
niż dla większych, wolniej poruszających się w roztworze i mniej labil- 
nych konformacyjnie, cząsteczek peptydowych.

II-3 . Melanostatyna

Melanostatyna (MIF), czynnik hamujący uwolnienie melanotropiny 
(MSH) jest amidem trójpeptydu: Pro—Leu—Gly—NH 2 (22). Czasy Tx dla 
MIF wyznaczono w dwóch rozpuszczalnikach: dwumetylosulfotlenku 
(DMSO) i wodzie (D20) (23). W wodzie czasy NTX są 1—3 razy dłuższe niż 
w DMSO co wskazuje, że w wodzie cząsteczka jest znacznie bardziej ruch­
liwa konformacyjnie. Pomiary czasów Tj wskazały ponadto, że dwume- 
tyloamid Pro—Leu—Gly—N/CH 3/2 jest bardziej ruchliwy konformacyj­
nie niż MIF. Mniejsza ruchliwość konformacyjna MIF może wynikać 
z występowania w tej cząsteczce wiązania wodorowego wewnątrzcząstecz- 
kowego pomiędzy protonem trans amidu glicyny, a grupą karbonylową 
proliny. Strukturę taką ((3 — zwój) proponowano poprzednio w oparciu
o widma rezonansu protonowego (24).

fc? ? «:» ?
- C — NH-----CH------C—
8,9 I 9,4

I (7,4) 
0,44 CH,

(0,42)

(0 , 52) (0,86) 
0,39 0,65

0,57
(0,73)

CONH„
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I I -4 .  Gramicydyna S

Gramicydyna S, antybiotyk będący cyklicznym dziesięciopeptydem
o budowie: cyklo (D-Phe—L-Pro—L-Val—L-Orn—L-Leu) 2 jest związkiem, 
którego konformację badano wieloma metodami fizykochemicznymi (25). 
Ustalono, że w wielu rozpuszczalnikach gramicydyna S występuje 
w sztywnej konformacji pofałdowanej kartki. Pełne roszyfrowanie wid­
ma cmr gramicydyny S (26) pozwoliło na wyznaczenie czasów NTj (14, 
27) (Ryc. 6 ).

r- </•} «/«
" L r lr C-cr- C ‘O -1

c = o  I
N

MT*3 V 150y  \

'r/<jNNi/C^c/N'Nc A  7 ,5°
II C 180 I II

1 H 'C\ c Ryc. 6. Czas re la k sa c ji N Ti
no°e (m sek) w  g ram icy d y n ie  S (27).

Tutaj i na następnych  rycinach  
litery  oznaczają nakładające się  

sygnały  rezonansow e.

Jak widać czasy NTi dla wszystkich pięciu różnych w^ęgli a w łańcu­
chu peptydowym mają zbliżoną wartość. Wskazuje to po pierwsze na izo­
tropowy ruch cząsteczki w roztworze i potwierdza sztywną budowę łań­
cucha peptydowego tj. brak lub znikome ruchy segmentowe. Po drugie 
z czasu NTi dla węgli a (średnio 143,5 sek) można wg równania (2) w y­
znaczyć czas korelacji dla rotacyjnej reorientacji t r . Wynosi oń dla gra­
micydyny S: 3,3X10~ 10 msek (w metanolu) co zgadza się dobrze z czasem 
korelacji innych sztywnych cząsteczek o tym samym ciężarze cząsteczko­
wym (np. cyjanokobalaminy (28)). Z ryciny 6  widać również, że czasy NTX 
dla węgli w łańcuchach bocznych są znacznie dłuższe niż dla węgli a 
co świadczy o ich dodatkowej ruchliwości. Znając czas t R można było wy­
znaczyć wg równania (5) czasy korelacji dla wewnętrznych rotacji xG 
w łańcuchach bocznych. Przykładowo t g dla rotacji wokół wiązania Ca—C13 

w reszcie fenyloalaniny i waliny wynosi 3,3 X10~ 10 sek (27).

I I -5 .  Ocytocyna (oksytocyna) i lizyno—wazopresyna
1

Podobnie jak w cyklicznej gramicydynie S w oksytocynie i lizyno—wa- 
zopresynie czasy NTj sześciu węgli a wbudowanych w cykliczną część 
cząsteczki mają zbliżoną wartość (ok. 95msek) (29) (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Czasy re lak sac ji N Ti (m sek) w  ocy tocynie  (z lew ej) i w  lizy n o -w azo p resy -
nie  (29).

Wyznaczony z tej wartości czas korelacji dla reorientacji rotacyjnej 
tr =  5X10 - 1 0  sek dobrze odpowiada czasom t R innych cząsteczek pepty- 
dowych o podobnym rozmiarze.

Interesujące jest, że czasy NTX węgli a w łańcuchach bocznych obu 
hormonów są dłuższe i wzrastają w stronę C—końca. Jest to konsekwencją 
wzrostu ruchliwości i większą swobodą konformacyjną C—końcowego 
fragmentu hormonu niż fragmentu pierścieniowego. C—końcowy frag­
ment lizyno-wazopresyny ~ P ro —Lys—Gly—NH2 jest bardziej ruchliwy 
niż C—końcowy fragment oksytocyny ~ P ro —Leu—Gly—HN2. W amino­
kwasach niearomatycznych wyraźnie widać wzrost ruchliwości węgli — 
P, Y i dalszych w porównaniu z „zakotwiczonym” w łańcuchu peptydo- 
wym węglem a. Stosunki czasów NTj w łańcuchu bocznym izoleucyny 
w oksytocynie są takie same jak w wolnym aminokwasie. Świadczy to
o tym, że łańcuch .boczny izoleucyny nie oddziaływuje z pozostałą częś­
cią cząsteczki. Potwierdza to strukturę P-zwoju proponowaną dla oksyto­
cyny, w której izoleucyna znajduje się w rogu zwoju, a jej łańcuch bocz­
ny na zewnątrz cząsteczki (30).

I I -6 .  Angiotcnsyna I I

D e s l a u r i e r s  i wsp. (31) wyznaczyli ostatnio czasy Tt dla hormonu 
regulującego ciśnienie krwi (5-izoleucylo)-angiotensyny II oraz dla syn­
tetycznego analogu (5-izoleucylo, 8 -leucylo)-angiotensyny II wykazują­
cego przeciwstawne działanie fizjologiczne (Ryc. 8 ).

http://rcin.org.pl



334 K. BAŃKOWSKI [12]

H -N —C = N H ,2 | 2
NH 

263 'O O , Z t\ CH„ 750 935

C o CH_ ,CH-
\ f  (3Ó4) | 2 ,80° (?68) O038)

CH, CH

I X , ,
12 (214)

\ ,„b ę H2 (266)° \ 3 /  3r-il  ̂ I i i r
Í H2 (220) CH, CH (204)

+ I
H_N—C H - C - N H —CH—C -N H —CH—C—N H -C H

110 J, 105 J. 90 1 74
(179) (l4l) (133) (l 32) |

c=o
I
NH

(123) $22)1 
110 84 | 156 180

C - H C - H N - C - C H - C H —CH,— CH,

II / I I  fol" 1426 o  c h 2 o  c h 3 i «

880 
(785)

-ĆH 145 
(241)

Ryc. 8. C zasy re lak sac ji N Ti (m sek) w  an g io tensyn ie  I I  p rzy  pH  4,5 o raz  w  n a w ia ­
sach  p rzy  pH  1 (31).

Mimo, że (5-Ile)—angiotensyna II jest liniowym ośmiopeptydem: Asp— 
Arg—Val—Tyr—Ile—His—Pro—Phe czasy Tx wskazują na określoną 
zwartą konformację głównego łańcucha peptydowego. Wszystkie czasy 
NT! węgli a mają zbliżoną wartość 74—110 msek wskazując na brak gra­
dacji w ruchach segmentowych typowej dla konformacyjnie swobodnych 
liniowych peptydów. Zakładając izotropowy ruch cząsteczki można obli­
czyć czas korelacji dla rotacyjnej reorientacji t R =  5,3X10 - 1 0  sek zbliżony 
do czasów tr sztywnego pierścienia oksytocyny i lizyno-wazopresyny.

Zaproponowano szereg modeli opisujących konformację angiotensy- 
ny II m.in. sfałdowaną strukturę — (5 (32). Według D e s l a u r i e r s  (31) 
hipotezę tę należy odrzucić gdyż takiej strukturze odpowiadałby czas tr 

około 1—2X10 - 9  sek. Obserwowany czas tr odpowiada modelowi przed­
stawiającemu angiotensynę II jako upakowaną pseudo-kulistą cząsteczkę. 
Nie można narazie ustalić czy w cząsteczce występuje konformacja (3-zwo- 
ju, y — zwoju lub też jeszcze inna czy też ma miejsce (jak to propono­
wano (33)) szybka równowaga między różnymi konformacjami. W (5-Ile, 
8 -Leu)-angiotensynie II czasy NTj dla Ca węgli są nieco dłuższe co może 
wskazywać na pewne rozluźnienie konformacji łańcucha głównego.

II-7 . L u lib e ry n a

Budowa luliberyny (LH—RF) została ustalona (34) i potwierdzona 
przez syntezę chemiczną stosunkowo niedawno. Związek ten jest ami­
dem dziesięciopeptydu o sekwencji: pGlu—His—Trp—Ser—Tyr—Gly— 
—Leu—Arg—Pro—Gly—NH2. Widmo cmr hormonu zarejestrowano już
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Ryc. 9. Czasy re lak sac ji N Ti (m sek) w  lu lib e ry n ie  (L H -R F) (36).

dawniej (35), a ostatnio wyznaczono dla poszczególnych węgli cząsteczki 
czasy Tj (36) (Ryc. 9).

Jak widać z przytoczonych danych, czasy NTj dla węgli łańcucha głów­
nego są zróżnicowane i najdłuższe dla aminokwasów na końcu łańcucha. 
Są one ponadto dłuższe od czasów NTX węgli łańcucha głównego w mniej­
szych lecz sztywnych cząsteczkach (oksytocyna, gramicydyna S). Wskazuje 
to na znaczny wzrost ruchów segmentowych w łańcuchu peptydowym. 
Ponieważ ponadto daje się zaobserwować wzrost ruchliwości w łańcuchach 
bocznych aminokwasów niearomatycznych cząsteczkę luliberyny należy 
uznać za bardzo ruchliwą konformacyjnie. Niełatwo więc będzie zapro­
ponowanie konformacji odpowiedzialnej za oddziaływanie z receptorem.

II-8 . G ram icydyna  A

Antybiotyk gramicydyna A jest liniowym peptydem o następującej 
sekwencji: formylo-L-Val—Gly—L-Ala—D-Leu—L-Ala—D-Val—(L-Trp— 
—D-Leu)3—L-Trp—etanoloamid (37). Ułatwia on przenikanie kationów 
metali alkalicznych oraz kationu wodorowego przez naturalne
i sztuczne błony lipidowe. Istnieją dowody, że gramicydyna A tworzy 
tunel w poprzek błony i że w tworzeniu tunelu uczestniczą dwie cząst czki 
gramicydyny A (38). W cyklu prac V e a t c h a  i B l o u t a  (39—41) usta­
lono, że w roztworze DMSO gramicydyna A występuje jako monomer 
w formie przypadkowego zwinięcia podczas gdy w metanolu tworzy upo­
rządkowaną formę podwójnego heliksu.

Pomiary czasów relaksacji (41) w pełni potwierdziły te ustalenia. Mi­
mo, że czasy NTj węgli a gramicydyny A w obu rozpuszczalnikach są
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zbliżone, to czasy korelacji są zasadniczo różne. Okazało się bowiem, że 
czasy Tj węgli a w DMSO leżą na lewej gałęzi krzywej (Ryc. 2) natomiast 
w metanolu na prawej co oznacza, że w metanolu cząsteczka jest mniej 
ruchliwa. Wprowadzając poprawkę na różną lepkość obu rozpuszczalni­
ków wyznaczono, że czas t r węgli a gramicydyny A w DMSO waha się 
w przedziale 0,35—lnsek. Odpowiada to dobrze czasom korelacji wyzna­
czonym dla syntetycznych kopolipeptydów występujących w formie przy­
padkowego zwinięcia. W roztworze metanolowym następuje uporządko­
wanie struktury w formę podwójnego heliksu co wskutek zmniejszenia 
ruchliwości łańcucha peptydowego powoduje wydłużenie czasów t r . Dla 
węgli a gramicydyny A w metanolu t r wynosi około 25 nsek.

II-9. Konform acyjna ruchliw ość pierścienia prolinow ego w  peptydach

Z przytoczonych danych widać, że czasy NTX różnych węgli pierście­
nia prolinowego w hormonach peptydowych są różne. Ich różna ruchli­
wość wyjaśniona jest szybkimi zmianami konformacyjnymi pomiędzy 
różnymi formami pofałdowanego pierścienia pirolidynowego (42).

W TRF czasy Ti są najdłuższe dla |3- i y-węgli pierścienia proliny (ozna­
czenia atomów w pierścieniu zaznaczono na rycinie 5). Wskazuje to na 
interkonwersję pierścienia i na to, że dominujące konformery mają bu­
dowę „półkrzesła”. Podobne i znacznie krótsze czasy Tx |3- i 5-węgli w TRF, 
oksytocynie, lizyno-wazopresynie, (Ile5)—angiotensynie II i LH—RF wska­
zują na zahamowanie ruchliwości tych węgli wywołane bliskim sąsiedz­
twem głównego łańcucha peptydowego. Podobny efekt obserwowano w 
gramicydynie S (27) i modelowych liniowych peptydach (19).

W czynniku MIF najdłuższy czas Tj posiada y-węgiel. Tłumaczy sie 
to interkonwersją pierścienia i szybkim przemieszczaniem się grupy y- 
-CH2 z położenia exo w endo (i odwrotnie) względem grupy karbonylowej 
(23, 42).

III. Polipeptydy i białka

Widma cmr białek są zbyt skomplikowane, aby była możliwa pełna 
ich interpretacja w sensie dokładnego przyporządkowania sygnałów ato­
mom węgla w tym a nie innym miejscu łańcucha polipeptydowego. Ty­
powy obraz widma cmr białka przedstawia rycina 1 0 .

Jak widać w odpowiednich przedziałach pojawiają się sygnały rezo­
nansowe od węgli alifatycznych (dają się wyodrębnić sygnały od węgli 
a łańcucha głównego), od węgli aromatycznych oraz karbonylowych. Po­
miary czasów relaksacji można więc przeprowadzać bądź na grupie sygna­
łów, bądź dla niektórych dających się łatwo wyłowić z widma pojedyn­
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czych sygnałów np. dla nie połączonych z protonami węgli aromatycz­
nych (9). Innym podejściem do badania dynamiki układów białkowych 
są pomiary czasów Tj w poliaminokwasach i polipeptydach o powtarza­
jącej się sekwencji aminokwasów. W tych modelowych związkach ilość 
różnych atomów węgla jest nieduża i ich widma łatwo jest zinterpretować.

Ryc. 10. W idm a cm r b ia łek : A—ferrocy toch rom u  c z serca konia, B—m ioglobiny ko­
nia  +  CO, C—lu d zk ie j hem oglob iny  +  CO (9).

Jeszcze inne podejście polega na wprowadzaniu w określone położenie 
cząsteczki białka grupy zawierającej atomy węgla 13C.

W jednej z wczesnych prac A l l e r h a n d  i wsp. (43) wyznaczyli 
czasy Tx dla natywnej i zdenaturowanej formy rybonukleazy I (E.C. 
3.1.4.22). Czasy Tj były znacznie krótsze (czasy korelacji około 100 razy 
dłuższe) dla natywnego enzymu. Wskazuje to na bardziej zwartą struk­
turę formy natywnej. Szczególnie przydatne do badania zmian konforma- 
cyjnych jest rozpatrzenie czasów Ti węgli a. W natywnym białku trze­
ciorzędowa struktura warunkuje konformację wszystkich węgli łańcucha 
głównego. Ruchy segmentowe są niewielkie; czasy Tj wszystkich węgli 
a mają zbliżoną wartość (dla rybonukleazy I—35msek (8 )). Po zdenaturo- 
waniu, rozluźnieniu struktury wzmagają się ruchy rotacyjne i segmen­
towe i są one różne w różnych częściach cząsteczki; czasy Tj są dłuższe
i bardziej zróżnicowane (dla rybonukleazy I 82—107msek). Zróżnicowa­
nie czasów Ti węgli a i ich długość (50—lOOmsek) stanowi dowód na wy­
stępowanie białka w postaci przypadkowego zwinięcia. Przykładem mo­
że być żelatyna: w białku tym czasy T\ węgli a wahają się od 55—120 
msek (44).

Przejście z formy łańcucha w stanie przypadkowego zwinięcia w zwar­
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tą formę heliksu prowadzi zazwyczaj do wyraźnego skrócenia czasów T\. 
Przykładem niech będzie skracanie się czasów T\ wszystkich węgli w poli- 
-L-lizynie przy pH 11 (przy tej wartości pH ma miejsce przemiana łań­
cuch zwinięty przypadkowo heliks). Efektu tego nie obserwuje się dla 
(L-Liz) 12 co świadczy o tym, że ten oligopeptyd nie tworzy struktury 
heliksu (35, 45).

Wnioskowanie oparte jedynie na porównaniu czasów Ti może być za­
wodne. Wykazano, że czasy Tj węgli a poli (L-glutaminianu y-benzylo- 
wego, w formie łańcucha o przypadkowym zwinięciu i heliksu są zbliżo­
ne. Wynika to z faktu, że czasy korelacji dla obu form znajdują się na 
różnych gałęziach krzywej (Ryc. 2). Dlatego też dopiero porównanie cza­
sów korelacji daje właściwy obraz dynamiki cząsteczkowej białka. Efek­
tywny czas korelacji wynosi dla węgla a w formie łańcucha o przypad­
kowym zwinięciu 0,8nsek, a dla formy heliksu 24—32 nsek (13). Czasy 
korelacji rzędu 0 ,1 —lnsek dla węgli a są typowe dla formy łańcucha o 
przypadkowym zwinięciu: gramicydyna A 0,35—lnsek (41), poli(L-Pro)
i poli(L-Pro—Gly) 0,3—0,6nsek (46), 36-aminokwasowy fragment kola­
genu 0,14—0,45nsek (47). Ponieważ w strukturach uporządkowanych (na- 
tywne formy .białek) ruchy segmentowe nie występują lub są niewielkie 
efektywny czas korelacji jest tutaj czasem korelacji dla reorientacji ro­
tacyjnych teff =  t r i odzwierciedla ruchy cząsteczki białka w roztworze. Są 
one oczywiście wolniejsze (czasy t r dłuższe) dla dużych białek, np. dla 
hemoglobiny ludzkiej (c. cząst. 64500) t r =  47nsek, a dla cytochromu c, 
lizozymu, mioglobiny, cyjanoferrimioglobiny (c.cząst. 1 2  0 0 0 —18 0 0 0 ) t r 
wynosi odpowiednio 17, 20, 19, 22nsek (9, 48). Wyniki te dobrze zgadzają 
się z czasami korelacji wyznaczonymi dla kilku białek techniką fluorescen- 
cji polaryzacyjnej (49).

Łatwo obserwowalnym sygnałem w widmie cmr białek jest sygnał 
pochodzący od węgla grupy guanidylowej reszty argininy. Pomiary czasu 
Tj dla tego węgla wskazują na brak lub udział ruchów wewnętrznych 
w łańcuchu bocznym argininy w białku. Brak ruchów rotacyjnych za­
obserwowano np. dla reszty argininy w cyjanoferricytochromie c (9). W 
kilku pracach doniesiono o pomiarach czasów Tj dla aromatycznych ato­
mów węgla i wskazano na ich małą ruchliwość w cząsteczce białka. W par- 
valbuminie białku, któremu przypisuje się funkcję kontroli procesów re­
gulowanych stężeniem jonów Ca2+ zaobserwowano wyraźne zmiany w 
części aromatycznej widma po usunięciu jonów Ca2+ z kompleksu biał­
ko—Ca2+. Największe zmiany przesunięć chemicznych i czasów relaksa­
cji wystąpiły na węglu y fenyloalaniny. Usunięcie jonów Ca2+ zaburza 
helikalną strukturę białka co jest najbardziej widoczne na najbliższym 
w stosunku do łańcucha głównego atomie węgla 7 . Dalsze węgle pierście­
nia aromatycznego pozostają ściśle upakowane w hydrofobowym rdzeniu 
białka i ich czasy relaksacji nie ulegają zmianie.

B r o w n e i wsp. (51) wprowadzili na drodze biosyntezy znaczoną
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węglem 13C w położeniu 2  histydynę do a-podjednostki syntetazy tryp- 
tofanu. Pomiary czasów relaksacji wskazały, że wszystkie cztery reszty 
histydyny występujące w białku mają ten sam czas korelacji. Jego wiel­
kość (27nsek) zbliżona do czasów korelacji dla reorientacji rotacyjnych 
całych cząsteczek białkowych wskazuje na to, że wszystkie reszty histy­
dyny są ściśle ulokowane w białku i nie wykazują większej swobody 
rotacji niż cała cząsteczka. Analogicznie pomiary czasów relaksacji dla 
węgla 13C w położeniu 2 histydyny w alkalicznej proteazie z Mycobacte­
rium sorangium, E.C.3.4.99.13. (ang. a-lytic protease) wskazały na sztywne 
umiejscowienie histydyny w katalitycznej triadzie —Asp—His—Ser— 
w całym przedziale pH w którym białko wykazuje aktywność enzyma­
tyczną (52).

IV. Steroidy

Mimo, że wykonano już widma cmr dla wielu steroidów czasy Ti wy­
znaczono sporadycznie i jedynie w celu ułatwienia dokonania pełnej iden­
tyfikacji sygnałów. A l l e r h a n d  i wsp. (7) wykazali, że czasy NTt 
dla wszystkich węgli grup CH2 i CH w pierścieniach w chlorku cholestery- 
lu mają zbliżoną wartość. Wg autorów świadczy to o izotropowym ruchu 
całej cząsteczki. Wyznaczony z tej wartości NTi czas korelacji (wg rów­
nania (2 )) powinien być „czystym” czasem korelacji dla rotacyjnej re­
orientacji cząsteczki.

Wynik ten zakwestionowali A p S i m o n i wsp. (53). Wyznaczyli oni 
czasy NTi dla serii pochodnych androstanu i cholestanu i stwierdzili, że 
w wielu związkach (szczególnie w serii androstanu) czas NTj węgla C—3 
jest wyraźnie krótszy niż dla pozostałych sztywnych węgli pierścienio­
wych (Ryc. 11).

Ryc. 11. C zasy re la k sa c ji N Ti (sek) w  4 -|3 -an- 
d ro s ta n o lu  z zaznaczoną g łów ną osią  o b ro tu  czą­

steczk i (53).

Wynik ten można wyjaśnić anizotropowością ruchów cząsteczek stery­
dowych w roztworze. Wiadomo bowiem, że jeśli cząsteczka obraca się 
w roztworze anizotropowo tj. jeśli istnieją preferowane osie obrotu czą­
steczki, to czasy NTj dla węgli leżących na tych osiach lub w ich pobliżu 
są krótsze niż dla węgli oddalonych od osi (1). W steroidach główna oś 
obrotu przechodzi przez węgiel C—3 (Ryc. 11) i dlatego czas Ti dla węgla 
C—3 ulega skróceniu.

Mimo tego z czasów relaksacji pozostałych sztywno ulokowanych w
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pierścieniach węgli można wyznaczyć czas korelacji dla rotacyjnej re­
orientacji (tr) cząsteczek steroidowych. Znajomość t r umożliwia wyzna­
czenie, np. dla swobodnie rotujących grup metylowych, czasów korela­
cji dla wewnętrznych rotacji tg (wg równania (5)). Wartość tg dostarcza 
informacji o szybkościach rotacji grup, barierach rotacji oraz subtelnych 
oddziaływaniach konformacyjnych wewnątrz cząsteczki. Ponadto wydłu­
żanie się czasów NTj w łańcuchu bocznym C—24 — C—27 można w ytłu­
maczyć rosnącym udziałem ruchów segmentowych (53, 54).

V. Lipidy

Pomiary czasów relaksacji Tx określonych atomów węgla cząsteczek 
lipidowych wchodzących w skład lipoproteidów i błon komórkowych są 
pomocne w rozważaniach dotyczących oddziaływań lipid—lipid, lipid— 
—białko oraz przy wnioskowaniu odnośnie molekularnej organizacji tych 
struktur.

S t o f f e l  i wsp. (55) otrzymali znaczone węglem 13C fosfolipidy: 
fosfatydylocholinę i sfingomielinę. Znaczone atomy znajdowały się w hy­
drofitowej części cząsteczki (węgiel grupy N-metylowej choliny) i w częś­
ci hydrofobowej (określone atomy węgla w łańcuchu kwasu olejowego
i linolowego). Stwierdzono, że czasy Tj dla węgli C—3, C—8 , C—11 kwa­
su olejowego i C—1, C—3, C—14 kwasu linolowego gwałtownie maleją 
po wprowadzeniu tych kwasów do lecytyny w położeniu 2 , lub jako gru­
py N-acylowej do sfingomieliny. Świadczy to o zahamowaniu ruchów we­
wnętrznych w całym łańcuchu węglowodorowym. Inaczej jest jeśli kwa­
sy te przyłączą się estrowo do cholesterolu. Zmniejsza się wówczas tylko 
ruchliwość węgli położonych w bezpośrednim sąsiedztwie cholesterolu. 
Pomiary czasów Tx w fosfolipidach rozpuszczonych w chloroformie i za­
wieszonych w wodzie (struktury liposomalne) dostarczyły informacji o bu­
dowie micelli fosfolipidowych. Stwierdzono, że czasy Tj dla grupy CH3- 
-choliny w fosfolipidach są znacznie krótsze dla roztworu organicznego — 
CHC13 (196msek) niż w wodzie (428msek). Potwierdza to fakt, że fosfo- 
lipidowe micelle mają w rozpuszczalniku organicznym „odwrotną” budowę 
w porównaniu do roztworu wodnego. W rozpuszczalniku organicznym 
grupy jonowe skierowane są do wewnątrz micelli, a hydrofobowe na ze­
wnątrz. Silne oddziaływanie jonowych grup metyloamoniowych ze so,bą 
hamuje ich ruchy swobodne a to prowadzi do skrócenia czasu Ti (55). 
Badania relaksacyjne potwierdziły również wywnioskowany z badań me­
todą znaczników spinowych obraz uporządkowanej i nieuporządkowanej 
struktury łańcuchów węglowodorowych w dwuwarstwie lipidowej. Stwier­
dzono (56) liniowe zmniejszanie się param etru uporządkowania od gru­
py kwasowej kwasu tłuszczowego przyłączonego do gliceryny (w fosfo-
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glicerydach) do końcowej grupy metylowej. Ponadto stwierdzono, że ruch­
liwość konformacyjna w końcowych częściach różnych kwasów tłuszczo­
wych w lipidach jest różna, np. w kwasie linolowym jest ona większa 
niż w olejowym (55).

Bardzo ciekawych informacji dostarczyły pomiary czasów T x węgli 
w fosfolipidach wolnych i po ich rekombinacji z białkami. Badania pro­
wadzono na frakcji lipoproteinowej izolowanej z ludzkiej surowicy (HDL- 
-high density lipoprotein (57)). Stwierdzono, że czas Tx grupy metylowej 
choliny nie zmienia się zasadniczo po rekombinacji fosfolipidów z biał­
kami. Oznacza to, że w kompleksie lipid—białko nie występują oddzia­
ływania części hydrofilowej lipidu z białkiem. Przeciwnie, czasy Ti dla 
węgla C—14 kwasu linolowego i C—11 kwasu olejowego znacznie skra­
cają się po rekombinacji fosfolipidów z białkiem, co świadczy o udziale 
tych segmentów kwasów w hydrofobowym oddziaływaniu lipid—białko.

Ostatnio (58), podobnie badano otoczkę lipidową wirionu (vesicular sto- 
matis virus). Wprowadzając do takiej otoczki fosfolipidy zawierające ato- 
my węgla 13C można było wyznaczyć dla tych atomów czasy Tt. Czasy te 
ulegają wyraźnemu skróceniu w porównaniu do wolnych fosfolipidów za­
wieszonych w wodzie (liposomy) lub rozpuszczalnych w rozpuszczalniku 
organicznym. Głównym wynikiem tych badań jest stwierdzenie bardzo 
sztywnej struktury otoczki lipidowej wironu wywołanej silnymi oddziały­
waniami lipid—lipid. To silne oddziaływanie można wiązać z dużą zawar­
tością cholesterolu w otoczce. Poprzednie badania na modelowych fotosfo- 
lipidach wskazały bowiem, że dodawanie cholesterolu skraca czasy T l wę­
gli w fosfolipidzie (55).

Ilość ukazujących się prac poświęconych badaniom dynamiki czą­
steczkowej związków naturalnych metodą spektroskopii cmr szybko roś­
nie. Obok badań w grupie związków peptydowych, sterydowych i lipi­
dowych prowadzone są prace nad wykorzystaniem pomiarów czasów re­
laksacji w określaniu konformacji i dynamiki korrinoidów (59), czy też 
w badaniach oddziaływań cukrów z enzymami (60). W niniejszym arty­
kule omówiono jedynie wycinek zagadnień badanych przy użyciu spek­
troskopii cmr. Należy podkreślić, że ta stosunkowo młoda metoda fizyko­
chemiczna znajduje ponadto ogromne zastosowanie w badaniach struktu­
ralnych związków naturalnych jak również w badaniach biosyntezy (arty­
kuł przeglądowy (61)).
A rty k u ł nadszedł 17.1.1976, po re w iz ji  a u to rsk ie j o trzym a n o  10.2.1976.
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BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT *

Transport i metabolizm folianu w komórkach 
zwierząt i drobnoustrojów

Transport and Metabolism of Folate in Animal Cells and Microorganisms

Pochodne folianu stanowią liczebną grupę związków, które uczestniczą, 
jako koenzymy, w wielu komórkowych procesach metabolicznych.

Pierścień pyrazynowy w cząsteczce folianu (Ryc. 1) może charaktery­
zować się co najmniej trzema stopniami utlenienia a jeden z pięciu róż­
nych fragmentów jednowęglowych może przyłączać się do atomu azotu 
w pozycji 5, 10 lub 5 i 10. Zakładano, że liczba reszt kwasu glutamino­
wego w cząsteczce pochodnych folianowych nie przekracza sześciu, i wów­
czas liczba różnych pochodnych folianowych sięgać mogłaby blisko 150 
(1). W rzeczywistości liczba pochodnych jest znacznie większa, gdyż w ma­
teriale biologicznym wykryto siedmioglutaminianowe pochodne foliano- 
we. Okazało się ponadto, że oprócz kwasu glutaminowego niektóre inne 
aminokwasy mogą także wchodzić w skład polipeptydu cząsteczki pochod­
nych folianu (2) (patrz Tabela 1).

I. Występowanie w materiale biologicznym oraz biosynteza 
i rozkład poliglutaminianów folianowych

I - l .  W ystępow anie

Przykłady różnych pochodnych folianu znajdowanych w materiale 
biologicznym zebrano w Tabeli 1. Jak widać pochodne folianu występują 
w materiale .biologicznym przede wszystkim w formie poliglutaminianów.

* D r, Z ak ład  B iochem ii K om órki, In s ty tu t  B iologii D ośw iadczalnej im. M. N en­
ckiego, PA N , P a s te u ra  3, 02-093 W arszaw a

W ykaz stosow anych  skrótów: P te G lu — folian; H2PteG lu — dihydrofolian; H4PteG lu — tetra- 
hydrofolian; CH3-H4PteG lu — m etylotetrahydrofolian; CH -NH =H 4PteG lu — form im inotetrahydro- 
folian; CHO-H4PteG lu — form ylotetrahydrofolian; CH2-H4PteG lu — m etylenotetrahydrofolian , 
C H =H 4PteG lu — m etylenotetrahydrofolian; PteG lun — poliglutam inłany różnych pochodonych fo ­
lianow ych  o różnej liczb ie (n) reszt glutam inow ych; MTX — am etopteryna (4-amino-4-deoksy-10- 
-m ety lo-fo lian ).
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K w as
(^-glutamylo)n glutaminowy 

— OH

- C H 3 p rz y  N5

- C H O  p rzy  N5 lub N10 

R : : j —  CHNH p rzy  N5  X  = !

—  CH —  p rz y  N5 , N1Q

—  C H j—  przy N5 . N1q

—  H p rz y  N5  lub N10

Ryc. 1. S ch em at cząsteczki fo lian u  (1, zm odyfikow any)
R — oznacza różnego rodzaju podstaw niki jednow ęglow e przyłączone bądź to do atom u azotu  
w  pozycji 5 lub  10 lub też tw orzące „m ostek” pom iędzy tym i atom am i. Linia ciągła oznacza  
w iązanie pojedyncze, lin ie  przeryw ane oscylującą w iązanie podw ójne. Y — oznacza dw ie form y  
uw odorow anego rdzenia pterydynow ego, a X — fragm ent poliglutam inianow y cząsteczki

folianu.

Badano pod tym względem wiele organizmów, tkanek i płynów ustrojo­
wych. Jak dotąd, poliglutaminianów folianu nie wykryto tylko w tkankach 
owadów i w surowicy krwi ludzkiej, a ilość ich np. w mleku krowim czy 
też w nasionach soi jest rzędu około 50°/o ogólnej ilości pochodnych folia- 
nowych. Powszechność występowania w materiale biologicznym różnych 
poliglutaminianowych pochodnych folianowych nasunęła przypuszczenie, 
że są one nie tylko formą „magazynowania” tych pochodnych w komór­
kach, lecz formami czynnymi metabolicznie.

1-2. Interkonw ersja koenzym atycznych pochodnych folianow ych

Właściwości niemal wszystkich enzymów katalizujących interkonwer- 
sję pochodnych folianowych (Ryc. 2) opisano w szeregu artykułach prze­
glądowych (36—46). Zaktywowane przez połączenie z tetrahydrofolianem 
fragmenty jednowęglowe, o różnym stopniu utlenienia, uczestniczą w bio­
syntezie rdzenia purynowego, tymidyny, niektórych aminokwasów a także 
w inicjacji syntezy polipeptydów. Przemiany różnych fragmentów jedno- 
węglowych podlegają różnorodnym mechanizmom kontrolnym i to za­
równo na poziomie enzymatycznym (47—61), jak i na poziomie procesów 
pobierania pochodnych folianowych przez komórki (patrz rozdział III).

http://rcin.org.pl



Tabela 1
Pochodne folianu występujące w materiale biologicznym

Źródło Pochodne folianu

Bakterie
B. subtilis (3, 4) 5-formylo-H4PteGlu2, 5-formylo-H4PteGlu3
S. faecalis (5) 5-formylo-PteGlu3
C. acidi-urici (6) 5,10-metenylo-H4PteGlu3
C. cylindrosporum (2) różne pochodne folianowe zawierające w cząsteczce od 2-7 

reszt glutiminianowych oraz związki z innymi niż kwas 
glutaminowy aminokwasami

L. case i (7, 8) różne zredukowane pochodne folianowe zawierające od 3—9 
reszt glutaminianowych

Grzyby
S. cerevisiae (9, 10) różne zredukowane pochodne folianowe zawierające od 2—7 

reszt glutaminianowych
Cand. ułilis (11) 5-formylo-H4PteGlun( i _ 3)

Owady
M . domestica (12) 5-formylo-H4PteGlu

Ssaki
wątroba (13—22) różne zredukowane pochodne folianowe zawierające od 3—7 

reszt glutaminianowych. Przewaga zawartości 5-metylo- 
H4PteGlun

nerki (22—25) Poliglutaminiany H4PteGlu
erytrocyty (25—27) 5-metylo-H4PteGlu3_ 6 , H4PteGlun
surowica krwi (15, 28) 5-metylo-H4PteGlu, H 4PteGlu. Brak poliglutaminianów folia- 

nowych
komórki L I210(29) Poliglutaminiany różnych pochodnych folianowych
komórki L (30) Mono- i poliglutaminiany różnych pochodnych folianowych
mleko krowie (31, 32) Różne zredukowane pochodne folianowe w formie mono (60%) 

i poliglutaminianów zawierających od 2—7 reszt glutaminia­
nowych. Przewaga zawartości 5-metylo-H4PteGlun

Rośliny
soja (31) Różne zredukowane pochodne folianowe w formie mono- (50%) 

i poliglutaminianów zawierających od 2—6 reszt glutaminia­
nowych. Przewaga zawartości 5-formylo-H4PteGlun.

groch (33) Różne zredukowane pochodne folianowe w formie mono- 
(65%) i poliglutaminianów; 5-metylo-H4PteGlu stanowi 60% 
wszystkich monoglutaminianów

kapusta (34) Różne zredukowane pochodne folianowe w formie mono- 
(10%) i poliglutaminianów. Niemal 90% wszystkich poliglu­
taminianów zawiera powyżej pięciu reszt glutaminianowych. 
Przewaga zawartości 5-metylo-H4PteGlun

sałata (35) Różne zredukowane pochodne folianowe w formie mono- 
(33%) i poliglutaminianów. Przewaga zawartości 5-metylo- 
H4FteGlu
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Ryc. 2. S chem at p rzem ian  pochodnych  fo lianow ych  i ich udzia ł w  b io syn tez ie  n ie ­
k tó ry ch  am inokw asów  i nuk leo ty d ó w  

Grubą linią oznaczono te  przem iany, które doprowadzają do pow staw ania w olnego tetrahydro- 
folianu. Liczby oznaczają enzym y przeprowadzające poszczególne przem iany: 1 — oksydoreduk- 
teza 5,6,7,8-tetrahydrofolian: NAD/P/ (E.C. 1.5.1.4.); 2 — ligaza (ADP) tetrahydrofolian: m rów ­
czan, (E.C. 6.3.4.3); 3 — cykloligaza 5-form ylotetrahydrofolianu (ADP) (E.C. 6.3.3.2); 4 — oksydo- 
reduktaza 5,10-m etylenotetrahydrofolian:N A D P (E.C. 1.5.1.5); 5 — form ylotransferaza 10-form ylo- 
tetrahydrofolian: 5-fosforybozylo-5’-am ino-4-im idazolokarboksam id (E.C. 2.1.1.3); 6 — form ylotran­
sferaza 10-form ylotetrahydrofolian:5-fosforybozyloglicynam id (E.C. 2.1.2.2); 7 — transform ylaza  
10-form ylotetrahydrofolian:L -m etionylo-tR N A  (E.C. 2.1.2.9); 8 — hydroksym etylotransferaza te-  
trahydrofolian:L-seryna (E.C. 2.1.2.1); 9 — m etylotransferaza 5,10-m etylenotetrahydrofolian:de- 
zoksyurydyno-5’-m onofosforan  (E.C. 2.1.1.6); 10 — oksydoreduktaza 5-m etylotetrahydrofolian: 
NAD (E.C. 1.1.1.68); U — m etylotransferaza 5-m etylotetrahydrofolian: hom ocysteina (E.C. 2.1.1.13);

12 —■ form im inotransferaza 5-form im inotetrahydrofolian: L-glutam inian (E.C. 2.1.2.5).

1-3. Biosynteza PteG lun

Syntezę rdzenia pterydynowego wchodzącego w skład cząsteczki fo- 
lianu, jak również biosyntezę dihydrofolianu wykazano w licznych ukła­
dach bakteryjnych (62, 64) i tkankach owadów (65—68). Ostatnio poja­
wiają się doniesienia wskazujące na możliwość syntezy złożonych ptery- 
dyn także w komórkach ssaków (69—73). Pomimo, że poliglutaminiany 
folianowe występują powszechnie w materiale biologicznym, to wiado­
mości o układach enzymatycznych katalizujących biosyntezę poligluta- 
minianowych pochodnych folianu jest dotychczas bardzo niewiele. Enzy­
my uczestniczące w syntezie PteGlun wykazano w wątrobie owcy (74) 
a wyizolowano i częściowo oczyszczono je tylko z komórek Escherichia coli 
(75—77) i Neurospora crassa (78).

Właściwym substratem syntezy dwuglutaminianów folianowych z E. 
coli okazał się 10-formylo-H 4PteGlu. Tetrahydrofolian oraz metyleno-

H 2 P teG lu  [

CH-NH = H4 PteG lu

f-A IC A R  AICAR .M et-tR N A

f-M e H R N A

C H O  - H 4  P tc G lu  (y) 

f-G A R  GAR

C H -  H4 P te G lu

P te G lu  |

C h U -H .P te G lu3 "4

dTMP

dUMP
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[5] TRANSPORT I METABOLIZM FOLIANU 349

-H 4PteGlu uczestniczyły w tym procesie z mniejszą intensywnością. Syn- 
tetaza dwuglutaminianów z E. coli nie katalizowała jednakże powsta­
wania dwuglutaminianów H2PteGlu i metylo-H 4PteGlu, a co więcej związ­
ki te zastosowane w stężeniu ekwimolarnym ze stężeniem właściwego 
substratu, hamowały w znacznym stopniu aktywność badanego enzymu. 
Enzymy natomiast z N. crassa oraz z wątroby owcy odznaczały się niższą 
specyficznością substratową niż enzym z E. coli i katalizowały syntezę 
dwuglutaminianów H 4PteGlu, H 2PteGlu, metylo-H4PteGlu oraz formylo- 
-H 4PteGlu ze zbliżoną wydajnością.

Frakcjonowanie ekstraktów komórek N. crassa siarczanem amonu po­
zwoliło na ustalenie, że syntezę poliglutaminianów zawierających więcej 
niż 2  reszty glutaminianowe w cząsteczce przeprowadza w tym organiź- 
mie odrębny układ enzymatyczny (79). W wątrobie owcy zaś występuje, 
jak się wydaje, tylko jedna syntetaza poliglutaminianowa odpowiedzial­
na za kolejne dołączanie reszt glutaminianowych do PteGlun (74).

1-4. Rozkład P teG lun

Znacznie więcej niż o biosyntezie poliglutaminianów folianowych wia­
domo na temat ich enzymatycznej degradacji. Jako źródło enzymów, od- 
szczepiających końcowe reszty glutaminianowe od PteGlun, zwanych da­
lej peptydazami glutaminianowymi, stosowano na przykład wyciągi z trzu­
stki kurczęcia (79, 80), nerek wieprza (81) czy też surowicę krwi (82). 
Jednakże badania właściwości peptydaz poliglutaminianowych oraz mecha­
nizmów reakcji przez nie katalizowanych rozpoczęły się dopiero w ostat­
nich kilku latach po opracowaniu metod chemicznej syntezy różnych po­
liglutaminianów folianowych i zastosowaniu czułej radioaktywnej meto­
dy oznaczania aktywności enzymatycznej (83).

Peptydazy poliglutaminianowe występują bardzo powszechnie w ma­
teriale biologicznym (1, 84, 85). Stwierdzono ich obecność we frakcji li- 
zosomalnej komórek śluzówki jelita świnki morskiej (8 6 ) oraz komórek 
wątroby (1, 87). Enzymy te wykazują absolutną specyficzność w stosun­
ku do wiązania y łańcucha peptydowego, które łączy skrajny kwas glu­
taminowy z cząsteczką PteGlun (1, 87—89), są zatem y-glutamylokarboksy- 
peptydazami.

Glutamylokarboksypeptydazy z wątroby ssaków katalizują odszczepia- 
nie reszt glutaminianowych zarówno od cząsteczki utlenionych, jak i od 
zredukowanych pochodnych folianowych, niezależnie od obecności pod­
stawników w rdzeniu pterydynowym (15, 87); co więcej karboksypepty- 
daza z nerek wieprza może wykorzystać jako substraty także poligluta- 
miniany ametopteryny, 4-amino-10-metylo-analoga folianu (90). Gluta- 
mylokarboksypeptydaza oczyszczona z wątroby ludzkiej wykazywała naj­
wyższą aktywność wobec PteGlu3; katalizowała ona także, chociaż ze słab­
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szą wydajnością, rozkład analogów trójglutaminianu folianu typu 
PteGluGlu-Ser, PteGluGlu-Ala, PteGluGlu-Pro itp. (8 8 ). Odszczepienie 
skrajnego aminokwasu miało jednak miejsce tylko wówczas, gdy połączo­
ny on był wiązaniem y-peptydowym z pozostałym fragmentem cząsteczki. 
Jak wykazano przy badaniu y-glutamylokarboksypeptydaz z różnych źró­
deł, rozkład pteroilopoliglutaminianów następował na drodze sukcesyw­
nego odszczepiania reszt glutaminianowych a proces ten katalizowała 
jedna lub kilka karboksypeptydaz. Wydaje się, że w wątrobie wołu (87), 
jak też w wątrobie ludzkiej (1 ) za odszczepienie reszt glutaminianowych 
odpowiada tylko jedna karboksypeptydaza o wyższej specyficzności w sto­
sunku do długo- niż krótko—łańcuchowych pteroilopoliglutaminianów. 
Hydrolizę PteGlu 7 w jelicie kurczęcia katalizują zaś aż trzy karboksy- 
peptydazy (91'). W pierwszym etapie hydrolizy następuje odszczepienie od 
PteGlu 7 pięcioglutaminianu, w dalszych zaś rozkład PteGlu2. Enzym ka­
talizujący rozkład PteG lu 7 do PteG lu 2 i nazwany pteroilo-7 -oligogluta- 
mylo-endopeptydazą, oczyszczono 1 2 0 0 -krotnie przy zastosowaniu chro­
matografii powinowactwa, częściowo też zbadano jego właściwości (92). 
Pierwszy raz występowanie różnych form molekularnych glutamylokar- 
boksypeptydaz w tym samym organizmie stwierdzono wykazując w suro­
wicy krwi ludzkiej obecność termolabilnej formy enzymu o ciężarze czą­
steczkowym 40 000, a w komórkach jelita formy termostabilnej o ciężarze 
cząsteczkowym 83 000 (93).

Glutamylokarboksydazy poliglutaminianów folianowych uczestniczą 
także w wykorzystywaniu przez organizmy wyższe poliglutaminianów po­
chodnych folianowych zawartych w pokarmach (94—97). Znacznie wyższy 
wzrost poziomu pochodnych folianowych w surowicy krwi po podaniu 
różnych monoglutaminianów folianowych (94, 98—104), ale nie poligluta­
minianów tych związków, sugerował, że monoglutaminiany są efektyw­
niej wchłaniane w jelicie niż PteG lun. Za intensywną absorpcją w jelicie 
niezhydrolizowanych PteGlun przemawiają jednak wyniki analiz komórek 
śluzówki jelita psa, w których po inkubacji z PteGlu lub P teG lu7, stw ier­
dzono duże ilości PteGlu 7 oraz poliglutaminianów o mniejszej liczbie reszt 
glutaminianowych (105). Można zatem przypuszczać, że poliglutaminiany 
folianu o krótszym łańcuchu peptydowym pojawiły się w komórkach 
w wyniku działania glutamylokarboksypeptydaz. Przypuszcza się także, 
że w jelicie ssaków absorpcja PteGlu oraz jego poliglutaminianów może 
zachodzić odrębnymi drogami (105).

II. Metody izolowania i identyfikacji pochodnych folianowych

Przystępując do izolowania pochodnych folianowych z materiału bio­
logicznego trzeba zastosować takie postępowanie, aby je ochronić od roz­
kładu przez endogenne glutamylokarboksypeptydazy i zachować labilną
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strukturę w ich rdzeniu pterydynowym. Najczęściej ekstrahuje się obecne 
w materiale biologicznym pochodne folianowe różnymi buforami z do­
datkiem środków redukujących w wysokiej temperaturze lub autoklawu- 
jąc (1, 106) bądź też szybko rozbija komórki 8 M mocznikiem (107) często 
z dodatkiem chloroformu lub TCA (1, 7). Chloroform, a zwłaszcza TCA 
powoduje szybką inaktywację endogennych glutamylokarboksypeptydaz, 
jak również ułatwienie rozbicia kompleksów pochodnych folianu z biał­
kami komórkowymi. Następnie pochodne folianowe z ekstraktów poddaje 
się analizie chromatograficznej przy zastosowaniu chromatografii bibuło­
wej (3, 5) lub chromatografii cienkowarstwowej (4, 108, 109), ale naj­
częściej analizie na kolumnach z DEAE-celulozy (15, 110), Sephadex G-15, 
G-25 lub QAE (8 , 23, 24, 74), DEAE-Sephadex (111) lub Biogel-P-2 (112). 
Identyfikację pochodnych folianu w produktach rozdziału kolumnowego 
wyciągów tkankowych przeprowadza się bądź to na drodze kochromato- 
grafii ze znanymi pochodnymi folianu bądź też stosując próby mikro­
biologiczne (15, 113). Do tego celu stosuje się testowe szczepy bakteryjne 
wymagające obecności w podłożu hodowlanym określonych pochodnych 
folianowych jako czynników wzrostowych (Tabela 2). Najwyższą specy­
ficznością w stosunku do pochodnych folianowych odznacza się Pediococ- 
cus cerevisiae, który rośnie jedynie w obecności tetrahydrofolianu i jego 
formylowych pochodnych, najniższą zaś Lactobacillus casei, który wyko­
rzystuje wszystkie mono- i diglutaminowe pochodne folianowe. W typo­
wych warunkach eksperymentalnych żadna z testowych bakterii nie roś­
nie w pożywce zawierającej pochodne folianowe z więcej niż dwiema 
dodatkowymi resztami glutaminianowymi w cząsteczce. Ostatnio wyka­
zano jednak, że można uzyskać pewną odpowiedź wzrostową L. casei na 
poliglutaminiany folianu, przy znacznym zwiększeniu ich stężenia w śro­
dowisku ( ~  50 razy) i wydatnym przedłużeniu czasu inkubacji (114). 
Niemniej nie wydaje się, aby fakt ten mógł rzutować na prawidłowość 
wyników otrzymywanych rutynowo przy użyciu L. casei.

Brak wzrostu badanych bakterii w obecności poliglutaminianów fo­
lianu stanowi poważne ograniczenie metody, gdyż dopiero trawienie pró­
bek glutamylo-Y-karboksypeptydazami ujawnia ich aktywność biologicz­
ną w stosunku do badanych mikroorganizmów (Ryc. 3), co jest równo­
znaczne z wykazaniem obecności w badanym materiale szeregu poligluta­
minianów folianowych.

Precyzyjna analiza występujących w materiale biologicznym poliglu­
taminianów pochodnych folianowych stała się możliwa dopiero ostatnio po 
opracowaniu metod syntezy chemicznej poliglutaminianów folianu (115— 
117) oraz chemicznych metod rozszczepienia wiązania pomiędzy C—9 
a N—10 w cząsteczce tego typu związków (7, 118). W wyniku rozszcze­
pienia wiązania pomiędzy C—9 a N— 1 0  w cząsteczce pochodnych fo­
lianowych otrzymuje się homologiczny szereg p-aminobenzoiloglutamy- 
lo-poli-y-glutaminianów, które znacznie lepiej niż związki zawierające
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Tabela 2

Odpowiedź wzrostowa testowych szczepów bakteryjnych na różne pochodne folianu obecne
w środowisku hodowanym (1)

Pochodne folianu
L. casei 
ATTCC 

No 7469

D. faecalis 
ATTCC 
No 8043

P. cerevisiae 
ATTCC 
No 8081

Kwas pterojowy _ + _
Kwas 10-formylo-pterojowy — + —

Kwas 5-formylo-pterojowy — + —

PteGlu + + —

PteGlu3 + — —

H 2PteGlu + + —

H4PteGlu + + +
10-formylo-PteGlu + + —

10-formylo-H4PteGlu + + +
10-formylo-H4PteGlu3 + — —

10-formylo-H4PteGluD > 3 — — —  '
5-formylo-H4PteGlu + + +
5-formylo-H4PteGlu3 + +
5-metylo-H4PteGlu + —

5-metylo-H4PteGlun> 3 — - —

5,10-metenylo-H4PteGlu + + —

F ra kc je

Ryc. 3. M ikrobio log iczne oznaczanie  s tężen ia  pochodnych  fo lian u  w e fra k c ja c h  o trz y ­
m anych  w  w y n ik u  ch ro m a to g ra fo w an ia  n a  k o lu m n ie  z D EA E -celu lozy w yciągów  
z w ą tro b y  szczura p rzed  (O—O—O) i po ( • — • — • )  tra k to w a n iu  f ra k c ji g lu ta -  

m y lo -y -k a rb o k sy p ep ty d azą  (15, zm odyfikow any).

Ilość pochodnych fo lianu  w e frakcji obliczano z in tensyw n ości w zrostu bakterii testow ej,
L. casei.
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ml

Ryc. 4. R ozdział ch rom atog raficzny  na ko lum nie  z D EA E-celulozy m ieszan iny  k w a ­
su  p-am inobenzoesow ego (pAB) i p -am inobenzoilopolig lu tam in ianów  (pA B G lui_7) (118).

fragment pterydynowy rozdzielają się podczas chromatografii na kolum­
nie z DEAE-celulozy (Ryc. 4). Pozwala to zatem na dokładne oznaczenie 
liczby reszt glutaminianowych w badanych pochodnych folianowych.

Pomimo stosunkowo dobrze rozwiniętych metod izolowania pochod­
nych folianowych otrzymanie ich z materiału biologicznego w ilościach 
umożliwiających stosowanie do badań jest nadal trudne. Dotychczas, z du­
żą wydajnością otrzymano jedynie trójglutaminian metenylotetrahydro- 
folianu (6 ) z Clostridium acidi urici, gdzie związek ten występuje w iloś­
ciach 25 mg na 100 g świeżej masy bakterii.

III. Pobieranie oraz przemiany folianu i jego pochodnych

Zarówno pobieranie jak i usuwanie pochodnych folianowych z komó­
rek ssaków i bakterii, zachodzi, jak się obecnie wydaje, w drodze aktyw­
nego transportu przy udziale hipotetycznych nośników umiejscowionych 
w błonach komórkowych. Szereg odmiennych cech transportu folianu i je­
go pochodnych do komórek zwierzęcych i bakterii upoważnia by zjawiska 
te w dalszej części artykułu omówić osobno. Podobnie, oddzielnie zostaną 
potraktowane przemiany folianu i jego pochodnych, między innymi ze 
względu na różnorodność podejść eksperymentalnych.

"\
I I I - l .  Pobieranie folianu i jego pochodnych przez komórki zwierzęce 

hodowane in vitro

Dane na ten temat uzyskano przede wszystkim przy badaniu mysich 
leukemicznych komórek L1210 (119—124), L5178Y (125), HeLa (126), L 
(127) oraz niektórych elementów morfotycznych krwi (126, 128—132). Ko­
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mórki zwierzęce pobierają znakowany folian lub jego różne pochodne 
z intensywnością zależną od rodzaju podanego związku, jego stężenia 
w środowisku, a także stanu fizjologicznego komórek. Ilości pobranych 
przez komórki pochodnych folianu są niewielkie i sięgają najwyżej kil­
ka procent podanej radioaktywności, przy czym ilość radioaktywnego 
folianu pobieranego przez komórki obniżała się ze wzrostem pozakomór- 
kowego stężenia tego związku (127, 128, 130). Wykazano przy tym, że 
komórki pobierały znacznie efektywniej metylotetrahydrofolian i formy- 
lotetrahydrofolian niż folian (120, 124, 126). Wartości stałej Michaelisa 
metylotetrahydrofolianu i formylotetrahydrofolianu, wyznaczone w ba­
daniach kinetyki ich pobierania przez komórki L1210 (120, 121), były rzę­
du 1—2|¿M, podczas gdy stała Michaelisa folianu okazała się stukrotnie 
wyższa. Dane te sugerują ponadto, że prawdopodobnie in vivo komórki 
L1210 wykorzystują folian także z .bardzo niewielką wydajnością.

Postuluje się, że w transporcie folianu i jego koenzymatycznych form 
do komórek zwierzęcych uczestniczą dwa odrębne układy nośnikowe. Nie 
stwierdzono bowiem hamowania pobierania folianu przez komórki ani 
przez metylową czy formylową pochodną H 4PteGlu, ani też przez analog 
folianu — ametopterynę (120, 127, 128). Ametopteryna natomiast w znacz­
nym stopniu hamowała pobieranie przez komórki koenzymatycznych po­
chodnych folianowych. Co więcej czynniki, blokujące grupy -SH nie wpły­
wały na intensywność transportu folianu do komórek, silnie hamowały 
natomiast pobieranie metylotetrahydrofolianu przez komórki L1210 (123, 
124, 129, 133). Merkaptoetanol dodany do mieszaniny inkubacyjnej przed 
związkiem blokującym grupy -SH zapobiegał hamowaniu pobierania me­
tylotetrahydrofolianu, a dodany po zablokowaniu grup -SH częściowo przy­
wracał aktywne pobieranie tego związku (123). Ostatnio doniesiono także
o hamującym wpływie cAMP na pobieranie przez limfoblasty ludzkie me- 
tylo-H4PteGlu oraz ametopteryny (134, 135) przy braku oddziaływania 
na efektywność pobierania folianu. Powyższe dane wskazują, że pobiera­
nie folianu przez komórki zachodzi przy udziale innego układu transpor­
tującego niż pobieranie jego koenzymatycznych pochodnych. Wydaje się 
także, że transport ametopteryny do komórek odbywa się przy udziale te­
go samego układu nośnikowego, który transportuje koenzymatyczne for­
my folianu (123). Biologiczne potwierdzenie tego przypuszczenia stanowić 
może obserwacja, że oporne na ametopterynę komórki wyprowadzone z li­
nii L1210, charakteryzują się niższą zdolnością pobierania ametopteryny 
niż wrażliwe komórki macierzyste, nie różnią się zaś intensywnością po­
bierania folianu (124).

Nie wykazano dotychczas aby komórki ssaków, e.g. komórki szpiku 
kostnego pobierały in vitro syntetyczny trójglutaminian folianu, użyty 
nawet w stężeniu 10~4M (136). Można zatem przypuszczać, że i inne ko­
mórki, a zwłaszcza elementy morfotyczne krwi są niezdolne do pobiera­
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nia pochodnych folianowych o większej liczbie reszt glutaminianowych 
w cząsteczce.

Stwierdzono wyraźne różnice w intensywności pobierania folianu przez 
niedzielące się limfocyty i limfocyty stymulowane do podziałów komór­
kowych działaniem fitohemaglutyniny (128), jak również przez dzielące 
się retikulocyty i niezdolne do podziałów erytrocyty (130). Obserwacja ta 
nasunęła przypuszczenie o możliwej zależności pomiędzy intensywnością 
pobierania folianu a szybkością syntezy w komórkach RNA i DNA. Na ra­
zie nie potwierdzono eksperymentalnie tego przypuszczenia w przypadku 
ludzkich limfocytów (128). Niemniej jednak badając mysie komórki L 
wykazano pewne obniżenie intensywności pobierania folianu, gdy komórki 
preinkubowano z cykloheksoimidem lub aktynomycyną D przed dodaniem 
radioaktywnego folianu (127). Wydaje się więc, że przynajmniej w niektó­
rych układach komórkowych transport folianu do komórek zależy od 
właściwego przebiegu komórkowych przemian metabolicznych.

Stan fizjologiczny komórek, a w szczególności wysycenie ich w itami­
ną B 12 czy też folianem wpływa na intensywność pobierania pochodnych 
folianowych, a zwłaszcza metylo-H 4PteGlu. Wykazano na przykład, że ko­
mórki szpiku kostnego (137) jak też limfocyty (128, 138) pobrane od pa­
cjentów chorych na anemię złośliwą, którzy wykazywali symptomy nie­
doboru witaminy B 12 znacznie słabiej, niż odpowiednie komórki prawid­
łowe, pobierały ze środowiska metylo-H4PteGlu przy niezmienionej in­
tensywności pobierania folianu. Dodanie do środowiska inkubacyjnego wi­
taminy B 12 podwyższało pobieranie metylo-H4PteGlu przez komórki z nie­
doborem witaminy B12 w odróżnieniu od komórek prawidłowych (137, 
138). Również w organizmach zwierzęcych znaleziono mniej intensywne 
wykorzystanie metylo-H4PteGlu z krwi osób z objawami złośliwej ane­
mii, czemu też towarzyszyło zwiększone wydalanie metylotetrahydrofo- 
lianu w moczu (139). Tak więc zdolność pobierania metylotetrahydrofo- 
lianu przez komórki zależy w dużym stopniu od obecności w nich wita­
miny B12. Obecnie wydaje się jednak, że może to być zależność pozorna 
wynikająca w istocie z upośledzenia, przy niedoborze witaminy B12, zu­
życia metylotetrahydrofolianu w syntezie metioniny (125, 138).

Eksperymentalne wywołanie niedoboru folianu w komórkach (Hela, 
limfocyty) przez hodowanie ich w środowisku pozbawionym tego związ­
ku, powoduje kilkukrotne podwyższenie intensywności pobierania folia­
nu i metylotetrahydrofolianu przez komórki (126). Wysunięto przypusz­
czenie, że komórkowe białka wiążące folian (porównaj rozdział V), których 
ilość zależy w pewnym stopniu od wysycenią komórek folianem, mogą 
odgrywać jakąś rolę w transporcie pochodnych folianu do komórek (140). 
Przemawia za tym szereg danych doświadczalnych, a mianowicie: — pod­
wyższenie poziomu białek wiążących folian w surowicy oraz w komórkach 
szpiku kostnego pacjentów z objawami niedoboru folianu (141), — hamo­
wanie przez surowicę, obecną w środowisku inkubacyjnym, pobierania
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folianu przez komórki HeLa (126), komórki szpiku kostnego (132) czy też 
mysie komórki L (142), — obniżone pobieranie folianu i metylotetrahydro- 
folianu przez komórki HeLa, jeśli badane związki występowały w kom­
pleksie z białkami wiążącymi folian (126, 143).

1II-2. Pobieranie folianu i jego pochodnych przez bakterie

Badania prowadzono głównie przy użyciu L. casei, bakterii wykorzy­
stującej jako czynniki wzrostowe niemal wszystkie znane pochodne fo­
lianu (8 , 144—148) oraz Streptoccus faecalis i P. cerevisiae (8 , 149—153), 
charakteryzujące się większą wybiórczością w stosunku do pochodnych fo­
lianowych niż L. casei.

Najwyższą intensywnością pobierania pochodnych folianowych od­
znaczają się bakterie z hodowli w końcowej fazie wzrostu logarytmiczne­
go (144, 146), oraz z hodowli prowadzonej w środowisku nie zawierającym 
pochodnych folianowych, lecz za to wzbogaconym w tymidynę (152).

Poszczególne szczepy bakteryjne pobierają od 30 do 90°/o dodanej do 
środowiska radioaktywności (8 , 152), przy czym podobnie jak w przypad­
ku komórek zwierzęcych ze wzrostem stężenia folianu w środowisku obni­
żała się wydajność jego pobierania. W odróżnieniu od komórek zwierzę­
cych bakterie pobierają ze środowiska folian i jego pochodne za podobną 
intensywnością (8 , 144). Wartości takich parametrów kinetycznych jak 
Km i Vmax wyznaczone dla metylotetrahydrofolianu i folianu były również 
zbliżone i wynosiły od 0,35 do 0,90|o,M. Przedstawiono ostatnio wyniki 
wskazujące, że komórki L. casei mogą pobierać również i poliglutaminia- 
ny folianowe (o liczbie reszt glutaminianowych nie przekraczającej pię­
ciu) bez ich uprzedniej hydrolizy do monoglutaminianów (114, 146). Jed­
nakże zarówno szybkość transportu poliglutaminianów folianowych jak 
i ich powinowactwo do układu transportującego obniżało się wraz ze wzro­
stem liczby reszt glutaminianowych w cząsteczce. Tak np. pięcioglutami- 
nian folianu wykazuje wartość Km 130-krotnie wyższą niż folian, przy 
dwukrotnie niższej szybkości maksymalnej. Oznacza to konieczność do­
dawania PteG lu 5 do pożywki w pięciokrotnie wyższym stężeniu niż fo­
lian dla osiągnięcia tego samego efektu wzrostowego (146).

Pobieranie folianu przez bakterie w bardzo znacznym stopniu zależy 
od obecności w środowisku glukozy oraz innych cukrów (144, 145, 150, 
152). W nieobecności cukrów w środowisku inkubacyjnym ilości pobranych 
przez komórki związków folianowych zmniejszały się kilkakrotnie. Co 
więcej również mono- i dwufosforany cukrów prostych oraz fosforan gli- 
ceroaldehydu stymulowały pobieranie folianu przez L. casei, lecz jedy­
nie w komórkach traktowanych lizozymem, co zwiększało przepuszczal­
ność ich błon (145). Znaleziono ponadto bardzo zbliżoną równoległość 
zahamowania pobierania folianu i glikolizy przez takie związki jak fluo­
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rek, hydroksylamina czy też jodoacetamid, co potwierdza zależność po­
między intensywnością pobierania folianu a efektywnością glikolizy (145). 
Związki redukujące, takie jak 2-merkaptoetanol, cysteina lub ditiotreitol 
(lecz nie askorbinian) stymulowały pobieranie folianu i jego pochodnych 
przez komórki L. casei, a zwłaszcza przechowywane przez kilka dni w 
temp. 4°C, podczas gdy jodoacetamid hamował pobieranie folianu oraz 
metylotetrahydrofolianu i ametopteryny (144). Powyższe dane, jak rów­
nież kompetytywne hamowanie przez dihydrofolian, tetrahydrofolian, me- 
tylo- i formylotetrahydrofolian pobierania folianu przez komórki L. casei 
przemawiają za obecnością w komórkach bakteryjnych jednego systemu 
odpowiedzialnego za transport pochodnych folianu (145).

W pracowni H u e n n e k e n s a  podjęto przeto badania w tym za­
kresie i w 1975 roku doniesiono o pierwszych próbach wyizolowania biał­
kowych składników błony komórkowej L. casei uczestniczących w trans­
porcie folianu (145). Traktując komórki L. casei lizozymem w obecności 
Tritonu X-100 i radioaktywnego folianu wydzielono białkowy składnik 
i oczyszczono go do homogenności. Charakteryzuje się on ciężarem cząste­
czkowym 250 000 i składa prawdopodobnie z kilku podjednostek o cięża­
rze cząsteczkowym 28 000. Oczyszczone preparaty tego białka wiążą trw a­
le folian w ilości 34nmoli folianu/mg, zależnie od zmian pH, temperatu­
ry i siły jonowej buforu. Szereg danych doświadczalnych przemawia po­
średnio za tym, że błonowe .białko wiążące folian rzeczywiście uczestni­
czy w transporcie folianu do komórek. Obserwuje się na przykład maksi­
mum pobierania folianu przez komórki, jak i maksimum wiązania folianu 
przez oczyszczone białko przy tym samym stężeniu folianu. Bezpośred­
nim potwierdzeniem hipotezy o nośnikowej roli białka błon komórek bak­
teryjnych w transporcie folianu byłaby jednak tylko rekonstrukcja ukła­
du czynnego w pobieraniu folianu z oczyszczonego białka wiążącego folian 
i układu komórkowego pozbawionego tego białka.

Ilość białka wiążącego folian w błonach L. casei zależy od warunków, 
w jakich prowadzi się hodowlę bakterii. Z komórek rosnących w obecnoś­
ci dużych stężeń folianu izoluje się mniejsze ilości tego białka niż z komó­
rek rosnących w pożywce z niższą zawartością folianu. Jak już wspomniano 
powyżej, komórki bakteryjne rosnące w pożywce zubożonej w folian po­
bierają ten związek ze środowiska znacznie efektywniej niż komórki z ho­
dowli kontrolnych. Można zatem mówić o pewnej odwrotnej równoległoś­
ci pomiędzy intensywnością pobierania folianu przez komórki a ilością 
w błonach komórek L. casei białka wiążącego folian (145). Współzależność 
ta niewątpliwie stanowi jeden z komórkowych mechanizmów regulują­
cych.

Za inną możliwością metabolicznej kontroli pobierania folianu wska­
zują wyniki uzyskane przy badaniu tego procesu w komórkach P. cerevi- 
siae 8041 oraz w komórkach mutanta, 8041/S zdolnego do wzrostu w obec­
ności 1000 krotnie niższych stężeń folianu (2,2X10~8M) niż szczep wyjś­

8 P ostępy Biochem ii http://rcin.org.pl



358 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT [14]

ciowy (149, 152). Okazało się mianowicie, że podczas preinkubacji tych 
komórek w temperaturze 37°C następuje uwalnianie od środowiska inku- 
bacyjnego inhibitora, który w sposób kompetytywny hamuje pobieranie 
folianu przez niepreinkubowane komórki P. cerevisiae 8041/S. Byłby to me­
chanizm analogiczny do mechanizmu hamowania wbudowywania radio­
aktywnych prekursorów białek, RNA i DNA przez inhibitory uwalniane 
w podobnych warunkach przez niektóre komórki nowotworowe (154—156).

III-3. Przem iany folianu w  tkankach ssaków

W efekcie podania zwierzętom folianu jego pochodne nagromadzają 
się w różnych narządach. Najwyższą akumulację podanego dootrzewno- 
wo folianu stwierdzano w wątrobie (14, 23, 115, 157) obserwując przy 
tym znaczne różnice w wykorzystaniu podanej ilości folianu przez zwie­
rzęta różnych gatunków (157). W mniejszych ilościach niż w wątrobie od­
najdywano pochodne radioaktywnego folianu w nerkach, mięśniach szkie­
letowych czy w mięśniu sercowym oraz w nabłonku śluzówki jelita (23).

R yc. 5. P o lig lu tam in ian y  fo - 
lianow e z w ą tro b y  szczura o- 
znaczane w  różnym  czasie po 
in iek c ji rad io ak ty w n eg o  fo lia ­

nu  (16, zm odyfikow any).
W w yizolow anych  pochodnych  
fo lianu  rozszczepiano reduktyw - 
n ie w iązanie pom iędzy C—9 a 
N—10, a następnie oddzielone  
radioaktyw ne poliglutam iniany  
chrom atografow ano na kolum nie z 
D EA E-celulozy. Cyfry 1 do 7 ozna­
czają liczbę reszt kw asu glu tam i­

now ego w  cząsteczce.

Stosując folian znakowany węglem w reszcie kwasu glutaminowego 
prześledzono przebieg syntezy poliglutaminianów folianowych w w ątro­
bie szczura w okresie 4 tygodni od momentu iniekcji radioaktywnego 
związku (16). W doświadczeniach tych zajęto się prześledzeniem etapów 
syntezy fragmentu poliglutaminianowego cząsteczki folianu, nie badano 
natomiast przemian fragmentu pterydynowego.

Ilość radioaktywnych poliglutaminianów pochodnych folianowych w 
wątrobie nie przewyższająca 24 godziny po iniekcji folianu 5°/o podanej
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ilości spadała w miarę upływu czasu, a pewną radioaktywność znajdowa­
no w poliglutaminianach folianowych wątroby nawet po upływie 4 tygod­
ni. Jak przedstawiono na rycinie 5 monoglutaminiany folianowe wykry­
wa się tylko w pierwszych godzinach po iniekcji folianu. Później zaś ra­
dioaktywność stwierdza się przede wszystkim w pięcio- i sześcioglutami- 
nianach folianowych. Po 4 tygodniach znakowane siedmioglutaminiany 
folianu stanowią 25% ogólnej sumy radioaktywności znajdowanej w tym 
dniu. Stopniowy i długotrwały wzrost piętna w siedmioglutaminianach fo­
lianowych, przy jednoczesnym spadku ogólnej radioaktywności w pochod­
nych folianowych w wątrobie, ilustruje jak wolno w organizmie postę­
puje synteza i nagromadzanie się tego typu związków.

Stopniową syntezę poliglutaminianów folianu wykazano także w .bada­
niach wątroby świnki morskiej (17), owcy (19) oraz małpy (22).

Wykazano ponadto, że poziom oraz rodzaj pochodnych folianowych 
znajdowanych w wątrobie po injekcjach radioaktywnego folianu zmienia 
się w zależności od stanu fizjologicznego zwierzęcia (158), co szczególnie 
wyraźnie zaznacza się w warunkach niedoboru witaminy B 12 (159—162, 
biotyny (163— 166), ryboflawiny (167) lub pod wpływem takich hormonów 
jak testosteron (168), czy tyroksyna (169) oraz po podaniu większych iloś­
ci metioniny (162, 170, 171). Tak na przykład w wątrobie owiec, które wy­
kazywały typowe symptomy niedoboru witaminy B12, znaleziono mniej­
sze ilości tetrahydrofolianu i formylotetrahydrofolianu przy niezmienio­
nych ilościach metylotetrahydrofolianu, niż w wątrobie zwierząt kontrol­
nych (159, 170). Co więcej, że w miarę pogłębiania się objawów niedoboru 
witaminy B12, wykrywano w wątrobie coraz mniejsze ilości poliglutami­
nianów o dużej liczbie reszt glutaminianowych w cząsteczce. Niejednokrot­
nie stwierdzane zmiany w ilościach poszczególnych pochodnych foliano­
wych w wątrobie zwierząt eksperymentalnych interpretuje się jako wynik 
obniżania, na skutek niedoboru witamin czy też działania hormonów, 
aktywności określonych enzymów uczestniczących w biosyntezie pochod­
nych folianowych. W odróżnieniu od powyżej omówionych efektów, poda­
nie zwierzętom metioniny, bądź to w iniekcjach (159), bądź też w zwięk­
szonych ilościach w pokarmie (162) powodowało bardzo wyraźny wzrost 
ilości poliglutaminianów folianowych, podwyższając jednocześnie stęże­
nie tetrahydrofolianu i formylotetrahydrofolianu w komórkach wątrobo­
wych.

Ostatnio wykazano, że analog folianu, ametopteryna, wstrzyknięta 
szczurom czy też świnkom morskim na kilka godzin przed radioaktyw­
nym folianem, w znacznym stopniu obniża wbudowywanie tego związku 
do komórek wątroby, a zwiększa bardzo wydatnie ilość niezmetabolizo- 
wanego folianu w moczu (147, 172). Ponadto wbrew temu, co można było 
oczekiwać znając hamujący efekt ametopteryny na aktywność reduktazy 
dihydrofolianowej, po podaniu ametopteryny wykrywa się w wątrobie 
szczurów poliglutaminiany zredukowanych pochodnych folianowych
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o krótszym, niż w warunkach normalnych, łańcuchu peptydowym, a nie 
znajduje poliglutaminianów niezredukowanych pochodnych folianu (147, 
173). Można zatem sądzić, że syntetaza poliglutaminianowa wykorzystuje 
jako substrat przede wszystkim zredukowane pochodne folianowe.

0-3 Ryc. 6. P o lig lu tam in ian y  fo ­
lianow e z kom órek  śluzów ki 
je lita  m ałpy , C ynam olgus sp., 

02 *  oznaczane 72 godziny po in - 
Q lekc ji rad io ak ty w n eg o  fo lianu

I  (23)
W w yizolow anych  pochodnych  

0-1 fo lianu  w iązanie pom iędzy C—9 a 
N—10 rozszczepiano przy użyciu  
KMnO„ a oddzielone polig lutam i­
niany chrom atografow ano na ko­
lum nie z DEA E-celulozy. C yfry 1

O 100 200

Ryc. 7. P o lig lu tam in ian y  fo ­
lian o w e  z n e rek  m ałpy , C y­
nam olgus sp., oznaczane 24 h 
( • — • — • )  i 72 godziny 
(O—O—O) po in iek c ji ra d io ­

ak ty w n eg o  fo lian u  (23).
P ostępow anie i oznaczenia jak na 

rycin ie 6.

Obecność poliglutaminianów pochodnych folianowych wykazano także 
w komórkach śluzówki jelita małpy (23) (Ryc. 6 ). W świetle dotychczaso­
wych poglądów na temat absorpcji w jelicie różnych związków foliano­
wych było to obserwacją zaskakującą. Sądzono bowiem, że przede wszy­
stkim w komórkach śluzówki zachodzi hydroliza poliglutaminianów po­
chodnych folianowych a nie procesy ich biosyntezy (23).

W odróżnieniu od wątroby ssaków, w której znaczne ilości poligluta­
minianów folianu pojawiały się wkrótce po iniekcji radioaktywnego 
związku, w nerkach małpy przemiany folianu przebiegały bardzo powoli, 
tak że nawet po upływie doby wykrywano praktycznie tylko folian, a jego 
poliglutaminianowe pochodne pojawiały się dopiero po upływie 72 godzin 
(Ryc. 7). Wydaje się zatem, że w nerkach albo aktywność syntetazy poli­
glutaminianów folianu jest bardzo niska, albo, że w komórkach nerkcwych 
zbyt wolno następuje konwersja folanu do tetrahydrofolianu, właściwego 
substratu tego enzymu (23).

300 400 do 7 oznaczają liczbę reszt kw asu  
glutam inow ego w  cząsteczce.

m l
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III-4. Przem iany folianu w  hodowanych in  v itro  komórkach ssaków

Komórki hodowane in vitro stanowią prostszy i bardziej jednorodny 
niż zwierzęta model doświadczalny do badania metabolizmu komórkowe­
go. Komórkowe pochodne folianowe, podobnie jak pochodne te znajdo­
wane w różnych narządach zwierząt wyższych, występują w formie mo- 
no- i poliglutaminianów (30, 131, 174—176). Ilość ich w przeliczeniu na 
109 komórek jest na ogół rzędu kilku lub kilkunastu nmoli. Niektóre linie 
komórkowe, np. komórki wątrobiaka Yoshida odznaczają się wysokim po­
ziomem pochodnych folianu, podczas gdy inne np. komórki L czy L5178Y 
zawierają te związki w ilościach kilkakrotnie mniejszych (Tabela 3). Ko­
mórki leukemiczne L1210 oraz komórki mutanta (L1210/R6), charaktery­
zującego się podwyższonym poziomem reduktazy dihydrofolianowej 
i opornością na działanie ametopteryny, zawierały jednak pochodne fo­
lianowe w podobnych ilościach.

Tabela 3
Poziom pochodnych folianu w niektórych liniach komórkowych 

(z danych 30)

Komórki
Pochodne folianu (nmole/109 komórek)

przed traktowaniem po traktowaniu
glutamylo-y-karboksypeptydazą

Yoshida 16,2 35,2
L5178Y 6,7 15,2
L 4,0 8,7
L1210 8,4 23,7
L1210/R6 8,1 30,0

Poziom pochodnych folianu oznaczany mikrobiologicznie przy zastosowaniu L.casei. 
L1210/R6 jest mutantem komórek L1210, oporonym na działanie ametopteryny 
i charakteryzującym się podwyższonym poziomem reduktazy dihydrofolianowej.

Szczególnie dużo informacji na temat mechanizmów syntezy poliglu­
taminianów folianowych uzyskano badając komórki linii wyhodowanej 
z jajnika chomika chińskiego (CHO) oraz kilku mutantów będących au- 
ksotrofami jednocześnie w stosunku do glicyny (AUXB2), do glicyny i ade­
nozyny (AUXB3) oraz glicyny, adenozyny i tymidyny (AU^B^ (174). Po­
chodne folianowe występowały w komórkach tych mutantów w mniej­
szych ilościach niż w komórkach CHO (10 i 40°/o odpowiednio w komór­
kach AUXB! i AUXB3), różne też były rodzaje pochodnych folianowych 
znajdowane w poszczególnych typach komórek (Ryc. 8 ). W komórkach li­
nii wyjściowej przeważały poliglutaminiany różnych zredukowanych po­
chodnych folianowych, dwu- a zwłaszcza monoglutaminiany folianowe zaś 
występowały w tych komórkach tylko w ilościach śladowych. Jak widać na 
rycinie 8  jedynie profil pochodnych folianowych z komórek mutanta au-
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F ra k c je

Ryc. 8. Pochodne fo lianow e z k om órek  w yizo low anych  z ja jn ik a  chom ika ch iń sk ie ­
go (CHO) o raz  z kom órek  jego trzech  m u ta n tó w  (174).

Po 48 godzinach hodow li w  obecności radioaktyw nego folianu  i po 24 godzinach hodow li w  śro­
dow isku niezaw ierającym  folianu, ekstrahow ano kom órkow e pochodne fo lian ow e i rozdzielono  
je  na kolum nie z DEA E-celulozy. L itery oznaczają poszczególne pochodne folianow e: A — pro­
dukty rozkładu PteG lu; B — 10-form ylo-H4PteGlu; C — 5-form ylo-H 4PteG lu i 10-formylo-H4 
P teG lu:; D — 5-m etylo-H 4PteG lu, 5-form ylo-H 4PteG lu2 i 10-form ylo-H4PteG lu2; E — H4PteGlu; 
F — 5-m etylo-H 4PteGlUj i 5-form ylo-H 4PteG lu,; G — 10-form ylo-H4PteG lu5, 5-m etylo-H 4PteG lu3, 

H4PteG lus; H — 5-form ylo-H 4PteG lu5; I — 5-m etylo-H 4PteG lu5; J — H4PteG lus.

ksotroficznego w stosunku do glicyny (AUXB2) był zbliżony do profilu 
pochodnych folianowych z macierzystych komórek linii CHO, podczas gdy 
pozostałe mutanty charakteryzowała obecność niemal wyłącznie monoglu- 
taminianów folianowych i bardzo niewielkich ilości dwu- i trójglutami- 
nianów. Wydaje się zatem, że auksotrofia badanych mutantów, przede 
wszystkim w stosunku do adenozyny i tymidyny, wynika z upośledzenia 
w nich aktywności syntetazy poliglutaminianowej. Przemawia za tym 
przypuszczeniem fenotypowa rewersja mutantów AUXBj i AUXB3 do 
pełnej prototrofii wobec badanych związków, gdy hoduje się je w środo­
wisku zawierającym zwiększone ilości folianu lub formylotetrahydrofo- 
lianu. Szczegółowe badania mutanta AUXB!, a zwłaszcza jego termowraż- 
liwego klonu — tsAUXBj, przyczyniły się znacznie do częściowego wy­
jaśnienia właściwości syntetazy poliglutaminianów w tych komórkach 
(175). Komórki klonu tsAUXB1 wymagają obecności w pożywce glicyny, 
adenozyny i tymidyny, aby mogły rosnąć w temperaturze 38,5°C, podczas 
gdy w temperaturze 34°C zachowują się jak typowe komórki prototroficz- 
ne. Co więcej w komórkach hodowanych w temperaturze 34°C znajdowa­
no dwu- i trójglutaminiany folianowe, a ogólna ilość pochodnych foliano­
wych była pięciokrotnie wyższa, niż ilość tych pochodnych w komórkach

http://rcin.org.pl



[19] TRANSPORT I METABOLIZM FOLIANU 363

hodowanych w 38°C. Pochodne dwu- i trójglutaminianowe pojawiały się 
również w komórkach przeniesionych z 38,5°C do 34°C, lecz tylko przy 
niezakłóconym przebiegu biosyntezy białka w komórkach. Tak więc wy­
daje się, że w komórkach klonu tsAUXBi enzym syntetyzujący poligluta­
miniany folianu jest wysoce termolabilny i ulega inaktywacji już w tem­
peraturze 38,5°C, co stanowić może bezpośrednią przyczynę niewielkiej 
i mało zróżnicowanej puli folianowej w tych komórkach.

Komórkowe przemiany pochodnych folianowych bada się często przy 
zastosowaniu podwójnie znakowanych pochodnych, w których 14C wystę­
pował w jednostce jednowęglowej a try t we fragmencie pterydynowym 
(121, 122). I tak, po krótkiej (20 minutowej) inkubacji komórek L1210 
z 5-formylo-H4PteClu piętno 14C stwierdzono przede wszystkim w mete- 
nylo-H4PteGlu i 10-formylo-H4PteGlu (95°/o radioaktywności) (121). Ra­
dioaktywność pochodzącą z 3H znajdowano zaś głównie w 5-metylo- 
-H 4PteGlu lub 5,10-metyleno-H4PteGlu (70°/o) oraz w 5,10-metenylo i 10- 
-formylotetrahydrofolianie (25°/o). Ta niemal całkowita konwersja 5-for- 
mylo-H4PteGlu w inne jednowęglowe pochodne tetrahydrofolianu ilu­
struje szybkość i kierunek jego przemian w komórkach L1210. Nie wiado­
mo jednak nic, czy w omawianych warunkach eksperymentalnych two­
rzyły się w komórkach poliglutaminiany koenzymatycznych form folia­
nu.

Komórkowe przemiany 5-metylo-H4PteGlu biegną innym torem niż 
przemiany 5-formylo-H4PteGlu (122). W rezultacie inkubacji komórek 
L5178Y z 5-metylo-H4PteGlu podwójnie znakowanym 14C i trytem  już po 
5 minutach 85% radioaktywności pochodzącej z 14C jednostki jednowęglo­
wej wykrywano w metioninie, a po godzinie we frakcjach białkowych. 
Natomiast, nawet po godzinnej inkubacji komórek L5178Y z 5-metylo- 
-H 4PteGlu blisko 90% radioaktywnego try tu  tetrahydrofolianu pozosta­
wało w 5-metylo-H 4PteGlu. Wyniki powyższe wskazują, że w tym czasie 
tetrahydrofolian uwalniany z 5-metylo-H4PteGlu został wykorzystany 
przede wszystkim do utrzymania wewnątrzkomórkowej puli właśnie 5- 
-metylo-H 4FteGlu. Zwraca uwagę brak obecności w komórkach L5178Y 
znakowanych poliglutaminianów metylo-H 4PteGlu. Nie wydaje się jed­
nak, ażeby stosunkowo krótka ( 1  godzinna) inkubacja komórek z mety- 
lo-H 4PteGlu, jak i też i niezastosowanie podczas ekstrakcji pochodnych 
folianowych środków inaktywujących wewnątrzkomórkowe glutamylokar- 
boksypeptydazy mogły być odpowiedzialne za ten stan rzeczy (122). Po­
dobnie bowiem po inkubacji z 5-metylo-H4PteGlu z ludzkimi limfocy­
tami nie wykazano w nich obecności poliglutaminianów tej pochodnej te­
trahydrofolianu (138), które wykrywa się w komórkach ssaków in vivo 
w znacznych ilościach. Pozostaje zatem do wyjaśnienia jaki jest mecha­
nizm powstawania poliglutaminianów metylo-H4PteGlu w organizmie 
zwierzęcym.

Dane na temat wielkości puli pochodnych folianowych w komórkach
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L I210, wewnątrzkomórkowego stężenia związków, w przemianach któ­
rych uczestniczą pochodne folianowe, oraz szereg danych kinetycznych 
uzyskanych przy badaniu właściwości enzymów folianowych posłużyły 
J a c k s o n o w i  i H a r r a p o w i  (177) do opracowania matematyczne­
go modelu metabolizmu folianu. Model ten okazał się bardzo przydatny

C zas po dodaniu M T X  (m in)

Ryc. 9. H ipo te tyczny  m odel w p ły w u  am e to p te ry n y  d odane j do środow iska  hodo ­
w lanego (w st. 10-6 M) na  in ten sy w n o ść  b iosyn tezy  ty m id y n y  oraz  poziom  p ochod ­

nych  fo lianow ych  w  k o m ó rk ach  L1210 (177).
W górnym  fragm encie ryciny lin iam i ciąg łym i oznaczono całkow ity  w ew nątrzkom órkow y po­
ziom am etopteryny (MTX) oraz poziom  am etopteryny związanej prawdopodobnie z reduktazą

dihydrofolianow ą.

do porównawczych badań wpływu ametopteryny i fluorodezoksyurydyny 
na metabolizm folianu w komórkach L121Ö (Ryc. 9 i 10). Przyjąwszy za­
łożenie, że ametopteryna pobrana przez komórki powoduje przede wszy­
stkim zahamowanie aktywności reduktazy dihydrofolianowej, opracowano 
model wpływu tych związków zarówno na wewnątrzkomórkowe stężenie 
różnych pochodnych folianowych, jak też na efektywność biosyntezy ty­
midyny w tych komórkach. Według tego modelu zarówno ametopteryna, 
jak i FUDR, hamują niemal całkowicie syntezę tymidylanu, chociaż po 
różnym okresie czasu od dodania do ich pożywki. Różny natomiast 
miałby być efekt tych związków na wewnątrzkomórkowy poziom pochod­
nych folianowych. Ametopteryna miałaby powodować nagromadzenie się 
w komórkach dihydrofolianu oraz zmniejszenie poziomu 1 0 -formylo- oraz 
5,10-metyleno-H4PteGlu, podczas gdy FUDR obniżając stężenie dihydro­
folianu miałby nie zmieniać poziomu innych pochodnych folianowych.
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Niektóre wyliczone i podane na rycinach 9 i 10 wartości uzyskały już po­
twierdzenie eksperymentalne (177). W komórkach CHO jednakże nie uda­
ło się dotąd wykazać wewnątrzkomórkowej akumulacji dihydrofolianu pod 
wpływem ametopteryny (176). Tak więc hipoteza zakładająca, że zawsze 
przyczyną wszystkich efektów biologicznych ametopteryny, w tym zaha­
mowania syntezy tymidyny, puryn czy pewnych aminokwasów, jest za­
hamowanie przez ten analog aktywności reduktazy dihydrofolianowej, nie 
znalazła pełnego potwierdzenia. M c B u r n e y  i W h i t m o r e  wysuwa­
ją przypuszczenie, że w badanym przez nich układzie komórkowym obser­
wowane efekty biologiczne ametopteryny wywodzą się także z bezpośred­
niego zahamowania aktywności syntetazy tymidylanowej i enzymu(ów) 
folianowych uczestniczących w biosyntezie puryn (176).

R yc. 10. H ipo tetyczny  m odel w pływ u 5-fluo rodezoksyurydyny  d o d an e j do środo ­
w isk a  (w st. 5X 10~ 7M) na in tensyw ność b iosyntezy tym idyny  o raz poziom  pochod­

nych  fo lianow ych w  kom órkach  L1210 (177).
W górnym  fragm encie ryciny linią przerywaną oznaczono przyrost w ew nątrzkom órkow ego  

stężenia 5-fluorodezoksyurydynom onosfosforanu.

Chociaż model matematyczny Jacksona i Harrapa nie jest modelem 
kompletnym i nie uwzględnia wszystkich możliwych powiązań metabo­
licznych pochodnych folianowych, to jednak wydaje się, że może on zna­
leźć pewne zastosowanie w próbach zbadania mechanizmu oporności ko­
mórek na analogi folianu.
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III-5 . Przem iany folianu w  bakteriach

W badaniach z zastosowaniem L. casei, S. faecalis czy też P. cervisiae 
stwierdzono bardzo wyraźny wpływ stężenia egzogennego folianu nie tyl­
ko na ilość, ale przede wszystkim na rodzaj pochodnych folianowych obec­
nych w komórkach (8 , 146, 152). Tak na przykład w komórkach P. cere- 
visiae (8081/S), inkubowanych przez 3 minuty z folianem w stężeniu 
0,22|nM (Ryc. 11), wykrywano metyleno-H 4PteGlu, 5-formylo-H4PteGlu 
i 10-formylo-H4PteGlu oraz ślady poliglutaminianów, nie znaleziono na­
tomiast niezmetabolizowanego folianu (152). Po dłuższej, trwającej 120 
minut inkubacji większość radioaktywności wykrywano we frakcjach 
zidentyfikowanych wstępnie jako poliglutaminiany, o różnej liczbie reszt 
glutaminianowych, metylenotetrahydrofolianu. Wynik odmienny, a mia-

Frakcja

R yc. 11. P ochodne fo lianow e z 
kom órek  P. cerevisiae  8081/S 
po ich 3 m in u to w ej lu b  120 
m in u to w ej in k u b a c ji z ra d io ­
a k ty w n y m  fo lianem  w  st.

0,22m-M (52). 
W yekstrahow anie z kom órek fo -  
liany chrom atografow ano na ko­
lum nie z DEA E-celulozy. Cyfry  
oznaczają poszczególne pochodne  
folianu: 1 — 10-formylo-H4PteGlu; 
2 — S-formylo-H^PteGlu lub 5- 
m etylo-H jPteG lu; 3 — 5,10-mety- 
leno-H 4PteG lu lub H<PteGlu; 4 — 

PteGlu.
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Frakcja

Ryc. 12. P ochodne fo lianow e z 
kom órek  P. cerevisiae  8081/S 
po 3 m in u to w ej lu b  120 m in u ­
tow ej in k u b ac ji z ra d io a k ­
ty w n y m  fo lianem  w  st.

80,2m.M (152). 
P ostępow anie i oznaczenia jak na 

rycinie 11.
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nowicie bardzo wyraźne zahamowanie formowania poliglutaminianów jak 
również tworzenia różnych uwodorowanych pochodnych folianu stwier­
dzono w komórkach P. cerevisiae 8081/S w wyniku ich inkubacji z egzo­
gennym folianem w wyższym stężeniu (80,8|iM; Ryc. 12). Po 3 minuto­
wej inkubacji komórek z folianem w tym stężeniu aż 70°/o radioaktyw­
ności w komórkach związanych było z niezmetabolizowanym folianem, 
a dopiero po 120 minutowej inkubacji pojawiały się w komórkach P. cere- 
visiae obok folianu (40°/o) niektóre jego pochodne, przede wszystkim me­
tylenotetrahydrofolian oraz niewielkie ilości jego poliglutaminianów. Brak 
pojawiania się w komórkach .badanego mutanta P. cerevisiae poliglutami­
nianów folianowych obserwowano również wówczas, gdy bakterie te pre- 
inkubowano godzinę w 37°C przed dodaniem radioaktywnego folianu 
(0,22m-M). Tak więc inhibitor uwalniający się w czasie preinkubacji ko­
mórek P. cerevisiae 8081/S wpływa na ilość a także na rodzaj pochod­
nych folianowych znajdowanych w komórkach (152).

Inną intensywnością przemian folianu niż P. cerevisiae 8081/S odzna­
cza się L. casei (8 , 146, 148). W wyniku 5-cio a nawet dziesięciominutowej 
inkubacji z folianem w stężeniu 10-krotnie niższym (0,025|jiM) niż stoso­
wano dla P. cerevisiae, w komórkach wykrywano niezmetabolizowany fo- 
lian, a dopiero po upływie 30 minut radioaktywność znajdowano wyłącz­
nie we frakcji poliglutaminianów folianu o liczbie reszt glutaminianowych 
powyżej 5 (Ryc. 13). W innej serii doświadczeń z L. casei wykazano brak 
formowania poliglutaminianów folianowych także i wówczas, gdy stę­
żenie egzogennego folianu wynosiło zaledwie 0,5m.M (146). Pewne wzmo­
żenie intensywności przemian nagromadzonego w tych warunkach w ko­
mórkach L. casei folianu następowało dopiero po ich inkubacji w środo­
wisku bez folianu. Po upływie godziny w komórkach występowały już 
obok folianu jego różne poliglutaminiany (Ryc. 14). Podobnie wyglądało 
rozmieszczenie radioaktywności w pochodnych folianowych, gdy reinku- 
bację komórek L. casei prowadzono w środowisku zawierającym nadmiar 
nieznakowanego folianu (50|o,M), jednakże całkowity poziom radioaktyw­
ności w komórkach był wówczas niższy. Gdy natomiast reinkubacja ko­
mórek L. casei miała miejsce w obecności kwasu jodooctowego i azydku 
sodu podwyższeniu ogólnej ilości radioaktywności w komórkach (najpraw­
dopodobniej na skutek zahamowania wypływu pochodnych folianu z ko­
mórek) towarzyszyło między innymi wybiórcze nagromadzanie się w nich 
10-formyloPteGlu2 a obniżenie ilości wyższych poliglutaminianów (Ryc. 
14). Analiza radioaktywnych folianów w środowisku, w którym przepro­
wadzano reinkubację komórek, wykazała obecność w nim folianu, formy- 
lofolianu oraz formyloPteGlu2, a więc związków znajdowanych w ko­
mórkach.

Zwraca uwagę obserwacja, że przy zastosowaniu folianu w stężeniu
0,5iaM tworzyły się w komórkach L. casei jedynie bardzo niewielkie iloś­
ci poliglutaminianów o większej niż 3 liczbie reszt glutaminianowych
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w cząsteczce. Wnioskowano zatem, że synteza trójglutaminianów stanowi 
w komórkach L. casei etap ograniczający wewnątrzkomórkowe przemiany 
folianu. Gdy jednak egzogenny folian zastosowano w stężeniu 70 krotnie 
niższym (7nM), w komórkach L. casei wykrywano poliglutaminiany o dłu-

Ryc. 13. P ochodne fo lianow e z kom órek  L. casei oznaczane po 5, 10 i 30 m inu tow ej 
in k u b a c ji z rad io ak ty w n y m  fo lianem  w  stężen iu  0,025nM (8). 

W yekstrahow ane pochodne fo lianow e chrom atografow ano na kolum nie Sephadex G-15.

15

10

PteGlifc PteG lu, lO-forrrylo- 
PteGlu,

R yc. 14. P ochodne fo lianow e z 
kom órek  L. casei inkubow anych  
przez 5 m in u t z rad io ak ty w n y m  
fo lianem , a n as tęp n ie  p rzen iesio ­
ne na  godzinę do środow iska  bez 
fo lian u  (--------- ), z ra d io a k ty w ­
nym  fo lianem  (50jxM, ............ ) o-
raz  z k w asem  jodooctow ym  
(20mM) i azydkiem  sodu (50mM)

(-----------) (146).
Frakcje  W yekstrahow ane pochodne fo lianow e  

chrom atografow ano na kolum nie  
Sephadex G-25.

gim łańcuchu (o liczbie reszt glutaminianowych powyżej 3). Reinkubacja 
tych komórek w środowisku bez folianu prowadziła do pojawienia się 
w nich jeszcze dłuższych poliglutaminianów pochodnych folianowych, któ­
re nie uwalniały się do środowiska inkubacyjnego.
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Podobnie, jak wykazano to w badaniach komórkowego metabolizmu 
folianu zwierząt wyższych, ametopteryna zakłócała przemiany folianu tak­
że w bakteriach (147, 148, 153). Tak na przykład w komórkach L. casei 
po ich preinkubacji z ametopteryną (0,025uM) stwierdzano podwyższenie 
ilości niezmetabolizowanego folianu oraz poliglutaminianów o krótszych 
łańcuchach, przy spadku ilości bardziej złożonych poliglutaminianów. Za­
hamowanie przez ametopterynę syntezy dłuższych poliglutaminianów fo­
lianu obserwowano także i wówczas, gdy komórki inkubowano z 5-for- 
mylotetrahydrofolianem, lecz efekt ten zaznaczał się słabiej niż w przy­
padku folianu.

III-6. P rzem iany folianu w  komórkach grzybów

Stosując ten układ doświadczalny badano przede wszystkim mechaniz­
my przemian pochodnych folianowych pod wpływem niektórych amino­
kwasów.

Wykazano, że w wyniku wzrostu Saccharomyces cerevisiae w środowis­
ku zawierającym zwiększone ilości metioniny (2,5M-mola/ml) wielkość we­
wnątrzkomórkowej puli folianów ulegała dwukrotnemu obniżeniu w po­
równaniu z pulą folianów wykrywaną w komórkach rosnących w pożyw­
ce kontrolnej (9). Zmniejszenie ilości folianów komórkowych w tych wa­
runkach wiąże się przede wszystkim z drastycznym zmniejszeniem ilości 
mono-, dwu- i trójglutaminianów 5-metylotetrahydrofolianu jak również,

F r a k c j e

Ryc. 15. P ochodne  fo lianow e z kom órek  Saccharom yces cerevisiae hodow anych  w 
śro d o w isk u  k o n tro ln y m  (O) oraz w  środow isku  z dodatk iem  m etion iny  (2,5 |im ola/m l;

•  ) (9)
E kstrakty kom órkow e po traktow aniu glutam ylo-y-karboksypeptydazą chrom atografow ano na 
kolum nie z DEA E-celulozy. Ilości pochodnych folianu oznaczano m ikrobiologicznie. L itery  
oznaczają poszczególne pochodne folianowe: A — 10-formylo-H4PteGlu; B — 10-form ylo-H4PteG lu2; 
C — 5-form ylo-H 4PteGlu; D — 5-m etylo-H 4PteGlu; E — H4PteGlu; F — 5-form ylo-H 4PteG lu2; D — 
5-m etylo-H 4PteG lu2; H — 5-m etylo-H 4PteG lus; I — niezidentyfikow ane poliglutam iniany folianow e.
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chociaż w niższym stopniu, i innych pochodnych folianu (Ryc. 15). Przy­
puszczano, że interkonwersja pochodnych folianowych w komórkach S. 
cerevisiae pod wpływem metioniny może być efektem zmian aktywności 
niektórych enzymów folianowych (9, 178). Okazało się, że rzeczywiście ko­
mórki S. cerevisiae rosnące tylko przez kilka godzin w obecności wyż­
szych niż normalnie ilości metioniny wykazują niższą aktywność oksydo- 
reduktazy metylenotetrahydrofolianu (Ryc. 2, reakcja 4) (9) oraz syntetazy 
metioninowej (178). Wydaje się przeto, że metionina reguluje wielkość puli 
folianowej w komórkach S. cerevisiae poprzez wpływ na biogenezę grup 
metylowych oraz ich wykorzystanie w metabolizmie komórkowym.

Inny wpływ na metabolizm folianu w komórkach N. crassa wywiera­
ła glicyna (179), prekursor jednostek jednowęglowych o stopniu utlenie­
nia mrówczanu. W przeciwieństwie do metioniny, po dodaniu do środowis­
ka hodowlanego N. crassa glicyny następował kilkakrotny wzrost zawar­
tości pochodnych folianów w komórkach, przy czym bardzo wyraźnym 
zmianom ulegały stosunki ilościowe pomiędzy poszczególnymi pochodny­
mi (Ryc. 16). Tak więc gdy komórki N. crassa rosły w obecności dodatko-

F r  a k c j e

R yc. 16. P ochodne fo lianow e z k om órek  N eu rospo ra  c rassa  hodow anych  w  śro d o ­
w isku  bez (I) lu b  z d o d a tk iem  glicyny  (lpim ol/m l; II) (179)

Po traktow aniu g lu tam ylo-ykarboksypeptydazą ekstrakty  kom órkow e chrom atografow ano na 
kolum nie z D EA E-celulozy. Ilość pochodnych folianu oznaczano m ikrobiologicznie. L itery ozna­

czają poszczególne pochodne fo lian ow e jak na rycin ie 15.

wych ilości glicyny najwyższą radioaktywność wykrywano w tetrahydro- 
folianie oraz w 5-metylo-H 4PteGlu. Frakcja zidentyfikowana jako H4Pte- 
Glu mogła jednak zawierać w rzeczywistości metylenotetrahydrofolian, 
który uległ rozkładowi w zastosowanych warunkach ekstrakcji i chroma­
tografii. Komórki N. crassa rosnące przez 22 godziny w obecności glicyny
o wyższym stężeniu charakteryzowało także podwyższenie poziomu aktyw ­
ności enzymów folianowych uczestniczących w przemianach metylenote­
trahydrofolianu (50, 173). Ponadto komórki N. crassa rosnące w środowis­
ku wzbogaconym w glicynę pobierają ze środowiska ten aminokwas i me­
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tabolizują go bardziej efektywnie niż komórki rosnące w środowisku kon­
trolnym. Można zatem przypuszczać, że intensyfikacja komórkowych 
przemian glicyny bezpośrednio, a pośrednio wzrost aktywności enzymów 
folianowych, powodują wybiórcze nagromadzenie się w komórkach N. 
crassa określonej pochodnej folianowej.

IV. Poliglutaminiany folianowe jako związki metabolicznie czynne

W rozdziale tym zostaną przedstawione dane wskazujące, że poliglu­
taminiany folianowe uczestniczą w metabolizmie komórkowym. Pochodne 
te mogą być substratami pewnych enzymów folianowych takich jak syn- 
tetaza formylotetrahydrofolianowa (180), cyklodeaminaza formiminotetra- 
hydrofolianu (181),hydroksymetylotransferaza serynowa(4,182,183), reduk- 
taza dihydrofolianowa (184—186), enzymy uczestniczące w syntezie me­
tioniny (11, 187—192) oraz syntetaza tymidylanowa (193—196). Ponadto, 
poliglutaminiany koenzymatycznych form folianu mogą także działać jak 
naturalne inhibitory syntetazy tymidylanowej (193—195) oraz reduktazy 
dihydrofolianowej (195).

IV -1. P teG lun jako substraty reduktazy dihydrofolianow ej

Pierwsze doniesienia, że poliglutaminiany folianowe obok dihydrofo- 
lianu stanowią substraty reduktazy dihydrofolianowej pochodzą już z lat 
sześćdziesiątych a uzyskano je badając właściwości oczyszczonej redukta­
zy dihydrofolianowej z grasicy cielęcej (185) oraz wątroby owcy (184). Do­
kładniejsze jednak wyniki pochodzą z badań ostatnich prowadzonych już 
przy użyciu syntetycznych poliglutaminianów dihydrofolianu. W tabeli 4 
zebrano wyniki doświadczeń, w których porównywano efektywność sub­
stratową dihydrofolianu i kilku jego poliglutaminianów (186). W przypad­
ku reduktazy dihydrofolianowej niemal ze wszystkich badanych komó­
rek wartości stałych Michaelisa poliglutaminianów dihydrofolianu były 
bądź to zbliżone bądź też kilkakrotnie niższe niż wartości Km dihydro­
folianu. Podobnie, trzy z badanych reduktaz charakteryzowały wyższe w ar­
tości Vmax przy użyciu, jako substratów, poliglutaminianów dihydrofolia­
nu w porównaniu z samym dihydrofolianem. Widać zatem, że poligluta­
miniany H2PteGlu są również dobrymi, jeśli nawet nie właściwszymi 
niż H2PteGlu substratami reduktazy dihydrofolianowej z wielu badanych 
komórek.

Wykazano ponadto, że poliglutaminiany folianowe występują często 
w kompleksach z pewnymi frakcjami białek komórkowych o różnym cię­
żarze cząsteczkowym (197—200), między innymi z reduktazą dihydrofo- 
lianową. Kompleks poliglutaminianów folianowych z reduktazą dihydro- 
folianową stwierdzono na przykład w komórkach wątroby szczura (199) 
(Ryc. 17) oraz opornych na ametopterynę komórkach Sarkomy-180 (200).
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7,8-dihydrofoliany jako substraty reduktaz dihydrofolianowych 
(z danych 186)

Tabela 4

Źródło
enzymu

H2PteGlu H 2PteGlu3 H 2PteGlu5 H 2PteGlu7

Km
foM)

V ma x

[¿mole/ 
godz./ 

mg białka

K m
OiM)

Vm ax

[zmole/ 
godz./ 

mg białka

¿
1v—✓

V  m ax

[imolej 
godz./ 

mg białka

K m
(¡x M)

V m ax

timole/ 
godz/. 

mg/białka

L1210/MTX 1,4 190 1,2 170 0,8 403 1,3 496
Erytrocyty 5,9 285 4,2 202 1,3 145 1,3 153
AML 3,6 60 10,0 146 1,5 56 0,6 65
ALL 3,5 480 1,8 447 9,3 953 0,8 386

Stanowi to pewne potwierdzenie przypuszczenia, że w komórkach zwie­
rzęcych naturalnymi substratam i tego enzymu mogłyby być poliglutami­
niany dihydrofolianu. Ponieważ nie znaleziono dotąd różnic w efektyw­
ności dihydrofolianu oraz jego trój- i sześcioglutaminianu, użytych jako 
substratów reduktazy dihydrofolianowej z L. casei (196), nie można jesz­
cze rozstrzygnąć, czy poliglutaminiany dihydrofolianu są zawsze właściw­
szymi substratami reduktaz dihydrofolianowych.

I
E
I  1000

aE

:«o
1 500 
a
oT>(fl a:

50  100  150 200  -

F r a k c j e

Ryc. 17. B iałka  w iążące  fo lian  z su p e rn a ta n tu  ko m ó rek  w ą tro b y  szczura izo low ane 
24 godziny po in iek c ji rad io ak ty w n eg o  fo lianu  (199, zm odyfikow any)

Białka supernatantu chrom atografow ano na kolum nie Sephadex G-150. Obszar zakreskow any  
oznacza frakcje w ykazujące aktyw ność reduktazy d ihydrofolianow ej.

IV-2. P teG lun jako substraty reduktazy m etylenotctrahydrofolianu  
i syntetaz m etioninow ych

Reduktaza metylenotetrahydrofolianu jak również zależna od w itami­
ny Bi2 syntetaza metioninowa wykorzystują jako substraty metylo-H 4Pte- 
Glu oraz metylo-H 4PteGlu 5 (11, 187, 191, 192). Podobnie, jak w przypadku
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reduktazy dihydrofolianowej, metylo-H 4PteGlu5 zastosowany jako sub­
strat enzymów uczestniczących w syntezie metioniny, wykazywał niższe 
wartości stałych Michaelisa (Tabela 5) niż metylo-H4PteGlu. Jak dotąd 
znana jest tylko jedna synteza metioninowa (wyizolowana z B. megate- 
rium ) zależna od witaminy B12, która katalizuje metylację homocysteiny 
wykorzystując wyłącznie poliglutaminiany metylo-H4PteGlu (11). Należy 
podkreślić, że bakterie te syntetyzują witaminę B12, a ich endogenna pu­
la folianowa składa się tylko z pochodnych poliglutaminowych.

Tabela 5
Mono- i pięcioglutaminian 5-metylotetrahydrofolianu jako substraty syntetazy metioninowej 

i reduktazy metylenotetrahydrofolianu (z danych 191 i 192)

metylo-H4PteGlu metylo-H4PteGlu5

Enzym Źródło enzymu Km
(i*M)

Vmax 
[imole/godz./ 

mg białka

Km
(HM)

Vmax 
fxmole/godz. 
mg białka

Syntetaza metioninowa wątroba szczura 
(191) 25,1 560 7,8 350
mózg wołu (192) 73,1 5,8 27,7 10,1

Reduktaza
metyleno-H4PteGlu* wątroba szczura 

(191) 45,2 890 6,4 170

* Przebieg reakcji badano w kierunku odwrotnym

Syntetaza metioninowa nie wymagająca witaminy B12 do syntezy me­
tioniny z homocysteiny (E.C. 2.1.1.14) wykazuje absolutną specyficzność 
w stosunku do poliglutaminianów metylo-H4PteGlu jako substratów (11, 
187, 188—190). Przypuszcza się też, że tylko poliglutarninianowa reszta 
wiąże substrat folianowy z cząsteczką enzymu z utworzeniem stereospe- 
cyficznego kompleksu (188, 189). Endogenna pula folianów w grzybach 
Candida utilis i Coprinus lagopus, w których synteza metioniny przebie­
ga bez udziału witaminy B 12 składa się jedynie z poliglutaminianowych 
pochodnych folianu (11). Tak więc wydaje się, że specyficzność enzymu 
wobec poliglutaminianów pochodnych folianowych może mieć związek ze 
składem komórkowej puli folianów.

IV-3. PteG lun jako inhibitory syntetazy tym idylanow ej 
i reduktazy dihydrofolianowej

Pierwsze sugestie co do obecności w komórkach E. coli pterydynowe- 
go inhibitora syntetazy tymidylanowej oraz reduktazy dihydrofolianowej 
uzyskano w roku 1962 (193). Dopiero jednak ostatnio doniesiono o wyizo­
lowaniu z E. coli i zidentyfikowaniu inhibitora syntetazy tymidylanowej 
jako 5-formylo-H4PteGlu5, a inhibitora reduktazy dihydrofolianowej jako
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10-formyloPteGlu5 (194, 195). W pracowni F r i e d k i n a  zsyntetyzowa- 
no szereg poliglutaminianów 5-formylo-H4PteGlu oraz innych związków 
folianowych i przebadano ich aktywność jako inhibitorów powyższych 
enzymów (Tabela 6 ). Wyraźnie hamowały aktywność syntetazy tymidy- 
lanowej związki zawierające w cząsteczce od 3— 6  reszt glutaminianowych. 
Efekt inhibitora wyizolowanego z E. coli był tego samego rzędu co efekt 
pochodnych syntetycznych z 5 lub 6  resztami glutaminianowymi. Inne po­
chodne folianu, posiadające jako podstawnik grupę formiminową, meteny- 
lową lub też grupę formylową (usytuowaną w pozycji 1 0 ), tylko w niewiel­
kim stopniu hamowały aktywność syntetazy tymidylanowej. Jak widać z 
danych zebranych w tabeli 6  tylko pochodne folianowe z grupą formylo­
wą przyłączoną do atomu azotu w pozycji 5 hamowały aktywność tego 
enzymu z E. coli, przy czym ich efektywność wzrastała z liczbą reszt glu­
taminianowych w cząsteczce. Podobnie, analogiczny wzrost efektywności 
inhibitorowej poliglutaminianów PteGlu, H2PteGlu i H4PteGlu z wy­
dłużaniem łańcucha glutaminianowego zaobserwowano w stosunku do syn­
tetazy tymidylanowej z L. casei (196). Występujący w komórkach E. coli 
formylo-H 4PteGlu 5 z łatwością ulega deformylacji do H 4PteGlu 5 pod wpły­
wem transformylaz komórkowych (195). Tak więc można wnioskować, że 
obniżeniu wewnątrzkomórkowego stężenia inhibitora syntetazy tym idyla­
nowej może towarzyszyć pojawienie się dodatkowych ilości pochodnej fo-

Tabela 6

Pochodne folianowe jako inhibitory syntetazy tymidylanowej i reduktazy dihydrofolianowej
(z danych 195)

Enzym Pochodne I50
> M )

Względna
aktywność
inhibitorowa

Syntetaza 5-formylo-H4PteGlu 200 1
tymidylanowa 5-formylo-H4PteGlu2 20 10
(z E. coli) 5-formy!o-H4PteGlu3 3 67

5-formylo-H4PteGlu4 3 67
5-formylo-H4PteGlu5 2 100
5-formylo-H4PteGlu6 1 200
Inhibitor oczyszczony z E. coli 1,3 154
10-formylo-H4PteGIu3 400 0,5
5-formimino-H4PteGlu3 70 2,9
5-10-metenylo-H4PteGlu6 20 10

Redukta- Mysie 10-formylo-PteGlUi 0,1 1
za di- komórki 10-formylo-PteGlu5 0,015 6,7
hydrofo- leuke-
lianowa miczne

E. coli 10-formylo-PteGlu 96 1
10-formylo-PteGlu5 66 1,45
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lianowej, która pośrednio może stanowić jeden z substratów tego enzymu. 
Wskazuje to zatem na możliwość udziału formylo-H4PteGlu w regulacji 
syntezy DNA (patrz Ryc. 2).

Efektywność 10-formylo-PteGlu5 (związku obecnego w ekstraktach 
E. coli) oraz formylo-PteGlu jako inhibitorów reduktaz dihydrofoliano- 
wych badano przy użyciu enzymów z E. coli i z mysich komórek leuke- 
micznych (Tabela 6 ). W odróżnieniu od syntetazy tymidylanowej stopień 
inhibicji reduktaz dihydrofolianowych tylko w niewielkim stopniu zale­
żał od liczby reszt glutaminianowych w cząsteczce inhibitora folianowego. 
Uderzające były natomiast różnice wrażliwości reduktaz dihydrofoliano­
wych na działanie 10-formylo-PteGlug. Do uzyskania 50% zahamowania 
aktywności enzymu z mysich komórek leukemicznych wystarczało już za­
stosować inhibitor w 4400-krotnie niższym stężeniu niż w przypadku 
z E. coli. Ta bardzo wysoka wrażliwość reduktazy komórek leukemicz­
nych na formylo-PteGlu5 sugeruje możliwość stosowania tej pochodnej 
folianowej w chemoterapii. Wykazano, że 10-formylo-PteGlu tworzy się 
również w komórkach wątrobowych inkubowanych z radioaktywnym fo­
lianem (201). Można się zatem zastanawiać, czy związek ten nie może 
hamować reduktazy dihydrofolianowej z komórek wątrobowych.

V. Białka wiążące folian

V -1. W ystępow anie i charakterystyka

Białka wiążące folian znaleziono w surowicy krwi (141, 202—211) i in­
nych płynach ustrojowych zwierząt wyższych (212—215), a także w leu­
kocytach pacjentów z objawami chronicznej białaczki szpikowej (198, 216, 
217) iw  komórkach wielu tkanek ssaków (199, 218—220). Ilości białek wią­
żących folian w materiale biologicznym są bardzo niewielkie. Próby usu­
nięcia folianu z kompleksu z białkami występującymi w surowicy lub 
mleku prowadzą często do otrzymania preparatów białkowych niezdolnych 
do wiązania folianu (221). Ostatnio dopiero doniesiono o otrzymaniu aktyw­
nego preparatu białek wiążących folian z surowicy krwi ludzkiej po od- 
dysocjowaniu od nich folianu (209, 222). Zastosowana procedura może 
zatem pozwolić na jednoczesne oznaczenie w badanym materiale całko­
witej ilości białek już wysyconych folianem oraz białek zdolnych do wią­
zania dodanego do mieszaniny folianu. W badaniach białek wysyconych 
endogennym folianem stosuje się najczęściej rozdział chromatograficzny 
białek na kolumnach z DEAE-celulozy, a następnie oznacza ilość folianu 
związanego z białkami w poszczególnych frakcjach uzyskanych z kolum­
ny. W surowicy krwi różnych zwierząt aktywność folianową odnajdywa­
no w połączeniu z trzema frakcjami białkowymi, a mianowicie a 2-makro-
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globuliną, transferyną i albuminą, przy czym ilość folianu związanego z 
a2-makroglobuliną stanowiła do 45°/o całkowitej ilości związanego folianu 
(202, 203, 223, 224, 225). Ilości .białek wiążących folian ulegają znacznym 
wahaniom w zależności od stanu fizjologicznego dawcy. Szczególnie wy­
raźne odchylenia w stosunku do stanu prawidłowego, obserwuje się ba- 
'dając próbki krwi kobiet w ciąży (205, 226) oraz krw i osób z różnymi 
schorzeniami (141, 227, 229).

Więcej danych, niż o białkach wysyconych endogennym folianem jest 
na temat białek, które wiążą dodany do próby znakowany folian (141). 
Białka tego typu wyizolowano z surowicy krwi ludzkiej (207), z mleka 
szeregu gatunków ssaków (212, 214, 215, 221) oraz komórek leukemicz- 
nych (198) czy też nerek wieprza (220). Cechuje je szereg zbliżonych właś­
ciwości, a zwłaszcza bardzo szybkie i trwałe wiązanie radioaktywnego fo­
lianu oraz preferencja w stosunku do niezredukowanych mono- i poliglu- 
taminianów folianu. Kwas pterojowy oraz 5-formylo-H4PteGlu hamowa­
ły wiązanie folianu z białkami, natomiast kwas pterydyno-6 -karboksylo- 
wy i glutaminowy nie miały żadnego wpływu na ten proces. W badaniacn 
współzawodnictwa różnych pochodnych folianu o wiązanie z białkami 
wiążącymi folian okazało się, że spośród wielu pochodnych folianowych 
folian wykazuje najwyższe powinowactwo do tych białek. Można więc 
przypuszczać, że w interakcji pochodnych folianu z białkami wiążącymi 
folian uczestniczy niezredukowany rdzeń pterydynowy jak również kwas 
p-aminobenzoesowy.

Białka zdolne do wiązania folianu tracą tę właściwość po zagotowa­
niu, a także w wyniku przechowywania w temp. — 70°C, traktowania tryp- 
syną, mocznikiem (8 M) lub chlorowodorkiem guanidyny. Samo wiązanie 
białek z folianem jest jednak stosunkowo trwałe, a dysocjacja komplek­
su .białka z folianem następuje dopiero przy wartościach pH poniżej 3 oraz 
po zadziałaniu detergentów (2 2 1 ).

W badanym dotychczas materiale białko wiążące folian występuje 
w dwu frakcjach białkowych o ciężarze cząsteczkowym 30—50 000 i po­
wyżej 200 000 (140). Stosunki ilościowe tych frakcji mogą się bardzo zna­
cznie różnić. Frakcja o ciężarze cząsteczkowym powyżej 200 000 sedy- 
mentująca w wyniku wirowania przy 2 0 0  0 0 0  g i zawsze znajdowana w 
mleku oraz błonach limfocytów, zanika po dodaniu do niej 8 M mocznika, 
a więc przypuszcza się, że być może frakcja ta przedstawia sobą kompleks 
z błonami komórkowymi frakcji o ciężarze cząsteczkowym 30 000 (140). 
Frakcja 30—50 000 daltonów eluuje się podobnie jak (5-globulina oraz 
migruje podobnie jak transferyna podczas elektroforezy w żelu poliakry- 
loamidowym (207), a więc pod tym względem zachowuje się jak niektóre 
frakcje białkowe powiązane z endogennym folianem.

Oczyszczanie białek wiążących folian prowadzi się najczęściej z za­
stosowaniem metody chromatografii powinowactwa, używając nośnika 
(Agarose lub Sepharose) z folianem (213, 215), lub z ametopteryną (230)
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jako ligandami. W dalszych etapach oczyszczania i badania właściwości 
tych białek stosuje się także ultrawirowanie w gradiencie sacharozy, chro­
matografię na DEAE-celulozie oraz izoelektroogniskowanie. Otrzymane 
z mleka ludzkiego preparaty tych białek, oczyszczone kilka tysięcy razy 
w stosunku do preparatu wyjściowego, stanowią mieszaninę dwóch lub 
kilku składników glikoproteidowych, o ciężarze cząsteczkowym rzędu 
30 000 (231). Białko wiążące folian z mleka koziego jest natomiast po 
oczyszczeniu jednorodnym immunologicznie glikoproteidem (215).

Białko wysycone endogennym folianem i oczyszczone z surowicy krwi 
noworodka ludzkiego (209) wykazuje szereg podobnych właściwości do 
białek omawianych poprzednio. Jednakże w odróżnieniu od nich wiąże 
ono efektywniej 5-metylotetrahydrofolian niż folian. Fakt ten, jak rów­
nież kilkukrotnie większe ilości tego białka w krwi płodu niż matki po­
zwalają przypuszczać, że płodowe białko wiążące folian odgrywa znaczną 
rolę w wychwytywaniu pochodnych folianowych z krążenia matki.

V-2. Przypuszczalna rola regulacyjna białek wiążących folian

Występowanie białek wiążących folian w komórkach oraz w płynach 
ustrojowych, jak również zmienność poziomu tych białek w zależności od 
stanu fizjologicznego zwierzęcia pozwalają na wysuwanie przypuszczeń 
co do ich roli fizjologicznej. Obecnie uważa się, że białka wiążące folian 
występują w komórkach w powiązaniu z błonami (140). Chociaż nie wyka­
zano dotychczas bezpośrednio, że białka te mogą stanowić nośnik w trans­
porcie pochodnych folianowych do komórek, to przypuszcza się, że ich 
ilość w komórkach może regulować intensywność pobierania pochodnych 
folianowych. A mianowicie, zwiększony poziom wewnątrzkomórkowych 
białek wiążących folian tłumaczy według W a x m a n a  i S c h r e i b e r ,  
intensywniejsze pobieranie folianu przez komórki HeLa, w których wywo­
łano eksperymentalnie stan niedoboru folianu, niż komórki HeLa z ho­
dowli kontrolnych (126).

Komórkowy poziom białek wiążących folian nie tylko wydaje się wpły­
wać na ilość pochodnych folianu pobieranych przez komórki i ich we­
wnątrzkomórkowe nagromadzenie (porównaj rozdział II-1), lecz także na 
intensywność przemian różnych pochodnych folianowych. Niezredukowa- 
ne pochodne folianowe powiązane z tymi białkami nie stanowią bowiem 
substratów ani reduktazy dihydrofolianowej (198, 140) ani też glutamy- 
lo-y-karboksypeptydazy, (2 2 1 ) a więc (dzięki związaniu z tymi białkami), 
zostają jakgdyby wyłączone z przemian ogólnokomórkowej puli pochod­
nych folianowych. Chociaż doniesiono o obecności w mleku czynnika obni­
żającego efektywność wiązania folianu z niektórymi komórkowymi biał­
kami wiążącymi ten związek (2 1 1 ) to dane na temat mechanizmów powo­
dujących rozbicie tego kompleksu są nadal nieliczne. Można jednak spe­
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kulować, że zakłócenia w uwalnianiu folianu z tego kompleksu mogłyby 
prowadzić do pojawiania się objawów pozornego niedoboru folianu (pomi­
mo prawidłowego ich poziomu w komórkach i w surowicy), a w następst­
wie wyraźnych konsekwencji metabolicznych. Tak np. w komórkach ieu- 
kemicznych CML (pobranych od pacjentów z chroniczną białaczką szpi­
kową), charakteryzujących się podwyższonym, w stosunku do prawidło­
wych komórek szpiku kostnego, poziomem białek wiążących folian, stwier­
dzono znaczne upośledzenie metylacji dUMP do tymidyny (232). Co wię­
cej, w tych komórkach leukemicznych folian i dihydrofolian dodane do 
mieszaniny inkubacyjnej, słabiej niż w komórkach prawidłowych sty­
mulowały przebieg syntezy tymidyny, prawdopodobnie na skutek wychwy­
tywania ich przez białka wiążące folian.

Komórkowe białka wiążące folian wykazują ponadto pewne powino­
wactwo do ametopteryny, chociaż słabsze niż w stosunku do folianu (2 2 1 ). 
Można więc przypuszczać, że ta część ametopteryny, która została pobra­
na przez komórki i uległa związaniu z białkiem wiążącym folian, nie może 
już hamować aktywności reduktazy dihydrofolianowej. A więc przy 
związaniu przez białka ametopteryny następowałby efekt odwrotny niż 
przy związaniu dihydrofolianu, a mianowicie odblokowanie drogi prowa­
dzącej do zwiększenia wewnątrzkomórkowej puli tetrahydrofolianu. Zda­
niem W a x m a n a (224) formowanie kompleksu ametopteryny z biał­
kiem wiążącym folian może stanowić jeden z mechanizmów oporności ko­
mórek na analogi folianu.
A rty k u ł n adszed ł 28.2.1976.
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WALDEMAR LUTZ*

Przemiana glutationu i transport aminokwasów. 
Cykl Y-glutamylowy

Gluthatione Turnover and the Transport of Amino Acids.
The y-Glutamyl Cycle

Glutation jest trójpeptydem (L-y-glutamylo-L-cysteinyloglicyna) wy­
stępującym w komórkach wszystkich badanych organizmów, a stężenie te­
go związku osiąga nieraz bardzo wysokie wartości rzędu 5—lOmMola (1). 
W cząsteczce glutationu występują dwa szczególnie ważne funkcjonalnie 
ugrupowania chemiczne, a mianowicie grupa wodorosiarczkowa i wiąza­
nie y-glutamylowe. Dotychczasowe badania nad glutationem dotyczyły 
głównie udziału jego grupy —SH w utrzymaniu właściwej struktury 
i funkcji różnych enzymów, a także jego uczestnictwa w procesach detok­
sykacji, eliminacji nadtlenków i wolnych rodników (2). Badano również 
właściwości katalityczne glutationu w dwusiarczkowych reakcjach wy­
miany oraz jego rolę jako koenzymu, np. w reakcji katalizowanej przez 
glioksalazę (3).

W laboratorium M e i s t e r a  (4) zwrócono uwagę na rolę glutationu 
jako dawcy reszty 7 -glutamylowej zużywanej w procesie syntezy Y-glu- 
tamylopeptydów. Ponadto wykazano, że 5-oksoprolina (synonimy: kwas 
pirolidonokarboksylowy, kwas piroglutaminowy) jest jednym z głównych 
metabolitów glutationu. W toku prac nad enzymami biorącymi udział 
w przemianie glutationu uwagę skupiono początkowo na dwóch enzy­
mach: Y-glutamylotranspeptydazie (E.C. 2.3.2.2) (5) i 7 -glutamylocyklotran- 
sferazie (6 ). Enzymy te wprawdzie znane są od wielu lat, ale nie przy­
pisywano im dotychczas określonej funkcji metabolicznej. Zbadano także 
dwa inne enzymy, niezbędne w syntezie glutationu, a mianowicie synte- 
tazę Y-glutamylocysteiny (E.C. 6 .3.2.2.) (7) oraz syntetazę glutationu (E.C. 
6 .3.2.3) (8 ). Badania z roku 1971 doprowadziły do wykrycia nowego enzy­
mu 5-oksoprolinazy, która katalizuje przemianę 5-oksoproliny w gluta-

* D r, Z ak ład  A n ality k i L ek a rsk ie j, In s ty tu t M edycyny W ew nętrznej, W ojskow a 
A kadem ia  M edyczna, ul. Ż erom skiego  113, 90-549 Łódź.
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388 W. LUTZ [2]

minian (9). Okazało się, że wymienione enzymy katalizują cykl przemian 
chemicznych, w który włączone są prawie wszystkie aminokwasy wcho­
dzące w skład cząsteczek białkowych. Cykl ten otrzymał nazwę cyklu 
y-glutamylowego (4).

Zdaniem M e i s t e r a  (4) cykl y-glutamylowy jest jednym z układów 
przenoszących aminokwasy przez błony komórkowe. Zasadnicza rola glu- 
tationu w procesie przenoszenia aminokwasów polega na dostarczaniu 
grup y-glutamylowych, służących jako nośniki.

I. Enzymy przemiany glutationu

Wszystkie komórki zawierają enzymy konieczne dla degradacji a tak­
że dla jego syntezy ze składowych aminokwasów (10). Inkubacja gluta­
tionu z homogenatem nerki prowadzi do powstania 5-oksoproliny i cyste- 
inyloglicyny. Degradację glutationu katalizują w połączonym działaniu 
y-glutamylotranspeptydaza i y-glutamylocyklotransferaza (1 1 ). y-glutamy- 
lotranspeptydaza katalizuje reakcję między glutationem i aminokwasem, 
w której odszczepiona zostaje cysteinyloglicyna, a reszta y-glutamylowa 
glutationu tworzy odpowiedni y-glutamyloaminokwas:

COOH COOH

C H N H j C H N H i

<CHs)i R  (CHz)

C O N H C H CO N H CH 2COOH +  H 2N CH CO O H  " glUtamyl0tranSPeP^  CO N H CH CO O H  +  H 2N C H C O N H C H 2COOH

CH 2SH R  c h 2s h

7-glutam ylocysteinyloglicyna aminokwas Y-glutamyloan»nokwas cysteinyloglicyna

Wszystkie aminokwasy występujące w białkach, z wyjątkiem proliny, 
mogą być substratami tej reakcji (1 2 ).

Odpowiednia peptydaza (hydrolaza L-cysteinyloglicyny, E.C. 3.4.3.5.) 
rozszczepia cysteinyloglicynę i powoduje uwolnienie cysteiny i glicyny 
(10):

H 2N C H C O N H C H 2C O O H  bydrolaza cysteinyloglicyny > H 2 N C H C 0 O H  +  H 2N C H 2C O O H

C H 2 S H  c h 2s h

cysteinyloglicyna cysteina glicyna

y-glutamylocyklotransferaza katalizuje przekształcenie y-glutamylo- 
aminokwasu w 5-oksoprolinę i wolny aminokwas (13):

http://rcin.org.pl
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C O O H
I

C HNH2 .

(ęH2)2
C O N H C H C O O H

I
R

g -  glutamyloaminokwas 5 - oksoprolina aminokwas

Należy zauważyć, że 7-glutamylotranspeptydaza może katalizować re­
akcję transpeptydacji z wykorzystaniem innych niż glutation substratów, 
np. y-glutamylopeptydów, naftyloamidów i anilidów (14, 15). Y-glutamy- 
lotranspeptydaza jest enzymem związanym z błoną komórkową. Badania 
histochemiczne wykazały, że Y-glutamylotranspeptydaza występuje w rąb­
ku szczoteczkowym kanalików proksymalnych nerki (16, 17), którą to 
część nefronu uważa się za główne miejsce reabsorpcji aminokwasów (18). 
Enzym ten występuje również w rąbku szczoteczkowym śluzówki jelita 
(15). W homogenacie nerki Y-glutamylotranspeptydaza występuje we frak­
cji nierozpuszczalnej i aby przeprowadzić enzym w postać rozpuszczalną 
trzeba zastosować ekstrakcję roztworem z dodatkiem dezoksycholanu (19). 
Badania izolowanej frakcji komórek rąbka szczoteczkowego kanalików 
nerkowych szczura wskazują, że Y-glutamylotranspeptydaza stanowi oko­
ło 1,5% wszystkich białek obecnych w błonie (20). Enzym ten jest gliko- 
proteidem i zawiera 35% węglowodanów (19).

Y-glutamylocyklotransferaza w  odróżnieniu od y-glutamylotranspep- 
tydazy jest enzymem rozpuszczalnym, łatwo uwalniającym się z komórek
i nie zawiera węglowodanów (10). Enzym otrzymano już w wysoce oczysz­
czonej postaci z wielu tkanek (6, 21).

Zarówno Y-glutamylotranspeptydaza jak i Y-glutamylocyklotransferaza 
występują powszechnie w tkankach ssaków, ale największą ich aktywność 
stwierdza się w nerkach (13).

Występowanie w nerce glutationu w wysokich stężeniach (4—5mmoli) 
mimo, że zawiera ona enzymy rozkładające go, sugerowało obecność enzy­
mów syntetyzujących glutation. Opracowany w laboratorium Meistera 
sposób oznaczania aktywności syntetazy Y-glutamylocysteiny w obecności 
Y-glutamylotranspeptydazy oraz Y-glutamylocyklotransferazy pozwolił 
wykazać, że enzym ten występuje powszechnie w tkankach ssaków (7). 
W następnym etapie badań izolowano z nerki szczura wysoce oczyszczo­
ny preparat syntetazy Y-glutamylocysteiny (22). Najwyższą aktywność 
syntetazy Y-glutamylocysteiny stwierdzono w nerkach gdzie enzym ten 
stanowi 2—3% wszystkich rozpuszczalnych .białek nerki szczura (10). 
Obliczono, że szybkość syntezy i degradacji glutationu w nerce szczura 
jest tego samego rzędu i wynosi około 1 grama na dobę (10).

Y-glutamyloaminokwasy ulegają przekształceniu w 5-oksoprolinę oraz 
wolne aminokwasy w reakcji katalizowanej przez Y-glutamylocyklotran- 
sferazę (23). Y-glutamylowe pochodne glutaminy, metioniny, glicyny, ala­

CH,-----CH,
■ I 2  I 2
OC. ^C H C O O H  + H,NCHCOOH VNff 2 |

R
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390 W. LUTZ [4]

niny i cysteiny są bardzo dobrymi substratam i tego enzymu (6 ). Inne na­
tomiast y-glutamylowe pochodne aminokwasów np. y-glutamylowalina są 
gorszymi substratami i ulegają przekształceniu, przez działanie -y-gluta- 
mylotranspeptydazy, w pochodną Y-glutamylo-y-glutamyloaminokwasową 
(10). Powstałe dwu-y-glutamylowe pochodne aminokwasów są dobrymi 
substratami y-glutamylocyklotransferazy (schemat 1 ) (6 ).

C O O H

I
C H N H -

2 I 
(̂ H2)2
C O N H C H C O O H

c h (c h 3)2

¿T- g lu tam ylow alino

h 2 n c h (c h 2) 2c o n h c h

((yH2̂2
C O N H C H C O O H

c h (c h 3) 2

¿T -  g lu tam ylo  - l f -  g lu tam ylow alino

CHx
I 2

oc

1 3 2 

+  H „N C H C O O H

5 -  oksopro lir

C O O H

I
C H N H 2

(Ch2)2
C O N H C H C O O H

c h (c h 3) 2

¿f -  g lu łam ylow alina

y-glutamylotranspeptydaza katalizuje reakcję między Y-glutamyloami- 
nokwasem i wolnymi aminokwasami a więc Y-glutamylowalina oraz inne 
pochodne Y-glutamylowe, będące gorszymi substratami Y-glutamylocyklo- 
transferazy, są rozszczepiane na następującej drodze:

C O O H C O O H
I

C H N H - 
I 2

C H N H 02
( < ^ 2 +  (c h 2) 2

C O N H C H C O O H c o n h 2

c h (c h 3) 2

f  -  g lu tam ylow alino i g lu tam ina

C O O H

I
C H N H 2

(ę H2) 2

C O N H C H (C H 2)2 C O N H 2

C O O H

¿T -  g lu tam ylog lu tam ina

I 2 I
O C  ^ C H C O O H  

^ N H

C O O H

I
C H N H 2

(ch2)2

C O N H 0

CH(CH
| 3  2 

H .N C H C O O H

w al in

5 -  oksoprolina glutam i na
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[5] PRZEMIANA GLUTATIONU 391

Niektóre y-glutamyloaminokwasy ulegają hydrolizie do glutaminianu
i aminokwasu. Dotychczasowe jednak badania wskazują na bardzo po­
wolny przebieg tej reakcji i można przypuszczać, że nie ma ona większe­
go znaczenia w metabolizmie (1 0 ).

5-oksoprolina, produkt reakcji katalizowanej przez y-glutamylocyklo- 
transferazę nie gromadzi się w nerkach ani też nie jest wydalana w więk­
szych ilościach do moczu (23). W związku z tym należało sądzić, że 
5-oksoprolina ulega dalszej przemianie. Metabolizm 5-oksoproliny badano 
wiele lat temu ale w piśmiennictwie brak było informacji o miejscu roz­
kładu tego związku. Podawanie znakowanej I4C 5-oksoproliny myszom lub 
szczurom powodowało pojawienie sią znacznych ilości 14C 0 2 w wydycha­
nym powietrzu. Świadczyło to o tym, że związek ten ulega częściowemu 
spalaniu ale nie wskazywało miejsca jego ewentualnej degradacji (8 , 9 , 
24). Badania skrawków tkankowych (wątroby, śledziony i nerki) wyka­
zały, szybkie utlenianie 5- oksoproliny, przy czym największą aktywnoś­
cią metaboliczną odznaczała się tkanka nerkowa. Z nerek też izolowano 
enzym katalizujący przekształcenie 5-oksoproliny w glutaminian, z roz­
szczepieniem ATP i uwolnieniem ADP oraz fosforanu nieorganicznego.

Wykrycie reakcji katalizowanej przez 5-oksoprolinazę połączyło ostat­
ni etap degradacji glutationu, katalizowany przez y-glutamylocyklotran- 
sferazę, z pierwszym etapem jego biosyntezy, który katalizuje syntetaza 
y-glutamylocysteiny (Ryc. 1).

II. Cykl y-glutamylowy

Sześć omówionych poprzednio enzymów bierze udział w zamkniętym
ciągu reakcji nazwanym przez Meistera cyklem y-glutamylowym (4). Ko­
lejne etapy tego cyklu przedstawiono na rycinie 1 .

Związana z błoną komórkową y-glutamylotranspeptydaza reaguje z a- 
minokwasem znajdującym się poza komórką oraz glutationem obecnym 
w komórce. W wyniku reakcji katalizowanej przez ten enzym ugrupowa­
nie y-glutamylowe z glutationu zostaje przeniesione na aminokwas i utw o­
rzony y-glutamyloaminokwas zostaje wprowadzony do wnętrza komórki 
(etap 1). Powstały w tej reakcji dwupeptyd cysteinyloglicyna w wyniku 
działania odpowiedniej peptydazy ulega rozkładowi do cysteiny i glicyny 
(etap 2). Pod wpływem y-glutamylocyklotransferazy z połączenia y-glu- 
tamyloaminokwas uwalnia się aminokwas a reszta y-glutamylowa prze­
kształca się w 5-oksoprolinę (etap 3). 5-oksoprolina ulega przekształceniu 
w glutaminian w obecności 5-oksoprolinazy (etap 4). Glutaminian oraz 
cysteina i glicyna (powstałe z hydrolizy cysteinyloglicyny) mogą zostać 
wykorzystane do resyntezy cząsteczki glutationu w dw’óch kolejnych re­
akcjach katalizowanych przez syntetazę y-glutamylocysteiny (etap 5) oraz 
przez syntetazę glutationu (etap 6 ).

10* http://rcin.org.pl
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am inokw as

H C O -N H C H L C O O H

¡T - g lu tam y lo cy ste in y lo g lic y n a 

A D P +  P

SYNTETAZA GLUT ATI O N U

ATP

C O -N H C H C O O H  I
CH„SH '

¿T- g lu tam ylocyste ina

SYNTETAZA f -  GLUTAMYLOCYSTEINY ] 

ATP

5 -  oksoprolina
C O O H  kwas glutam inow y

R yc. 1. C ykl y -g lu tam y lo w y  (10).
■y-glutamylotranspeptydaza katalizuje p rzen iesien ie ugrupow ania y-glutam ylow ego z glutationu  
na am inokw as tw orząc y-glutam yloam inokw as (1). P ow stający w  tej reakcji dw upeptyd cyste i-  
n yloglicyna w  w yniku  działania odpow iedniej peptydazy ulega rozkładow i do cystein y  i g licyn y  
(2). y-glutam ycyklotransferaza uw alnia am inokw as z połączenia y-glutam yloam inokw as, a reszta  
y-glutam ylow a przekształca się w  5-oksoprolinę (3). 5-oksoprolina ulega przem ianie w  kw as 
glutam inow y w obecności 5-oksoprolinazy (4). K w as glutam inow y oraz cysteina i g licyna (po­
w stałe po hydrolizie cystein y log licyn y) są w ykorzystyw ane do resyntezy g lutationu  w  dwóch  
kolejnych  reakcjach katalizow anych przez syn tetazę y-glutam ylocysteiny (5) oraz syntetazę

g lutationu (6).

Jednemu obrotowi cyklu towarzyszy włączenie i uwolnienie jednej 
cząsteczki aminokwasu w niezmienionej postaci. Ponadto każdemu uwol­
nieniu cząsteczki aminokwasu towarzyszy powstanie i zużycie jednej czą­
steczki 5-oksoproliny. Na każdy obrót cyklu zużywane są trzy cząsteczki 
ATP (etapy 4, 5 i 6 ). W ten sposób transport 0,5mola aminokwasów (ilość 
jaka jest reabsorbowana przeciętnie w ciągu doby przez nerki człowieka) 
(18), wymaga zużycia l,5mola ATP. Tę ilość wydatku energetycznego moż­
na porównać ze zużyciem 2 moli ATP dla syntezy 0,5mola mocznika (ilości 
tworzonej przez człowieka w ciągu doby) (23). Znaczne wymagania ener­
getyczne transportu aminokwasów poprzez cykl y-glutamylowy odpowia­
dają wysokiej wydajności reabsorpcji aminokwasów w kanalikach ner­
kowych.

Etapem cyklu y-glutamylowego biorącym bezpośredni udział w prze­
niesieniu aminokwasu ze środowiska poza komórkowego do wnętrza ko­
mórki jest etap katalizowany przez y-glutamylotranspeptydazę. M e i -  
s t e r  (1 0 ) zaproponował następujący hipotetyczny schemat translokacji 
aminokwasu przez błonę komórkową (Ryc. 2). Zgodnie z tym  schematem
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RCHNH,I J
ninokwas COO

¿T -  glutamylotranspeptydaza związana 
z błoną komórkową

Miejsce w błonie 
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CH
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Miejsce wiążące 
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Ryc. 2. T ra n s lo k a c ja  am inokw asu  p rzez b łonę  kom órkow ą z udzia łem  y -g lu tam y lo -
tra n sp e p ty d a z y  (10).

A m inokw as w iąże się  n iek ow alen cyjn ie z błoną kom órkow ą w  pobliżu m iejsca gdzie znajduje 
się  Y-glutam ylotranspeptydaza (A). U grupow anie X zw iązanej z błoną y-glutam ylotranspeptydazy  
w chodzi w  reakcję z resztą y-glutam ylow ą glutationu co prowadzi do pow staw ania 7-glutam ylo-  
enzym u i uw oln ien ia cystein y log licyn y  (B). Atak nu k leofilow y atom u azotu na y-atom w ęgla  
Y -glutam ylo-enzym u prowadzi do pow stania połączenia y-glutam yloam inokw as i uw olnienia  
enzym u (C ). P ow stan ie połączenia y-glutam yloam inokw asow ego pow oduje odłączenie am ino­
kw asu od m iejsca w iążącego na zew nętrznej części błony i przeniesien ie go do w nętrza komórki.

RCHNH. I _3 
COO

aminokwas wiąże się niekowalencyjnie z błoną komórkową w pobliżu 
miejsca gdzie znajduje się Y-glutamylotranspeptydaza (Ryc. 2A). Ugru­
powanie X związanej z błoną y-glutamylotranspeptydazy, wchodzi w re­
akcję z resztą y-glutamylową glutationu co prowadzi do powstania y-glu- 
tamyloenzymu i uwolnienia cysteinyloglicyny (Ryc. 2B). Atak nukleofilo­
wy atomu azotu na y-atom węgla y-glutamyloenzymu prowadzi do powsta­
nia połączenia y-glutamyloaminokwas i uwolnienia enzymu (Ryc. 2C). 
Powstanie połączenia y-glutamyloaminokwasowego (nośnik-aminokwas) 
powoduje odłączenie aminokwasu od miejsca wiążącego na zewnętrznej 
części błony i przeniesienie go wnętrza komórki. Przeniesienie aminokwa­
su może przypuszczalnie odbywać się albo przez otwór w błonie, albo też 
jako wynik zmian konformacyjnych w elementach strukturalnych błony.

http://rcin.org.pl



394 W. LUTZ [8]

Kompleks nośnik-aminokwas, teraz już wewnątrz komórki, staje się sub- 
stratem  y-glutamylocyklotransferazy uwalniającej aminokwas od nośni­
ka. Powstająca w tej reakcji 5-oksoprolina ulega dalszym przemianom, jak 
przedstawiono na rycinie 1 .

Zebrano już dość dużo dowodów na to, że enzymy cyklu y-glutamy- 
lowego występują powszechnie w komórkach zwierzęcych a co za tym 
idzie, że w komórkach tych może funkcjonować cykl y-glutamylowy (1 0 , 
23, 25, 26).

Stwierdzenie wysokiej aktywności enzymów cyklu y-glutamylowego 
w splocie naczyniowym mózgu (27) potwierdza koncepcję, że cykl Y-glu­
tamylowy jest również zaangażowany w procesie transportu aminokwa­
sów przez barierę krew — płyn mózgowo-rdzeniowy. Splot naczyniowy 
mózgu bierze udział w zjawisku transportu przez barierę krew — płyn 
mózgowo-rdzeniowy i istnieje pewna analogia między mechanizmem two­
rzenia moczu przez nefrony i wydzielaniem płynu mózgowo-rdzeniowego 
przez splot naczyniowy (23). Aktywność enzymów cyklu y-glutamylowe- 
go jest dużo wyższa w splocie naczyniowym niż w innych częściach móz­
gu, a badania histochemiczne wykazały, że y-glutamylotranspeptydaza 
występuje w szczytowej części komórek nabłonkowych splotu (23).

Obecność y-glutamyloaminokwasów w mózgu (28, 29), podobnie jak 
w moczu (30), potwierdza sugestie odnośnie udziału cyklu y-glutamylowe- 
go w transporcie aminokwasów w mózgu i nerce.

Inne komórki mózgu, poza komórkami splotu naczyniowego, np. nie­
które neurony również wykazują wysoką aktywność enzymów cyklu y- 
-glutamylowego (23). .Przypuszcza się, że cykl może odgrywać ważną rolę 
w transporcie aminokwasów występującym w procesie przewodnictwa 
synaptycznego (23).

Wysoką aktywność enzymów cyklu y-glutamylowego wykazano także 
w ciałkach rzęskowych oka, a ponadto stwierdzono obecność wszystkich 
enzymów tego cyklu, z wyjątkiem 5-oksoprolinazy, w soczewce oka (31). 
Badania histochemiczne potwierdziły obecność y-glutamylotranspeptyda- 
zy w części podstawowej komórek nabłonkowych ciałka rzęskowego (31). 
Te dane wskazują, że cykl y-glutamylowy bierze również czynny udział 
w transporcie aminokwasów przez barierę krew — ciecz wodnista komory 
oka.

Częściowe potwierdzenie funkcjonowania cyklu y-glutamylowego in 
vivo uzyskano w doświadczeniach na zwierzętach, którym podawano kwas 
2-imidazolidono-4-karboksylowy.

HN---------CH-
I I

O C /CH CO O H  
''■NH

Związek ten jest analogiem strukturalnym  5-oksoproliny i ma właś­
ciwości kompetytywnego hamowania aktywności 5-oksoprolinazy (32). 
Wstrzyknięcie myszom kwasu 2-imidazolidono-4-karboksylowego zmniej­
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szało zużycie podanej równolegle 5-oksoproliny i prowadziło do nagroma­
dzenia 5-oksoproliny w wielu tkankach (mózgu, wątrobie, nerkach, oczach), 
duże ilości były jednak wydalane do moczu (11). Zahamowanie aktywności 
5-oksoprolinazy przez kwas 2-imidazolidono-4-karboksylowy nie przerywa 
działania cyklu Y-glutamylowego, ale zwalnia tylko jego działanie. W ko­
mórce występują bowiem inne drogi przemian w których może być two­
rzony glutaminian, np. redukcyjna aminacja a-katoglutaranu lub hydroli­
za glutaminy.

III. Schorzenia spowodowane defektem enzymatycznym 
w cyklu y-glutamylowym

Badania nad wrodzonymi i nabytymi defektami enzymatycznymi, któ­
re mogą występować na określonym etapie cyklu y-glutamylowego, dostar­
czyły danych przemawiających za występowaniem tego cyklu w komór­
kach organizmu ludzkiego.

Jednym ze stwierdzonych objawów chorobowych spowodowanych de­
fektem enzymatycznym w cyklu y-glutamylowym jest 5-oksoprolinuria. 
W opisanych przypadkach chorych z tym defektem wykazano wydalanie 
do moczu znacznych ilości 5-oksoproliny. Jeden z badanych chorych wy­
dalał w moczu dobowym 25—35 gramów tego związku (33), podczas gdy 
wydalanie dobowe 5-oksoproliny u ludzi zdrowych nie przekracza kilku 
miligramów na dobę (34, 35). Podanie dożylne choremu roztworu zawie­
rającego mieszaninę różnych aminokwasów, powodowało nasilenie wyda­
lania 5-oksoproliny (23). Podanie ludziom zdrowym znakowanej 14C 5-ok­
soproliny prowadzi do wydalania znacznej ilości dwutlenku węgla radio­
aktywnego w wydychanym powietrzu, natomiast u chorych z 5-oksoproli- 
nurią wykrywano w wydychanym powietrzu tylko niewielkie jego ilości. 
Tak niska przemiana znakowanej 5-oksoproliny była przypuszczalnie spo­
wodowana rozcieńczeniem tego preparatu przez wysokie stężenie 5-okso­
proliny w osoczu krwi tego chorego (24).

U innej chorej wydalanie 5-oksoproliny do moczu przekraczało 6  gra­
mów na dobę a stężenie tego związku w osoczu krwi wynosiło 2 —5mmola/ 
/litr. Podając małe dawki 14C 5-oksoproliny wykazano, że 25°/o tego związ­
ku jest wydalane do moczu, a reszta ulega przemianie (36). Trzeci opisa- 
ny przypadek 5-oksoprolinurii dotyczył siostry opisanej poprzednio cho­
rej (36). Obie siostry miały wyraźnie obniżone stężenie glutationu w ery­
trocytach. Ponadto erytrocyty wykazywały zwiększoną podatność na hemo- 
lizę. Badanie erytrocytów oraz fibroblastów skóry tych chorych, pozwoli­
ło stwierdzić, że defekt metaboliczny w cyklu y-glutamylowym występo­
wał na etapie reakcji katalizowanej przez syntetazę glutationu (36). Ak­
tywność tego enzymu w fibroblastach skóry chorych stanowiła mniej niż 
5°/o tej aktywności, jaką oznaczono w fibroblastach skóry ludzi zdrowych. 
Aktywność syntetazy glutationu w erytrocytach ojca badanych chorych 
była wyraźnie obniżona, w erytrocytach matki zaś niewiele różniła się
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od wartości prawidłowych. Pozwala to przypuszczać, że obserwowany de­
fekt enzymatyczny miał charakter wrodzony, dziedziczony po jednym 
z rodziców.

Badania aktywności syntetazy glutationu w mieszaninie ekstraktów 
komórkowych pochodzących od chorych z 5-oksoprołinurią oraz zdrowych 
wykazały, że ekstrakty z komórek chorych nie hamują aktywności tego 
enzymu (36). Wskazuje to, że 5-oksoprolinuria jest wynikiem niedoboru 
syntetazy glutationu a nie zahamowania jej aktywności.

Doniesiono również o kilku innych chorych, u których wystąpił nie­
dobór syntetazy glutationu z towarzyszącą temu chorobą hemolityczną 
(37, 38, 39). W opisanych przypadkach nie podano jednak, czy u chorych 
tych wystąpiła 5-oksoprolinuria. W  związku z tym nie można wykluczyć 
jednej z alternatyw, że albo chorzy ci wykazywali niedobór syntetazy 
glutationu ograniczony tylko do erytrocytów albo, że u chorych tych nie 
rozpoznano 5-oksoprolinurii.

Wysoki odsetek chorych z wrodzoną zaćmą oczu wykazuje także ami- 
noacidurię i w związku z tym zaburzenia w transporcie aminokwasów przez 
kanaliki nerkowe i nabłonek rzęskowy mogą być spowodowane takim 
samym defektem w cyklu y-glutamylowym (31).

M e i s t e r  (10) uważa, że niedobór syntetazy glutationu może prowa­
dzić do wystąpienia 5-oksoprolinurii, bo wtedy nadmierna ilość y-gluta­
mylocysteiny przekształca się w 5-oksoprolinę (reakcja katalizowana przez

am inokw as

ATP ADP + P

Ryc. 3. M odyfikacja  cyk lu  y -g lu tam y lo w eg o  spow odow ane nieobecnością  sy n te tazy
g lu ta tio n u  (23).

Y-glutam ylotranspeptydaza katalizuje przenisienie ugrupowania y-glutam ylow ego z Y-glutam y­
locyste in y  na am inokw as tworząc y-glutam yloam inokw as (1). Y -glutam ylocyklotransferaza uw al­
nia am inokw as z połączenia Y -glutam yloam inokw asow ego, a reszta y-glutam ylow a przekształca  
się  w  5-oksoprolinę (2). 5-oksoprolina ulega przem ianie w  kw as glutam inow y w  obecności 5-okso- 
prolinazy (3). Kwas glutam inow y oraz cystein a  (uw olniona w  reakcji 1) są w ykorzystyw ane do 
resyntezy Y -glutam ylocysteiny w  reakcji katalizow anej przez syntetazę Y -glutam ylocysteiny (4).

http://rcin.org.pl



[1 1 ] PRZEM IANA GLUTATIONU 397

y-glutamylocyklotransferazę) i nadprodukcja tego związku przekracza 
zdolności 5-oksoprolinazy do przemiany w glutaminian.

Jak dotąd nie obserwowano, by u chorych z 5-oksoprolinurią wystę­
powały zaburzenia w transporcie aminokwasów (23). Przypuszczalnie pra­
widłowy przebieg transportu poprzez cykl y-glutamylowy może mieć 
również miejsce i przy niskich stężeniach glutationu w komórce, y-glu- 
tamylocysteina, która jest bardzo dobrym substratem y-glutamylotrans- 
peptydazy, może zastąpić glutation w reakcji transpeptydacji z amino­
kwasami (12). W ten sposób u chorych z niedoborem lub nawet brakiem 
syntetazy glutationu, cykl y-glutamylowy może funkcjonować z udzia­
łem tylko czterech enzymów (Ryc. 3).

Tłumacząc działanie cyklu y-glutamylowego przy niedoborze lub braku 
syntetazy glutationu M e i s t e r (23) uważa, że przedziałowość wewnątrz­
komórkowa y-glutamylocyklotransferazy oraz syntetazy y-glutamylocy- 
steiny może być przyczyną pewnej niedostępności y-glutamylocysteiny dla 
y-glutamylocyklotransferazy. Przy dużym jednak nagromadzeniu się te­
go dwupeptydu pewna jego część może się stać substratem y-glutamylo- 
cyklotransferazy. Powstające w tej reakcji 5-oksoprolina i cysteina mogą 
być ponownie włączane w obieg cyklu. Występowanie takiej przemiany 
Y-glutamylocysteiny wymaga oczywiście zwiększenia syntezy tego dwu­
peptydu aby reakcja transpeptydacji mogła przebiegać normalnie. Aktyw­
ność syntetazy y-glutamylocysteiny oraz syntetazy glutationu znacznie 
przewyższa tę jaka jest konieczna dla utrzymania prawidłowego stężenia 
glutationu. M e i s t e r (23) przypuszcza, że glutation oddziaływuje na 
szybkość syntezy y-glutamylocysteiny na zasadzie sprzężenia zwrotnego. 
Przy niskim stężeniu glutationu w komórce powinna zwiększać się syn­
teza y-glutamylocysteiny. Wewnątrzkomórkowe stężenie cysteiny może 
również odgrywać pewną rolę w określaniu szybkości syntezy v-gluta- 
mylocysteiny. Przy obniżeniu stężenia glutationu, stężenie wolnej cysteiny 
może się zwiększać i w ten sposób stymulować syntezę y-glutamylocyste­
iny.

IV. Uwagi końcowe

Hipoteza M e i s t e r a  (4) o udziale cyklu y-glutamylowego w proce­
sie transportu aminokwasów, została sformułowana na podstawie uzyska­
nych przez tego badacza danych doświadczalnych oraz fakcie, że cykl 
y-glutamylowy wykazuje cechy które w pełni odpowiadają wymaganiom 
jakie stawiane są układowi aktywnie przenoszącemu aminokwasy przez 
błonę komórkową (42, 43). W układzie tym y-glutamylotranspeptydaza, 
enzym związany z błoną komórkową, wchodzi w kontakt z aminokwasami 
znajdującymi się na zewnątrz komórki oraz z glutationem występującym 
w roli prekursora dla nośnika, którym jest ugrupowanie y-glutamylowe;
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Y-glutamylocyklotransferaza katalizuje uwolnienie aminokwasu z nośnika, 
który poprzez kolejne reakcje (resynteza glutationu) może być ponownie 
wykorzystany. Trzy etapy cyklu wymagają dostarczenia energii.

Fakt, że wszystkie reakcje biochemiczne, jakie przebiegają w cyklu 
Y-glutamylowym, dotyczą procesu rozkładu i syntezy glutationu, wskazu­
je na istotną rolę tego trójpeptydu w procesie transportu aminokwasów, 
jakkolwiek cykl y-glutamylowy może również funkcjonować w pew­
nych warunkach (wysokie stężenie Y-glutamylocysteiny) w nieobecności 
glutationu. Warto zauważyć, że liczne i różnorodne funkcje glutationu, 
wynikające z obecności w cząsteczce grupy —SH nie mają większego 
wpływu na procesy jego syntezy i degradacji. Procesy te zależą od wystę­
powania w cząsteczce glutationu ugrupowania Y-glutamylowego, które 
bierze bezpośredni udział w przenoszeniu aminokwasów ze środowiska 
pozakomórkowego do komórki.

Szybkość przemiany glutationu jest wynikiem wysokiej aktywności 
enzymów cyklu Y-glutamylowego, związanych z procesem transportu ami­
nokwasów. Szczególnie wysoką aktywność tych enzymów wykazuje ner­
ka (20). Szybkość przemiany glutationu w nerce (wynosząca 64,3 
± 15,4mmola/minutę/gram tkanki) jest co prawda dużo niższa od tej jaka 
byłaby niezbędna dla reabsorpcji aminokwasów z moczu kanalikowego 
(przyjmując szybkość filtracji kłębkowej 0 ,8 ml/minutę/gram i stężenie 
aminokwasów 3mmole) (40). Te dane jednak nie mogą przemawiać prze­
ciwko koncepcji udziału glutationu, za pośrednictwem cyklu Y-glutamylo­
wego, w procesie reabsorpcji aminokwasów z moczu kanalikowego. Wy­
nika to z tego że, rozmieszczenie glutationu w nerce, podobnie jak enzy­
mów jego syntezy i rozkładu, nie jest jednolite (41). Jeśli cykl y-gluta- 
mylowy bierze udział w reabsorpcji aminokwasów, to glutation oraz inne 
substraty i enzymy cyklu powinny występować w miejscu reabsorpcji, tj. 
w rąbku szczoteczkowym kanalika proksymalnego. W tej części nefronu 
glutation powinien ulegać znacznie szybciej przemianie niż w innych 
miejscach tej jednostki czynnościowej nerki. Podobne rozważania można 
odnieść także do przemiany glutationu w mózgu, gdzie jest ona bardzo 
wolna (24). Ale wysoka aktywność enzymów cyklu Y-glutamylowego 
stwierdzona w splocie naczyniowym (29), wskazuje, że przynajmniej w tej 
części mózgu (stanowiącej około 0 ,l°/o ciężaru całego mózgu) przemiana 
glutationu jest dużo wyższa niż to się obserwuje dla całej tkanki mózgo­
wej.

Jak się wydaje, cykl Y-glutamylowy współdziała w transporcie nie 
wszystkich aminokwasów. Istnieją również inne układy transportujące 
aminokwasy, a rola i udział cyklu y-glutamylowego w procesie transportu 
może się zmieniać w szerokim zakresie dla różnych tkanek i narządów. 
Poza reakcjami katalizowanymi przez y-glutamylocyklotransferazę, 5-ok- 
soprolinazę oraz reakcjami syntezy glutationu mogą istnieć inne reakcje 
aktywujące układ transportujący, w skład którego wchodzi — glutamylo-
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transpeptydaza, bez usuwania nośnika y-glutamylowego poprzez cykli- 
zację lub hydrolizę (40). Takie mechanizmy, przebiegające z zależnymi 
od energii zmianami w konformacji y-glutamylotranspeptydazy (40) lub 
wpływem jonów Na+ (43), mogą także w pewnym stopniu wyjaśnić róż­
nice w szybkości przemiany glutationu i szybkości transportu aminokwa­
sów w nerce.

Wydaje się, że przedstawiona rola cyklu y-glutamylowego w transpor­
cie aminokwasów nie jest jedyną rolą tego cyklu. Być może cykl y-gluta- 
mylowy bierze również udział w transporcie peptydów.
A r ty k u ł nadszed ł 13.9.1975, po re w iz ji  a u to rsk ie j o trzym a n o  8.2.1976.
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JERZY K. PIOTROWSKI *, EWA M. MOGILJNTICKA **

Metalotioneina

Metalothionein

I. Wstęp

W tkankach zwierząt i roślin występują w normalnych warunkach śla­
dowe ilości kadmu. Poszukując informacji o biologicznym znaczeniu tego 
pierwiastka, M a r g o s h e s  i V a l l e e  wykazali w roku 1957, że 
w korze nerek końskich kadm występuje w postaci kompleksu ze spe­
cyficznym białkiem (1). W nieco późniejszych badaniach stwierdzono, że 
jest to białko o niskiej masie cząsteczkowej, około 1 0  0 0 0 , o dużej zawar­
tości siarki, zawierające w stanie natywnym kadm i cynk (2, 3). Białko 
to nazwano metalotioneiną. P i s c a t o r  znalazł duże ilości tego białka 
w wątrobie królików, którym podawano kadm (4), a następnie P u 1 i d o, 
K a g i  i V a l l e e  wyizolowali analogiczne białko z kory nerek ludz­
kich (5).

Wykrycie metalotioneiny pozostawało początkowo nie zauważone. 
Większe zainteresowanie tym białkiem w ostatnich latach związane jest 
z ogólnym wzrostem zainteresowania toksykologią środowiskową. W Ja­
ponii zaobserwowano schorzenia spowodowane zatruciami kadmem (cho­
roba ,,itai-itai”) (6 ) i rtęcią (choroba Minamata) (7). Opublikowano także 
badania dowodzące, że poziom kadmu w narządach ludzi wzrasta z wie­
kiem (8 ). Wyniki badań doprowadziły do wniosku, że za wieloletnią ku­
mulację kadmu w wątrobie i nerkach odpowiedzialna jest metalotioneina. 
Odgrywa ona także dominującą rolę w odkładaniu rtęci w nerkach zwie­
rząt i ludzi (5, 9, 10, 11).

* Doc. d r  habil., ** m gr, Z ak ład  C hem ii T oksykolog icznej, In s ty tu t B adan ia  Ś ro ­
dow iska i B ioanalizy, A kadem ia  M edyczna w  Łodzi, ul. N aru tow icza  120a, 90-145 
Łódź.

http://rcin.org.pl



II. Izolowanie, skład i właściwości metalotioneiny.

402 J. K. PIOTROWSKI I IN. [2]

Pierwszy oczyszczony preparat metalotioneiny otrzymano z kory ne­
rek końskich (2, 3); po ekstrakcji homogenatu buforem fosforanowym, 
usuwano białka balastowe działaniem etanolu i chloroformu. Po dializie 
preparat poddawano frakcjonowanemu wytrącaniu siarczanem amonu. 
W późniejszych pracach stosowano różne metody wyodrębniania tego biał­
ka z narządów. Białka balastowe usuwano przez zastosowanie Rivanolu 
(4, 12), lub wirowanie homogenatu do uzyskania frakcji postmitochondrial- 
nej (13), bądź postmikrosomalnej (10, 14, 15). Preparat oczyszczano do­
datkowo przez frakcjonowane wytrącanie siarczanem amonu (2 , 16) lub 
acetonem (17, 18).

W celu wyodrębnienia właściwej frakcji białka, stosowano sączenie 
molekularne z zastosowaniem różnych kombinacji żeli Sephadex oraz 
żeli jonowymiennych z użyciem różnych gradientów stężeń buforów 
eluujących. Przed naniesieniem na kolumny roztwory zagęszczano przez 
odparowywanie pod zmniejszanym ciśnieniem (19, 20) lub metodą ultra- 
filtracji (12, 14, 21).

We wcześniejszych pracach masę cząsteczkową metalotioneiny ocenia­
no zgodnie na 1 0  0 0 0 — 1 2  0 0 0  na podstawie szybkości sedymentacji i dy­
fuzji (3) oraz sączenia molekularnego (5, 19, 22—25). Masa cząsteczkowa 
białka wyliczona ze składu aminokwasowego (1 2 ) lub z sączenia moleku­
larnego białka utlenionego uprzednio kwasem nadmrówkowym w obec­
ności 6  M chlorowodorku guanidyny (13) wynosiła 6  000— 6  600. Ostatnio 
jednak w przypadku białka wyizolowanego z wątroby szczurów, masę czą­
steczkową oceniono zarówno na podstawie analizy składu aminokwaso­
wego i chromatografii kolumnowej na 10 000—12 000 (17).

Już w pierwszych badaniach nad metalotioneiną ustalono, że cechuje 
się ona wysoką zawartością siarki około 4,l°/o (3), a nawet 8,1% (5) wy­
stępującej w postaci reszt cysteinylowych posiadających reaktywne gru­
py SH.

Dotychczas opublikowane dane dotyczące składu aminokwasowego me­
talotioneiny wyodrębnionej z narządów różnych zwierząt tylko nieznacz­
nie różnią się między sobą. Podano pełny skład aminokwasowy metalo­
tioneiny wyodrębnionej z wątroby królika (12), wątroby szczura (17, 24, 
26, 27), wątroby kurczęcia (24), nerek konia (13, 18, 25), wątroby konia 
(13), wątroby człowieka (28), nerek królika (29) oraz nerek szczura (30).

W tabeli 1 zamieszczono skład aminokwasowy metalotioneiny wyizo­
lowanej z wątroby i nerek konia (13) oraz wątroby człowieka (28).

Głównym składnikiem metalotioneiny jest cysteina (26—34%). K a g i  
i wsp. (13) przyjmując za podstawę ciężar cząsteczkowy tioneiny 6  000 
podali następujący skład aminokwasowy białka: Lys6, Argj, Asp3, T hr2, 
Ser7, G1u3, Pro3, Gly6, Ala6, Cys20, Val2, Metj.
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Procentowy skład aminokwasowy metalotioneiny wyizolowanej z wątroby i nerki konia (13) oraz
z wątroby człowieka (28).

Tabela 1

Aminokwas
metalotioneina wyodrębniona: metalotioneina wyodrębniona 

z wątroby człowieka (28)
z nerek 

konia (13)
z wątroby 
konia (13) I forma II forma

lizyna 11,06 10,41 12,8 12,8
cysteina* 33,58 32,62 30,5 34,0
kwas asparaginowy 5,22 5,00 4,7 6,7
treonina 3,11 3,85 4,0 3,4
seryna 11,01 11,55 13,8 13,6
kwas glutaminowy 4,27 4,47 5,6 3,9
prolina 4,29 5,10 3,9 3,4
glicyna 10,01 10,08 8,0 8,5
alanina 9,68 9,43 9,5 11,2
metionina 1,68 1,50 1,3 1,4
izoleucyna 0,17 0,63 1,9 1,6
arginina 2,29 2,22 — —
walina 3,11 2,57 — —

leucyna 0,55 0,60 1,1 —

* cysteinę oznaczono jako kwas cysteinowy po utlenieniu kwasem nadmrówkowym.

Preparaty metalotioneiny poddawane chromatografii jonowymiennej 
(17, 30), elektroforezie (28) lub ogniskowaniu izoelektrycznemu (12, 16) 
ulegają rozdzieleniu na dwie frakcje. Frakcje te różnią się nieznacznie 
składem aminokwasowym (12, 28, 30), zawartością metali, a także punk­
tem izoelektrycznym. Dwie formy metalotioneiny wyodrębnionej z w ąt­
roby królika charakteryzują się punktami izoelektrycznymi 3,9 oraz 4,5 
(12), pi metalotioneiny uzyskanej z wątroby szczura wynoszą 4,2 oraz 
4,7 (16).

Z natywną metalotioneiną związane są głównie dwa metale: kadm

3
o  " III

1

R yc. 1. R ozdział m e ta lo tio n e ­
iny  m etodą o g n iskow an ia  izo- 

e lek trycznego .
M etalotioneina indukow ana poda­
w aniem  kadm u, w yizolow ana z 

w ątroby szczura (16).
K olejny  numer frakcji
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i cynk, a także niewielkie ilości miedzi i żelaza. Łączna zawartość metali 
związanych z białkiem wynosi 6  do 8  gramoatomów metalu na 6  OOOg 
białka, w tym 0,1 do 0,2 gramoatomu miedzi. Metalotioneina pocho­
dząca z różnych narządów charakteryzuje się różną zawartością kadmu
i cynku. W preparacie metalotioneiny uzyskanym z nerek końskich za­
wartość kadmu wynosiła 5,9%, cynku 3,2% (13). Metalotioneina z wątroby 
konia zawierała zaledwie 0,3% kadmu, przy znacznie wyższej zawartości 
cyku — 5,7%. W białku wyodrębnionym z wątroby ludzkiej również 
stwierdzono wyższy poziom cynku (7,5%) niż kadmu (0,2%) (28).

W związku z tym, że wyniki dotyczące poziomu kadmu i cynku w me- 
talotioneinie, uzyskane w różnych pracowniach, nie są ze sobą zgodne, 
wygodniejszym kryterium  wstępnej oceny czystości białka jest oznaczanie 
ilości reaktywnych grup SH. Stosowane są metody spektrofotometryczne 
(31, 32, 33), a także miareczkowanie amperometryczne (34). Zawartość 
reaktywnych grup sulfhydrolowych w przeliczeniu na mol białka 6  0 0 0  

powinna wynosić około 2 0 .
Widmo absorpcyjne metalotioneiny charakteryzuje brak absorpcji przy 

długości fali 280nm, związany z nieobecnością aminokwasów aromatycz­
nych (3). Obserwuje się natomiast pasmo podwyższonej absorpcji w okoli­
cy 250nm, charakteryzujące wiązanie Cd-cysteina. Wiązanie Zn-tioneina 
cechuje przesunięcie absorpcji w kierunku 215nm, a Hg-tioneina w kie­
runku fal dłuższych, około 270nm (14). W wyniku uwolnienia białka od

Ryc. 2. W idm a ab so rpcy jne : I — m eta lo tione ina ,
II  — tio n e in a  (apopro te ina), I I I  — cynko tioneina , 

IV  — k ad m otione ina  (3).

metali (Cd, Zn) przez dializę w środowisku kwaśnym lub przez zastosowa­
nie EDTA, zanika pasmo absorpcyjne charakteryzujące wiązanie białka 
z metalem (Ryc. 2).

W przeciwieństwie do kadmu, rtęć nie uwalnia się w środowisku kwaś­
nym. Właściwość tę wykorzystywano w celach identyfikacyjnych (10, 19). 
Całkowite wysycenie tioneiny rtęcią in vitro powoduje zmiany w struk­
turze przestrzennej białka, związane ze zmianą energii wiązania elektro­
nów S2P (35). 

h i  3/2 V

D ługość fa li Jnm)
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III. Metody oznaczania metalotioneiny i poziomy fizjologiczne.

Dotychczas nie opracowano metod, które nadawałyby się do ilościo­
wego oznaczania metalotioneiny w tkankach.

W badaniach eluatów z kolumn chromatograficznych stosowane jest 
zazwyczaj oznaczanie metali, grup SH i absorpcji przy długości fali 
250nm. Wartości tych trzech grup parametrów są ilościowo skorelowane. 
Na ogół dwa z nich wykorzystuje się równolegle w badaniach. Otrzymane 
wyniki sygnalizują jedynie obecność lub brak metalotioneiny w analizo­
wanym materiale. Technika ta nadaje się głównie do badań porównaw­
czych.

Opracowano metodę oznaczania metalotioneiny w tkankach (36) opartą 
na znakowaniu metalotioneiny nadmiarem rtęci 203Hg w homogenatach 
tkanek i pomiarze aktywności supernatantu uzyskanego przez odbiałcza- 
nie TCA. Metodę stosowano do oznaczeń metalotioneiny w nerkach i w 
wątrobie szczurów. Metoda nie jest w pełni swoista. Niskocząsteczkowe 
związki występujące w tkankach wiążą rtęć i powodują zawyżenie wy­
ników (37), które przy zastosowaniu tej metody zależą w pewnym stopniu 
również od czystości preparatu metalotioneiny, stosowanego jako wzo­
rzec wewnętrzny.

W opracowanej ostatnio modyfikacji tej metody, wprowadzono dodat­
kowo, po uprzednim wytrąceniu innych białek TCA, wytrącanie 203Hg-tio- 
neiny taniną, co eliminuje wpływ związków niskocząsteczkowych na wy­
niki oznaczeń (38). Metoda nie jest jednak prawdopodobnie swoista w obec­
ności innych niskocząsteczkowych białek wiążących metale (patrz rozdz. 
IV—4).

Informacje o fizjologicznych poziomach metalotioneiny w tkankach są 
niepełne i sprzeczne. W pracowniach, w których ocenę poziomów metalo­
tioneiny oparto na oznaczaniu metali, grup SH oraz absorpcji eluatów 
uzyskanych po rozdziale chromatograficznym, nie wykrywano obecności 
metalotioneiny w wątrobie szczurów i myszy nie narażonych uprzednio 
na metale (22, 26, 39). Poziom tego białka oznaczany wspomnianą metodą 
radiochemiczną (36) jest niższy w wątrobie (średnio 0,13mg/g tkanki), 
niż w nerce (średnio 0,43mg/g tkanki) (23). W późniejszych badaniach (37, 
40, 41), w tej samej pracowni uzyskiwano wyniki około dwukrotnie wyż­
sze, co między innymi mogło być związane z warunkami hodowli zwie­
rząt. Ostatnie badania przeprowadzone w pracowni autorów (42) wykaza­
ły, że poziom metalotioneiny w wątrobie i nerkach dorosłych szczurów jest 
zależny od zawartości kadmu (patrz rozdz. IV). Dorosłe szczury pocho­
dzące z hodowli polskich, cechują się wysoką zawartością kadmu w na­
rządach, sięgającą w skrajnych przypadkach lO^g/g w wątrobie i 20^g/g 
w nerce, podczas gdy dorosłe szczury używane do badań w innych pra­
cowniach miały zawartość kadmu w tych narządach niższą o co najmniej 
rząd wielkości (26, 39).

11 Postępy Biochem ii http://rcin.org.pl



406 J. K. PIOTROWSKI I IN. [6]

Niezależnie od przyczyn tej rozbieżności, zjawiska zachodzące u zwie­
rząt są o tyle interesujące, o ile stanowią model zjawisk zachodzących 
u ludzi. Poziom kadmu w nerkach ludzi jest wysoki i aż do późnego okre­
su dojrzałości (40—50 lat) ma tendencję rosnącą (8 ). W warunkach zbli­
żonych do fizjologicznych główną formą w jakiej znajduje się kadm 
w wątrobie i nerkach, jest kompleks z metalotioneiną (29, 43, 44). Należy 
więc przypuszczać, że poziom metalotioneiny w narządach ludzi jest wyż­
szy, niż stwierdzany w narządach szczurów. Przemawia również za tym 
fakt, że białko to izolowano preparatywnie z nerek ludzkich (5) i wątroby 
ludzkiej (28). Fizjologiczny poziom metalotioneiny w narządach innych 
niż wątroba i nerka nie był systematycznie badany.

IV. Indukowana biosynteza metalotioneiny i wiązanie 
z metalami toksycznymi.

IV -1. Kadm

Kadm podawany królikom i szczurom przez dłuższy okres czasu jest 
selektywnie wiązany w narządach prze? metalotioneinę (29, 43, 45). 
Stwierdzono również, że białko to wiąże kadm w wątrobie i nerkach czło­
wieka, który przyjął wysoką dawkę tego metalu (46). Kadm w formie 
kompleksu o cechach metalotioneiny znajdowano nie tylko w wątrobie 
i nerkach, ale także we krwi i jądrach oraz sporadycznie w moczu myszy 
którym podawano jego związki (47, 48, 49). Informacje dotyczące roli me­
talotioneiny w wiązaniu kadmu w narządach zwierząt zostały potwierdzo­
ne w wielu pracowniach (26, 39, 45, 50, 51). Jeżeli dawka kadmu nie była 
zbyt wysoka, metal ten znajdowano w wątrobie i nerkach wyłącznie w po­
staci kompleksu z metalotioneiną (44, 47, 52). Dopiero przy bardzo wy­
sokim poziomie kadmu w wątrobie (200|xg Cd/g tkanki) stwierdzono wią­
zanie go przez białka o wyższej masie cząsteczkowej (26). W jądrach 
szczurów takie kompleksy występują dopiero w przypadku martwicy tego 
narządu. Występowanie kadmu w innych formach, niż w postaci kom­
pleksu z metalotioneiną wykazano także w narządach ludzi, zwłaszcza 
starszych wiekiem (autopsja) (53). Białka te nie zostały bliżej scharakte­
ryzowane.

W narządach szczurów, którym podawano związki kadmu, wzrost po­
ziomu metalotioneiny zachodził szybciej w wątrobie niż w nerce (44, 52). 
Podwyższenie poziomu metalotioneiny w wątrobie było równoległe do 
wzrostu ilości kadmu (Ryc. 3).

Podawanie kadmu powoduje w wątrobie zwierząt wyraźny wzrost in ­
korporacji 14C-cysteiny (lub cystyny) in vivo do frakcji metalotioneiny 
(52, 54, 55). Może to przemawiać za stymulowaniem przez kadm procesu 
biosyntezy metalotioneiny (Ryc. 4).
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[7] METALOTIONEINA 407

Zjawisko to wykorzystuje się do otrzymywania metalotioneiny zarów­
no do identyfikacji jak i prac badawczych (12, 15, 20, 24, 26, 50, 56). Zda­
nia różnych autorów na temat mechanizmu biosyntezy są podzielone.

Ryc. 3. Zależność poziom u k ad m u  i m e ­
ta lo tio n e in y  w  w ą tro b ie  szczura od 

czasu podaw an ia  k ad m u  (44). Tygodnie

O b ję to ść  e fu a tu  , ml

R yc. 4. R ozdział ch rom ato g ra ficz ­
ny (S ephadex  G-75) hom ogenatu  
w ą tro b y  szczura po po d an iu  14C - 

-cyste iny .
A — grupa kontrolna, B — grupa otrzy­
m ująca kadm. Strzałką zaznaczono  

szczyt m eta lotioneiny (52).
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408 J. K. PIOTROWSKI I IN. [8]

Efekt stymulacji biosyntezy metalotioneiny wywołany podawaniem kad­
mu ulega zniesieniu pod wpływem inhibitorów biosyntezy białka; akty- 
nomycyny D i cykloheksoimidu (17, 39, 57, 58).

IV -2. Rtęć

W preparatach metalotioneiny, uzyskanych z nerek ludzi leczonych 
diuretykami rtęciowymi wykazano obecność rtęci (5). Stwierdzono także, 
że rtęć nieorganiczna podawana szczurom w dawkach subtoksycznych 
i toksycznych, wiąże się w nerkach i wątrobie głównie w postaci komplek­
su z metalotioneiną (9, 10, 19). Kompleksy rtęci o cechach metalotioneiny 
znajdowano także w moczu (9) i mózgu (37) szczurów narażonych na dzia­
łanie rtęci nieorganicznej.

Szczególnie dużą wydajność wiązania rtęci z metalotioneiną stwierdzo­
no w nerkach (a nie w wątrobie) szczurów którym podawano wielokrot­
nie chlorek rtęci (52, 59). Fakt wiązania przez metalotioneinę rtęci nieor­
ganicznej potwierdzono w innych pracowniach (56, 60, 61), jednakże 
obserwowana wydajność tego procesu była znacznie niższa. Może się to 
wiązać z różnicami w poziomie fizjologicznym metalotioneiny w narzą­
dach szczurów pochodzących z różnych pracowni (patrz rozdz. III). Ilość 
rtęci, która może być związana w nerce po dostaniu się do ustroju jedno­
razowej dawki tego metalu jest zależna od poziomu metalotioneiny (62). 
W nerkach zwierząt, którym przez dłuższy okres czasu podawano chlorek 
rtęciowy (41, 52, 59) lub które poddawano działaniu par rtęci metalicznej 
(37), obserwowano podwyższenie poziomów metalotioneiny. Podobnie jak 
w przypadku kadmu, wzrost poziomu metalotioneiny w nerkach szczurów 
zachodzi równolegle do wzrostu poziomu rtęci, po czym ulega stabilizacji 
(44). Białko o cechach metalotioneiny uzyskano także w skali preparatyw- 
nej z nerek królików, którym przez szereg dni podawano chlorek rtęcio­
wy (14). Obecnie akceptuje się pogląd, że metalotioneina powstaje i gro­
madzi się w nerce pod wpływem rtęci, jednakże dotychczas nie zbadano 
mechanizmu tego procesu. Rozważane są dwie możliwości: (a) Rtęć wy­
wiera wpływ indukcyjny niezależny od kadmu. Przemawia za tym pod­
wyższenie poziomu metalotioneiny prawie wyłącznie w nerce. Hipoteza 
ta zakłada możliwość biosyntezy metalotioneiny nie tylko w wątrobie, ale 
i w nerce, co wykazano ostatnio doświadczalnie na hodowli komórek ner­
kowych (63). (b) Rrtęć wypiera kadm z istniejącej w narządzie metalo­
tioneiny, a uwolniony jon kadmowy indukuje biosyntezę kolejnej czą­
steczki metalotioneiny. Druga hipoteza zakłada, że rtęć wiąże się z me­
talotioneiną wyłącznie przez podstawienie innych metali (głównie kadmu) 
w natywnej cząsteczce białka. Stwierdzono, że podawanie zwierzętom 
kadmu zwiększa zdolność narządów do zatrzymywania rtęci proporcjo­
nalnie do wzrostu poziomu metalotioneiny (56). Ponadto, wykazano ostat­
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nio obecność w wątrobie metalotioneiny, której powstawanie induko­
wano podawaniem rtęci (17).

Organiczne związki rtęci były badane ze względu na ich znaczenie 
w toksykologii środowiskowej. Stwierdzono, że metalotioneina wiąże rtęć 
dostającą się do ustroju w postaci octanu fenylortęciowego (11, 61). Dy­
namika tego wiązania wykazywała jednakże, że i w tym przypadku meta­
lotioneina wiązała rtęć nieorganiczną, powstającą w wyniku stosunkowo 
szybkiej degradacji wiązania fenyl-Hg in vivo. Związki metylortęciowe 
wykazują znaczną trwałość in vivo, a in vitro mają znikomo małe powi­
nowactwo do metalotioneiny (64). Jest więc mało prawdopodobne, aby 
metalotioneina wiązała rtęć dostającą się do ustroju w postaci związków 
metylortęciowych.

IV -3. C ynk  \

Wiązanie egzogennego cynku przez metalotioneinę w wątrobie i nerkach 
ssaków zaobserwowano w kilku pracowniach (17, 40, 45, 50, 65).

Możliwość indukcji biosyntezy metalotioneiny cynkiem stwierdzono 
w sposób pośredni (6 6 ). Wykazano, że podanie szczurom cynku 24 godzi­
ny przed toksyczną dawką kadmu daje efekt ochronny, zmniejszając usz-

R yc. 5. R ozdział ch rom atog raficzny  (S eph- 
adex  G - 75) frak c ji rozpuszczalnej kom ó­

re k  w ą tro b y  szczura.
A — grupa kontrolna, B — po jednorazow ej daw ­
ce cynku, C — po in iekcji cynku i aktynom y- 
cyn y  D. Strzałką zaznaczono szczyt m eta lotio ­

neiny (65). K olejny numer frakcji
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kodzenie jąder wywoływane kadmem. Badania wskazywały na przy­
spieszenie wiązania kadmu przez metalotioneinę w wątrobie zwierząt, 
które uprzednio otrzymały dawkę cynku. Wykazano także, że wielokrotne 
podawanie cynku podwyższa poziom metalotioneiny głównie w wątro­
bie, przy czym nagromadzanie metalotioneiny zachodziło równolegle do 
wzrostu poziomu cynku (40, 41). Po podaniu cynku obserwowano także 
wzmożoną inkorporację znakowanych aminokwasów do frakcji metalo­
tioneiny (55, 67, 6 8 ). Stosując aktynomycynę D i cykloheksoimid jako 
inhibitory stwierdzano, że proces .biosyntezy białka stymulowany cyn­
kiem może być zahamowany podaniem aktynomycyny D lub cykloheksoi- 
midu (27, 65). Stymulacja ezogennym cynkiem wymaga jednak znacznie 
wyższych dawek mealu, niż w przypadku kadmu lub rtęci. Jest to praw­
dopodobnie związane z niską wydajnością deponowania cynku w wątro­
bie i nerce; z jednorazowej dawki cynku w narządach tych pozostaje około 
20°/o; z tej ilości w wątrobie znajduje się nie więcej niż 30—40% cynku 
w postaci kompleksu z metalotioneiną (40). Podawanie aktynomycyny D, 
która hamuje biosyntezę metalotioneiny w stopniu wyższym niż innych 
białek wątroby (58), znacznie zmniejsza wydajność tego procesu. Podany 
parenteralnie cynk pozostaje w osoczu krwi, a równocześnie nie stwierdza 
się obecności kompleksu Zn-tioneina w tkankach (65) (Ryc. 5).

IV -4. Miedź

Miedź występuje w niewielkiej ilości, około 0,1—0,2 gramoatomu/ 
/ 6  OOOg białka, w preparatach metalotioneiny uzyskanych z wątroby i ne­
rek końskich (13). Wiązanie tego metalu z tioneiną przy zwiększonej po­
daży miedzi jest sprawą dyskusyjną.

Zarówno jednorazowa dawka jak i przewlekłe podawanie miedzi zwie­
rzętom doświadczalnym, powoduje wielokrotne podwyższenie poziomów 
tego metalu głównie w wątrobie. Niskie dawki miedzi podawane przez 
krótki okres czasu, powodują wzrost stężenia metalu głównie we frakcji 
mitochondrialnej i lizosomalnej komórek wątroby. Przy wysokich stęże­
niach miedzi w wątrobie, główną rolę w deponowaniu tego metalu od­
grywają jądra kamórkowe (69—72). Jednakże zarówno w przypadku jed­
norazowej dawki śladowej (73, 74), jak i powtarzanych dawek miedzi (75), 
niskocząsteczkowe białko wiążące miedź egzogenną znajdowano we frak­
cji cytoplazmatycznej komórek wątroby.

Po wielokrotnym podawaniu chlorku miedzi szczurom, stwierdzono 
podwyższenie w wątrobie poziomu białka oznaczanego jako metalotionei­
na (41). Stężenie miedzi w wątrobie rosło wraz ze wzrostem stężenia tego 
białka (76).

Po podaniu miedzi, obserwowano wzmożoną inkorporację znakowa­
nych aminokwasów do niskocząsteczkowego białka o cechach metalotio-
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neiny (55), które znajdowano w cytoplaźmie komórek wątroby. Białko to 
nie powstaje w przypadku równoczesnego podawania cykloheksomidu lub 
aktynomycyny D (74).

Opublikowane ostatnio badania nad cytoplazmatycznym białkiem, wy­
stępującym w wątrobie szczurów (po parenteralnym podawaniu związków 
miedzi) wykazały, że nie jest ono identyczne z metalotioneiną (77, 78, 79, 
80) i nazwano je miedziochelatyną (Copper-chelatin; przez analogię do 
metalotioneiny, kadmotioneiny itp. — proponujemy więc tłumaczenie naz­
w y — miedziochelatyna). Białko to różni się od metalotioneiny masą czą­
steczkową (około 8  0 0 0 ), ruchliwością elektroforetyczną i składem ami- 
nokwasowym. Według różnych autorów miedziochelatyna zawiera o po­
łowę (77) lub czterokrotnie (80) mniej cysteiny, niż metalotioneina. Pasmo 
absorpcyjne chelatyny znajduje się w pobliżu 250nm, podobnie jak meta­
lotioneiny. Biosynteza miedziochelatyny w cytoplaźmie komórek wątro- 
,by zachodzi pod wpływem miedzi (77, 78, 79).

Wykonano doświadczenie, w którym podawano szczurom kolejno kadm, 
aktynomycynę D oraz miedź. W tych warunkach indukcji ulegała biosyn­
teza metalotioneiny, a zahamowaniu biosynteza miedziochelatyny; poda­
na miedź wiązała się w wątrobie z frakcją metalotioneinową (77). Wydaje 
się prawdopodobne, że w wiązaniu miedzi w cytoplaźmie komórek wątro­
by, mogą brać udział zarówno metalotioneina jak i miedziochelatyna. Do­
tychczas nie wiadomo w jakiej formie miedź wiązana jest w mitochon- 
driach lub lizosomach. Nie można wykluczyć, że w procesie wiązania bio­
rą udział obydwa lub jedno z tych białek.

Można przypuszczać, że kompleks miedzi z metalotioneiną jest mniej 
trwały, niż kompleksy metalotioneiny z kadmem, rtęcią lub cynkiem. 
Wykazano, że rtęć a także kadm i cynk wypierają miedź z połączenia z me­
talotioneiną in vitro (21). Nietrwałość kompleksu miedzi z niskocząstecz- 
kowym białkiem, występującym we frakcji rozpuszczalnej niektórych na­
rządów, wykazano także w badaniach in vivo po jednorazowej śladowej 
dawce 67CuC12 (73, 81). Nie jest jednak jasne, czy informacja ta odnosi 
się do metalotioneiny czy miedziochelatyny.

IV-5. Inne pierw iastki

Dotychczas opublikowane dane wskazują na to, że niewiele pierwiast­
ków ma właściwości indukujące biosyntezę metalotioneiny. Badając to 
zagadnienie, szczurom podawano wielokrotnie subtoksyczne dawki związ­
ków następujących pierwiastków: Be, Mg, Pb, As, Se, Cr, Ni, Mn, V, Sb, 
U, Tl, Rb, Cs (41, 82, 83). Wyniki badań wykluczają możliwość induko­
wania biosyntezy metalotioneiny tymi pierwiastkami zarówno w wątro­
bie jak i w nerce. Wykazano natomiast, że niewielkie działanie stymulu­
jące biosyntezę metalotioneiny ma kobalt, podawany w bardzo wysokich
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dawkach. Silne działanie stymulujące ma bizmut (82); kompleks bizmutu 
z białkiem o masie cząsteczkowej odpowiadającej metalotioneinie zlokali­
zowany jest we frakcji rozpuszczalnej komórek nerki szczura (84). Opubli­
kowane ostatnio doniesienia wskazują na to, że zdolność indukowania bio­
syntezy ma również srebro (17, 83).

Z dotychczasowych danych wynika, że wszystkie metale indukujące 
biosyntezę metalotioneiny (Cd, Zn, Hg, Bi, Co) mają zdolność do wią­
zania się z tym białkiem in vivo. Istnieje natomiast możliwość, że metale 
nie mające zdolności indukcyjnych mogą być również wiązane przez me- 
talotioneinę. Przykładem tego zjawiska jest ołów. Obserwowano spora­
dyczne wiązanie tego metalu przez frakcję odpowiadającą metalotioneinie, 
przy czym zawartość ołowiu w tej frakcji była wyższa w narządach szczu­
rów, którym uprzednio podano chlorek kadmu (85).

V. Rola metalotioneiny w zatruciach metalami ciężkimi.

Po doświadczalnym podawaniu kadmu i rtęci, względnie w zatruciu 
ostrym tymi metalami (37, 46, 49, 51) obecność kompleksów białkowych
0 ciężarze cząsteczkowym rzędu 1 0  0 0 0  stwierdzano nie tylko w wątrobie
1 nerce, ale i w innych tkankach, między innymi we krwi, mózgu i jąd­
rach. Należy przepuszczać, że są to kompleksy tych metali z tioneiną. Nie 
wyjaśniono jednakże, czy wiązanie metalu następuje z metalotioneiną syn­
tetyzowaną w danej tkance, czy też kompleks metal-tioneina utworzony 
w wątrobie lub nerce jest następnie transportowany do innych narządów.

P i s c a t o r  (4) pierwszy postulował ochronną rolę metalotioneiny 
przed działaniem kadmu, a P u 1 i d o i wsp. (5) przed działaniem rtęci. 
Od czasu tych pierwszych sugestii nagromadzono więcej informacji, jed­
nakże nie pozwalają one na jednoznaczną ocenę roli metalotioneiny 
w przebiegu zatruć metalami ciężkimi.

Metalotioneina ma prawdopodobnie znaczenie ochronne w przypadku 
zatruć rtęcią nieorganiczną. Istniejące dane pozwalają sądzić, że efekty 
uszkodzenia nerek są wynikiem wpływu wysokich dawek rtęci przewyż­
szających zdolność wiązania metalotioneiny występującej w narządzie 
(59, 62). Kompleks rtęci z metalotioneiną ma dość dużą trwałość i prawdo­
podobnie jest mało toksyczny. Natomiast podawanie zwierzętom metalo­
tioneiny egzogennej, nie zmniejsza ostrej toksyczności rtęci (59). Dotych­
czas nie zaobserwowano jakichkolwiek ujemnych biologicznie skutków 
wiązania rtęci przez metalotioneinę.

Metalotioneina wykazuje działanie ochronne również w pierwszej fa­
zie ostrego zatrucia kadmem. Wiązanie kadmu przez metalotioneinę jest 
szczególnie wydajne i zapobiega interakcji z grupami SH białek biologicz­
nie czynnych. Wykazano to na przykładzie inhibicji dehydrogenazy okso-
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glutaranowej i oksydazy bursztynianowej wątroby (43). Stwierdzono tak­
że, że 1-hydroksylacja 25-hydroksycholekalciferolu, która jest hamowana 
w obecności kadmu, przebiega normalnie lub z częściowym zahamowaniem 
w przypadku gdy kadm wchłonięty do ustroju, występuje w tkance w po­
staci kompleksu z metalotioneiną (29, 30).

Metalotioneina zmniejsza toksyczny wpływ kadmu na jądra, poprzez 
wiązanie tego metalu w wątrobie. Kadm podany w dawce toksycznej, ale 
w postaci kompleksu z metalotioneiną, nie uszkadza jąder (49), jednakże 
toksyczny wpływ na nerkę kompleksu Cd-tioneina jest większy niż chlor­
ku kadmu (8 6 ). W tym aspekcie interesujące jest, że zmianom martwi­
czym w jądrach można przeciwdziałać zarówno przez uprzednie podawa­
nie zwierzętom cynku (6 6 , 87), jak też małej dawki kadmu, poprzedzają­
cej dawkę toksyczną (49).

Wpływ metalotioneiny na przebieg i skutki przewlekłego zatrucia 
kadmem nie jest jednoznaczny. W zatruciu przewlekłym narządem kry­
tycznym jest nerka (a nie jądra jak w zatruciu ostrym). Istniejące infor­
macje pozwalają przypuszczać, że kompleks Cd-tioneina może być wyda­
lany w moczu (8 8 ). W przypadku gdy poziom kadmu w nerce osiąga wy­
soką wartość (rzędu 200ug Cd/g tkanki), wydalaniu kadmo-tioneiny towa­
rzyszy uszkodzenie nerek, podobnie jak w przypadku podania egzogen­
nej kadmo-tioneiny (8 6 ). Nagromadzanie się w wątrobie i nerkach zwie­
rząt i ludzi dużych ilości kadmu, na skutek wchłaniania ze środowiska, 
może stwarzać pewne niebezpieczeństwo: po osiągnięciu krytycznego po­
ziomu kompleks Cd-tioneina może się uwalniać z komórek narządów i wy­
wierać działanie toksyczne bezpośrednio lub po degradacji apoproteiny. 
Ta ostatnia możliwość nasuwa się w związku z krótkim okresem półtrwa- 
nia metalotioneiny obecnej w narządach (4—5 dni) (5 5 ).

VI. Rola metalotioneiny w gospodarce cynkiem i miedzią.

Biologiczna rola metalotioneiny prawdopodobnie nie ogranicza się do 
jej funkcji detoksykacyjnych. Można przypuszczać, że jej pierwotną 
funkcją biologiczną jest udział w metabolizmie metali, a szczególnie cyn­
ku i miedzi, koniecznych dla przemian zachodzących w ustroju.

Wydaje się, że cynk jest niezbędny w procesach biosyntezy i prawid­
łowego funkcjonowania metalotioneiny. Przemawia za tym fakt, że jest 
on stałym składnikiem metalotioneiny i występuje zarówno w tioneinie 
powstającej w wyniku podawania tego metalu, jak i w Cd-, Hg-, Ag-tio- 
neinie (17). Uważa się, że cynk może stanowić czynnik stabilizujący 
w stosunku do tego białka, podobnie jak i do wielu innych makroczą­
steczek (27).

Ostatnio zaproponowano wyjaśnienie mechanizmu regulacji poziomu
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cynku w ustroju. W mechanizmie tym centralną rolę może odgrywać me­
talotioneina (65). Zgodnie z tą hipotezą, wysoki poziom cynku w osoczu 
krwi stymuluje biosyntezę metalotioneiny w wątrobie oraz w ścianie 
jelita. Wzrost poziomu metalotioneiny w wątrobie powoduje związanie 
w tym narządzie nadmiaru cynku krążącego we krwi. Uwalnianie cynku 
z kompleksu z metalotioneiną w wątrobie następuje odpowiednio do za­
potrzebowania ustroju. Wzmożona biosynteza metalotioneiny w nabłon­
ku jelita, powoduje związanie nadmiaru cynku i przeciwdziała jego wchło­
nięciu do krwioobiegu. Cynk zgromadzony w nabłonku jelit ulega usu­
nięciu w trakcie złuszczania nabłonka. Hipoteza ta jest interesująca z u- 
wagi na jej prostotę, jednakże zbudowana została na podstawie frag­
mentarycznych obserwacji i wymaga dalszych dowodów doświadczalnych.

Ryc. 6. S ch em at m etabo lizm u  m iedzi w  k o m órkach  w ą tro b y  w  w aru n k ach  fiz jo lo ­
g icznych (89).

AA — am inokw asy.

W ostatnich latach równolegle z nagromadzaniem się informacji o me- 
talotioneinie z jednej strony i o metalbolizmie miedzi z drugiej, powstał 
pogląd zgodnie z którym metalotioneina odgrywała centralną rolę w m eta­
bolizmie miedzi, podobnie jak to postulowano dla cynku. Rycina 6  przed­
stawia schemat mechanizmu regulacji gospodarki miedzią (89). Schemat ten 
pozwala na wytłumaczenie wielu oderwanych faktów, które zostaną omó­
wione niżej.

Jednak najnowsze oraz wcześniejsze mało rozpowszechnione dane 
wskazują na to, że jednoznaczność tego schematu jest wątpliwa. Nie jest 
pewne w jakich przypadkach w wiązaniu miedzi bierze udział metalo­
tioneina. Zagadnienie to można rozpatrywać w czterech aspektach: wy­
stępowanie niskocząsteczkowego białka a) w wątrobie ludzi z objawami 
choroby Wilsona, b) w wątrobie noworodków; wiązania miedzi: c) w wa­
runkach fizjologicznych, d) po narażeniu na miedź (patrz rozdz. V-4).

Choroba Wilsona (zwyrodnienie soczewkowate wątroby) znana jest od 
początku naszego stulecia, jednak patogeneza jej do dziś nie została wy­
jaśniona. Przypuszcza się, że choroba ta jest dziedziczna. Objawy choro­
by podobne są do tych, jakie występują przy marskości wątroby, ale
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związane są z zachwianiem równowagi przemian miedzi w organizmie: 
następuje wielokrotne podwyższenie poziomu miedzi w wątrobie do 1 0 0  

a nawet 270u,g/g tkanki (90), zahamowaniu natomiast ulega inkorporacja 
miedzi do ceruloplazminy i obniża się wydalanie z żółcią.

Równolegle z pierwszymi pracami nad metalotioneiną (2, 3), z patolo­
gicznej wątroby ludzi wyodrębniono .białko o zawartości miedzi około 3°/o, 
wysokiej zawartości grup SH i niskiej masie cząsteczkowej około 10 000 
(91). Skład aminokwasowy białka jest zbliżony do składu miedziochelaty- 
ny (92). Podobne białko, wyizolowane przez tych samych autorów z fizjo­
logicznej wątroby ludzkiej zawierało tylko 0,1—0,3°/o Cu, co odpowiada 
późniejszym danym uzyskanym dla metalotioneiny izolowanej z wątroby 
ludzkiej (28). Wykazano także, że jakkolwiek zdolność do wiązania miedzi 
in vitro przez białka wyizolowane z wątroby patologicznej i fizjologicz­
nej jest taka sama 7,9 gramoatomu/mol, to stała kompleksowania biał­
ka występującego w wątrobie patologicznej jest około czterokrotnie wyż­
sza (93). Obecnie wydaje się prawdopodobne, że autorzy ci porównywali 
właściwości metalotioneiny z właściwościami miedziochelatyny. Jeżeli to 
przypuszczenie jest słuszne, chorobę Wilson’a można by wiązać nie tylko 
z niedoborem ceruloplazminy, ale i z nadmierną biosyntezą miedziochela­
tyny. Należy dodać, że omawiane białko występuje w cytoplazmie komó­
rek wątroby (89).

W roku 1964 stwierdzono występowanie w wątrobie noworodków nie­
zwykle wysokich poziomów miedzi, która zlokalizowana była głównie we 
frakcji mitochondrialnej (94). Później wykazano wysoką zawartość białek 
o cechach metalotioneiny w wątrobie płodów i noworodków szczurzych 
(37, 42). Białko wiążące miedź, występujące w wątrobie noworodków (cie­
lęta), lokalizowano początkowo we frakcji mitochondrialnej i nazwano 
mitochondrokupreiną (95). W późniejszych badaniach wykazano, że znaj­
duje się ono we frakcji ciężkich lizosomów i zidentyfikowano je jako me- 
talotioneinę bogatą w miedź (96). W białku tym o masie cząsteczkowej 
7 000 wykazano zawartość cysteiny ponad 35°/o i zawartość miedzi około 
4%. Skład aminokwasowy tego białka był zbliżony do składu metalo­
tioneiny wyizolowanej z wątroby koni i ludzi (13, 28). Reszty cysteiny- 
lowe w tym białku mogą prawdopodobnie występować zarówno w postaci 
wolnej jak i w postaci dwusiarczków, co wykazano in vitro badając ener­
gię wiązań metodą fotoelektronowej spektroskopii rentgenowskiej (97).

Wydaje się, że metalotioneina może pełnić funkcję magazynowania 
miedzi w wątrobie noworodków. W tym przypadku rola jej kończy się 
prawdopodobnie w momencie wytworzenia przez organizm pełnej zdol­
ności do biosyntezy ceruloplazminy (90). Wydaje się, że metalotioneina 
może być czynnikiem wiążącym miedź w mitochondriach (71) lub lizo- 
somach (72, 98) niezależnie od miedziochelatyny wiążącej miedź w cyto­
plazmie.
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Najnowsze badania wskazują na to, że w wątrobie białkami odpowie­
dzialnymi zarówno za metabolizm jak i za wiązanie miedzi dostającej się 
do ustroju w dawce toksycznej, mogą być dwa białka o zbliżonych właś­
ciwościach i spełniające podobne funkcje.
A rty k u ł nadszedł 29.9.1975, po re w iz ji  a u to rsk ie j o trzym a n o  20.3.1976.

PIŚM IE N N IC TW O

1. M a r g o s h e s  M., V a l  l e e  B. L., (1957), J. A m . C hem . Soc. 79, 4813—4814.
2. K ä g i  J.  H.  R.,  V a l l e e  B. L ,  (1960), J. Biol. C hem . 235, 3460—3465.
3. K ä g i  J.  H.  R., V a l l e e  B. L., (1961), J. Biol. C hem . 236, 2435— 2442.
4. P i s c a t o r  M., (1964), N ord. H yg. T id skr . 45, 76—82.
5. P u l i d o  P.,  K ä g i  J.  H.  R., V a l l e e  B. L., (1966), B io ch em istry  5, 1768— 1777.
6. F r i b e r g  L., P  i s c a t  o r  M.,  N o r d b e r g  G. F., (1971), C adm ium  in  th e  en v i­

ronm ent. C hem ical R u b b er Co, C leveland .
7. S k e r f  v i n g  S., V o s t a 1 J., (1972), w  M ercu ry  in  th e  E n v iro n m en t, red . F r i ­

b erg  L., V ostal J., C hem ical R ubber Co, C leveland , s tr . 93—107.
8. P i s c a t o r  M.,  L i n d  D., (1972), A rch . E nviron . H ea lth  24, 246—250.
9. J a k u b o w s k i  M.,  P i o t r o w s k i  J. ,  T r o j a n o w s k a  B., (1970), T oxicol. 

A ppl. P harm acol. 16, 743—763.
10. W i ś n i e w s k a  J.  M.,  T r o j a n o w s k a  B., P i o t r o w s k i  J., J a k u b o w -  

s k i M., (1970), Toxico l. A pp l. P harm acol. 16, 754— 763.
11. P i o t r o w s k i  J.  K. ,  B o l a n o w s k a  W., (1970), M ed. P racy  21, 338—348.
12. N o r d b e r g  G.  F., N o r d b e r g  M. ,  P i s c a t o r  M.,  V e s t e r b e r g  O., 

(1972), Bioch. J. 126, 491—498.
13. K ä g i  J.  H.  R.,  H i m m e l h o c h  S. W. ,  W h  a n g e r  P.  D., B e t h u n e  J.  L., 

V a l l e e  B. L., (1974), J. Biol. C hem . 249, 3537—3542.
14. N o r d b e r g  M.,  T r o j a n o w s k a  B.,  N o r d b e r g  G. F., (1974), E nviron. 

P hysiol. B iochem . 4, 149— 158.
15. S h a  i k  h J . A., L u c i s  C. J., (1971), E xp erie n tia  27, 1024— 1025.
16. C h e r  i a n M. G., (1974), B iochem . B iophys. Res. C om m un . 61, 920—926.
17. W i n g e  D.  R., P r e m a k u m a r  R., R a j a g o p a l a n  K. V., (1975), w  A rch. 

B iochem . B iophys. 170, 242—252.
18. Ż e l a z o w s k i  A.,  P i o t r o w s k i  J.  K. ,  M o g i l n i c k a  E.  M. ,  S z y m a ń ­

s k a  J., K a s z p e r  W. (w d ruku ).
19. W i ś n i e w s k a - K n y p l  J.  M. ,  T r o j a n o w s k a  B., P i o t r o w s k i  J.  K.,  

J a b ł o ń s k a  J. K., (1972), A cta  B ioch im . Polon. 19, 11— 18.
20. P i o t r o w s k i  J.  K.,  B a l c e r s k a  I., (1974), IV  S ym pozjum  T oksykologiczne 

P T  F arm ako l., P oznań  (s treszczenia re fe ra tów ).
21. E v a n s  G.  W. ,  M a j o r s  P.  F.,  C o r n a t z e r  W. E., (1970), B iochem . B iophys. 

Res. C om m un., 40, 1142— 1148.
22. N o r d b e r g  G.  F., P i s c a t o r  M.,  L i n d  B., (1971), A cta  P harm acol. Toxicol.

29, 456—470.
23. P i o t r o w s k i  J.  K. ,  T r o j a n o w s k a  B., W i ś n i e w s k a - K n y p l  J.  M.,  

B o l a n o w s k a  W., (1973), w  M ercury , M ercu ria ls  an d  M ercap tan s, red . M. W. 
M iller, T. W. C larkson , C. C. T hom as P u b lish e r, S p ring fie ld  JU . s tr . 247—260.

24. W e s e r  K., D o n  a y F. i R u p  p  H., (1973), F E B S L e tte rs  32, 171— 174.
25. K  ä g i J . H. R., (1970), A bstr . In t. C ongr. B iochem . 8- th , IU B , s tr . 130.
26. W  i n g e D., R a j a g o p a 1 a n  K. V., (1972), Arch. B ioch. B iophys. 153, 755—762.
27. B r e m  n e r  J.,  D a v i e s  N. T ,  (1975), B iochem . J. 149, 733—738.

http://rcin.org.pl



[17] METALOTIONEINA 417

28. B ü h l  e r  R. H. O., K ä g i J . H. R , (1974), F E B S L e tte rs  39, 229—234.
29. S u d a  T. ,  H o r i u c h i  N.,  O g a  t a E., E z a w  a I., O t a k i  N.,  K i m u r a  M.,

(1974), F E B S L e tte rs  42, 23—26.
30. K i m u r a  M.,  O t a k i  N. ,  Y o s h i k i S . ,  S u z u k i  M.,  H o r i u c h i  N., S u ­

ci a T., (1974), A rch. B iochem . B iophys. 165, 340— 348.
31. E 11 m a n  G. L., (1958), A rch . B iochem . B iophys. 74, 443—450.
32. E 11 m  a n G. L., (1959), A rch . B iochem . B iophys. 82, 70—77.
33. B i t n y - S z l a c h t o  S., (1972), A cta  Polon. P harm . 29, 439— 446.
34. B e n e s c h R. R., L a r d y  H. A., B e n e s c h R., (1955), J. Biol. C hem . 216, 

663—670.
35. S o k o l o v s k i  G.,  P i l z  W. ,  W e s e r U ,  (1974), F E B S L e tte rs  48, 222—225.
36. P i o t r o w s k i  J.  K.,  B o l a n o w s k a  W., S a p o t  a A., (1973), A cta  Bioch. 

Polon. 20, 207— 215.
37. S a p o  t a  A.,  P i o t r o w s k i  J.  K.,  B a r a ń s k i  B., (1974), M ed. Pracy  25, 

129— 135.
38. Ż e l a z o w s k i  A.,  P i o t r o w s k i  J. K., (w d ruku).
39. W e b b  M., (1972), Biochem . Pharm acol. 21, 2751—2765.
40. T r o j a n o w s k a  B., P i o t r o w s k i  J. K., (1974), B rom at. C hem . T oksyko l.

7, 137— 142.
41. M o g i ł  n i  c k a  E. M.,  P i o t r o w s k i  J.  K.,  T r o j a n o w s k a  B., (1975), M ed. 

Pracy  26, 147— 155.
42. K  a s z p e r  W., P i o t r o w s k i  J.  K., M a r c i n i a k  W., (w druku).
43. W i ś n i e w s k a - K n y p l  J.  M.,  J a b ł o ń s k a  J., (1970), B ull. A cad. Pol. Sei. 

Ser. Biol. cl. II , 18, 321—327.
44. P i o t r o w s k i  J.  K. ,  T r o j a n o w s k a  B., S a p o t a  A., (1974), A rch . Toxicol.

32, 351—360.
45. S h a i k  h Z. A., L  u c i s O. J., (1972), A rch. E nviron . H ealth  24, 419—425.
46. W i ś n i e w s k a - K n y p l  J.  M„  J a b ł o ń s k a  J., M y ś l a k  Z., (1973), A rch. 

Toxicol. 28, 46—50.
47. P i s c a t o r  M., (1966), A rch . E n v iro n , H ea lth  12, 335—344.
48. N o r d  b e r g  G.  F.,  P i s c a t o r  M. ,  N o r d b e r g  M., (1971), A cta  P harm acol. 

(kbh) 30, 289—295.
49. N o r  d b e r  g G. F., (1971), E nviron . P hysio l. 1, 171— 187.
50. S h a i k h  Z. A., L u  c i s  O. J., (1972), A rch . E nviron . H ea lth  24, 410—418.
51. C h e n  R. W., W a g n  e r  P . A., H  o e k s t  r  a  W. G., G a n  t h e r  H. E., (1974), 

J . R eprod. F ert. 38, 293—306.
52. P i o t r o w s k i  J.  K. ,  T r o j a n o w s k a  B., W i ś n i e w s k a - K n y p l  J.  M.,  

B o l a n o w s k a  W., (1974), Toxico l. A pp l. Pharm acol. 27, 11— 19.
53. S y v e r  s e n T. L. M., (1975), A rch iv . E nviron. H ea lth  30, 158— 161.
54. S h a i k  h Z. A., L u c i s  O. J., (1970), Fed. Proc. 29, 298 (streszczenie).
55. C h e n  R.  W. ,  W h  a n g e r  P.  A.,  W e s w i g  P. H., (1975), B iochem . Med. 12, 

95— 105.
56. S h a i k h  Z. A.,  C o l e m a n  R.  L., L u c i s  O. J., (1973), T race  S ubstances in  

E n v iro n m en ta l H ea lth  (VII). P roceed ings 1~ lh A n n u a l C onference on T race  S u b ­
stances in  E n v iro n m en ta l H ea lth , U n iv ers ity  of M issouri.

57. W i ś n i e w s k a - K n y p l  J., (1975), II  Z jazd  Tow. M ed. P racy  (s treszczenia re ­
feratów ).

58. S q u i b b  K.  S., C o u s i n s  R. J., (1974), E nviron . P hysio l. B iochem . 4, 24—30.
59. P i o t r o w s k i  J . K., (1971), w  P roceed ings of th e  S pecial fo re ign  C u rren cy  

P ro g ram  Sym posium , D u brovn ik , s tr. 93— 136.
60. E 11 i s R. W., F a n g  S. C., (1971), Toxicol. A pp l. P harm acol. 20, 14—21.

http://rcin.org.pl



418 J. K. PIOTROWSKI I IN. [18]

61. F a n g  S. C., (1973), w  M ercury , M ercu ria ls  and M ercap tans, Ch. C. Thom as, 
P u b lish er, S p ring fie ld , USA, s tr. 277—293.

62. P i o t r o w s k i  J.,  B o l a n o w s k a  W. ,  T r o j a n o w s k a  B., S z e n d z i -  
k o w s k i  S., (1969), M ed. P racy  20, 589—599.

63. W e b b  M. ,  D a n i e l  M., (1975), C hem . B iol. In tera c tio n s  10, 269—276.
64. C h e n R. W., G a n t h e r  H.  E., H o e k s t r a  W. G., (1973), B iochem . B iophys. 

Res. C om m un., 51, 383—390.
65. R i c h a r d s  M.,  C o u s i n s  R. J., (1975), B iochem . B iophys. Res. C om m un . 64, 

1215— 1223.
66. W e b b  M., (1972), B iochem . P harm acol. 21. 2767—2771.
67. B r  e m  n  e r  L ., D a v i e s  N. T., M i 11 s C. F., (1973), B iochem . Soc. Trans. 1, 

982— 985.
68. D a v i e s  N.  T. ,  B r  e m  n e r  I., M i l l s  C. F., (1973), B iochem . Soc. Trans. 1, 

985— 988.
69. E v a n s  G.  F. ,  M y r o n  D. R., C o r  n  a t z e r  N. F., C o r  n a t z e r  W. E., 

(1970), A m . J. P hysio l. 218, 298—300.
70. G r e g o r i a d i s  G.,  S o u r k e s  T. L., (1967), Can. J. B iochem . 45, 1841— 1851.
71. L a l S . ,  S o u r k e s  T. L., (1971), Toxico l. A pp l. Pharm acol. 18, 562—572.
72. F e l d m a n  G.,  A b r a m o w i t z  C., S e r m i n i  H.,  R o u s s e l e t  M., (1972), 

Biol. G astrocentrol. 5, 37—45.
73. T e r a o T ,  O w e n  C h .  A., (1973), A m . J. P hysio l. 224, 682—686.
74. B r  e m  n e r  I., D a v i e s  N. T., (1974), B iochem . Soc. T rans. 2, 425—427.
75. B 1 o o m  e r  L. C., S o u r  k e s T. L., (1973), B iochem . M ed. 8, 78—91.
76. M o g i 1 n i c k  a E. M. (dane n ie  pub likow ane).
77. W i n g e D. R., P  r  e m  a k  u m  a r  R., W i 1 e y R. D., R a j a g o p a 1 a  n K. V., 

(1975), A rch. B iochem . B iophys. 170, 253—266.
78. P r e m a k u m a r  R.,  W i n g e  D. R.,  W i l e y  R.  D., R a j a g o p a l a n  K. V., 

(1975), A rch. B iochem . B iophys. 170, 267—277.
79. P r e m a k u m a r  R.,  W i n g e  D.  R.,  W i 1 e y R.  D., R a j a g o p a l a n  K. V.,

(1975), A rch . B iochem . B iophys. 170, 278—288.
80. R i o r  d a n  J . R., G o w  e r  I., (1975), B iochem . B iophys. Res. C om m un. 66, 678— 

686.
81. T e r a o  T., O w e n  C h. A., (1974), M ayo C V ric Proc. 49.
82. P i o t r o w s k i  J.  K.,  S z y m a ń s k a  J., (1976), J. Toxicol. E nviron . H ealth  

(w d ruku).
83. M o g i l n i c k a  E.  M.,  P i o t r o w s k i  J.  K. ,  T o m a s z e w s k i  A., B rom at. 

C hem . Tok.syk.ol., 9, 357— 360.
84. S z y m a ń s k a  J. ,  M o g i l n i c k a  E. M., K a s z p e r  W., B iochem . P harm a­

col. (w druku).
85. B o l a n o w s k a  W. ,  S a p o t a  A., (1975), B rom at. C hem . T o ksyko l. 8, 91— 98.
86. N o r d b e r g  G.  F.,  G o y e r  R. ,  N o r d b e r g  M., (1975), A rch . P athol. 99, 192— 

197.
87. P a r i z e k  J., (1975), J. E ndocrin. 15, 56— 60.
88. N o r d b e r g  G.  F. ,  P i s c a t o r  M., (1972), E nviron . P hysio l. B iochem . 2, 37—

49.
89. E v a n s  G. W., (1973), P hysiol. R ev. 53, 535—570.
90. M o g i l n i c k a  E., P i o t r o w s k i  J . K., (1972), M ed. P racy  23, 499—509.
91. S h a p i r o  J . R., M o r  e 11 A. G., S c h n e i b e r  g J . H., (1961), J. C lin. In ve s t.

40, 1081.
92. M o r e l i  A.  G.,  S h a p i r  o J.  R. ,  S c h e i n b e r g  J . H., (1961), w  W ilsons D i­

sease; Som e C u rre n t C oncepts. B lackw ell, O xford , s tr . 36. (cyt. za R io rdan  J . R., 
G ow er J., (1975). B iochem . B iophys. Res. C om m un . 66, 678— 686 (80)).

http://rcin.org.pl



[19] METALOTIONEINA 419

93. E v a n s  G.  W. ,  D u b o i s  R.  S., H a m b i d g e  A., (1973), Science  181, 1175— 
1176.

94. P o r t e r  H., (1964), A rch . N euro logy  11, 341—349.
95. P o r t e r  H., (1971), B iochem . B iophys. A c ta  229, 143— 154.
96. P o r t e r  H., (1974), B iochem . B iophys. Res. C om m un. 56, 661—668.
97. R u p p  H. ,  W e s e r  U., (1974), F E B S L e tte rs  44, 293—297.
98. L i n q u i s  t  R. R., (1967), A m er . J. P athol. 51, 471—478.

http://rcin.org.pl



Uwaga P.T. Autorzy.

OD PIER W SZEG O  ZESZY TU  23 TOM U P O STĘ P Ó W  B IO C H E M II” W PR O W A ­
DZAM Y ZW Y C ZA J R O ZPO CZY N A N IA  A RTY K U ŁU  OD RZECZOW EGO S P IS U  
T R E ŚC I. S P IS  W IN IE N  ZA PO W IA D A Ć  W SPO SÓ B  M ERYTO RY CZN Y  (N IE H A ­
SŁOW Y) TREŚĆ A RTY K U ŁU  PO C Z N A JĄ C  OD W STĘPU , P O PR Z E Z  RZECZOW E 
TY TU ŁY  RO ZD ZIA ŁÓ W  I PO D R O ZD ZIA ŁÓ W , PO  W N IO SK I KOŃCOW E.

R ED A K C JA

http://rcin.org.pl



SPRAWOZDANIE

X Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS) 

Paryż , 20— 25 lip iec 1975

O rgan iza to rem  Z jazdu  FEB S było F ran cu sk ie  T ow arzystw o  B iochem iczne. F u n k ­
cje honorow ych  p rezyden tów  Z jazdu  pełn ili P ro f. J . Roche i P rof. R. W urm ser. P re ­
zyden tem  Z jazdu  był P rof. J . P. Ebel.

Podczas sesji o tw arc ia  Z jazdu  P ro f. H. G. W ittm an n  z B erlina  Z achodniego zosta ł 
udek o ro w an y  m edalem  im. S ir H ansa  K reb sa  po czym  w ygłosił k u  Jego  czci w yk ład  
n a  te m a t „ S tru k tu ra  i fu n k c ja  rybosom ów ”. Ze w zględu  n a  n iezw ykle  obszerną te m a ­
ty k ę  Z jazdu  obrady  odbyw ały  się w  ram ach  ośm iu sym pozjów  i cz terech  kollokw iów . 
N ow ością w prow adzoną n a  om aw ianym  Z jeździe było p rzed staw ien ie  w szystk ich  
doniesień  w  fo rm ie  p laka tow ej. D la ud o stęp n ien ia  bezpośredniego  k o n ta k tu  pom ię­
dzy sp ec ja lis tam i zorganizow ano liczne d y sk u sje  okrąg łego  stołu.

T em aty k a  sym pozjów :
1. O rgan izacja  i rea lizac ja  genom u w  kom órkach  eukario tycznych ;
2. B iochem iczne m echanizm y różn icow an ia  w  kom órkach  p rokario tycznych ;
3. O rgan izacja  i rea lizac ja  genom u w irusów ;
4. T ran slac ja  genetyczna;
5. Enzym y;
6. B łony biologiczne;
7. N eurochem ia;
8. S ystem y tra n sp o rtu ją c e  e lek trony .

T em aty k a  kollokw iów :
1. R ecep tory  horm onów  i system y  p rzenoszące dzia łan ie  horm onów ;
2. M o leku larna  fa rm ako log ia  i po rów naw cze m echan izm y dzia łan ia  su b s tan c ji m u ta ­

gennych, rako tw órczych  i an ty rak o w y ch  na  DNA;
3. G rasica  i pośredn ik i kom órek  T;
4. M o leku larne  aspek ty  ew olucji.

Podczas sesji zam knięcia  P ro f. L. L. M. V an D eenen z U trech tu  w ygłosił obszer­
ny p rzeg lądow y w yk ład  p.t. „Od b łon  jed n o w ars tw o w y ch  do b łon b io logicznych”. 
W Z jeździe wzięło udzia ł około 2800 uczestn ików . W sk ład  delegacji po lsk iej w cho­
dziło 39 osób.

Sym pozjum  5 — E nzym y

W ram ach  tego sym pozjum  w ygłoszono 12 re fe ra tó w  i p rzedstaw iono  308 kom u­
n ika tów  (w form ie p laka tow ej). K o m u n ik a ty  podzielone by ły  tem atyczn ie  na  sze­
reg  sesji dotyczących now ych m etod  b ad an ia  enzym ów , ich budow y i m echanizm ów
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re a k c ji ze szczególnym  uw zględnien iem  u k ład ó w  w ieloenzym atycznych . Spośród  w y­
głoszonych re fe ra tó w  — cztery  pośw ięcono zastosow an iu  now ych m etod w  b ad an iach  
enzym ologicznych, a  m ianow icie  badan iom  m echan izm ów  reak c ji w  bardzo  n iskich  
te m p e ra tu ra c h  z używ an iem  w odnoorganicznych  m ieszan in  (re fe ra t w ygłoszony przez 
P . Douzon, F ran c ja ), zastosow an iu  jąd row ego  rezonansu  m agnetycznego  n a  p rz y k ła ­
dzie in te rak c ji try p sy n a  — in h ib ito r try p sy n y  (re fe ra t K. W ütrich , Z urych , S zw a j­
caria) i fosfory lazy  g likogenu  (re fe ra t S. J. W. B usby i w sp., O xford , A nglia). C zw ar­
ty m  z te j serii był re fe ra t S. S ha ltie la , (R ehovot, Izrael) dotyczący zasto sow an ia  chro­
m a to g ra fii hydrofobow ej na  S epharose  cn—x (gdzie x  =  H, N H 2, COOH itp . a n =  ilość 
a tom ów  w ęgla łań cu ch a  w ęglow odorow ego) do szybkiego i w ydajnego  oczyszczania 
b ia łek  enzym atycznych . W iększość pozostałych  doniesień  by ła  pośw ięcona zależności 
pom iędzy trzecio - i czw arto rzędow ą s t ru k tu rą  i fu n k c ją  enzym ów . (M. G oldberg , 
P a ry ż , F ran c ja ) na  p rzyk ładzie  k inazy  p irog ron ianow ej (B. H ess i w sp., D o rtm und , 
R FN ) i sy n te tazy  kw asów  tłuszczow ych z drożdży. (E. Schw eizer, E rlan g en , RFN). 
T en  o s ta tn i re fe ra t by ł k o n ty n u ac ją  ub iegłorocznego doniesienia. A u to r w y k aza ł na  
podstaw ie  b ad ań  genetycznych  (om aw iany kom pleks enzym atyczny  u drożdży je s t 
kodow any przez dw a różne loci), że p raw id ło w e funkc jonow an ie  enzym u zależy od 
zachow an ia  w łaśc iw ej budow y kom pleksu  zarów no  pod w zględem  ilościow ym  ja k  
i jakościow ym .

W  sesji p lak a to w e j około 15 doniesień  dotyczyło p rob lem u  b ad an ia  p ie rw szo - oraz 
d ru g o - i trzeciorzędow ej s tru k tu ry  enzym ów  ze szczególnym  uw zględn ien iem  m etod 
sp ek tro flu o ry m etry czn y ch , d y frak c ji p rom ien i X  o raz m agnetycznego  rezonansu  ją d ­
row ego. Ściśle zw iązana z poprzedn im  tem a tem  by ła  se s ja  pośw ięcona izolow aniu  
now ych enzym ów  w śród  k tó rych  w y ró żn ia ła  się p raca  dotycząca izolacji red u k tazy  
dw u h y d ro fo lian o w ej z Lactabacillu s casei opornego na  M e th o tre x a t z zasto sow a­
n iem  ch rom atog rafii pow inow actw a (L. J . In ty re  i wsp., C am bridge, A nglia). T. B a­
ran o w sk i i w sp. (W rocław , P olska) p rzed s taw ili p racę  do tyczącą izo low ania w postaci 
k ry s ta liczn e j dw u typów  k inazy  p iro g ro n ian o w ej z m ięśn i ludzkich .

N ow e m ożliw ości badaw cze u k azyw ał k o m u n ik a t H. N ilssona i K. M osbacha, 
(L und, Szw ecja) om aw ia jący  e lek tro d ę  enzym atyczną sporządzoną w  fo rm ie  roz tw o­
ru  enzym ów  i ko fak to ró w  u lokow anych  w  błon ie  celofanow ej. T ak a  e lek tro d a  za­
w ie ra ją c a  dehydrogenazę  g lu tam in ian o w ą i m elczanow ą o raz N AD  pozw ala  n a  m ie ­
rzen ie  g lu tam in ian u  i p iro g ro n ian u  w  stężen iach  0,1— l.OmM. M etodą um ożliw ia jącą  
p re p a ra ty k ę  enzym ów  n a  dużą sk a lę  je s t zastosow an ie  enzym ów  sprzężonych z noś­
n ik iem  np. b łoną  ko lagenow ą (J. M. B rillo u e t i w sp., V illeu rbanne , F ran c ja ). W iele 
don iesień  pośw ięconych było b ad an iu  m echan izm u  d z ia łan ia  cen tru m  ak tyw nego  
enzym ów  m etodam i k inetycznym i i te rm odynam icznym i z zastosow an iem  analogów  
su b s tra to w y ch  o raz p rzez m odyfikac ję  c en tru m  ak tyw nego  p rzy  użyciu  odpow ied­
n ich  su bstanc ji. O żyw ioną d yskusję  w zbudziło  doniesienie R.A. Jo h n  i w sp. (Rzym, 
W łochy), dotyczące n ie typow ej k in e ty k i re a k c ji ka ta lizo w an e j p rzez dehydrogenazę  
jab łczan o w ą i am in o tran sfe razę  asp a rag in ian o w ą . A uto rzy  sugerow ali, że enzym y te  
d z ia ła ją  w  sposób sprzężony, ta k  że szczaw iooctan  n ie  zo sta je  u w a ln ian y  do środo ­
w isk a  w  czasie reak c ji, a  je s t bezpośrednio  przenoszony n a  cen tru m  ak ty w n e  d ru ­
giego enzym u. L iczne don iesien ia  by ły  pośw ięcone w spó łdz ia łan iu  ligandów  ze sp e ­
cyficznym  b ia łk iem  np. u tlen o w an ą  hem oglob iną  lu b  cy tochrom em  c. In te re su ją c e  
rów n ież  było doniesien ie  om aw ia jące  in te ra k c ję  am in o tran sfe razy  asp a rag in ian o w ej 
z in h ib ito rem  dw ufluoroszczaw iooctanem  (R. E isen tha l, B ath , A nglia). Je d n ą  z n a j ­
b a rd z ie j in te resu jący ch  b y ła  n iew ątp liw ie  se s ja  pośw ięcona kom pleksom  w ieloenzy- 
m atycznym . C ztery  doniesien ia , w  ty m  jed n o  z P o lsk i (E. W ała jty s , A. B. W ojtczak , 
W arszaw a) dotyczyły reg u lac ji kom pleksu  dehydrogenazy  p iro g ro n ian o w ej p rzez  
fo sfo ry lac ję  — defosfo ry lac ję  b ia łk a  enzym atycznego  pod w p ływ em  różnych  czyn­
n ików  w  izolow anych m itochond riach  w ą tro b y  szczura. A u to rzy  su g eru ją , że kw asy
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tłuszczow e d z ia ła ją  na  proces in te rk o n w ers ji enzym u poprzez zm iany  w ew n ą trzm ito - 
chondria lnego  sto su n k u  A T P /A D P oraz N A D H /N A D  i acetyloC oA /CoA  (J. B a ten - 
bu rg , M. O lson, Tucson, USA). P odobny  m echanizm  reg u lac ji poprzez fo s fo ry lac ję  
i d e fo sfo ry lac ję  b ia łk a  p ro p o n u je  się d la  k inazy  p irog ron ianow ej (E. E igenb rod t, 
G ussen, RFN ) o raz  d la  fo s fo fru k to k in azy  (I. A. B rand , M. D. Soling, G o ttingen , R FN ) 
p rzy  czym  d la  tego ostatn iego  enzym u fo rm ą ak ty w n ą  je s t fo rm a  ufosfo ro low ana.

W ses ji pośw ięconej specyficznym  system om  enzym atycznym  om aw ianego  re g u ­
lac ję  ak tyw ności dehydrogenaz g lu tam in ian o w ej i izocy tryn ianow ej p rzez m ito ch o n - 
d ria ln y  p o ten c ja ł u tlen ian ia—re d u k c ji NAD i N A D P (J. R. W illiam son  i w sp., F ila ­
delfia , USA oraz C. M. S m ith  i w sp., F ilade lfia , USA). Pośród  pozostałych  don iesień  
c iekaw e było stw ierdzen ie  pow iązan ia  heksok inazy  z fra k c ją  b łon m itochond riów  
serca  szczura, ja k  to up rzedn io  stw ierdzono  w  m itochond riach  m ózgu (p racow nia
D. C. G au th e ro n , V illeu rbanne , F ran c ja ).

O sobne sekc je  om aw iały  reg u lac ję  ak tyw ności enzym ów  na poziom ie b iosyn tezy  
de novo , o raz zm iany  ak tyw ności zachodzące podczas różn icow an ia i rozw oju . B a­
d an ia  od n erw ian y ch  m ięśn i szk ieletow ych  szczura (V. S. Ily in , L en in g rad , Z SR R ) 
pozw oliły  na  stw ierdzen ie , że im pu lsy  nerw ow e d z ia ła ją  na  syn tezę  enzym ów  (k o n tro ­
low aną  przez genetyczny system  ją d e r  m ięśni szkieletow ych) n a  e tap ie  tra n sk ry p c ji. 
B adano  rów nież  kon tro lę  ak tyw ności enzym ów  m etabo lizu jących  glukozę w  zsynch ro ­
n izow anych  hodow lach  fib ro b las tó w  (M. F a rn a ra ro  i wsp., F lo renc ja , W łochy).

Sym pozjum  4 — M olekularne interakcje w  procesie genetycznej translacji

S ym pozjum  to obejm ow ało  9 re fe ra tó w  pośw ięconych tak im  zagadnien iom , ja k : 
s t ru k tu ra  i fu n k c ja  tR N A  i sy n te taz  am inoacylo-tR N A , różne asp ek ty  in ic jac ji 
i e longac ji łań cu ch a  polipep tydow ego, m od y fik ac ja  n iek tó ry ch  k om ponen t u k ła d u  
sy n te tyzu jącego  b iałko, in h ib ito ry  tran s la c ji. K luczow y p rob lem  b isyn tezy  ja k im  je s t  
s t ru k tu ra  i fu n k c ja  rybosom u nie w chodził w  sk ład  tem a ty k i sym pozjum . Z ag ad ­
n ien ia  te w yczerpu jąco  om ów ił W ittm an n  (B erlin  Z achodni) w  re fe rac ie  p len a rn y m  
w ygłoszonym  w  dn iu  o tw arc ia  Z jazdu .

W  naszym , może sub iek tyw nym , p rzek o n an iu  nie p rzedstaw iono  n a  S ym pozjum
4 w yn ików  b ad ań  zasługu jących  n a  m iano  w ażnych  odkryć  naukow ych , jak k o lw iek  
w iele  p rezen tow anych  w yn ików  w a rty c h  je s t bliższego om ów ienia. T ak  np. M arck e r 
i in n i (A rhus) p rzed s taw ili szereg  dow odów  w skazu jących  n a  w yraźne  różn ice po ­
m iędzy  p ro k ario ty czn y m i i eukario tycznym i u k ład am i sy n te ty zu jący m i b iałko . N ależą  
do n ich  p o tran sk ry p cy jn e  m odyfikac je  eu kario tycznych  m R N A  zw iązane n ie  ty lk o  
z do łączaniem  poliA  do końca 3’, a le  rów nież  m e ty lac ję  końca  5’ m RN A. Szczególne 
różn ice dotyczą p rocesu  in ic jac ji b iosyntezy  b ia łka . B ad a jąc  o rganizm y w yższe w y ­
k azan o  obecność szeregu czynników  in ic ju jący ch  nie  m ających  sw oich odpow iedn ików  
w  kom órkach  b ak te ry jn y ch . F u n k c ji poszczególnych czynników  in ic ju jących  u  ssaków  
pośw ięcony był re fe ra t S tache lina  i w sp . (Bazylea). W yizolow ano ogółem  6 czynników  
n iezbędnych  do u tw orzen ia  in  v itro  kom p leksu  in ic ju jącego . W ykazano, że obok 
G T P  rów nież A T P  je s t n iezbędny  w  ty m  procesie. F u n k c ja  tego o sta tn iego  je s t zw ią ­
zana  z p rzy łączan iem  m R N A  do m n ie jsze j p o d jednostk i rybosom ow ej. Szereg b a d a ń  
zd a je  się w skazyw ać n a  proces in ic jac ji syn tezy  b ia łk a  u  organ izm ów  w yższych ja k o  
m ie jsce  reg u lac ji tran s lac ji. Bosch (Leiden) om ów ił w  sw oim  re fe rac ie  zagadn ien ie  
sw o iste j se lekcji c is tronów  w  procesie  tra n s la c ji fagow ych RNA u E. coli. P rz e d s ta ­
w iono pew ne dow ody w skazu jące , że is to tn ą  ro lę  w  se lekcji c is tronów  m oże pe łn ić  
16S rR N A . U dało  się np. w ykazać, że tw orzy  on sp a ro w an e  frag m en ty  o ligonuk leo ty - 
dow e z p rzy łącza jącym  się do rybosom u  m EN A . Dość in te re su ją c a  je s t suges tia  ja ­
koby  energ ia  hydro lizy  G T P  p o trzeb n a  b y ła  do u w a ln ian ia  z rybosom u czynn i­
ków  IF-2 , E F -T u  i E F -G , a n ie  w  procesach  ka ta lizo w an y ch  przez  te  enzym y.
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V azquez (M adryt) p rzed s taw ił w y n ik i w ie lo le tn ich  b ad ań  nad  m echan izm em  dzia ła­
n ia  inh ib ito rów  tra n s la c ji na  poszczególne e ta p y  biosyntezy  b ia łk a  w  ty m  g łów nie na  
cen tru m  tran sfe razy  pep tydy low ej. C enną w a rto śc ią  b ad ań  au to ra  je s t m ożliw ość 
id en ty fik ac ji b ia łek  rybosom ow ych w chodzących  w  sk ład  różnych  cen tró w  ak ty w ­
nych rybosom u p rzy  jednoczesnej w e ry fik ac ji odnośnych danych  uzysk iw anych  
innym i m etodam i i p rzez inne  g ru p y  badaczy .

O rgan izacji genów  s tru k tu ra ln y c h  b ia łek  rybosom ow ych w  s tru k tu rz e  genom u
E. coli pośw ięcony by ł re fe ra t N om ury  (M adison). P rzy  pom ocy fagów  tra n sd u k u -  
jących  i innych  m etod  określono  w  p rzyb liżen iu  lokalizac ję  genów  b ia łek  rybosom o­
w ych w ykazu jąc  jednocześnie, że geny te  w y stęp u ją  w  fo rm ie  zg rupow anej a  nie 
rozproszonej w  różnych częściach genom u. C la rk  (A rhus) i K lug (C am bridge, A nglia) 
p rzed staw ili ak tu a ln e  zagadn ien ia  do tyczące zależności pom iędzy s t ru k tu rą  i fu n k c ją  
tRN A, k o n cen tru jąc  sw oją  u w ag ę  g łów nie n a  b ad an iach  k ry s ta liczn e j s t ru k tu ry  
tR N A pbe z drożdży. Z agadn ien ie  s tru k tu ry  p ie rw szo - i trzec io rzędow ej n iek tó ry ch  
sy n te taz  am inoacy lo -tR N A  było p rzed m io tem  re fe ra tu  H a rtley a  (Londyn). A u to r 
pośw ięcił także  w iele uw ag i o ligom erycznym  fo rm om  tych  enzym ów .

N owe podejśc ia  ek sp e ry m en ta ln e  w  b ad an ia ch  kom pleksów  sy n te taza  — tRN A  
i uzyskane re z u lta ty  nad  s t ru k tu rą  tak ich  kom pleksów  om ów ił S ch im m el (C am ­
bridge, USA). Z agadn ien iem  m echan izm u  enzym atycznej m e ty lac ji tR N A  i s t ru k ­
tu ra ln y m  aspek tom  ro zpoznaw an ia  tR N A  przez  odpow iednie  m ety lazy  by ł pośw ię­
cony re fe ra t B ayeva i w sp. (M oskwa), U zyskane w yn ik i sk ła n ia ją  do w niosku , że en ­
zym y te  n ie  rozpoznają  poszczególnych sek w en cji nuk leo tydow ych  tR N A  a raczej 
II I-rzęd o w ą  s t ru k tu rę  cząsteczki tRN A.

W arto  ponad to  dodać, że zagadn ien ia  p o ru szan e  w  re fe ra ta c h  sym pozja lnych  były 
p rzedm io tem  około 150 k o m u n ik a tó w  p rzed staw io n y ch  na  ses jach  p laka tow ych .

Sym pozjum  7 — N eurochem ia

Z agadn ien ia  neurochem iczne om aw iano  w  spec ja lnym  sym pozjum , podczas k o n ­
fe renc ji okrągłego sto łu  o raz w  trak c ie  p re z e n ta c ji k o m u n ik a tó w  w  sesji p lak a to w e j. 
Sym pozjum  7 pośw ięcone neu rochem ii odbyło  się w  ram ach  trzech  posiedzeń, na  
k tó rych  zgrom adzono re fe ren tó w  o m aw ia jący ch  zbliżone zagadn ien ia . S esji pośw ię­
conej om ów ieniu  neu ro m ed ia to ró w  p rzew odn iczy ł P rof. P. M andel z F ran c ji. On też  
p rzed s taw ił ciekaw e zagadn ien ie  do tyczące ew en tu a ln e j ro li ta u ry n y  ja k o  zw iązku
o m ożliw ym  dzia łan iu  m ed ia to ra  w  p rzew odn ic tw ie  nerw ow ym .

G iocobini z USA om ów ił w yn ik i b ad ań  nad  ew en tu a ln ą  ro lą  p ip ery d y n y  w  m ózgu 
zw ierząt. Tę b iogenną am inę  w y k ry w an o  w  śladow ych  lecz w y raźn ie  różnych  iloś­
ciach w  poszczególnych obszarach  m ózgu. A u to r re fe ra tu  n ie  w yk lucza  m ożliw ości, 
że zw iązek ten  m oże uczestn iczyć jak o  n eu ro m ed ia to r w  fu n k c ji u k ła d u  nerw ow ego. 
W te j części sym pozjum  n a  u w ag ę  zasłu g u je  obszerny re fe ra t  E. K w am m a i w sp. 
z Oslo o now ych N -podstaw ionych  p ep ty d ach  w  m ózgu. S tw ierdzono , że bezryboso- 
m ow y e k s tra k t tk a n k i m ózgow ej je s t w  s tan ie  syn te tyzow ać te  pep ty d y  w  obecności 
A T P  i inh ib ito ró w  biosyntezy  b ia łka . A c-A sp -p ep ty d  m oże zaw ierać  w  sw ej czą­
steczce GABA, ta u ry n ę  lub  h is tam in ę  co su g e ru je  jego udzia ł w  tw orzen iu  k o m p lek ­
sów  z n eu ro tran scen tram i.

D rugą sesję  sym pozjum  neurochem icznego  pośw ięcono w  całości cyk licznym  n u k - 
leotydom  w  uk ładzie  nerw ow ym . W ygłoszono w  sum ie pięć re fe ra tó w . Jed en  z p ie rw ­
szych re fe ra tó w  był P rof. P. G reen g ard  z USA. W oparc iu  o dośw iadczen ia  z k inazą  
p ro te inow ą ak ty w o w an ą  p rzez cA M P p rzed s taw ił koncepcję  u dz ia łu  tego u k ład u  
w  m echan iźm ie  tra n sm is ji syn ap ty czn e j. Pozosta łe  p rezen tac je  re fe ra tó w  z RFN, 
NRD, F ran c ji i USA  dotyczyły  szczegółow ych b ad ań  nad  m echan izm em  d z ia łan ia
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cyklicznych nuk leo tydów  w  recep to rach  s ia tków k i ja k  też udzia łu  k inazy  p ro te in o ­
w ej zależnej od cA M P w  k o n tro li syn tezy  hydroksy lazy  ty rozynow ej.

T rzecia  część sym pozjum , k tó re  odbyło się w spóln ie  z sym pozjum  n a  tem a t błon 
biologicznych pośw ięcona b y ła  g łów nie p rob lem atyce  b ia łkow ej. C h a rak te ry s ty k a  
specyficznych d la  tk an k i m ózgow ej b ia łek  z a jm u je  w iele  m iejsca  w  p racach  n eu ro - 
chem icznych. O prócz dobrze poznanych  b ia łek  ty p u  „S-100’ lub  „14-3-2” osta tn io  
zw rócono uw agę na  specyficzne b ia łk a  o c h a rak te rze  g likopro teidów . C h arak te ry s ty ce  
i ew en tu a ln e j fu n k c ji biologicznej specyficznego g likop ro te idu  GP-350 pośw ięcił sw ój 
re fe ra t  V an N ieuw  A m erongena (H olandia) o raz G. G om bos (F rancja) dotyczący 
g likop ro te idów  obszaru  synoptycznego. Z nany  sp ec ja lis ta  w  zakresie  b ia łek  zasado­
w ych  De E y le r z USA p rzed staw ił obszerny  re fe ra t n a  te m a t ch a ra k te ry s ty k i b ia łek  
zasadow ych w yodrębnionych  z b łon m yelinow ych .

K o m un ika ty  p rezen tow ane  w  ses ji p lak a to w e j obejm ow ały  tem a ty  zw iązane 
z: n eu ro tran sm ito ram i (14), s t ru k tu rą  i fu n k c ją  synap tyczną  (12), neurochem ią  sy ­
stem u  w idzen ia  (3), neu rochem ią  w  procesie  rozw ojow ym  (8) o raz  neurochem ią  
w  stan ach  patologicznych (6 kom unikatów ). P onad to  p ro b lem a ty k a  neurochem iczna 
rep rezen to w an a  była podczas dy sk u s ji okrąg łego  sto łu  na  tem a t: „M echanizm y 
m o lek u la rn e  n a  poziom ie synap to som ów ” . M odera to rem  te j dyskusji by ł P rof. P. M an- 
del z F ran c ji.

W po rów nan iu  z całością p ro b lem aty k i s tanow iącej p rzedm io t X  Z jazdu  FEBS, 
zagadn ien ia  neurochem iczne za jm ow ały  stosunkow o n iew iele  m iejsca. W dużej m ie ­
rze spow odow ane było to  odbyw ającym  się m iesiąc później w  B arcelon ie  Z jazdem  
M iędzynarodow ego T ow arzystw a N eurochem icznego.

Sym pozjum  6 i 8 — B iony biologiczne i u k ła d y  p rzenoszące e lek tro n y

N a sym pozja  te złożyło się 19 re fe ra tó w  i 238 doniesień  w  ses jach  p lakatow ych .
Spośród re fe ra tó w  pośw ięconych m echan izm ow i tw orzen ia  g rad ien tu  p o tenc ja łu  

n a  b łonach  biologicznych bardzo  c iekaw e by ty  d an e j p rezen to w an e  przez W. P. S k u - 
laczew a (M oskwa, ZSRR). A u to r om ów ił trw a ły  m odel sztucznej błony w  sk ład  k tó re j 
w chodzą kom pleksy  bak te rio ro d o p sy n y  z fosfo lip idam i lub  pro teo liposom am i i C a2+. 
M odel ten  służy do b ad an ia  m echan izm u  p rzep ły w u  e lek tronów  i p o w staw an ia  po­
ten c ja łu  tw orzonego przez biologiczne gen era to ry .

F. R acker, I tak a , USA p rzed s taw ił p racę  na  tem a t rek o n s ty tu c ji p rocesów  biolo­
gicznych zachodzących w  b łonie po rozb ic iu  je j d e te rg en tam i i p rzy  użyciu u l t r a ­
dźw ięków . P rzez zastosow anie odpow iedn ich  p ro ced u r je s t m ożliw e od tw orzen ie  
fu n kc jonow an ia  pom py p ro tonow ej, ok sy d acy jn e j fosfo ry lac ji, tra n sp o rtu  n u k leo ty ­
dów  adeninow ych  i fo sfo ranu  w  b łon ie  m ito ch o n d ria ln e j, pom py w apn iow ej sa rk o - 
p lazm atycznego  re tik u lu m  oraz pom py  sodow ej w  b łon ie  kom órkow ej. T ra n sp o r t 
w ap n ia  w  błonach sa rkop lazm atycznych  stan o w ił rów nież te m a t re fe ra tu  W. H as- 
se lbacha  (H eildelberg, RFN), k tó ry  om ów ił fu n k c je  b ia łkow ej kom ponen ty  b łony i je j 
in te ra k c ję  z lip idam i stanow iącą  is to tny  w a ru n e k  ak tyw ności enzym atycznej uk ładu . 
W spółzależność pom iędzy b ia łkam i i lip id am i w  b łonie m ito ch o n d ria ln e j by ła  rów nież  
b ad an a  m etodą rezonansu  sp inu  e lek tronow ego  (E.S.R.) z użyciem  znaczonych sp i- 
now o kw asów  tłuszczow ych. M iędzy in n y m i m etodą  tą  badano  tran slo k azę  n u k leo ty ­
dów  aden inow j h (P. F. D evaux , P aryż , F ran c ja ).

R efe ra ty  B. C hance’a o raz D. F. W ilsona  i w sp. (F iladelfia , USA) dostarczy ły  
now ych danych  dotyczących k in e ty k i, te rm o d y n am ik i i m echan izm u oddzia ływ a­
n ia  oksydazy cytochrom ow ej z tlen em  cząsteczkow ym . T. P. S inger (M adison, USA) 
p rzed s taw ił re fe ra t na  te m a t m ech an izm u  oddzia ływ an ia  flaw inow ych  p rzenośn i­
ków  e lek tronów  w reg ion ie  dehyd rogenazy  b u rsz ty n ian o w ej łańcucha  oddechow ego.
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Pozjazdow c sym pozjum  pośw ięcone w spółdziałaniu pom iędzy m itochondriam i 
i cytosolem  w  komórce

Sym pozjum  to odbyło się 26 lipca 1975 po zakończeniu  Z jazdu  FEBS. Z organizo­
w ało  je  F ran cu sk ie  T ow arzystw o  B iochem iczne oraz F ran cu sk a  G ru p a  B ioenerge­
tyczna . N a sym pozjum  złożyły się trzy  sesje  pośw ięcone n a jis to tn ie jszy m  p ro b le ­
m om  reg u lac ji m etabo lizm u  kom órkow ego. P on iew aż om aw iane  zag ad n ien ia  są 
ak tu a ln ie  p rzedm io tem  b ad ań  sesje  m iały  c h a ra k te r  dyskusy jny . O bczern ie  om aw iano  
tra n sp o r t m etabo litów  przez b łonę m ito ch o n d ria ln ą  (J. B. C happel, B risto l, A nglia) 
o raz  w ew nątrzk o m ó rk o w ą k o m p artm en tac ję  m etab o litó w  b ad an ą  po rozb ic iu  ko­
m ó rek  przez d ig iton inę  na  frak c ję  cytoso low ą o raz pe le t z aw ie ra jący  frag m en ty  
s t ru k tu r  subkom órkow ych  (P. F. Z uu rendonk , A m sterdam , H oland ia  i H. W. H eldt, 
M onachium , RFN). S tw ierdzono  m.in., że w iększość kom órkow ego acety lo -C oA  oraz 
d ługo łańcuchow e acylo-C oA  są zw iązane z osadem . T. B ucher, M onach ium , R FN  
w ygłosił re fe ra t pośw ięcony m ito ch o n d ria ln y m  i cytosolow ym  po ten c ja ło m  u tle ­
n ia n ia —red u k cji, a E. C. S la te r, A m ste rd am , H olandia, om ów ił w e w n ą trz  i ze- 
w n ą trzm ito ch o n d ria ln e  p o ten c ja ły  fosfo ry lacy jne . W iadom o, że w  no rm aln y ch  w a ­
ru n k ach  u  zw ierzą t po ten c ja ł u tle n ia n ia  red u k c ji cy tosolu  je s t b ard z ie j dodatn i, niż 
w  m itochondriach , n a to m ias t p o ten c ja ł fo s fo ry lacy jny  cytosolu  w ie lo k ro tn ie  p rze ­
w yższa p o ten c ja ł w ew n ą trzm ito ch o n d ria ln y . D ysku tow ano  m echan izm  tego z jaw isk a  
o raz  ro lę obu po tenc ja łów  w  reg u lac ji m e tabo lizm u  kom órkow ego. N a zakończenie 
J . R. W illiam son  om ów ił ro lę tra n sp o rtu  an ionów  przez b łonę m ito ch o n d ria ln ą . W y­
kaza ł on, że w  pew nych  w a ru n k ach  tr a n s p o r t  jab łczanu  lub  a -k e to g lu ta ra n u  m oże 
s tanow ić  czynnik  reg u lu jący  szybkość g lukoneogenezy  o raz  p ro d u k c ji m ocznika 
w  izolow anych hepatocy tach .

M e t a b o l i z m ;  w spó łdzia łan ie  m itochond riów  i cytosolu. W sesji p lak a to w e j 
pośw ięconej tem u  zagadn ien iu  zgrom adzono szereg  c iekaw ych  doniesień  na  tem a t 
w p ływ u  w ew nątrzkom órkow ych  w aru n k ó w  (stężen ia  jonów  i pH) n a  m etabo lizm  
(R. v an  der M eer i w sp., A m sterdam , H olandia). O m aw iano  rów nież  w p ływ  k w a ­
sów  tłuszczow ych na  tra n sp o r t m etab o litó w  i nuk leo tydów  aden inow ych  pom iędzy 
cytosolem  i m itochond riam i podczas g lukoneogenezy w  izolow anych  kom órkach  
w ą tro b y  szczura (T. P. A kerb room  i w sp., A m sterdam , H olandia). W ykazano , że 
w ew n ą trzm ito ch o n d ria ln y  s tosunek  acylo-C oA /C oA  je s t ściśle sko re low any  z pozio­
m em  glukoneogenezy. W pływ  kw asów  tłuszczow ych na  syn tezę  glukozy był te m a ­
tem  doniesień  M. J . G eelena i w sp., U trech t, H o land ia  (w izolow anych h ep a to cy ­
tach) o raz M. Jo m a in -B au m  i R. W. H ansona, F ilad e lfia , U SA  (p erfu n d o w an a  
w ątroba).

E. J . D avies i wsp., Ind ianapo lis , USA  p rzed s taw ił dane p rzem aw ia jące  za r e ­
gu lac ją  s te a d y -s ta te  zew n ą trzm itochond ria lnego  po ten c ja łu  fo sfo ry lac ji p rzez  p a l-  
m ity lo-C oA , k tó ry  h am u je  tran s lo k ac ję  n u k leo tydów  adeninow ych .

J. B ry ła  i J . Z alew ski, (W arszaw a, P o lska) p rzed staw ili p racę  dotyczącą rów - 
m em  glukoneuogenezy. W pływ  kw asów  tłuszczow ych na  g lukoneogenezę był tem a- 
norzędnego  udzia łu  m ito ch o n d ria ln e j i cy tosolow ej P E P  karb o k sy lazy  w  p rocesie  
g lukoneogenezy  zachodzącej w  izolow anych  h ep a tocy tach  k ró lika .

T. B o rko w sk i,
E. Gąsior,
E. W a la jty s .
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W. J. Ridgman “Experimentation in Biology — 
An Introduction to Design and Analysis”.

B lack ie  1975, L ondon, G lasgow .

B adacz w  zakresie  n au k  biologicznych sp o ty k a  się z dużą zm iennością in d y w i­
d u a ln ą  o raz bardzo  często z koniecznością sto sow an ia  p ró b ek  o m ałe j liczebności. 
O bydw a te czynniki n iesłychan ie  k o m p lik u ją  in te rp re ta c ję  w yn ików  i często zm u ­
s z a ją — jeśli nie stosu je  się odpow iednich  tes tów  sta ty stycznych  — do szukan ia  w  r a ­
m ach  pojedynczego ek sp e ry m en tu  odpow iedzi ty lko  n a  n a jp ro stsze  py tan ia . W  e fe k ­
cie, p rzy  b adan iu  b ardz ie j złożonego prob lem u, lub  n aw e t ty lko  oddz ia ływ an ia  
w ie lu  czynników  na podm iot ek sp ery m en tu , sto su je  się w ie lok ro tn ie  p o w ta rzan e  
dośw iadczen ia  cząsteczkow e. P o m ija jąc  naw e t fa k t k łopotów  łączen ia  w yn ików  ek s­
p e ry m en tó w  cząstkow ych w  spó jną  całość, ten  typ  postępow an ia  poch łan ia  znaczną 
ilość czasu i m a te ria łu  dośw iadczalnego. Z d rug ie j s trony , jeże li p rzep ro w ad za  się 
b ad an ia  w  sposób kom pleksow y, to bez pom ocy odpow iednich  m etod  m a tem a ty cz ­
nych  bardzo  ła tw o  część w niosków  przeoczyć lub  n aw et n iep raw id łow o  in te rp re to ­
w ać.

W ydaw ać by się mogło, że w  te j sy tu ac ji w łaśn ie  w  nau k ach  biologicznych po ­
w inno  rozw ijać się s ta ty styczne  op racow yw an ie  w yn ików  i p lanow an ie  dośw iadczeń. 
N ieste ty , trad y cy jn e , fenom enologiczne podejście d a je  o sobie znać w  tym , że w ie lu  
badaczy  p lan u je  sw oją p racę  n ie  za s tan aw ia jąc  się ja k  będzie analizow ało  w yn ik i, 
a re z u lta ty  szacu je  sto su jąc  ś redn ią , odchylen ie  s tan d a rd o w e  i te s t t-S tu d e n ta , bez 
w zględu czy je s t to p raw id łow e czy też nie. U żyw anie podstaw y  m ik ro sk o p u  jak o  
lin ijk i do k reskow an ia  słupków  p rzed staw ia jący ch  w yn ik i je s t ew iden tn ie  n ie p ra ­
w id łow e; n ies te ty  często w  ten  w łaśn ie  sposób tr a k tu je  się s ta ty s ty k ę .

N ajlep ie j sy tu ac ja  p rzed s taw ia  się tam , gdzie zarów no efek ty  b ad ań  zw iązane są 
bezpośrednio  z zastosow aniam i, a częstość ek sp e ry m en tó w  je s t d ras tyczn ie  o g ran i­
czona przez n a tu rę , a w ięc w  dośw iadczalnej hodow li ro ś lin  i zw ierząt. Z nalaz ło  to 
tak że  w yraz  w  książce W. J. R idgm ana  E xp er im en ta tio n  in  B iology, k tó ra  pom im o 
bardzo  ogólnego ty tu łu  je s t u s taw io n a  g łów nie pod ką tem  dośw iadczeń u p raw o w o -h o - 
dow lanych  chociaż p rezen tow ane  m etody  postępow an ia  d a ją  się ła tw o  przystosow ać 
do innych  typów  zagadnień. Ł atw ość ta  w  dużej m ierze w y n ik a  z w y ją tk o w ej czy te l­
ności i p ro s to ty  p rzeprow adzonych  w yw odów . Pom im o om aw ian ia  także  złożonych 
zagadnień , od czy te ln ika  w y m ag an a  je s t jedyn ie  znajom ość czterech  dzia łań  oraz  lo­
gicznego m yślenia. K siążkę tę  n ap isan o  w ta k i sposób aby m ógł ją  zrozum ieć każdy 
nie  posiadający  żadnych w iadom ości z zak resu  s ta ty s ty k i. Z tego w zględu au to r  
w p ro w ad za  i tłum aczy  stopniow o w szystk ie , n aw e t n a jb a rd z ie j podstaw ow e po jęc ia , 
i lu s tru je  je  odpow iednio d ob ranym i p rzy k ład am i liczbow ym i. P ierw sze  rozdziały  
pośw ięcone są p rob lem om  p ró b k o w an ia , defin iow an ia  h ipo tez zerow ych, stopn iom
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sw obody, różnym  m iarom  ten d en c ji c en tra ln y ch , w arian c ji, b łędow i s tan d a rd o w em u  
oraz w spółczynnikow i zm ienności. N astępn ie  a u to r  p rezen tu je  te s t t-S tu d e n ta  w  róż­
nych w a rian tach  w raz  z tw orzen iem  przedz ia łów  ufności, te s t F ish e r-B e h re n sa  oraz 
te s t U M an n -W hitney.

D alszą część książk i pośw ięcono dośw iadczeniom  z jed n y m  czynnik iem  w y stę ­
pu jącym  na  w ie lu  poziom ach lu b  też z w ie lom a czynnikam i. S ygna lizu jąc  ty lko  
p rob lem y dok ładn ie  om ów ione w  książce w ym ien ić  m ożna w ie low ym iarow ą a n a ­
lizę w a rian c ji z tes tem  D uncana, ana lizę  ty p u  2", gn iazdow ą, p rob lem  czynników  
losow ych i de te rm in is tycznych , w ie lom iany  o rtogonalne , re g re s ję  i k o re la c ję  jako  
szczególny p rzypadek  analizy  w a rian c ji, m etodę  u w ik łan ia , ana lizę  n ieo rto g o n a ln ą  
oraz analizę  k o w arian c ji. B ardzo cenną cechą je s t to, że a u to r  rów noleg le  z p re ­
zen tac ją  tes tów  p a ram etry czn y ch  p rzy tacza  odpow iednie do danego zag ad n ien ia  
tes ty  n iep a ram etry czn e  o m aw ia jąc  te s t W ikoxona, K ru sk a l—W allisa , F r ie d m a n n ’a 
i w spółczynnik  k o re lac ji K enda lla . N ie z ab rak ło  także  om ów ien ia m etod p lan o w an ia  
eksperym en tów  od klasycznego k w a d ra tu  łacińsk iego  do b ard z ie j złożonych m etod.

N a to m iast odczuw a się b ra k  tes tów  n a  zgodność o trzym anego  ro zk ładu  z te o re ­
tycznym . W. J. R idgm an  p o dk reś la  is to tność  spe łn ien ia  założen ia  o rozk ładz ie  n o r­
m alnym , ale  n aw e t k lasyczn ie  używ any  do tego  celu te s t jak im  je s t x2 je s t p rz e d s ta ­
w iony głów nie do b ad an ia  in te rak c ji. B rak  zupełn ie  szerokiej i bardzo  m ocnej k lasy  
tes tów  S m irn iv -K ołm ogorova, k tó re  są n iezw ykle  w ygodne nie ty lko  p rzy  b a d an iu  
zgodności rozk ładów  z teo re ty czn y m  (np. w a r ia n t te s t K o łm ogorova do b a d a n ia  n o r ­
m alności rozk ładu  — te s t L illiefo rsa), ale  tak że  do b ad an ia  is to tności różnic dw óch, 
lub  w ięcej g ru p  danych . B ra k u je  też om ów ien ia  m ożliw ości w stęp n e j tr a n s fo r ­
m acji danych. Z ostała  p o m in ię ta  m ożliw ość sko rygow an ia  ro zk ład u  danych  i zb liże­
n ia  go do rozk ładu  norm alnego  — np. p rzy  p ro cen tach  — oraz stosow anie m etody  re ­
g res ji jeś li typ  zależności n ie  je s t w ie lom ianow y lecz innego ty p u  np. l /x , a* lu b  x a. 
Oczywiście m ożem y aproksym ow ać  dany  ty p  zależności w ie lom ianam i, a le  często 
z p rzes łanek  teo re tycznych  lub  pop rzedn ich  b ad ań  w iadom o ja k i je s t ty p  k rzy w ej 
i p ro s ta  tra n sfo rm a c ja  danych  pozw ala na  z redukow an ie  p rob lem u  do re g re s ji li­
n iow ej. U m ożliw ia to n ie  ty lko  stosow an ie  znaczn ie  p rostszych  m etod  obliczeniow ych, 
a le rów nież osiąganie w iększej dok ładności ocen p a ram e tró w  p rzy  m n ie jsze j ilości 
pu n k tó w  zm iennej n iezależnej. W yjaśn ien ie  tych  prob lem ów  zaję łoby  zaledw ie  k ilk a  
s tron , a d la  osoby bez p odstaw  m atem aty czn y ch  stanow iłoby  to  w ie lką  pom oc.

Także, n a  tle  p rezen to w an y ch  bardzo  jasno  i zrozum iale  p rob lem ów , n ie d o s ta ­
tecznie w yraźn ie  zo stała  podk reś lona  m ożliw ość liczenia poszczególnych w a ria n c ji 
bezpośrednio  jak o  sum y k w ad ra tó w  odpow iedn ich  sum  cząstkow ych , a n ie  ty lko  m e­
todą Y a te s’a. W książce te j n ie  podano  szerszych tab lic , a  ty lko  ich frag m en ty  
i w  p rak ty ce  jako  n iezbędny  d o d a tek  do n ie j trzeb a  m ieć tab lice  s ta tystyczne .

Pow yższe zastrzeżen ia  nie u m n ie jsza ją  w arto śc i te j in te re su jące j k siążk i. C zy­
te ln ik  je s t stopniow o p ro w ad zan y  w  coraz tru d n ie jsze  zagadn ien ia , p rzy  czym  nie 
m usi dysponow ać p rak ty czn ie  żadną w iedzą  s ta ty sty czn ą  czy też  m a tem aty czn ą . 
W ielką za le tą  książki je s t je j zwięzłość. C ała  książka, pom im o szerokiego w ach la rza  
om aw ianych  prob lem ów , m a za ledw ie 223 stro n y  fo rm a tu  nieco m niejszego od A5 
i stanow i jed n ą  spó jną  całość ła tw ą  do p rzeczy tan ia  i z rozum ienia . T akże szerok ie  
stosow anie p rzyk ładów  liczbow ych, k tó re  n ie  ty lko  są szczegółowo an a lizow ane  od 
s trony  logicznej ale obliczane k ro k  po k ro k u , znacznie u ła tw ia  zrozum ien ie  p re z e n ­
tow anych  zagadnień.

T a n iezw ykle prosto , jasno  i zw ięźle n ap isan a  k siążka  d a je  m ożliw ość zapozna­
n ia  się n ie ty lko  z dobrze do b ran y m  zestaw em  testów , lecz rów n ież  z g en e ra ln y m i 
zasadam i p lan o w an ia  ek sp e ry m en tó w  i ze sposobam i m yślen ia  sta tystycznego . Z po­
w yższych w zględów  je s t ona  godna po lecen ia  zarów no stu d en to m  ja k  i p racow n ikom  
n au k i rep rezen tu jący m  cały  zak res n au k  biologicznych.

P a w eł J. J a s tre b o ffhttp://rcin.org.pl
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Wolfgang Wiessner “Bioenergetik bei Pflanzen”, 
VEB Gustav Fischer Verlag, Jena 1975,

s tr . 224, ryc. 55, schem atów  44, tab e l 22

„B ioenergetik  bei P flan zen ” je s t k o le jn ą  m onografią  z se rii „B auste ine  der m o- 
d e rn en  P hysio log ie” w y daw anej p rzez w y d aw n ic tw o  G. F ischer. K siążkę pośw ięcił 
a u to r  om ów ien iu  g łów nych e tapów  p rzek sz ta łcan ia  energ ii w  o rgan izm ach  roślinnych . 
P ie rw szym  je s t proces fo tosyntezy , tj. p rzek sz ta łcan ie  energ ii św ie tlne j w  energ ię  
chem iczną u tw orzonych  zw iązków  organicznych , d rug im  je s t w y tw arzan ie  energii 
w  w y n ik u  p rzeksz ta łceń  p ro d u k tó w  fo tosyn tezy  w  procesach  katabo licznych .

B ioenerge tykę  roślin  p rzed s taw ia  a u to r  w  6 rozdziałach :
1. H is to ria  b ad ań  nad  fo tosyn tezą , obliczen ia  zap o trzeb o w an ia  energetycznego , ro la 

N A D PH  i A T P ;
2. C ytologiczno-chem iczne podstaw y  fo tosyntezy . B udow a i sk ład  chem iczny ch lo ro ­

p lastów , b a rw n ik i w y stęp u jące  w  ch lo ro p lastach  i ich ro la  w  fo tosyntezie;
3. F izjo log ia  fo tosyntezy. Zależność p rocesu  od stężen ia  CO2, O2, soli m inera lnych , 

in tensyw nośc i i b arw y  św ia tła , w spółzależność dw u  re a k c ji św ie tlnych ;
4. B iofizyka fo tosyntezy. A bso rpcja  p ro m ien io w an ia , en e rg e ty k a  tego procesu , ro la  

różnych b a rw n ik ó w  w  abso rpc ji p ro m ien io w an ia  i p rzek sz ta łcan ia  energ ii;
5. B iochem ia fo tosyntezy. R eakcje  o k sy d acy jn o -red u k cy jn e , I i II  u k ład  fo tosyntezy 

i ich sk ładn ik i, fo sfo ry lac ja  cyk liczna  i n iecykliczna, teo ria  chem iczno-osm otycz- 
nego sp rzężen ia  tra n sp o rtu  e lek tro n ó w  i p ro tonów  z fo s fo ry lac ją , red u k c ja  C 0 2 
w  cyklu  C alv ina, dobow e w ah an ia  poziom u kw asów  organ icznych  w  roślinach  
g ruboszow atych , w łączanie  CO2 w  sz lak u  H atcha , S lacka  i K ortsch ak a ;

6. K atabo lizm  — fizjo logia oddychan ia , lo k a lizac ja  i p rzem ian y  w  kom órce drogi 
g liko litycznej, cyklu  kw asów  tró jk a rb o k sy lo w y ch , łań cu ch a  oddechow ego i oksy­
dacy jne j fosfory lacji. Z ak res w iadom ości zaw arty ch  w  ty m  rozdziale  o objętości 
30 s tro n  (1/6 całości książki) w  znacznym  s topn iu  po k ry w a  się z m a te ria łem  k u rsu  
podstaw ow ego w ielu  podręczn ików  biochem ii. C echu je  go p rzy  tym , ja k  i całą 
książkę duża zw ięzłość opisu co w ym aga  od czy te ln ika  do b re j znajom ości podstaw  
biochem ii. Z a le tą  tego rozdziału  je s t zg rupow an ie  i p o d k reś len ie  p rocesów  zacho­
dzących w  tk an k ach  roślin .

Proces fo tosyntezy, m im o ogrom nego znaczenia  b iologicznego nie zn a jd u je  od­
pow iedniego odzw iercied len ia  w  w iększości podręczników  b iochem ii, zarów no k ra jo ­
w ych  ja k  i zagran icznych . A u to rzy  podręczn ików  og ran icza ją  się naogół do p rzed s ta ­
w ien ia  reak c ji cyklu  C alv ina  i sch em atu  fo tosyn te tycznego  tra n sp o r tu  e lek tronów . 
„B ioenergetik  bei P flan zen ” je s t m o nografią , w  k tó re j p roces fo tosyntezy  p o tra k to ­
w ano  szczegółowo i w n ik liw ie. W ykorzystano  w  n ie j dane  dośw iadczalne do 1971 
o raz k ilkanaśc ie  pozycji l i te ra tu ry  z ro k u  1972. M ożna by łoby  w ięc oczekiw ać, że 
k ilk a  p rzy n a jm n ie j zagadn ień  będzie  p rzed s taw io n y ch  odpow iedn io  do poziom u w ie­
dzy w  tym  okresie. T ak  jed n ak  nie  je s t, gdyż a u to r  n ie  u n ik n ą ł k ilk u  przeoczeń, 
ta k  sp isu jąc  w łączan ie  C 0 2 w  cyk lu  C alv ina  (str. 139) po m in ą ł zupełn ie  dane  o m e­
chanizm ie reg u lac ji tego procesu, m im o, że były  one p rzedm io tem  w ielu  pu b lik ac ji 
o raz  tem a tem  re fe ra tu  J . A. B assh am a n a  I I  K ongresie  F o tosyn tezy  w  1971. Z opub­
likow anych  m a te ria łó w  tego K ongresu  A u to r k o rzy s ta ł p rzy  om aw ian iu  innych  za­
gadn ień . Początkow o uw ażano  w p raw d zie , na p o dstaw ie  zd jęć z m ik roskopu  e lek tro ­
now ego, że ch lo rop lasty  pochw  oko łow iązkow ych  w  ro ś lin ach  ty p u  C4 nie m a ją  
g ran  (str. 147), lecz w  ro k u  1971/72 u k aza ły  się p race  w yk azu jące , że ch lo rop lasty  te  
m im o b ra k u  w idocznych g ran  z aw ie ra ją  II  u k ład  fo tosyn tezy  i tw o rzą  N A D PH  i A TP, 
n iezbędne w  procesie red u k c ji C 0 2 w  cy k lu  C alv ina.

http://rcin.org.pl



430 RECENZJE

A uto r om aw ia ty lko  pow staw an ie  g liko lanu  z „ak tyw nego  a ldehydu  glikolo­
w ego” tw orzonego w  reak c ji k a ta lizow ane j p rzez tran sk e to lazę  (str. 149). W 1975 
ro k u  w iadom o już  było, że P -g lik o lan  a z niego g liko lan  m ogą pow staw ać z ry b u lo - 
zo -l,5 -d w u fo sfo ran u  w  reak c ji k a ta lizo w an e j p rzez oksygenazę ry b u lozo -l,5 -dw ufosfo - 
ran u . T ra n sp o r t m etabo litów  przez b łonę ch lo rop lastów  (str. 151) p rzedstaw iono  
w  sposób n iepełny  z szerszym  jedyn ie  om ów ieniem  tra n sp o rtu  A TP, o rto fo sfo ranu  
i kw asów  dw ukarboksy low ych , zachodzącego p rzy  udziale  odpow iednich  p rzenośn i­
ków .

U zupełn ien ia  tych b rak ó w  nie znalazły  się jed n ak  w  zam ieszczonym  na końcu 
k siążk i 2 stron icow ym  D odatku  om aw ia jącym  w yn ik i bad ań  z la t  1972 i 1973.

Przytoczone tu ta j  uw agi k ry tyczne  nie obn iża ją  oceny s ta ran n eg o  i rzeczow ego 
opracow an ia  m onografii. W skazu ją  ty lko , że szybki rozw ój b ad ań  w  te j dziedzinie 
sp ra w ia  w iele trudnośc i w  ich b ieżącym  p rzedstaw ien iu , szczególnie w  chw ili gdy 
książka  je s t już  p rzygo tow ana  do d ruku .

M onografia „B ioenergetik  bei P flan zen ” je s t dobrze z ilu stro w an a  ry su n k am i (55), 
sch em atam i reak c ji i cykli (44), tab e lam i (22). Z aw iera  w iele  ró w n ań  reak c ji i w zo­
rów  s tru k tu ra ln y c h  om aw ianych  zw iązków . P rzedstaw iony  m a te ria ł dośw iadczalny 
o b e jm u je  całość zogadnień zw iązanych  z b ioenerge tyką  ro ś lin  i z tego w zględu  za ­
sługu je  na  polecenie je j tym  w szystk im , k tó rzy  in te re su ją  się tą  tem aty k ą .

Z b ign iew  K aniuga

Metody instrumentalne w histochemii — Sympozjum organizowane przez 
Towarzystwo naukowe DDR zajmujące się zagadnieniami histochemii i mi­
kroskopii elektronowej, Lipsk, 5—8.III.1974.

A cta  H istochem ica, S up lem en t, XV, w yd. G ustav  F ischer, Je n a , 1975, s tro n  443.

D obrą tra d y c ją  red ak c ji czasopism a A cta  H istochem ica  s ta ł się zw yczaj w y ­
d aw an ia  sup lem en tów  obejm u jących  całość m a te ria łó w  dorocznych sym pozjów  o rg a ­
nizow anych  p rzez n iem ieckie  to w arzy stw a  naukow e za in te reso w an e  zagadn ien iam i 
h is tochem ii i m ik roskop ii e lek tronow ej. O sta tn i, XV tom  zaw iera  bogato  ilu s tro ­
w ane  m a te ria ły  sym pozjum  zorganizow anego w  m arcu  1974 r. w  L ipsku , przez T ow a­
rzystw o  H istochem ików  i M ikroskopii E lek tronow ej o raz p rzez O ddział F izjologii 
Z w ie rzą t T ow arzystw a Biologicznego NUD. T em atem  ob rad  były  m etody  in s tru m e n ­
ta ln e  u zu p e łn ia jące  k o n w encjona lne  m etody  stosow ane w  h istochem ii. O bjęto  n im i 
zarów no m etody  bad ań  in  v itro , — ja k  na  p rzyk ład  zapożyczone z p racow n i b ioche­
m icznych frak c jo n o w an e  w irow an ie , e lek tro fo reza  na  żelach po liak ry lam idow ych , 
ch rom atog rafia , s ta le  u doskona lana  m etoda van  D u ijn ’a analizy  su b s tan c ji zaw ie­
szonych w  b łonach m odelow ych, ja k  rów nież m etody  b ad ań  in  s itu  obe jm u jące  bez­
pośredn ią  lokalizac ję  różnych  zw iązków  w  kom órce. W tym  o sta tn im  p rzypadku , 
zgodnie z założeniem  sym pozjum , p rzedstaw iono  m ożliw ości zastosow an ia odpo­
w ied n ie j a p a ra tu ry  do sam ej de tekc ji tych  zw iązków  w  kom órce, o raz m ożliw ości 
ob iek tyw nej oceny w yników  uzyskanych  p rzy  pom ocy bardz ie j konw encjonalnych  
m etod . Z nalazły  tu  m iejsce p race  w ykonane przy  pom ocy tak ich  m etod , ja k  na p rz y ­
k ład  cy to fo tom etria , m ik roskop ia  p o la ry zacy jn a  : in te rfe re n c y jn a , b ad an ie  sk ład u  
chem icznego u ltrac ien k ich  sk raw k ó w  na  drodze analizy  em itow anego  przez n ie  
w id m a ren tgenow sk iego  w zbudzanego w  m ikroskop ie  e lek tronow ym  dzia łan iem  
w iązk i e lek tronów , ana liza  e lek tro n iczn a  obrazów  (fotogram ów ) re a k c ji cy tochem icz-
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nych, lu b  ana liza  procesu  m in e ra lizac ji tk an ek  p rzy  użyciu m etody  śledzenia  rezo­
n ansu  spinow ego. Tę o sta tn ią  m etodę opracow ano w spóln ie  w  In s ty tu c ie  B io s tru k tu ­
ry  i In s ty tu c ie  B adań  Jąd ro w y ch  w  W arszaw ie  — co je s t rzeczą szczególnie m iłą d la  
czy te ln ika  polskiego. O czyw iście n ie w szystk ie  p race  w y pełn ia jące  ten  443-stronicow y 
tom  o d p o w iad a ją  ściśle ty tu ło w i sym pozjum . W iele je s t tak ich , w  k tó rych  jedynym  
„ in s tru m en tem ” je s t m ik roskop  św ie tlny  lub  elek tronow y. N ieste ty  — podobnie, jak  
u nas, ta k  i w  NRD nie w szystk ie  p racow nie  cytochem iczne w yposażone są w  od­
pow iedn ią  a p a ra tu rę  pom iarow ą. Z arów no  cy to fo tom etry , ja k  i an a liza to ry  do k u ­
m en tac ji fo tograficznej, k tó re  pow inny  w chodzić w  sk ład  podstaw ow ego w yposażenia 
tego ty p u  p raco w n i spo tyka  się n ieczęsto. L e k tu rę  recenzow anego  tom u  uw ażam  w ięc 
za ty m  b ard z ie j pożyteczną d la  osób za in te reso w an y ch  b iologią kom órki, poniew aż 
obok in fo rm ac ji dotyczących sam ego m eritu m  op racow yw anych  zagadn ień  oraz ino- 
w acji m etodycznych  dostarcza  rów n ież  — pośredn io  — in fo rm ac ji m ów iących  o tym  
gdzie, k to , w  jak ie j p racow n i d an e  p rob lem y  rozw iązu je  i dane  m etody  w prow adza.

A. P rzelęcka

Biochemistry of Cell Walls and Membranes, red. C. F. Fox,

tom w ydany w  1975 r. przez Butterw orth and Co., Ltd przy w spółudziale M edical 
and T echnical Publishing Co., Ltd oraz U niversity Park Press, Baltim ore.

W spółczesność feno typow ych  i p ro life racy jn y ch  cech kom órek  i ich w łaściw ości 
im m unolog icznych  oraz dynam iczne j s tru k tu ry  b łon kom órkow ych  sp raw ia ją , że 
błonom  tym  p rzy p isu ją  n iek tó rzy  n iem al om n ip o ten tn ą  ro lę  w  ste ro w an iu  m e ta ­
bolizm em  kom órkow ym , a n aw e t w  pode jm ow an iu  decyzji czy w  kom órce rozpocznie 
się sy n teza  DNA p row adząca  do podzia łu  kom órki, czy też nie w  zależności od syg­
nałów , jak ie  kom órki o trzy m u ją  od środow iska  zew nętrznego  i od innych  kom órek.

Poszczególne w spom niane  tu  z jaw iska  i zależności p rzed s taw ia  książka: „B io­
chem ia ścian  i b łon kom órkow ych” s tanow iąca  d rug i tom  (str. 316) b iochem icznej 
se rii w y d aw n ic tw a  sery jnego  obejm u jącego  różne dziedziny chem ii i fizjologii (po­
ró w n aj recenzję  tom u „B iochem istry  of N ucleic A cids”, P ostępy  B iochem ii, (1975),
22, 113— 114). Z daniem  tom u opracow anego  pod red ak c ją  S. F. F oxa  z K alifo rn ijsk iego  
U n iw ersy te tu  w  Los A ngeles było dan ie  m ożliw ie pełnego obrazu  w iedzy o b łonach 
biologicznych, bez zbędnego je d n a k  p o w ta rzan ia  w ie lu  szczegółow ych in fo rm ac ji 
ju ż  opub likow anych  w  innych  m onografiach . Co w ięcej zarów no re d a k to r  tom u ja k  
i au to rzy  — w y b ran i spośród w ie lu  sp ec ja lis tó w  — dbali o to, by p rzed s taw ia jąc  n a j­
now sze osiągnięcia u jm ow ali je  z innego p u n k tu  w idzen ia  niż uczyniono to w  opub li­
kow anych  w cześniej m onografiach . Tom  zaw iera  n as tęp u jące  a rty k u ły :

1. B iochem ia endocytozy (E. D. K orn).
2. S elek tyw ność  cząsteczkow ych nośników , b łon  i enzym ów  w obec jonów  G. E ise- 

m an  i S. J . K rasne).
3. B łony stran sfo rm o w an y ch  k om órek  ssaków  (R. O. B rady  and  P. H. F ishm an).
4. R uchliw ość sk ładn ików  b łony  (F. Podo i J . K. Blasie).
5. O rien tac ja  m o lek u la rn a  b ia łek  w  b łonach  (W. T. M archesi).
6. R ola pow ierzchni w  p ro d u k c ji now ych kom órek  (A. B. P a rd ee  i E. R ozengurt).
7. B łony w  przew odzeniu  im pu lsów  nerw ow ych  (C. W. C o tm an  i W. B. Lewy).
8. In te rfe re n c ja  pen icy liny  i innych  an tyb io tyków  z procesam i syn tezy  ściany b a k ­

te ry jn e j (J. L. S trom inger).
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9. W ym iana b ia łek  b łonow ych (R. T. Schim ke).
10. T ran sp o rt p rzez b łony (W. E pstein).
11. Z m iany  faz w  u k ład ach  m odelow ych i b łonach  biologicznych (C. F. Fox). 

P rze jrzen ie  sp isu  treśc i i p rzedm ow y re d a k to ra  n asu w a  p y tan ie  czym się k ie row ał
szeregu jąc  a rty k u ły  skoro  czyte ln ikow i zaleca ich czy tan ie  z zupełn ie  in n e j k o le j­
ności. R adzi on m ianow icie  ze w zględów  dydak tycznych  p rzeczytać n a jp rzó d  roz­
działy, k tó re  om aw ia ją  ogólną organ izację , sk ład  i dynam iczność o rg an izac ji błon 
biologicznych (rozdz. 5. 11, 4 i 9), później rozdziały  tra k tu ją c e  o tran sp o rc ie  przez 
b łony  (2, 10 i 8), n astęp n ie  rozdział o endocytozie (1) p rzed  op isu jącym  znaczenie  
b łon  w  przew odn ic tw ie  im pulsów  nerw ow ych  (7), a w reszcie  rozdziały  m ów iące o ro ­
li b łon kom órkow ych  w  reg u lac ji podziałów  kom órkow ych  (3 i 6).

Z godnie z założeniam i w ydaw n ic tw a  tom  „B iochem ia ścian  i b łon kom ó rk o w y ch ” 
o m aw ia  w szechstronn ie  i k ry tyczn ie  bieżący postęp  w  te j dziedzinie w iedzy a sy n te ­
tyczna  fo rm a re lac ji pow oduje, że książka  je s t k o m u n ik a ty w n a  a je j le k tu ra  p o rząd ­
k u ją c  w iadom ości czy te ln ika  sp raw ia  m u  przyjem ność . J e s t to jed n ak  k siążka  w y m a ­
g a jąca  od czy te ln ika  p rzygo tow an ia  zarów no w  zakresie  b iochem ii ja k  i b iologii k o ­
m órk i i przeznaczona je s t d la  naukow ców  p racu jący ch  w łaśn ie  w  tych dziedzinach.

Z. Z ie liń ska
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W ARUNKI PR E N U M E R A T Y  

Cena prenumeraty krajowej

półrocznie zł 40.— 
rocznie zł 80.—

P re n u m e ra tę  k ra jo w ą  p rz y jm u ją  O ddziały  RSW  „ P ra sa —K siążka—R u ch ” oraz  u rz ę ­
dy  pocztow e i do ręczycie le  w  te rm in ach :
— do d n ia  25 lis to p ad a  n a  styczeń, I-szy  k w a rta ł , I-sze  półrocze ro k u  n astępnego  

i n a  ca ły  ro k  n astęp n y ,
— do d n ia  10 m iesiąca  pop rzedzającego  okres p re n u m e ra ty  na  pozostałe ok resy  ro k u  

bieżącego.

Jed n o s tk i gospodark i uspo łeczn ionej, in s ty tu c je  i o rgan izac je  spo łeczno-po lityczne  
sk ła d a ją  zam ów ien ia  w  m iejscow ych  O ddzia łach  RSW  „ P ra sa  — K siążka  — R u ch ”. 
Z ak ład y  p racy  w  m iejscow aśc iach , w  k tó ry ch  n ie  m a O ddziałów  RSW  oraz  p re n u ­
m era to rzy  in d y w id u a ln i, zam a w ia ją  p re n u m e ra tę  w  u rzęd ach  pocztow ych lu b  u  do­
ręczycieli.

P re n u m e ra tę  ze z lecen iem  w y sy łk i za g ran icę , k tó ra  je s t o 50% droższa od p re n u ­
m e ra ty  k ra jo w e j, p rz y jm u je  RSW  „ P ra sa  — K siążka  — R u ch ”, C e n tra la  K o lpo rtażu  
P ra sy  i W ydaw nictw , u l. T ow arow a 28, 00-958 W arszaw a, k o n to  P K O  n r  1531-71 
w  te rm in a c h  podanych  d la  p re n u m e ra ty  k ra jo w e j.

B ieżące i a rch iw a ln e  n u m ery  m ożna n abyć  lu b  zam ów ić w e W zorcow ni W ydaw nictw  
N aukow ych  P A N -O sso lineum -P W N , P a łac  K u ltu ry  i N au k i (w ysoki p a rte r)  
00-901 W arszaw a o raz  w  k s ięg a rn ia ch  nau k o w y ch  „D om u K siążk i”.

A su b sc rip tio n  o rd e r s ta tin g  th e  perio d  of tim e, a long  w ith  th e  su b sc rib e r’s n am e 
and  a d d re ss  can be se n t to your su b sc rip tio n  ag en t or d irec tly  to  F o re ign  T rad e  E n ­
te rp r is e  A rs P o lona—R uch, 00-068 W arszaw a, 7 K rak o w sk ie  P rzedm ieśc ie , P. O. 
B ox 1001, P o land . P lea se  send  p ay m en ts  to th e  accoun t of A rs P o lona—R uch in  B ank  
H an d lo w y  S. A., 7 T ra u g u tt S tree t, 00-067 W arszaw a, P o land .
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Piśm ienn ic tw o : W  a rty k u le  należy cy tow ać p race  o ryg ina lne  z o s ta t­
n ich  k ilk u  la t o raz n a jw ażn ie jsze  a r ty k u ły  p rzeg lądow e om aw iające 
p rzed staw io n ą  dziedzinę z uw zg lędn ien iem  a rty k u łó w  opublikow anych  
w  „Postępach  B iochem ii”. W tekście  należy podaw ać jedyn ie  nazw is­
k a  badaczy, k tó rych  p race  m a ją  podstaw ow e znaczenie  w  p rzed staw ian e j 
dziedzinie. O m aw iane p race  trzeb a  n um erow ać w  ko lejności ich cy to w a­
n ia  w tekście. W ykaz p iśm ienn ic tw a  za tem  o b e jm u je  p race  opatrzone k o ­
le jn y m i n u m eram i, ale nie up o rząd k o w an e  a lfabetyczn ie . O dnośniki b i­
b liog raficzne  w inny  m ieć fo rm ę za lecaną  przez K om isję  W ydaw ców  C za­
sopism  B iochem icznych M iędzynarodow ej U nii B iochem icznej (IUB) w e­
dług B iochim . B iophys. A cta , (1972), 276, (1) np.:

P isp a  J. P., B uchanan  F. M., (1971), B iochim . B iophys. A cta , 247, 
181— 184.

C y tu jąc  w y daw n ic tw a  książkow e podaw ać należy  ko lejno : nazw isko(a) 
in ic ja ły  autor(ów ), rok  w ydan ia , ty tu ł książk i, nazw isko(a) i in ic ja ły  
je j redak to rów (a), tom , p ierw szą  i o s ta tn ią  stro n ę  cy tow anej pub likacji, 
nazw ę w y daw n ic tw a  oraz m iejsce w y daw an ia , np.

D ixon M., W ebb E. C., (1964), Enzym es, 2 w yd., s tr . 565, L ongm ans 
G reen and  Co, L ondon;

G ra n t J . K., (1969) w Essays in B iochem istry , red . C am pbell P. N., 
G rev ille  G. D., t. 5, s tr . 1—58, A cadem ic P ress, London 

Z ałączn ik i: K ażdy za łączn ik  należy sporządzić w  2 egzem plarzach  na 
oddzielnych k a rtk ach  i opatrzyć  ko le jnym  n u m erem  odpow iadającym  
num erow i uży tem u w  tekście, o raz  oznaczyć (na górze stron icy  o łów ­
kiem ) nazw isk iem  1-ego au to ra  i początkow ym i w yrazam i ty tu łu  pracy.

T abe le  należy ko lejno  n um erow ać cy fram i arab sk im i. T y tu ł tabeli 
i nag łów ki ru b ry k  w inny  jasn o  op isyw ać ich treść , zaznaczając z jak ich  
(jak iej) prac(y) pochodzą in fo rm ac je  podane w  tabeli.

R yciny tj. w ykresy , ry sunk i, schem aty  lub  fo to g rafie  należy opatrzyć  
n u m erac ją  w  kolejności ich om ów ien ia w  tekście. P rzy jm u je  się zasadę 
n u m erac ji ryc in  cy fram i arab sk im i, a w zory cy fram i rzym skim i. F o to ­
g ra fie  czarn o -b ia łe  (kon trastow e) pow inny  być w y k o n an e  na pap ierze  
m atow ym . P ozostałe  ryciny  należy w ykonać tuszem  na b ia łym  pap ierze  
lub  na  kalce technicznej. W ym iar ryciny  n ie  pow in ien  być m niejszy  niż 
10X15 cm, a nan iesione lin ie  nie pow inny  być cieńsze niż 1 m m . R am ki 
u jm u jące  w ykresy  m ożna w ykonać lin ią  cieńszą niż lin ie  w łaściw e w y­
k resu . C yfry  i lite ry  służące do opisu ry su n k u  pow inny  m ieć w ysokość 
nie m nie jszą  niż 5 m m . N a ry su n k ach  nie należy um ieszczać opisów  
słow nych , lecz posług iw ać się sk ró tam i. O sie w ykresów  n a tom ias t w in ­
ny być opatrzone nap isem  ła tw o  zrozum iałym . Dla oznaczenia pu n k tó w  
dośw iadczalnych  m ożna stosow ać n a s tęp u jące  sym bole: A □ O A ® •  
R ycinę należy  opatrzyć na odw rocie oznaczeniem  „góra” i „dół” (ołów ­
kiem ). O sto p n iu  zm nie jszen ia  ry c in y  w  d ru k u  decydu je  w ydaw ca.

P odp isy  i o b jaśn ien ia  pod ry c in am i pow inny  być dołączone na  o d ­
dzielnej k artce . O znaczenia, k tó ry ch  nie  m ożna w pisać na m aszynie, 
należy w y raźn ie  nan ieść czarnym  tuszem .

Ze w zględu  na w ew n ę trzn ą  spoistość a r ty k u łu  zaleca się au to rom  
k o n stru o w an ie  o ryg ina lnych  ry su n k ó w  i zbiorczych tab e l na podstaw ie  
danych  z p iśm ienn ic tw a . P ra w ie  w szystk ie  czasopism a zastrzega ją  sobie 
w yłączność d ru k u  p rac  w raz  z ich d o k u m en tac ją  (C opyrigh t). P rzed  w łą ­
czeniem  tabel, w yk resów  czy schem atów  do a r ty k u łu  przeznaczonego do 
p u b lik ac ji w P ostępach B iochem ii należy uzyskać zgodę na p rzed ru k
i p rzedłożyć ją  R edakcji.

R ed ak c ja  p rosi o w łaśc iw e p akow an ie  a rty k u łó w  aby zabezpieczyć 
m aszynopisy  i ilu s tra c je  p rzed  pogięciem .
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