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Pamieci
Profesora dr hab. Witolda Brzeskiego

ZBIGNIEW KANIUGA *>

Regulacja wigczania C02 w procesie fotosyntezy**

Regulatory Mechanisms in Photosynthetic Fixation of C02

W koncu lat 50-tych, gdy znano juz cykl Calvina i wykrytg przez Amo-
na synteze ATP i NADPH w izolowanych chloroplastach, mogto sie wy-
dawac, ze proces fotosyntezy zostat juz w zasadzie wyjasniony. Wkrotce
jednak ten optymizm okazat sie przedwczesny. Ostatnie dziesieciolecie do-
starczyto bowiem wielu niezwykle istotnych odkry¢ dotyczacych procesu
fotosyntezy. W okresie tym wykryto u pewnych roslin bardzo wydajny
mechanizm wigczania C02 uzyskano interesujgce dane dotyczace transpor-
tu metabolitdw przez btone chloroplastu, mechanizmu regulacji cyklu Cal-
vina oraz utraty C02w procesie fotooddychania. O intensywnoS$ci badan
wykonanych w latach 1965—75 moga $wiadczy¢ liczne opracowania prze-
gladowe opublikowane w ostatnich pieciu latach. | tak oprocz artykutéw
og6lnych omawiajgcych droge wegla w fotosyntezie (1—9, 12), inne doty-
czyly w catosci lub w znacznej czesci transportu metabolitow przez bto-
ne chloroplastéw (100, 11), wystepowania w pewnych roslinach mechaniz-
mu wigczania C02nowym szlakiem opisanym przez Hatch a Slack a,
i Kortschacka (1, 12, 13), zaleznosci miedzy budowg anatomiczng
lisci a typem procesu fotosyntezy (14—16), ekologicznych aspektdéw tego
procesu (17), badania regulacji wiaczania COz w cyklu Calvina (18—20),

# Prof. dr hab., Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Zwirki i Wigury 93,
02-089 Warszawa.

**) Referat sympozjalny wygtoszony na XIIl Zjezdzie Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, Torun, 4—7 wrzesief, 1975 r.

Wykaz stosowanych skrétow: 3-PGA — 3-fosfoglicerynian; G-3-P — aldehyd 3-fo-
sfoglicerynowy;" DHAP — fosforan dwuhydroksyacetonu; E.-5P—rybozo-5-fosforan;
Ru-5P —rybulozo-5-fosforan; Xu-5P — ksylulozo-5-fosforan; RuDP —rybulozo-1,5-
-dwufosforan, 6-1P — glukozo-I-fosforan; G-6P — glukozo-6-fosforan; F-6P — frukto-
zo-6-fosforan; FDP — fruktozo-I®B-dwufosforan; 6-PGlu — 6-fosfoglukonian; S-7P —
sedoheptulozo-7-fosforan; SDP — sedoheptulozo-I,7-dwufosforan; PEP — fosfoenolopi-
rogronian; Pi— ortofosforan; DHE-TPP — pirofosforan 1,2-dwuhydroksyetylotiaminy.
Witamina K5— 4-amino-2-metylo-l-naftochinon.
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wiasciwosci karboksylazy RuDP (21—23), zjawiska fotooddychania (24—
27), powodujacego w niektérych przypadkach do 50°0 strat wigczonego
C02 biosyntezy glikolanu (5, 9, 26, 27) — gtéwnego prekursora C02w tym
procesie, a takze wptywu tlenu na fotosynteze (28).

W niniejszym artykule zostang przedstawione cztery gtéwne zagad-
nienia zwigzane z regulacjg wiaczania C02w procesie fotosyntezy i strat
CO02w wyniku fotooddychania.

I. Transport metabolitow, koenzymow i jondw przez
btone chloroplastu

I-1. Preparaty izolowanych chloroplastéw

Badania na przemieszczaniem sie metabolitéw fotosyntezy i oddy-
chania przez podwojng btone zwang ostonka chloroplastu rozpoczety sie
w potowie lat sze$édziesigtych w wyniku opracowania metod izolowania
nieuszkodzonych chloroplastéw (29—31). Preparaty chloroplastéw otrzy-
mane poprzednimi metodami, mimo katalizowania fosforylacji fotosynte-
tycznej nie wigczaly CO02 zupetnie lub tylko w niewielkim stopniu
(2—3|xmole/mg chlorofilu/godz.). Okazato sie .bowiem, ze czynnikiem wa-
runkujgcym zachowanie ostonki chloroplastéw jest odpowiednie $rodo-
wisko izolacyjne, ktérego gtéwnym skiadnikiem jest izotoniczny roztwor
sacharozy (30, 31), mannitolu lub sorbitolu (32, 33). Dzieki wprowadzonym
zmianom izolowane chloroplasty asymilowaty C02 z szybkoscig ponad
100i"moli/mg chlorofilu/godz. (30, 34). Poddanie takich chloroplastéw szo-
kowi osmotycznemu pozbawia je ostonki (33, 35) i powoduje prawie cat-
kowitg utrate zdolnosci wiaczania C02 (35) i zwigzanego z tym wydziela-
nia tlenu (36). Szok osmotyczny uniemozliwia réwniez wydzielanie tlenu,
gdy substratem jest dodany 3-fosfoglicerynian (36). Uzyskanie preparatdw
chloroplastow w 100% nieuszkodzonych jest prawie niemozliwe, tatwiej
natomiast otrzymaé preparat chloroplastow catkowicie pozbawionych
ostonki. Z tych wzgledéw zaproponowano kryteria jakosci (37, 38) okres$la-
jace preparaty o znacznej liczbie chloroplastéw nienaruszonych jako pre-
paraty klasy A (lub I) oraz o zmiennym stosunku uszkodzonych jako kla-
sy B (lub II) oraz pozbawionych ostonki jako preparaty klasy C (lub I1I).
Preparaty chloroplastow klasy C nie wiaczajg COz i nie wydzielajg tlenu
spowodowanego wigczaniem COz lub przemianami egzogennego 3-PGA,
katalizujg natomiast fosforylacje fotosyntetyczng i wydzielanie tlenu zwia-
zane z transportem elektrondw.

Obserwacje te wskazywaty na istotne znaczenie nienaruszonej struk-
tury podwdjnej btony chloroplastow, ktéra wybidrczo przepuszcza nie-
ktore metabolity a nie przepuszcza innych, co ma podstawowe znaczenie
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w regulacji fotosyntetycznego wigczania C02 Regulacja ta dotyczy mie-
dzy innymi mechanizméw, pozwalajagcych w sposéb posredni okresla¢
przemieszczanie niektérych metabolitbw przez bione chloroplastéw.

1-2. Metody badania transportu

Badania nad translokacjg metabolitéw przez btone chloroplastéw staty
sie mozliwe dzieki opracowaniu wielu metod umozliwiajagcych ilosciowe
Sledzenie tego procesu (10). Metody te mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze
grupy. Metody pierwszej grupy polegaja na badaniu rozmieszczenia i prze-
mieszczania sie zwigzkéw in vivo z zastosowaniem frakcjonowania skiad-
nikéw komérki w srodowisku niewodnym, a nastepnie kinetycznych po-
miarach poziomu substratow i ich rozmieszczenia (39—41) wzglednie Ki-
netycznych pomiarach rozmieszczenia zwigzkéw znacznikowych (41—43).
Nalezg tu réwniez metody polegajace na frakcjonowaniu sktadnikéw ko-
morki w srodowisku wodnym i pomiarze ilosci badanych zwigzkéw w nie-
naruszonych chloroplastach po szybkim ich wyizolowaniu (44). Metody
drugiej grupy polegajg na badaniu rozmieszczenia metabolitdw i ich prze-
mieszczania sie in vitro, badZz w spos6b bezposredni i zastosowaniu chlo-
roplastéw wyizolowanych w $rodowisku wodnym i oznaczeniu rozmiesz-
czenia metabolitdw lub zwigzkéw znacznikowych we frakcji chloropla-
stowej i w Srodowisku (45, 46), badz w sposéb posredni badajac reakcje
metaboliczng chloroplastow na dodanie odpowiednich metabolitéw (6, 11,
23, 47). Przeglad i krytyczng ocene przydatnoSci wymienionych metod
podajg Heber (10) i Wa lk er (11).

Tabela 1

Zawartos¢ znakowanych metabolitow we frakcji chloroplastowej i rozpuszczalnej po 3 i 7 minutach
fotosyntezy z zastosowaniem 14CO2 (45)

Stosunek zawarto$ci metabolitu supernatant/

Metabolit 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 zwigzek tatwo przenika przez btone chloroplastu, wowczas wartosci stosunku beda wysokie, jesli za$ prze-
nika stabo wartosci stosunku beda niskie.
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Izolowanie chloroplastow w S$rodowisku niewodnym rozwiniete przez
Stockinga (3la 43) i Hebera (39) polega na podawaniu lisciom
UC02 zamrazaniu ich w ciektym powietrzu i fracjonowaniu w niewod-
nym Srodowisku aby zapobiec wyptywaniu z chloroplastéw (i innych or-
ganelli) zwigzkéw rozpuszczalnych w wodzie. Technika rozwinigeta w la-
boratorium Calvina a nastepnie zastosowana przez Basshama (45) do
chloroplastéw polega na krotkiej fotosyntezie w atmosferze 4COz i ba-
daniu rozmieszczenia znakowanych metabolitow we frakcjach rozpuszczal-
nej i chloroplastowej za pomocg analizy chromatograficznej. Wyniki ta-
kich oznaczen podaje tabela 1

Heldt (46, 48) zastosowat do chloroplastow technike bezposrednich
pomiaréw znakowanych zwigzkéw, stosowang uprzednio do mitochond-
ribw. Polega ona na inkubacji chloroplastow z radioaktywnymi zwigzka-
mi i wirowaniu przez olej silikonowy w celu usuniecia nie pobranego przez
chloroplast znakowanego zwigzku. Chloroplasty mozna nastepnie prze-
nies¢ do nowego $rodowiska i w ten sposob badaé przenikanie metabolitow

do chloroplastow lub ich wyptywanie z tych organelli. 1
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Przyktadem metod posrednich stosowanych w badaniach transportu
metabolitow jest oznaczanie czasu skracania indukcji przez dodany po-
$rednik cyklu Calvina (2, 6, 11, 23) (Ryc. 1) lub cofanie inhibicji wtgczania
CO02 przez chloroplasty wywotanej obecnoscig ortofosforanu (11) Ryc. 2).
Izolowane chloroplasty bezpos$rednio po naswietleniu nie wiaczajg COz
i wydzielajg tlen bardzo powoli. Szybkosci tych proceséw wzrastajg do-
piero po okresie 1—3 minut indukcji. Opdznienie wigczania COz jest
prawdopodobnie wynikiem braku wystarczajacej ilosci posrednikéw w cy-
klu Calvina redukcji COz (2, 6, 23, 49). Skrocenie okresu zastoju mozna
uzyskac przez dodanie posrednikéw cyklu tj. 3-PGA, DHAP, R-5P, co ttu-
maczy sie wejsciem tych zwigzkéw do chloroplastow (Ryc. 1).

W obecnosci ortofosforanu w stezeniu wiekszym niz 10~8M okres za-
stoju jest tak dtugi, ze fotosynteza praktycznie ustaje. Cofniecie inhibicji
(Ryc. 2) po podaniu posrednikéw cyklu Calvina mozna uwaza¢ za dowdd
ich przenikania do chloroplastow (11, 50). Najszybciej nastepuje to po
dodaniu DHAP i 3-PGA, podczas gdy F-6P, G-6P, Ru-5P i FDP przenikajg
znacznie wolniegj.

1-3. Transport C02

Dwutlenek wegla rozpuszczony w wodzie ulega hydratacji w reakcji
katalizowanej przez anhydraze weglanowg lub przez rézne jony nieor-
ganiczne np. ortofosforan:

C02+ H20 H2C03*tH++HCOJ

W fizjologicznym zakresie pH dwutlenek wegla wystepuje w podanych
wyzej formach, a wraz ze zmiang pH zmienia si¢ stezenie ponu HCO03,
wzrastajagc z 5°/» przy pH 5 do 95°/o przy pH 8. Latwe przechodzenie jednej
formy w druga utrudnia ustalenie, ktérg forme wykorzystujg rosliny w fo-
tosyntezie— wolny C02 czy jon HCO03 . Doswiadczenia rdznego typu,
oméwione ostatnio krytycznie przez Walkera (11) wykazaty, ze dwu-
tlenek wegla przechodzi przez btone chloroplastu nie jako jon HCO03', lecz
jako wolny C02zgodnie z reakcja:

Cytoplazma Ostonka Stroma
chloroplastu

HCO7+H+?£H20 + C02 C02+H20  HCOJ+H+

postulowang przez Werdana i Heldta (51) na podstawie bezposred-
nich pomiaréw i obliczen wielkosci stromy. Powstawanie w stromie jonu
HCO. s wzmaga wystepujgca tam bardzo aktywna anhydraza weglanowa
(52) oraz alkalizacja $srodowiskowa spowodowana przemieszczaniem sie pro-
tonéw pod wptywem Swiatta. To tgczne dziatanie wytwarza rodzaj ,,pom-
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py CO02’, ktéra umozliwia utrzymanie aktywnosci karboksylazy RuDP
na odpowiednim poziomie (2). Transport COz jest co najmniej tak szybki
jak szybko$¢é fotosyntezy, a wiec rzedu 30(Vmoli/mg chlorofilu/godz. (5).

1-4. Transport ADP i ATP

Do czasu wprowadzenia .bezposrednich pomiaréw translokacji nu-
kleotydow adenylowych istniato wiele sprzecznych danych, wynikajacych
ze stosowania chloroplastow z uszkodzong ostonka lub catkowicie jej po-
zbawionych. Chloroplasty takie fosforylowaty dodany ADP i wykazywaty
kontrole oddechowa (53), co mogto sugerowaé, ze ADP i ATP przenikajg
przez btone chloroplastow. Okazato sie jednak, ze poddanie chloroplastow
szokowi osmotycznemu przyspieszato tworzenie ATP i znacznie obnizato
szybkos$¢ wiaczania C02 W preparatach zawierajgcych tylko 10°/0 chloro-
plastow pozbawionych ostonki cykliczna fosforylacja wynosita 102|xmoli
cestryfikowanego fosforanu/mg chlorofilu/godz. a po szoku osmotycznym
wartos¢ ta wzrastata do 864 (36). Uzupetnieniem tych obserwacji staty
sie bezposrednie pomiary transportu ADP i ATP przez ostonke chloropla-
stu (46), z ktérych wynikato, ze najwyzej Osmolg ADP oraz 5nmoli ATP
przenoszone sg w przeliczeniu na mg chlorofilu/godz przez btone chloro-

P PP uTpP
Sacharoza ‘& p-sacharoza — UPPG __G-I-P

f

FMP

RuDP

co,
ATP  ADP,P,
NADPH  NADP

3-PGA =" -3- P DHAP
/ /\ —’

NAD(PJH  NADIP)

/ooclan Jabtczan

Szczawiooctan Jablczan

co
£ FDP

f

DHAP — G-3-P

v

NADH NAD r
\ S c)
A TP ADP, Pi

Ryc. 3. Transport rownowaznikéw redukcyjnych i ATP przez ostonke chloroplastu
za posrednictwem fosforan6w trioz (10, zmodyfikowany)
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plastu. Dane te wskazujg, ze bezpos$redni transport ADP i ATP przez blo-
ne chloroplastu nie moze mie¢ istotnego znaczenia w procesie fotosynte-
zy, mimo wielu poprzednich danych, ktére na takg mozliwos¢ zdawaty sie
wskazywaé. Okazato sie bowiem (41, 54, 55), ze ADP i ATP sg transporto-
wane za posrednictwem wahadtowo przenoszonych fosforanow trioz —
G-3P i DHAP, ktére jednoczes$nie przenoszg réwnowazniki redukujace.
DHAP utworzony w chloroplastach w wyniku przeksztatcenia 3-PGA przy
udziale ATP i NADPH (Ryc. 3, ciag 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 sie czasteczka ATP (ciag reakcji c). 3-PGA po-
wraca nastepnie do chloroplastu i moze ulega¢ ponownej redukcji do fo-
sforanu trioz kosztem powstatych w procesie fotosyntezy NADPH i ATP.
Ostatecznym wynikiem dziatania tego mechanizmu wahadtowego jest
transport ATP i rownowaznikéw redukujacych, dzieki czemu mozna
obserwowaé na Swietle wzrost zawartosci cytoplazmatycznego ATP i jej
spadek w ciemnosci, a takze wykorzystywanie w procesach cytoplazma-
tycznych ATP powstajgcego w chloroplastach.

Metabolitem, ktéry w cyklu Calvina przenika do cytoplazmy gdzie zo-
staje zuzyty do syntezy sacharozy jest DHAP (Ryc. 3, cigg reakcji d).
Wprawdzie 3-PGA moze przenikaé przez bione chloroplastu tak samo
szybko jak DHAP, to jednak w rzeczywistosci 3-PGA nie jest transporto-
wany do cytoplazmy, poniewaz wdwczas musiatby temu towarzyszyc
transport rownowaznikdéw redukujacych niezbednych do jego przeksztat-
cania w DHAP. Proces redukcji 3-PGA do G-3P zachodzi wiec w chloro-
plastach (Ryc. 3, ciag reakcji a) (10).

1-5. Transport NADP i NADPH

Izolowane chloroplasty o nienaruszonej ostonce nie redukujg egzogen-
nego NADP i nie wydzielajg tlenu. Chloroplasty natomiast poddane szo-
kowi osmotycznemu (zniszczone ostonki) katalizujg obie te reakcje (39,
59—61). Transport réwnowaznikéw redukujgcych zachodzi wiec w spo-
sob posredni albo za posrednictwem fosforanéw trioz tworzacych ukitad
wahadtowy 3-PGA/DHAP, czemu towarzyszy przeniesienie do cytoplaz-
my fosforanu (por. rozdziat 1-4), albo przy udziale przenos$nika kwasow
dwukarboksylowych tj. uktadu wahadtowego jabiczan/szczawiooctan (57,
58). Jak widac¢ z ryciny 3 (reakcja b) jabtczan jest donorem a szczawiooctan
akceptorem rownowaznikéw redukujacych i posredniczac w ich przemiesz-
czaniu przez btone tworzg ukiad wahadtowy miedzy chloroplastowg i cy-
toplazmatyczng pulg NAD(H). Uklad wahadtowy jabiczan/szczawiooctan
stwierdzono na przykiad w procesie redukcji NAD w o$wietlonych niena-
ruszonych chloroplastach w obecnosci szczawiooctanu, w utlenianiu przez
mitochondria chloroplastowego NADPH, oznaczajgc stosunek jabiczan/as-
paraginian w chloroplastach na swietle i w ciemnosci (10, 11).



254 Z. KANIUGA [8]

1-6. Transport fosforanu

Asymilacja COzdo poziomu cukréw w procesie fotosyntezy nie jest pro-
cesem wymagajacym fosforanu. Jednakze, jesli w srodowisku izolowanych
chloroplastéw nie ma fosforanu, wéwczas wigczanie C02i zwigzane z tym
wydzielanie 0 2zanika w ciggu Kilku minut po rozpoczeciu o$wietlenia (62).
Dodanie fosforanu wznawia fotosynteze ,bez znacznego opOznienia, analo-
gicznie jak dodanie C02do preparatu chloroplastow w uktadzie pozbawio-
nym tego sktadnika (49, 63), a ilosci wydzielonego tlenu sg trzykrotnie wyz-
sze niz dodanego ortofosforanu (62). Stosujac ¥COzi 3Pi (64) stwierdzono, ze
gtownym produktem przy krotkiej fotosyntezie w izolowanych chloroplas-
tach jest DHAP powstajagcy w reakcji:

3C02 + Pi + 3H20 -» 1 fosforan triozy + 302

Przy znacznym i tatwym przenikaniu fosforanu trioz przez btone chloro-
plastéw (réwnym 1/3 szybkosSci transportu CO2) i ciggtym procesie asymila-
cji C02na kazda czasteczke fosforanu triozy przeniesiong do cytoplazmy,
jedna czasteczka fosforanu zostaje pobrana przez chloroplast. Mechanizm
ten potwierdzono doswiadczalnie (55, 65) wykazujac istnienie w btonie chlo-
roplastow przenoénika fosforanu, ktéry przenosi réwniez DHAP i 3-PGA
z szybkoscig 100 lub wiecej M-moli/mg chlorofilu/godz. (Ryc. 4).
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Ryc. 4. Udziat przenos$nika fosforanowego w transporcie ortofosforanu do chloro-
plastu i fosforanéw trioz na zewnatrz wg Heldta i wsp. (66)

Przeno$nik ten nie transportuje piroforsforanu i heksozomonofosfo-
ranu. Ortofosforan i DHAP hamujg transport 3-PGA a 3-PGA i DHAP
hamujg transport ortofosforanu. Uwalnianie ortofosforanu wzmagajg
3-PGA, DHAP i G-3P. Wymiana fosforanu zewnetrznego na wewnetrzny
3-PGA i fosforany cukrow (i odwrotnie) moze stanowi¢ podtoze inhibicji
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fotosyntezy wywotanej ortofosforanem (> 10~5M) i jej cofania po dodaniu
posrednikow cyklu Calvina.

Fosforany cukréw cofajg inhibicje fotosyntezy wywotang ortofosfo-
ranem, co z kolei jest czynnikiem regulujgcym proces wigczania C02
Wysokie bowiem wewnetrzne stezenie ortofosforanu sprzyja eksportowi
fosforanu trioz z chloroplastéw, natomiast niskie utatwia odbudowywanie
posrednikéw cyklu Calvina, co przejawia sie skroconym okresem indukcji
(por. Ryc. 2) oraz tworzeniem skrobi w chloroplastach (11). Mimo pozna-
nia tych zaleznosci nie wyjasniono dotad w petni zjawiska inihibicji orto-
fosforanem wigczania C02 (por. 11). Moze sie tu bowiem naktada¢ kilka
réznych procesow, jak np. hamowanie wspdtzawodnicze aktywnosci kar-
boksylazy RuDP, hamowanie dehydrogenazy triozofosforanowej przez or-
tofosforan jako produkt koncowy katalizowanej przez nig reakcji (11, 23).

Poza wykryciem przeno$nika ortofosforanu, badania Heldta (46,
51, 55, 65) wykazaty istnienie przenos$nika ATP oraz kwaséw dwukarbo-
ksylowch — jabtczanu i szczawiooctanu, asparaginianu i glutaminianu.
Przy udziale przenosnika ATP ulega on przeniesieniu z szybkoscig do
5|.imoli/mg chlorofilu/godz., natomiast przenosnik wymienionych kwaséw
przemieszcza je z szybkoscig rzedu 100n-moli/mg chlorofilu/godz., a wiec
z szybkoscig podobng do szybkosci transportu ortofosforanu.

1-7. Transport protonéw i magnezu

Wywotany Swiattem transport elektronéw w chloroplastach powoduje,
zgodnie z hipotezg Mitchella, uwalnianie protonéw, ktére przemieszczajg
sie do tylakoidu, przez co stroma chloroplastu staje sie bardziej alkalicz-
na. Na skutek oswietlenia chloroplastow nastepuje spadek pH w tylakoi-
dzie o 15 jednostki i wzrost pH w stromie o okolo 1 jednostke (65a). To
przemieszczanie sie protonéw wywotuje z kolei ruch innych jonéw i meta-
bolitéw do i ze stromy. Postuluje sie np. zwigzek miedzy pompg protono-
wa i pobieraniem 3-PGA przy udziale przenosnika fosforanu (65), jak
rébwniez przypuszcza sie, ze wzrost pH w stromie bedzie sprzyjal nagro-
madzaniu sie jonu dwuweglanowego (66). Umozliwia to intensywne wig-
czanie CO02stwarzajac jednoczesnie czuty mechanizm regulacji tego pro-
cesu pod wptywem Swiatta (65a). Przemieszczaniu sie protondw w oswiet-
lonych chloroplastach towarzyszy gromadzenie sie¢ w stromie przede
wszystkim jonéw Mg2+ Pochodza one zaréwno z tylakoidu jak i cyto-
plazmy. Powoduje to wzrost stezenia magnezu (Ryc. 5) od 0 do okoto 10n.M
(67), co ma istotne znaczenie w regulacji aktywnosci karboksylazy RuDP,
ktorej powinowactwo do C02wzrasta ze wzrostem stezenia Mg2+ (67—72).
Ten wzrost stezenia Mg2+ na Swietle jest jednym z czynnikéw podwyz-
szajacych w tych warunkach aktywno$¢ karboksylazy RuDP i zmniejszajg-
cych jg w ciemnosci (45). Zjawisko to okresla sie mianem aktywacji Swietl-
nej (67, 70, 73).
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Poziom Mg2+ w stromie warunkuje zaréwno powinowactwo karboksy-
lazy RuDP do COzjak i jej szybko$¢ maksymalng. Zaleznosci te wykazano

SWIATLO AT A,

Stroma

CYTOPLAZMA CYTOPLAZMA

Ryc. 5. Wptyw Swiatta i ciemno$ci na przemieszczanie sie magnezu w chloropla-
stach (11).

rébwniez w ukladzie rekonstruowanym ztozonym z chloroplastow pozba-
wionych ostonki, biatek stromy i koenzyméw. Wydzielanie 02 zwigzane
funkcjonalnie z wigczaniem CO02 rozpoczynato sie po zwiekszeniu steze-
nia Mg2+ z 1 do 5mM (23, 72) albo przez 10-krotne zwiekszenie stezenia
CO2 (71). Wskazuje to, ze aktywacja karboksylazy RuDP przez jony mag-
nezu w uktadzie rekonstruowanym polega przede wszystkim na zmianach
Kmi Vnex tego enzymu.

1-8. llosciowa charakterystyka transportu

Podwdjng btone chloroplastu cechuje selektywna przepuszczalnose,
ktora jest waznym elementem regulacji transportu nie tylko zwiazkow
juz omowionych, lecz réwniez wzglednie nieprzenikajgcych jej fosfora-
néw cukrow, wolnych cukréw, aminokwasow i kwaséw karboksylowych.
Transport tych zwigzkéw przez btone chloroplastéw zachodzi z r6zng szyb-
koscig (Tabela 2). Mozna tu wyr6zni¢ trzy podstawowe grupy zwigzkéw,
a w grupie o matej szybkosci przenikania przez .btone chloroplastow takie
metabolity (podgrupa a), ktérych szybko$¢ transportu jest mniejsza od
0,IM-mola/mg chlorofilu/godz., co pozwala zaliczy¢ je do zwiazkéw prak-
tycznie nie przenikajacych przez btone chloroplastow. Naleza 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, poniewaz dane o szybkosci ich
transportu nie sg zgodne.

Tabela 2
Szybko$¢ przenikania metabolitdw, koenzyméw i jonédw przez btony chloroplastéw (9—11, 23,
48, 55, 74—80)
fj.mole/mg chlorofilu/godz.
Mata*» Duza Bardzo duza
0—1,0 10—100 >100.
a) Rybulozo-I,5-dwufosforan Ortofosforan co?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 Jabtczan
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) —szybko$¢ w granicach 0—0,1; b) —szybko$¢ w granicach 0—1,0; c) —szybko$¢ w gra-
nicach 1—10 umoli/mg chlorofilu/godz.
**) Brak zgodnosci danych w literaturze.

Tak bardzo zroéznicowana szybko$¢ przenikania metabolitow przez
ostonke chloroplastbw ma istotne znaczenie w regulacji fotosyntezy, po-
niewaz umozliwia albo zatrzymanie w chloroplastach metabolitow nie-
zbednych do dziatania cyklu Calvina np. RuDP, S-7P, SDP, albo szybki
transport innych np. fosforanu trioz, niezbednych do syntezy sacharozy.
Niektdre z nich sg nosnikami energii i rownowaznikéw redukujacych two-
rzac uktad wahadtowy jabtczan/szczawiooctan.

Il. Mechanizm i regulacja wigczania C02 w tkankach roslin
typu C4i gruboszowatych

I1-1. Mechanizm fotosyntezy rdznych typdéw roslin

Wiekszo$¢ wyzszych roslin asymiluje C02z atmosfery w sposob bez-
posredni w ztozonym cyklu redukcji dwutlenku wegla t.zw. cyklu Calvina.
Dwa charakterystyczne ogniwa cyklu stanowig: RuDP jako akceptor C02
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1 pierwszy trwaly produkt fotosyntezy — 3-PGA (Ryc. 6 schemat lewy).
Od tego trojweglowego pierwszego produktu fotosyhtezy rosliny tak asy-
milujgce okresla sie jako rosliny typu C3 Jest jednak wiele roslin naleza-
cych do grup systematycznych, zaréwno jedno- jak i dwulisciennych,
w ktdérych pierwszym akceptorem CO02jest PEP (Ryc. 6, schemat prawy),
a produktem reakcji zwigzek czteroweglowy — szczawiooctan, od ktorego
rosliny tak asymilujgce okresla sie, jako rosliny typu C4, caty za$ ciag
metaboliczny zwigzany z wigczaniem CO02 nosi nazwe szlaku Hatcha,
Slacka i Kortchacka, ktérzy pierwsi wykryli ten proces. Utworzony ze
szczawiooctanu jabtczan ulega dekarboksylacji i dopiero wdwczas powsta-
ty C02bierze udziat w cyklu Calvina, w ktorym z RuDP i C02powstajg
2 czgsteczki 3-PGA i nastepujg dalsze reakcje tego cyklu.

FOTOSY NT EZA

TYP CJ TYP / CRUBOSZOWATE
co pr CQO2
2_RupP----£ 03
/Cykl & [7
Calvina | ¢
/ 5
e P%llko/an SZCZAWIOOCTAN
v
v
602 Jabtczan
G-3-P Fotooddychanie
"co.2
S RuDP
Cykl -
sPirogronian \Calvina
*PGA'
G-3-P

Ryc. 6. Podobienstwa i réznice procesu fotosyntezy u roslin réznych typoéw.

Fotosynteze obu typow cechujg dwa charakterystyczne zjawiska. Pier-
wszym z nich jest fotooddychanie obserwowane powszechnie w roslinach
typu C3 a dyskusyjne w przypadku roslin typu C4 W roslinach typu C3
pierwotnym substratem oddychania jest RuDP, ktérego rozpad w obec-
nosci tlenu katalizowany przez karboksylaze/oksygenaze RuDP prowa-
dzi do powstania fosfoglikolanu, a nastepnie glikolanu, z ktérego w wy-
niku dalszych przemian uwalnia sie C02 (Ryc. 6, lewy schemat). Drugim
zjawiskiem jest t.zw. przestrzenne i czasowe rozdzielenie etapéw fotosyn-
tezy u ro$lin typu C4, wsréd ktérych specjalng grupe stanowia rosliny
gruboszowate (t.zw. sukulenty). Przestrzenne rozdzielenie etapéw foto-
syntezy polega na tym, ze synteza szczawiooctanu zachodzi w komorkach
mezofilu, podczas gdy karboksylacja RuDP i pozostate reakcje cyklu Cal-
vina w komoérkach pochwy okotowigzkowej. Czasowe rozdzielenie eta-



[13] C02 A FOTOSYNTEZA 259

pow fotosyntezy, charakterystyczne dla roslin gruboszowatych polega
na intensywnej pierwotnej asymilacji C02 i syntezie kwaséw organicz-
nych w nocy oraz wtérnej karboksylacji zwigzanej z syntezg cukrowcéw
w cyklu Calvina w ciggu dnia.

Te biochemiczne kryteria podziatu na ro$liny typu C3i C4 oraz wy-
stepowanie lub brak fotooddychania wigza sie Scisle z kryteriami anato-
micznymi, takimi jak budowa liscia, budowa komorek pochwy okoto-
wigzkowej, ultrastruktura chloroplastéw i ich rozmieszczenie w komaér-
kach i fizjologicznymi takimi jak: optymalna temperatura fotosyntezy,
wrazliwo$¢ tego procesu na intensywno$¢ Swiatka, cisnienie tlenu, steze-
nie C02w punkcie kompensacyjnym. Niektére z tych zagadnien zostang
tu omowione.

11-2. Anatomia liscia i ultrastruktura chloroplastéw

Jedng z podstawowych cech anatomicznych lisci typu C4jest wiericowe
utozenie komoérek pochwy okotowigzkowej i komdérek mezofilu wokot
wigzki przewodzacej (Ryc. 7). Znaczenie fizjologiczne takiej budowy po-
lega na szybkim transporcie produktéw fotosyntezy z tkanek asymiluja-
cych do przewodzacych i wzmaganiu fotosyntezy na skutek usuwania
produktéw koncowych tego procesu. Wynikiem tego jest brak wydzie-
lania C02na Swietle (81) oraz niski punkt kompensacyjny C02 (82).

Epider MQ, e

| 0D T

Ryc. 7. Schemat budowy wienicowej liscia rosliny typu C4 (15).
PO —komorki pochwy okotowigzkowej; M —komérki mezofilu; EP —epiderma.
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Rosliny typu C4 (1, 7, 16) o wysokiej wydajnosci fotosyntezy (17) w od-
réznieniu od roslin typu C3 o0 mniejszej wydajnosci fotosyntezy nalezg do
réznych grup systematycznych. W tabeli 3 przedstawiono przyktady takich
roslin. Wbrew poczatkowym oczekiwaniom opartym na analizie budowy
anatomicznej liscia obecnie wiadomo, ze podziatu tego nie mozna stosowaé
bez uwzglednienia kryterium biochemicznego. Co wiecej, rosliny z posz-
czegOlnych gatunkdéw tego samego rodzaju mogg wykazywacé cechy dwu
lub nawet trzech grup (16, 17). Podziat roslin na typy C3i C4nie jest wiec
zgodny z kryterium taksonomicznym stosowanym w systematyce roslin.

Tabela 3

Rosliny typu C3i C4
Zestawiono na podstawie danych (17)

Typ C3 Typ Q

Jednoliscienne:

Avena sativa L. Digitaria sanquinalis (L.) Scop.

Hordeum vulgare L. Saccharum officinarum L.

Oryza sativa L. Sorghum bicolor (L.) Moench

Triticum aestivum L. Zea mays L.

Cyperus rotundus L. Cyperus papyrus L.

Panicum milliaceum L. Panicum lindheimevi Nash.
Dwuliscienne:

Arachis hypoges L. Amaranthus edulis spec.

Beta vulgaris L. Atriplex semibaccata R. Br.

Helianthus annus L. Kochia childsii L.

Lactuca sativa L. Portulacca oleracea L.

Phaselous vulgaris L.
Spinacea oleracea L.

Atriplex hastata L. Atriplex rosea L.
Euphorbia coroHata L. Euphorbia maculata L.

Intensywne badania nad roslinami jednolisciennymi (83) i dwuliscien-
nymi (84), a takze nad zaleznoscig anatomii liScia i ultrastruktury komorki
roslin dwulisciennych typu C4 (85) doprowadzity do hipotezy o wpltywie
Srodowiska na przeksztatcenie cech fizjologicznych i morfologicznych ros-
lin zaliczanych do réznych grup taksonomicznych (85). Wedtug tej hipote-
zy, rozwinietej w dalszych opracowaniach (15, 16) typ fotosyntezy i cechy
strukturalne ros$lin grupy C4sa przejawem adaptacji do wydajnego wia-
czania C02 w warunkach ograniczonej wilgotnosci. Wspélnymi cechami
roslin typu C4 jest ich pochodzenie tropikalne i czeste wystepowanie
w Ssrodowiskach kserofitycznych.

Opublikowane w roku 1968 prace z czterech laboratoriéw (82, 84—86)
wykazaty, ze w komérkach mezofilu i pochwy okotowigzkowej roslin ty-
pu C4wystepujg chloroplasty o wyraznej strukturalnej dwupostaciowosci.
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Chloroplasty mezofilu zawierajg wyksztatcone grana, podczas gdy chloro-
plasty pochwy okotowigzkowej prawie nie zawierajg tych struktur (Ryc.
8a, b). Mogto to stwarza¢ wrazenie, ze np. chloroplasty kukurydzy (87)
i trzciny cukrowej sg ,,bezgranowe” (88). Co wiecej, ,,bezgranowe” chloro-
plasty komérek pochwy okotowigzkowej np. lisci Sorghum miaty nie za-
wiera¢ Il ukitadu fotosyntezy (89, 90). W roslinach dwulisciennych typu
C4 np. Portulaca oleracea (16), nie obserwuje sie strukturalnej dwuposta-
ciowosci chloroplastow wystepujacych w obu typach komorek, chociaz
w niektérych innych roslinach mozna ja stwierdzi¢. Tak wiec, mimo wy-
stepowania lub braku strukturalnej dwupostaciowosci chloroplastow ko-
morek roslin jedno- i dwulisciennych typu C4 (15) nie mozna wykazac
przyczynowego zwigzku miedzy budowa chloroplastow a fotosyntezg typu
C4 (16). Stwierdzono bowiem, ze chloroplasty komdérek pochwy okotowigz-
kowej mimo brakéw wyraznych gran zawierajg obok uktadu | (94—96)
réwniez aktywny uktad Il fotosyntezy (94, 97, 98). Moga wiec wytwarzac
ATP i NADPH w niezbednej ilosci.

a b

Ryc. 8a, b. Dwupostaciowo$¢ chloroplastow komoérek mesofilu i pochwy okotowiaz-
kowej lisci kukurydzy (a) i Froelichia gracilis (b). Zdjecie (a) wg (2), zdjecie (b)
wg (15).

11-3. Wigczanie C02 w tkankach rodlin typu C4

Kortschak, pierwszy stwierdzit w 1954 roku, ze pierwotnym pro-
duktem fotosyntezy w lisciach trzciny cukrowej sg czteroweglowe dwu-
karboksylowe kwasy (16). To samo zjawisko opisat w roku 1960 Karpi-
o w (91, 9la) badajacy kukurydze. Wyniki tych prac nie zwrécity uwagi
az do czasu publikacji Kortschaka w 1965 roku (92), ktéra zapoczat-
kowata serie badan Hatcha i Slacka (1, 93). Doprowadzity one do
poznania nowego mechanizmu wigczania C02i nazwania tej nowoodkry-
tej drogi wiaczania C02szlakiem Hatcha, Slacka i Kortscha-
k a (2). Dziatanie tego szlaku warunkuje okre$lone rozmieszczenie w ko-
mdrkach oraz odpowiednig aktywnos$¢ trzech enzymow.

2 Postepy Biochemii
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11-3a. Enzymy

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

ATP AMP

Pirogronian ——— 2 »~ PEP

\

Py PP

Enzym ten wystepuje wytacznie w roslinach. Jego aktywno$¢ w komor-
kach mezofilu trawy Digitaria sanquinulis (99) jest wyzsza (100—200!;moli/
/mg chlorofilu/godz.) niz w komdrkach pochwy okotowiazkowej (20—
50/J.moli/mg chlofilu/godz.). W komoérkach pochwy okotowigzkowej piro-
gronian moze ulega¢ fosforylacji, transaminacji lub przemieszczeniu do ko-
maérek mezofilu.

Fosfotransferaza ATP: pirogronian jest enzymem regulatorowym. Jego
aktywnos$¢ hamujg PEP, AMP, i PP, gdy reakcja przebiega w kierunku
syntezy PEP, natomiast przez pirogronian gdy przebiega w lewo. Enzyma-
tyczna redukcja grup S—S oraz obecno$¢ fosforanu aktywuje fosfotransfe-
raze, podobnie jak i Swiatto, ktdrego intensywnos$¢ warunkuje szybko$¢
fosforylacji i fotoredukcji enzymu in vivo (1, 4).

Drugim kluczowym enzymem szlaku C4 jest karboksylaza PEP, ktérej
w latach 50-tych przypisywano tylko role we wigczaniu COaw ciemnosci
oraz w roslinach gruboszowatych (100). Dopiero w czasie badan fotosyn-
tezy ros$lin typu C4okazato sig, ze w trzcinie cukrowej, kukurydzy i sorgo
aktywnos$¢ karboksylazy PEP jest 4—5-krotnie wyzsza niz szybko$é foto-
syntezy tych roslin (101). Enzym Kkatalizuje praktycznie nieodwracalng
reakcje karboksylacji i hydrolizy:

PEP+ C02+ H2->szczawiooctan + Pi

Molekularng ,,formg C02 wykorzystywang w tej reakcji jest w przypad-
ku liscieni orzeszka ziemnego i korzeni kukurydzy (102) HCO03 , w przy-
padku za$ lisci kukurydzy C02 (103). Na podstawie wielu danych mozna
przyjac¢, ze enzym z réznych czesci rosliny wykorzystuje jedng albo dru-
ga forme substratu (7). Kmwiekszosci karboksylaz dla HC03_ lub ,,catko-
witego C02’ wynosi 0,3—0,4mM (7).

Ze wzgledu na kluczowg role karboksylazy PEP we wigczaniu C02
przez ros$liny typu C4 mozna oczekiwa¢ wiasnosci regulatorowych tego
enzymu, podobnie jak wykazuje to enzym bakteryjny. Z dotychczasowych
danych wynika, ze 0,25mM szczawiooctan hamuje aktywnosé karboksylazy
w 50°0, natomiast asparaginian i pirogronian tylko w niewielkim stopniu
(104). Dwu-, trzykrotng stymulacje enzymu w wyciaggach z lisci roslin C4
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obserwowano pod wptywem G-6P, F-6P i R-5P (105, 106), podczas gdy
3-PGA stymulowat lub hamowat zaleznie od stezenia (105). Poniewaz kar-
boksylaza z lisci roslin C4wykazuje sigmoidalng krzywa aktywnosci, moz-
na przypuszczac, ze jest enzymem allosterycznym (104, 105). Wiasciwosci
kinetyczne i fizyczne roslinnych karboksylaz PEP byly podstawag wpro-
wadzenia ich podzialu na cztery typy. Enzymy kazdego typu majg brac
udziat w réznych drogach metabolicznych odpowiednich tkanek (106, 107).

Trzecim enzymem omawianego szlaku jest dehydrogenaza jabtczano-
wa (dekarboksylujgca), ktéra katalizuje reakcje:

Jabtczan +NADP ~ Pirogronian + NADPH + CO02

Roéwnowaga reakcji jest przesunieta na prawo i w kierunku przeciwnym
moze przebiega¢ przy nadmiarze pirogronianu i HC03 . Enzym zostat
czesciowo oczyszczony z lisci kukurydzy (108), wspotdziata z NADP, wy-
maga dwuwarto$ciowych jonéw metali i wykazuje zmienne powinowac-
two (Km) do jabtczanu uwarunkowane pH. Fizjologiczna rola tego enzy-
mu polega na uwalnianiu z jabtczanu CO02 ktory nastepnie karboksylaza
RuDP wigcza do cyklu Calvina.

Cechg charakterystyczng oméwionych enzymow jest ich znaczna aktyw-
nos¢, ktéra w przypadku karboksylazy PEP jest 60-krotnie, a dehydro-
genazy jabtczanowej (dekarboksylujacej) 10-krotnie wyzsza w tkankach
roslin typu C4niz C3 Poréwnanie aktywnosci karboksylazy PEP i RuDP
z tkanek roslin typu C3i C4przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4

Poréwnanie aktywnosci karboksylazy fosfoenolopirogronianowej i rybulozo-1,5-dwufosforanowej
z tkanek roslin o réznych szlakach fotosyntezy (99)

Typ C3 Typ C4
£ Km Jeczmien Festuca Digitaria Trzcina Cynodon
nzym (XM elatior sanguinalis  cukrowa dactylon
[¢mole C02 /mg chlorofilu/godz.

Karboksylaza
fosfoenolopiro-
gronianowa 7 14 21 236 830 680
Karboksylaza
rybulozo-1,5-
dwufosforanowa 420 296 380 132 130 170

11-3b. lzolowanie komoérek mezofilu i pochw okolowigzkowych

Opracowanie metod izolowania komérek mezofilu i pochwy okotowigz-
kowej i ich chloroplastéw pozwolito na ustalenie rozmieszczenia poszcze-
gélnych enzymdw bioracych udziat w asymilacji C02w roslinach typu C4
Najstarsza z metod polega na rozcieraniu lisci w srodowisku wodnym i wi-
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rowaniu w gradiencie gestosci (109). Wydzielone tak z komoérek mezofilu
chloroplasty nie wigczaty jednak C02 W drugiej metodzie zastosowanej
do izolowania chloroplastow w $rodowisku niewodnym wykorzystano zja-
wisko gromadzenia sie w pewnych warunkach wiekszej ilosci skrobii
w chloroplastach pochwy okotowigzkowej niz mezofilu, co umozliwia roz-
dzielenie ich na zasadzie réznicy w gestosci (110, 111). Najwieksze zasto-
sowanie znalazta technika polegajgca na rozcieraniu lisci ze stopniowo
wzrastajgcg intensywnoscig. Powoduje to kolejne uwalnianie zawartosci
komérek epidermalnych, nastepnie mezofilu i wreszcie pochw okotowigz-
kowych, ktdrych komorki sg najbardziej odporne na rozcieranie. W ten
sposdb mozna uzyskaé chloroplasty, enzymy lub catg zawarto$¢ wymie-
nionych komérek (112). Stosowanie tej techniki (113—118) prowadzito
jednak do wielu sprzecznosci, wynikajacych z réznic w odpornosci bada-
nego materiatu na ,réznicowe” intensywne rozcieranie. Mimo poczatko-
wych réznych zastrzezen, metoda izolowania komdrek mezofilu i pochwy
okotowigzkowej, wykorzystujgca rézng odpornosc ich $cian komdérkowych,
znalazta zastosowanie w badaniach (99, 119, 120) a opracowana nastepnie
metoda enzymatyczna izolowania protoplastow mezofilu i komdrek poch-
wy (122) pozwolita na ilosciowe badania udziatu kluczowych enzymow
szlaku C4w tych dwu rodzajach komérek (122a).

I1-3c. Wspoétdziatanie szlaku Hatcha, Slacka, Kortschaka i cyklu Calvina

Na podstawie badan kinetyki znakowania produktéw fotosyntezy HMC,
rozmieszczenia i aktywnos$ci enzymow w komdrkach mezofilu i pochwy
okotowigzkowej, a takze okreSlenia powigzan metabolicznych obu tych
rodzajow komoérek zawierajagcych chloroplasty i karboksylazy PEP i RuDP,
Hatch i Slack (1,13) zaproponowali cigg reakcji biorgcych udziat we
wigczaniu C02w roslinach typu C4 Nastepujace fakty stanowig podsta-
we doswiadczalng tego mechanizmu:

— przy krétkotrwatym wiaczaniu COz gtdwnymi produktami sg szczawio-
octan, jabtczan i asparaginian (ponad 50% wigczonego znakowania)
znakowane w C-4, oraz 3-PGA — znakowany w C-I;

— w wyciagach z lisci wszystkich roslin typu C4 wystepuja karboksylazy
PEP i RuDP. Ich aktywnosci sa wyzsze lub réwne szybkosci fotosyn-
tezy odniesionej do ilosci chlorofilu;

— liscie tych roslin zawieraja dwa, roznigce sie miedzy soba, rodzaje ko-
morek fotosyntetyzujgcych — mezofilu i pochwy okotowigzkowej.

Te oraz inne fakty pozwolity na schematyczne przedstawienie wspdt-
dziatania szlaku Hatcha, Slacka i Kortschaka z cyklem Calvina we wiacza-
niu C02w roslinach typu C4 (Ryc. 9).

W komadrkach mezofilu z C02i PEP powstaje pod wptywem karboksy-
lazy szczawiooctan, a z niego zaleznie od rosliny jabtczan lub asparagi-
nian, ktére przenikaja do komoérek pochwy okotowigzkowej. Tam przy
udziale dehydrogenazy jabtczanowej (dekarboksylujacej) nastepuje od-
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Ryc. 9. Schemat wspdtdziatania szlaku Hatcha, Slacka i Kortschaka z cyklem Cal-
vina u ros$lin typu C4

szczepienie C02 ktory staje sie substratem karboksylazy RuDP zapoczat-
kowujacej reakcje cyklu Calvina. Utworzony z jablczanu pirogronian
powraca do komérek mezofilu, gdzie w reakcji fosfotransferazy ATP: pi-
rogronian odtwarza sie zuzyty uprzednio PEP. Je$li nosnikiem wigczo-
nego CO2 jest asparaginian, wowczas do komérek mezofilu powraca ala-
nina. Jak z tego schematu widaé, C02 zwigzany poczatkowo w grupie
karboksylowej kwaséw C4wchodzi nastepnie do cyklu Calvina, w wyniku
reakcji katalizowanej przez karboksylaze RuDP. Jest to bowiem jedyny
uktad karboksylujacy, dzieki ktéremu nastepuje jednoczesne gromadzenie
produktow reakcji i wzrost ilosci akceptora C02 W przypadku szlaku
Hatcha, Slacka i Kortschaka tworzone kolejno: PEP, szczawiooctan, jabi-
czan i pirogronian stanowig uktad karboksylacji—dekarboksylacji, ktory
sam nie jest w stanie netto zasymilowaé¢ C02 Z tych wzgledéw upadly
obecnie pierwotne poglady o szlaku Hatcha, Slacka i Kortschaka jako sa-
modzielnym mechanizmie witgczajagcym C02
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Sprzezenie dwéch mechanizméw wigczania C02 przedstawione na ry-
cinie 9 wynika z kilku istotnych cech tego uktadu stwierdzonych doswiad-
czalnie. Jabtczan, asparaginian, alanina, G-3P i 3-PGA sa zwigzkami, kto-
re przenikajg tatwo przez btone chloroplastéw (por. Tabela 2) jak i miedzy
komodrkami mezofilu i pochwy okotowigzkowej. Badania z zastosowaniem
izolowanych komérek mezofilu i pochwy okotowigzkowej wykazaty, ze
w pierwszych wystepuje w przewazajacej ilosci karboksylaza PEP, na-
tomiast w drugich gtéwnie karboksylala RuDP (99, 116, 119—123). Wyni-
kiem takiego rozmieszczenia tych karboksylaz w komdérkach mezofilu
i pochwy okotowigzkowej oraz prawie réwnomiernego rozmieszczenia
znacznej aktywnosci niektérych innych (np. dehydrogenazy G-3P, kinazy
adenylowej, pirofosfatazy, aminotransferazy asparaginianowej i alanino-
wej) jest, stwierdzone przez Blacka (7), zjawisko wiaczania w rosli-
nach typu C4pewnej ilosci C02 (u trawy Digitaria sanguinalis okoto 15°/0)
bezposrednio przez komdrki pochwy okotowigzkowej a pozostatej ilosci
przez komorki mezofilu. Autor ten postuluje mozliwo$¢ zachodzenia tego
procesu réwniez w tkankach innych roslin.

11-3d. Odchylenia od podstawowego typu fotosyntezy C*

Proces fotosyntezy niektdrych roslin typu C4 cechujg pewne odchyle-
nia od schematu przedstawionego wyzej. Np. Cynodon dactylon po krot-
kim (< 10 sek.) okresie fotosyntezy znakowany wegiel pojawia sie przede
wszystkim w asparaginianie, a nie w jabtczanie i zanika szybciej niz
znakowanie jabiczanu (99, 124), a wiec odwrotnie niz w przypadku trzci-
ny cukrowej (93, 124). Réznice te sg wynikiem znacznie mniejszego
(<C5%) poziomu dehydrogenazy jabtczanowej (dekarboksylujacej) niz
w trzcinie cukrowej, kukurydzy i Digitaria sanguinalis (108, 124— 126)
i wiekszego poziomu transminaz (126, 127). Ostatnio metabolizm jabtczanu
i asparaginianu byt badany w izolowanych komdrkach pochwy 3 grup
roslin typu C4 (127a). Badane rosliny charakteryzowaty sie wysoka aktyw-
noscia enzymow dekarboksylujacych rozne czteroweglowe kwasy w kaz-
dej z tych grup. Downton (126) proponowat terminy—rosliny ,,tworza-
ce jabtczan” (kukurydza, sorgo) lub ,,tworzgce asparaginian” (Amaranthus,
Panicum), ktére jednak nie przyjety sie, poniewaz wszystkie rosliny syn-
tetyzujg obydwa zwigzki chociaz w rdznej proporcji. Stwierdzono poza
tym, ze poszczegdlne czesci tej samej rosliny moga gromadzi¢ jeden lub
drugi zwigzek w wiekszej ilosci (128). To zréznicowanie drég wegla w pro-
cesie fotosyntezy roslin typu C4 stato sie dla Blacka (7) podstawg do
podziatu ich na trzy grupy. Uwzglednit w nim: pierwszy pojawiajacy sie
produkt wiaczania UCOz zwigzek transportowany z komdrek mezofilu do
pochwy okotowigzkowej i z powrotem oraz enzymy zwigzane z tymi prze-
ksztatceniami.
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Drugim rodzajem odchylenia od podstawowego schematu wigczania
CO02w roslinach typu C4 jest wystepowanie roslin posrednich, w ktorych
dziata zaréwno mechanizm typu C3jak i C4lub tez mechanizmy te wy-
stepuja oddzielnie w roSlinach tej samej rodziny (por. Tabela 3). Wykaza-
no bowiem (129), ze w strukturalnie homogennej kulturze tkankowej Por-
tulaca oleracea fotosynteza przebiega zgodnie ze szlakiem Hatcha, Slacka
i Kortschaka podczas gdy w starzejagcych sie lisciach zachodzi réwnoczes-
nie wymienionym szlakiem oraz poprzez cykl Calvina. Poniewaz liscie te
maja wiencowe utozenie komorek mezofilu i pochwy okotowiazkowej
wskazuje to, ze nie ma przyczynowego zwigzku miedzy anatomig liscia
roslin typu C4 a mechanizmem wiaczania C02 i jego przestrzenne roz-
dzielenie na reakcje zachodzace w obu rodzajach komdrek nie jest czyn-
nikiem warunkujgcym mechanizm fotosyntezy.

Mechanizm wiaczania CO, w roslinach gruboszowatych mozna réw-
niez uwazac¢ za wypadkowy typu C3—C4 Rosliny gruboszowate sg posred-
nie w stosunku do pozostatych roslin zaréwno pod wzgledem budowy liscia
jak i mechanizméw wigczania C02 Takim przykltadem sg ro$liny z ro-
dziny Aizoaceae. Na podstawie budowy liscia i ultrastruktury komorki
postulowano (15), ze formg posrednig jest Mollugo verticillata. Natomiast
M. cerviana ma typowga budowe wiencowag liscia i jest rosling typu C4ze
wzgledu na charakter pierwotnych produktéw fotosyntezy i fotooddycha-
nia. M. verticillata ma wprawdzie dobrze wyksztatlcone komdrki pochwy
okotowigzkowej z licznymi chloroplastami, ale komérki mezofilu nie sg
utozone centrycznie, lecz od strony gdrnej i dolnej liscia. Pierwszymi pro-
duktami fotosyntezy przy krotkim jej trwaniu sg w jednakowej ilosci
3-PGA i fosforany cukrow jak i jablczan i asparaginian (130). RoSlina ta
wykazuje fotooddychanie o szybkosci posredniej miedzy M. cerviana i ro-
$linami typu C3 Stwierdzono takze, ze w lisciach sorgo po 1 minutowej
fotosyntezie jest trzykrotnie wiecej MC-kwasu jabtkowego niz 3-PGA, ale
po okresie kwitnienia w lisciach gromadzi sie gtéwnie znakowany 3-PGA
(131). Jednoznaczne zaliczenie wielu roslin do typu C3 lub C4 staje sie
coraz czesciej bardzo watpliwe. Dalsze badania nad formami posrednimi
roslin — jak mozna oczekiwa¢ — spowodujg prawdopodobnie zmiany
w dotychczasowych pogladach na zalezno$¢ miedzy budowg liscia a droga-
mi wegla w fotosyntezie.

11-4. Wiaczanie C02 w tkankach roélin gruboszowatych

Podobienstwo fotosyntezy ro$lin typu C4i roslin gruboszowatych zna-
ne jest od dawna. Polega ono na syntezie kwaséw organicznych, jako
pierwszych produktow fotosyntezy (7, 16, 132). Ta analogia stata sie pod-
stawg okreslenia, ze rosliny typu C4sg ,roslinami gruboszowatymi z bu-
dowa wiencowg lisci” (14, 15). W tkankach roslin typu C4 procesy pier-
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wotnej karboksylacji prowadzace do syntezy kwaséw oraz syntezy cuk-
robw sa przestrzennie rozdzielone i zachodza w dwu roéznych rodzajach
komérek, tworzacych wiericowa strukture liscia. W tkankach roslin grubo-
szowatych te same procesy metaboliczne sg rozdzielone w czasie. Karbo-
ksylacja PEP i gromadzenie kwaséw, gtéwnie jabtkowego, zachodzi w cig-
gu nocy, natomiast w ciggu dnia nastepuje dekarboksylacja i synteza cuk-
row (Ryc. 10). Waznym czynnikiem regulujacym proces fotosyntezy jest
temperatura (133), ktorej optimum jest nizsze dla karboksylazy, dziatajg-
cej gtéwnie w nocy, a wyzsze dla dehydrogenazy jablczanowej (dekarbo-
ksylujacej), dziatajacej przede wszystkim w dzien.

Obok tych zewnetrznych podobienstw miedzy fotosyntezg roslin typu
C4 i gruboszowatych istniejg istotne réznice. Bradbeer, Ranson
i Stiller (134), stwierdzili w roslinach gruboszowatych w réznych wa-
runkach doswiadczalnych (ciemno$¢ lub ciemnos¢ + Swiatto), ze znako-
wanie jabtczanu w C-4 wynosi 66°0, a w C-I tylko 33%. Wyniki te ttu-
maczyli kolejnymi dwiema karboksylacjami, ktorym ulega zwigzek tréj-
weglowy prekursora powstajgcego ze skrobi. Postulowano przeto, ze G-6P
ulega przeksztatceniu do Ru-5P, a nastepnie po karboksylacji RuDP jed-
na czasteczka 3-PGA zawiera znakowanie C-l. Dalsze przeksztatcenia
3-PGA prowadzag do powstania PEP, ktory po karboksylacji daje jabtczan
0 znakowaniu w C-4 :C-l jak 2:1. Ten ciag reakcji przedstawia czes¢
A ryciny 11. Znakowanie 3-PGA potwierdzili inni autorzy (7), natomiast
znakowanie jabtczanu w Kkilku roslinach okazato sie wyzsze (82—95%
w C-4) przy krétkich okresach fotosyntezy (137, 138), a przy dtuzszych
(do 24 godz.) znakowanie to wynosito jeszcze 54% w C-4 (137, 138). Na

FOTOSYNTEZA
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GRUBOSZOWATYCH

Pierwotno Synteza Pierwotna Synteza
karboksylacja ch2o karboksylacja ch2o

Komoérki Komérki pochw Noc Dzien

mezofilu okoto wigzkowych

PRZESTRZEN CZAS

Ryc. 10. Schemat przestrzennego i czasowego rozdzielania proceséw karboksylacji.
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Ryc. 11. Schemat reakcji zwigzanych z wigczaniem CO02 w ciemnosci (A) i w Swietle
(A+ B) u roslin gruboszowatych (wg 7, 135, 136).

tej podstawie przyjeto, ze *-karboksylacja PEP jest gtdéwng drogg wiacza-
nia C02w roélinach gruboszowatych w ciemnosci (131) przy czym PEP
pochodzi z glikolitycznego rozpadu skrobi, a nie poprzez oksydacyjny cykl
pentozowy jak to zaznaczono na rycinie 11

Powszechnie przyjmuje sig, ze w roslinach gruboszowatych na Swietle
nastepuje dekarboksylacja jabtczanu i zwigzanie uwolnionego C02w cyklu
fosforanow pentoz (Ryc. 11, cze$¢ B). Sprawg otwartg jest los pirogronia-
nu. Przez analogie z ros$linami typu C4 mozna by zatozyé, ze fosfotransfe-
raza ATP: pirogronian bedzie tworzyé PEP, gdyz enzym ten wystepuje
w niektérych gruboszowatych (139). Los pirogronianu w tkankach roslin
oswietlonych nie jest jednak pewny, gdyz w tych warunkach dziata row-
niez karboksylaza PEP (140, 141); moga wiec zachodzi¢ takze reakcje inne
niz te, prowadzace do przeksztatcenia PEP w heksozy (Ryc. 11, cze$¢ B).
Dalsze ilosciowe badania tego procesu prowadzone w ciemnosci i na Swietle
pozwolg okresli¢ udziat obu karboksylaz we wigczaniu netto C02w tych
warunkach. Na podstawie schematu reakcji opracowanego w laboratorium
B lacka (7, 135, 136) wyliczono ilosci ATP i NADPH potrzebne do wig-
czania czasteczki C02(Tabela 5).

Drugim ciekawym zjawiskiem zwigzanym z wigczaniem CO02w lisciach
roslin gruboszowatych jest ,rozréznianie” przez nie izotopéw I i I,
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zaobserwowane réwniez w przypadku roslin typu C3i C4 ale o ustalonym
zakresie. G¥dwna reakcja ,,rozrézniajacg” izotopy 1 i I jest w tkankach
roslin typu C3karboksylacja RuDP (142). Poniewaz rosliny gruboszowate
asymilujg C02 podobnie jak ro$liny typu C4 przy udziale karboksylazy
PEP, oczekiwano podobnych wartos$ci stosunku rozrdéznienia izotopowego.
Znalezione wartosci odbiegaty zakresem nie tylko od wszystkich roslin I3-
dowych (7, 142a), ale okazaly sie niezalezne od kryteridw taksonomicz-
nych, gdyz stosunek I : 12 u Sedum rubrotintum, S. telephoides i S. te-
lephium wynosit opowiednio —14, —22 i —29. To wskazuje, ze warunki
otoczenia mogag powodowac¢ zmiane wartosci tego stosunku od charakte-
rystycznego dla roslin typu C4do charakterystycznego dla roslin typu C3(7).
Przejécie od pierwotnej karboksylacji przy udziale PEP do karboksylacji
RuDP jako pierwotnej, przejawia sie zmiang stosunku izotopowego. W me-
tabolizmie wegla jest to zasadnicza zmiana i tgcznie z odmiennym meta-
bolizmem w ciemnos$ci i na Swietle stanowi ztozony mechanizm regula-
cyjny, dotychczas tylko czeSciowo poznany.

11-5. Budowa lisci roslin typu C4a mechanizmy wigczania C02

11-5a. Aspekty adaptacyjne

Wyksztatcenie sie w roslinach réznic w fotosyntetycznym wigczaniu
COzjest zdaniem Laetscha (16) wynikiem ich adaptacji do warunkow
Srodowiska. | tak rodliny typu C4charakteryzujg rejony o okresach suszy
i deszczéw, a rosliny gruboszowate rejony mniej lub bardziej suche (14,
132). Obie grupy roslin cechuje wysoki stosunek wigczanego C02 do po-
branej wody (7). Ograniczona ilos¢ wody w $rodowisku spowodowata wy-
ksztatcenie takiej proporcji powierzchni rosliny gruboszowatej do jej ob-
jetosci, ktora jest korzystna dla zatrzymania wody w tkankach, nie jest
natomiast korzystna dla wymiany gazowej. Rosliny typu C4przystosowaty
sie wiec do Srodowiska o okresach suszy i obfitych deszczéw, kiedy inten-
sywnie rosng i asymiluja. Budowa wiencowa lisci pozwala im z jednej
strony ogranicza¢ straty wody, z drugiej za$ wydajnie wigcza¢ C02 (16).
Wiadomo np., ze szybko$¢ transpiracji traw typu C4i roslin C4z rodzaju
Atriplex jest znacznie mniejsza niz traw typu C3i ro$lin C3z rodzaju At-
riplec: U43, 144).

Rosliny typu C4budza najczesciej wieksze zainteresowanie ze wzgledu
na zwiagzek miedzy anatomig lisci a metabolizmem wegla, ktérego wyni-
kiem sg obnizone straty C02na skutek fotooddychania (por. rozdziat 1V).
Zdaniem Laetscha (16) jest to zjawisko wtérne w stosunku do pier-
wotnego, jakim bylo przystosowanie sie roslin do wegetacji w warunkach
ograniczonej ilosci wody. Na poparcie tej tezy przytacza nastepujgca za-
leznos¢. Mesembryanthemum crystalinum jest rosling gruboszowata, gdy
rosnie w Srodowisku zawierajacym NaCl, natomiast typu C3 gdy nie ma
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tej soli w podtozu (1, 45). Rosliny typu C4jak i gruboszowate sg czesto ha-
lofitami. Srodowiska kserofityczne zawierajg znaczne ilosci kationéw (Na,
K), ktdére rosliny pobierajg dla zachowania réwnowagi kationowo-aniono-
wej z kwasami organicznymi (146). Jest wobec tego mozliwe, ze P-karbo-
ksylacja byta forma przystosowania sie roslin do syntezy anionéw dla
zrbwnowazenia nagromadzonych kationdw na skutek zasolenia $rodo-
wiska. Tak wiec zmiany adaptacyjne struktury liSci wywotane brakiem
wody i22asoleniem poprzedzity zmiany prowadzace do wydajnego wigza-
nia CO

11-5b. Aspekty metaboliczne

Zaktadajac wspotzaleznos¢ cech struktury i funkcji mozna wg Laet-
scha (16) przedstawi¢ obecne poglady na mechanizm fotosyntezy roslin
typu C4dwoma modelami (Ryc. 12). Pierwszy poglad najbardziej rozpow-
szechniony, zaklada (Ryc. 12A), ze pierwotna reakcja karboksylacji zacho-
dzi w chloroplastach komérek mezofilu, skad jabtczan lub asparaginian
jest transportowany do komérek pochwy okotowigzkowej. Tam nastepuje
ich dekarboksylacja i COz jest ponownie wigzany i pojawia sie w 3-PGA
(por. Ryc. 9 i rozdziat 11-3a, b i c¢). Istotnym elementem tego modelu jest
zwiekszenie stezenia C02w komoérkach pochwy okotowigzkowej. Ten ro-
dzaj ,pompy CO0Z2’, zwiekszajagc poziom CO02 hamuje wytwarzanie gliko-
lanu, a tym samym ogranicza fotooddychanie (por. rozdziat IV). Dla pet-
nego potwierdzenia tego modelu brak jest dotagd bezposrednich danych do-
tyczacych transportu kwaséw C4 z komorek mezofilu do pochwy okoto-
wigzkowej (16). Zgodnie z modelem ,,pompy C02’ wieficowa budowa lisci
ma by¢ adaptacjg prowadzaca do zwiekszonego stezenia C02w tkankach,
ktore hamuje fotooddychanie i zwieksza przez to wydajnos¢ fotosyntezy
(por. Tabela 5).

a) Pompa oc2 b) Wychwy ty wanie oc?

Pochwa Wiqzka Pochwa \Wiqzka
okotowiqz-

kowa

Ryc. 12. Postulowane mechanizmy witgczania C02u roélin typu C4 wynikajace z bu-
dowy wiencowej liscia. (16)
A —mechanizm pompy COz B —mechanizm wychwytywania C02
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Drugi poglad (zilustrowany na Ryc. 12B) zaktada, ze pierwotna kar.bo-
ksylacja zachodzi w cytoplaZmie komdrek mezofilu, a kwasy C4 ulegaja
dekarboksylacji w chloroplastach, gdzie COz zostaje wigczony w reduk-
cyjnym cyklu pentozowym. Zwigzkami transportowanymi z chloroplastow
komérek mezofilu do chloroplastow pochwy okotowigzkowej do syntezy
skrobi sa posredniki cyklu Calvina. Cze$¢ C02 moze by¢ wigzana bezpo-
$rednio w komérkach pochwy okotowigzkowej. Wedtug tego modelu foto-
oddychanie przebiega gtéwnie w komdrkach pochwy okotowigzkowej,
a wydzielony COz ponownie ulega zwigzaniu w cytoplaZmie komoérek me-
zofilu, co stanowi¢ ma mechanizm ,,wychwytywania C02’. Za stusznoscig
tego modelu przemawiaja badania rozmieszczenia enzymow. Karboksylaza
RuDP wystepuje we frakcjach pochodzacych z komérek mezofilu (110,
112, 114, 115, 118), a rozmieszczenie innych enzyméw cyklu Calvina nie
rézni sie istotnie (1, 16, 99).

Pierwszym doswiadczalnym potwierdzeniem mechanizmu wigczania C02
wedtug modelu B byty dane z pracowni Gi.bbsa (148, 149), gdzie stwier-
dzono znaczne witgczanie C02przez chloroplasty 4-6 dniowych siewek ku-
kurydzy i synteze produktéw charakterystycznych dla roslin typu C3 pod-
czas gdy liscie, z ktérych wyizolowano chloroplasty, wytwarzatly produkty
fotosyntezy typu C4 Co wiecej, karboksylaze PEP znaleziono w roztworze
zastosowanym do izolowania chloroplastow, a otrzymane chloroplasty nie
metabolizowaty jabtczanu i aspiraginianu (148). Podobnie chloroplasty
Amaranthus nie zawieraty karboksylazy PEP, chociaz stwierdzono ja
w supernatancie (150). Model B, ktérego zwolennikiem jest Laetsch
(16) nie wymaga wahadtowego transportu metabolitow miedzy warstwa-
mi komorek, jak w modelu A Zatozenie, ze karboksylacja PEP zachodzi
w cytoplazmie bytoby zgodne z ogdlnym pogladem o miejscu tej reakcji
w kcmoarkach innych roslin (2). Ostateczne rozstrzygniecie, ktéry z tych
modeli jest stuszny, bedzie mozliwe po opracowaniu lepszych metod izo-
lowania komdrek obu typow, uzyskaniu z nich chloroplastéw witaczaja-
cych C02 oraz po wykazaniu, ze chloroplasty roslin typu C4 moga wy-
twarza¢ produkty fotosyntezy typu C3

11-6. Charakterystyczne cechy fotosyntezy trzech podstawowych grup

Tabela 5 podaje zestawione przez Blacka poréwnawcze dane dotycza-
ce wiasciwosci fotosyntetycznych trzech podstawowych grup roslin (C3
C4 i gruboszowatych). Niektére charakterystyczne cechy tych roslin zo-
staty juz oméwione w tekscie artykutu, inne jak np. fotooddychanie be-
dzie przedmiotem rozdziatu IV, pozostate natomiast przedstawione liczbo-
wo w tabeli 5 ilustrujg najlepiej zalezno$¢ miedzy budowg lisci tych roslin
a nastepstwami fizjologicznymi lub biochemicznymi, ktére ona warunkuje.
Dotyczy to miedzy innymi takich parametrow jak optimum temperatury
wegetacji, szybkos$ci maksymalnej fotosyntezy, stezenia C02 w punkcie
kompensacyjnym, wptywu stezenia tlenu na fotosynteze i fotooddycha-
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nie. Ze wzgledéw ekologicznych i uzytkowych najbardziej jest interesu-
jaca wydajnosé fotosyntetyczna ros$lin t.zw. produktywnos$c.

I11. Regulacja cyklu Calvina

Z przedstawionych w poprzednim rozdziale faktéw wynika, ze wspél-
nym dla wszystkich roslin mechanizmem wigczania C02w procesie foto-
syntezy jest redukcyjny cykl fosforanéw pentoz, nazywany potocznie cyk-
lem Calvina. Tak podstawowy i powszechny proces, jak mozna oczekiwac,
musi podlegaé precyzyjnej i zr6znicowanej regulacji. W ostatnim dziesie-
cioleciu uzyskano wiele danych wskazujgcych, ze mechanizm regulacji
cyklu polega na zmianach aktywnosci enzymdw, wywotanych Swiattem
lub ciemno$cig oraz zmianach szybkoSci transportu metabolitdw przez bto-
ne chloroplastow (por. rozdziat 1). Wykazanie etapéw cyklu podlegaja-
cych regulacji stato sie mozliwe dzieki zastosowaniu trzech podstawowych
technik badawczych: a) badanie kinetyki znakowania metabolitow cyklu
w komérkach glonéw in vivo oraz w izolowanych chloroplastach przy
zmianie warunkdw oswietlenia: Swiatto/ciemnos$¢ i ciemnosc¢/Swiatto: b)
badanie poziomu metabolitow i koenzymoéw w rekonstruowanym uktadzie
chloroplastdbw oraz c) badanie witasciwosci enzymow regulatorowych po
ich wyizolowaniu, przy czym szczeg6lnie charakterystycznym enzymem
cyklu okazata sie karboksylaza RuDP. Okazato sie takze, ze istotnym ele-
mentem regulacji jest Swiatto, ktore w sposéb posredni wptywa na aktyw-
nos¢ enzymow regulatorowych. Wynikiem tego jest dziatanie cyklu reduk-
cyjnego w Swietle a oksydacyjnego w ciemnosci.

I11-1. Enzymy regulacyjne cyklu

Enzymami odpowiedzialnymi za regulacje szybko$ci dziatania cyklu
redukcyjnego w Swietle sa: kinaza Ru-5P (a), karboksylaza RuDP (b), de-
hydrogenaza G-3P (c), fosfataza FDP (d), fosfataza SDP (e) oraz w oksy-
dacyjnym cyklu fosforanéw pentoz w ciemnosci: dehydrogenaza G-6P (f).
Miejsce ich dziatania w cyklu Calvina zaznaczono strzatkami na ryci-
nie 13.

Kinaza Ru-5P (a). Aktywnos¢ tego enzymu, dostarczajgcego RuDP,
bezposredniego akceptora C02 wydaje sie zaleze¢ od dwdéch czynnikéw,
obu uwarunkowanych Swiattem. Pierwszym jest wysoki stan energetycz-
ny (organizméw chemosyntetyzujacych lub chloroplastéw), ktérego wyni-
kiem jest wysoki poziom ATP (a niski AMP). Drugim jest wysoki poziom
NADH w organizmach chemosyntetyzujgcych (3) lub ATP w fotosynte-
tyzujacych. Wysoki poziom ATP jako substratu przyspiesza reakcje, na-
tomiast hamuje jg AMP jako inhibitor wspoétzawodniczy (151—155). Rola
wysokiego poziomu NADH (156) moze byé dwojaka — jako Zrodta energii
oraz jako czynnika redukujgcego. Dodanie bowiem witaminy K5 (156a),
ktéra przyjmujac elektrony z fotosyntetycznego transportu i utleniajac
sie w Swietle tlenem z powietrza — uniemozliwia redukcje enzymu, a przez
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to jego aktywacje. Aktywnos$¢ kinazy RuDP w chloroplastach i lisciach
wzrasta pod wpltywem Swiatta (157—161). Aktywacja enzymu w chloro-
plastach po ich wstepnym os$wietleniu nastepuje po t12= 15sek, a wzbu-
dzony Swiattem aktywny stan enzymu zanika w ciemnosci z szybkoScia
t12= 8 min. (160). Aktywno$¢ enzymu hamujg wolne jony magnezu oraz
inhibitory transportu elektronéw. Wskazywatoby to, ze aktywacja kinazy
Ru-5P jest wynikiem wytworzonego pod wptywem Swiatta reduktora w
miejscu poprzedzajgcym ferredoksyne (160).

Dehydrogenaza G-3P (c). Enzym wystepujacy w chloroplastach wspoét-
dziata z NADP (162—164), a takze z NAD. Proby rozdzielenia obydwu en-
zymow wydzielonych z lisci szpinaku (165) i Chlamydomonas reinhardi
(165) nie powiodty sie, wykazano natomiast w enzymie otrzymanym z lisci
grochu (167), a ostatnio takze z chloroplastéw zielonych korzeni grochu
wspoétzawodnictwo miedzy obu koenzymami. Na przyktadzie doswiadczen
z Euglena gracilis (169) i Chlamydomonas reinhardi (170) hodowanych
w ciemnosci, a nastepnie oswietlanych, co powodowato wzrost aktywnos-
ci dehydrogenazy wspotdziatajacej z NADP, postulowano, ze zmiana spe-
cyficznosci enzymu wobec nukleotyddéw NAD i NADP nastepuje pod wpty-
wem Swiatta (170). W Swietle enzym wspdtdziatatby z NADPH, powsta-
jacym w wyniku fotosyntetycznego transportu elektronéw, natomiast
w ciemnosci z NADH, jak enzym glikolityczny. Przeksztatcenie jednej for-
my enzymu w drugg na skutek naswietlania etiolowanych siewek fasoli nie
ulegata zahamowaniu przez chloramfenikol (171). Wzrost aktywnosci de-
hydrogenazy z NADP nastepowat bardzo szybko (172), bo po 5—10 min.
osSwietlenia i nie hamowata go aktynomycyna (173). W izolowanych chlo-
roplastach wzrostowi aktywnosci dehydrogenazy G-3P wspotdziatajacej
z NADP towarzyszyt spadek aktywnosci z NAD (174), podobnie jak w lis-
ciach Lemna gibba (175). Wyniki te wskazywaly, ze pojawienie sie for-
my enzymu wspotdziatajagcej z NADP nie jest syntezg biatka de novo.

Poniewaz inkubacja homogenatu lisci szpinaku lub bobu z NADPH
zwiekszata 6-krotnie aktywnos$¢ dehydrogenazy, ktorg jeszcze wzmagat
dwutiotreitol, podczas gdy sam dwutiotreitol nie zwiekszal aktywnosci
enzymu (176), postulowano, ze aktywacja dehydrogenazy G-3P przez
Swiatto polega na wytworzeniu w niecyklicznym transporcie elektrondw
NADPH, ktory jest zwigzkiem aktywujgcym. Ttumaczytoby to mechanizm
aktywacji enzymu, ale nie zmiane specyficznosci dehydrogenazy w sto-
sunku do NAD i NADP w ciemnosci i na $wietle. Bioragc pod uwage bu-
dowe tetrameryczng dehydrogenazy G-3P oraz wyniki oznaczen kinetycz-
nych rozwazano ostatnio mozliwo$¢ wystepowania w enzymie dwu rodza-
jow miejsc wigzacych nukleotydy (168). Jedne z nich moglyby wigzac
NAD i NADP, drugie za$ tylko jeden z nich, a wiec inaczej niz w enzy-
mie z Euglena, w ktérym istnieje oddzielne miejsce wigzania NAD i NADP
(177). Dehydrogenaze G-3P aktywuja ATP i wysokie stezenie jonéw mag-
nezu (178).
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Fosfataza FDP i SDP (E.C. 3.1.3.11) (d,e). Badania zmian poziomu ste-
zen fruktozo-l,6-dwufosforanu i sedoheptulozo-Il,7-dwufosforanu w ko-
morkach Chlorella towarzyszace przejsciu ze Swiatta do ciemnosci i z ciem-
nosci do Swiatta przyczynily sie do wykrycia regulatorowej roli fosfata-
zy FDP i SDP w przeksztatcaniu tych cukréw w ich monofosforany. FDP
i SDP nagromadzaty sie w ciemnosci, natomiast w $wietle ich poziom obni-
zat sie (179). Dodanie w $Swietle kwasu kaprylowego (180) lub witaminy K5
(156a) powodowato wzrost poziomu tych zwigzkdéw, co wskazywato na ha-
mowanie fosfatazy. ROwniez azotyn (dziatajgc jako akceptor elektronow)
hamowat aktywno$¢ fosfatazy FDP i SDP (19).

Fosfataza FDP jest enzymem chloroplastowym (157, 181). U Euglena
gracilis hodowanej w ciemnosci aktywno$¢ tego enzymu jest niewielka,
wzrasta za$ po naswietleniu komorek prawie rownolegle ze wzrostem ilos-
ci chlorofilu (182a). Optimum pH fosfatazy FDP z lisci szpinaku zalezy od
stezenia jondw magnezu (182). Homogenny preparat enzymu (182, 183)
w odrdznieniu od swego odpowiednika z komorek niefotosyntetyzujacych,
nie jest hamowany przez AMP. Oczyszczony enzym ma ciezar czasteczko-
wy 195000 (3).

Aktywnos$¢ chloroplastowej fosfatazy FDP zalezy od wspétdziatania
enzymu ze skladnikiem biatkowym (niezidentyfikowanym), jonami mag-
nezu i zredukowang ferredoksyng (22, 183, 184) wg reakcji:

) chloroplasty )
4 Ferredoksynauti. + 2Ha0 —------=------=- *4 Ferredoksynazre(i + 02
Swiatto
) sktadnik .
FDP-azanieaktywna + Ferredoksynazred. bialth_)Wg/_ FDp-azaaktywna + Ferredoksynautl.

aktywna FDP-aza .
FDP + HX T . F-6P -I- Pi

Zredukowang ferredoksyne mozna zastgpi¢ dwutiotreitolem (189).
Aktywacja fosfatazy FDP i SDP pod wplywem S$wiatta polega wiec na
wywotaniu fotosyntetycznego transportu elektronéw, ktéremu towarzy-
szy z jednej strony redukcja ferredoksyny, a z drugiej przemieszczanie sie
protonow, alkalizacja stromy chloroplastbw i nagromadzanie sie w niegj
Mg2+ (por. rozdziat 1-7). Ciemno$¢ uniemozliwia redukcje ferrodoksyny
i prowadzi do obnizenia pH i stezenia jonéw Mg2+ w stromie. Wynikiem
tych reakcji jest spadek aktywnos$ci fosfatazy, nagromadzenie sie FDP
i SDP i w nastepstwie zmniejszone wigczanie C02 z braku dostatecznej
ilosci jego akceptora — RuDP.

Dehydrogenaza G-6P (f). Badania kinetyki znakowania metabolitéw fo-
tosyntezy w komérkach Chlorella oraz chloroplastach (156a, 185) wyka-
zaly natychmiastowe pojawienie sie 6-P-Glu po przejsciu ze $Swiatta do
ciemnosci lub w Swietle w obecnosci witaminy K5 W chloroplastach i lis-
ciach Swiatto hamowato aktywno$¢ dehydrogenazy (186, 187), natomiast
NADP jg aktywowatl (188). Co wiecej, 6-P-Glu w fizjologicznym zakresie
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stezen hamuje aktywnos$¢ karboksylazy RuDP (74, 190—192), co powodu-
je, znaczne obnizenie poziomu RuDP, substratu karboksylacji. Przeciw-
nie, zwiekszony w S$wietle poziom RuDP powodowat hamowanie aktyw-
nosci dehydrogenazy G-6P niebiesko-zielonych glonéw (193), a NADP
w pewnych warunkach aktywowat karboksylaze RuDP (194). Ostatnie
badania Lendziana i Basshama (190) nie tylko potwierdzity po-
przednie obserwacje, lecz staty sie podstawag do bardziej precyzyjnego
okreslenia mechanizmu regulacji dehydrogenazy G-6P przez RuDP i sto-
sunek NADPH/NADP i oddziatywanie uktadu dehydrogenazy G-6P na re-
dukcyjny cykl fosforanéw pentoz. Tak wiec RuDP i NADPH metabolity
cyklu redukcyjnego, hamujg aktywnos¢ dehydrogenazy G-6P, natomiast
6-P-Glu, metabolit cyklu oksydacyjnego hamuje aktywnos$¢ karboksyla-
zy RuDP. Jest to wiec mechanizm wzajemnej regulacji obu cykli poprzez
poziomy kluczowych metabolitébw — RuDP i 6-P-Glu oraz wspolne ogni-
wo, jakim jest zmienny stosunek NADPH/NADP. Cykl redukcyjny podle-
ga regulacji przez wysoki stosunek nukleotydéw, a RuDP i 6-P-Glu sg dal-
szymi czynnikami regulacji w cyklach, w ktorych nie sg metabolitami.
W przeciwienstwie do innych organizméw w chloroplastach roslin ATP
nie bierze udziatu w regulacji dehydrogenazy G-6P i dziatania oksyda-
cyjnego cyklu fosforanow pentoz (192).

111-2. Wtasciwosci i regulacja karboksylazy RuDP

Karboksylaza RuDP (E.C. 4.1.139) (b) jest szczeg6lnym enzymem cyklu
fotosyntetycznej redukcji wegla, zaréwno ze wzgledu na katalizowang
przez siebie reakcje, jak i na swoje wiasciwosci. Wynika to czesciowo
z wiasciwosci substratu rybulozo-1,5-dwufosforanu. Ta ketoza bowiem,
z dwoma grupami fosforanowymi i otwartym tafcuchem weglowym, jest
tak reaktywna, ze przytgczenie czgsteczki CO, z utworzeniem 2 czasteczek
3-PGA zachodzi bez dodatkowego wkiadu energetycznego (18). Szczegol-
nie istotne sg wiasciwosci enzymu, ktory dziata jako karboksylaza (194—
196), ale takze jako oksygenaza (197—199). Nastepstwa fizjologiczne tej
ostatniej aktywnosci zostang oméwione w czesci IV artykutu.

Ta niespotykana specyficzno$é enzymu powoduje nastepujacy przebieg
reakcji:

(@) RuDP + 14C02-» [I-14C]-3-P-glicerynian + 3-PGA
(b) RuDP + 180 2-m[l-180]-P-glikolan + 3-PGA

W reakcji (a) enzym dziata jako karboksylaza, w reakcji (b) za$ jako
oksygenaza. W reakcji (@) C02 jest dotagczany do C2 RuDP a rozpad hy-
drolityczny zachodzi miedzy C2i C3 tworzac 2 czasteczki 3-PGA. W reak-
cji (b) 02 przytacza sie do C2 RuDP (zwigzanego z enzymem), ktéry ma
czesciowo charakter anionowy na skutek utworzenia karboanionu przy C2
Hydroliza tego posrednika prowadzi do powstania fosfoglikolanu i 3-PGA.

3 Postepy Biochemii
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Z przebiegu reakcji widaé, ze COzi 0 2wspotzawodniczg o miejsce aktyw-
ne karboksylazy/oksygenazy RuDP, przy czym CO02 hamuje reakcje utle-
nowania a 0 2hamuje karboksylacje RuDP.

Nie tylko wiasciwosci enzymu, ale i historia jego odkrycia byta niety-
powa. W stanie elektroforetycznie czystym biatko enzymu, jako t.zw.
»frakcje I biatka” otrzymali Wildman i Bonner w 1947 r. (200),
a wiec 7 lat wczesniej niz wykryto substrat i jego karboksylacje (201,
202). Po blisko 25 latach wykazano identycznos¢ ,frakcji | biatka” i kar-
boksylazy RuDP (21, 22), ktéra moze stanowi¢ nawet potowe frakcji roz-
puszczalnej biatek chloroplastowych (21). Oczyszczony preparat enzymu
otrzymano prawie réwnocze$nie w laboratoriach Horeckera,
Ochoay i Rackera w latach 1956/57 (21, 22). Karboksylaza RuDP
z glonéw i wyzszych roslin ma mase czasteczkowg okoto 560 000 daltonow
(S20w —18,5) i pod wptywem siarczanu dodecylu, mocznika lub chlorowo-
dorku gwanidyny dysocjuje na 2 rodzaje podjednostek: 8 o masie 54 000—
60 000 i 8 podjednostek o masie 12 000— 16 000 daltonow (22, 203).
Karboksylaza RuDP wykazuje duze powinowactwo do RuDP (Km=
1—2,5X10_4M) (194, 204) przy wysycajacym poziomie Mg+ (Km=
= 1X10~3V). Natomiast powinowactwo do HCO03~— jako do drugiego
substratu (Km= 1—2X10 _2M) (204, 205) byto od poczatku badan sprawg
dyskusyjna, wobec matej aktywnos$ci czasteczkowej karboksylazy (1340
(¢moli HCO03~ wiaczonego/mol enzymu/min.), enzymu o tak podstawowym
znaczeniu. Waznym odkryciem byto stwierdzenie (206), ze substratem kar-
boksylazy jest C02a nie HC03-. Okazato sie woweczas, ze stata Kmwyno-
si 4,5XI10-4M. Odpowiada to w przyblizeniu og6lnej zawartosci ,,C02’
(C02+ HCO03 -+-H2C 03 w zbuforowanym roztworze o pH 7,9 w réwnowa-
dze z dwutlenkiem wegla w powietrzu (203). W roztworze o pH 7,9 gazowy
C02 stanowi mniej niz 1% ogdlnej ilosci wegla, stad dla uzyskania od-
powiedniej szybkos$ci wigczania C02przez preparat karboksylazy niezbed-
na jest aktywacja enzymu. Whniosek taki wyptywat réwniez z obserwaciji,
ze izolowane chloroplasty wykazujg wieksze powinowactwo do jonu we-
glanowego niz preparat karboksylazy (30, 207). Okazato sie (23, 72, 200,
209, 211), ze przez zwiekszenie stezenia Mg2+ w mieszaninie reakcyjnej,
zwieksza sie powinowactwo karboksylazy do HC03' i Km= 22mM (206)
osigga wowczas wartos¢ 56mM (68). Ostatnio stwierdzono wystepowanie
formy karboksylazy RuDP o niskiej wartosci Km wobec HC03~ (0,5—
0,8mM) (212), co odpowiadatoby nienaruszonym chloroplastom w czasie fo-
tosyntezy. Zdaniem Lilley i Walkera (211) istotne znaczenie ma
nie tylko powinowactwo ale takze szybko$s¢ maksymalna i ilos¢ karboksy-
lazy. Dane Bahra i Jensena (212) wykazujg bowiem, ze forma
karboksylazy o niskim Km przy szybko$ci wigczania 24[xmoli C02mg
chl./godz niewiele rdzni sie wydajnoscig od formy o posredniej Km(z mniej-
szym powinowactwem ale wyzszej szybkosci maksymalnej), ktéra przy
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tym samym stezeniu C02w $rodowisku (9xM) wigczata 27(j-moli C02mg
chl./godz.).

Poza jonami magnezu, aktywatorami karboksylazy RuDP jest F-6P
(209, 214), powstajacy w Swietle z FDP pod wplywem fosfatazy, oraz
znacznie silniejszym 6-P-Glu, FDP hamuje natomiast aktywno$¢ tego en-
zymu. Aktywnos$¢ karboksylazy RuDP jest wiec uwarunkowana stosun-
kiem stezen F-6P/FDP (21). Obserwacje te sg sprzeczne z wynikami pra-
cowni Basshama (74, 190). Okazato sie, ze stymulacja lub hamowa-
nie aktywnosci karboksylazy RuDP zalezy nie tylko od stezenia badanych
zwigzkéw (substratow i efektorow) ale takze od kolejnosci ich dodawania.
Zapoczatkowato to bardziej szczeg6towe badania wiasnosci regulatorowych
tego enzymu (193a, 215).

Aktywnos$¢ karboksylazy RuDP z lisci szpinaku jest, przy niskich ste-
zeniach C02i IOmM stezeniu jondw magnezu, regulowana przez substraty
— RuDP i CO, oraz przez efektory — 6-P-Glu, NADPH i FDP, nie jest
nim natomiast F-6P. Wstepna preinkubacja enzymu z HCO03 i Mg2+ jest
warunkiem koniecznym by fizjologiczne stezenia RuDP nie hamowaly je-
go aktywnosci. Najwyzsza aktywno$¢ enzymu uzyskuje sie wowczas gdy
mieszanina reakcyjna zawiera w czasie preinkubacji réwniez 0,0lmM
6-P-Glu lub 0,5 mM NADPH. Inhibitorami wspétzawodniczymi enzymu,
po jego preinkubacji z HC03~ i Mg2+ w stosunku do RuDP sg 6-P-Glu
i FDP (wartosci K; dla 6-P-Glu i FDP wynosza odpowiednio 0,02mM i 190
mM). NADPH lub 3-PGA dodane w stezeniach fizjologicznych réwnoczes-
nie z RuDP nie wplywajg na aktywnos$¢ enzymu.

Na podstawie tych wynikéw, Chu i Bassham (190, 193a, 215)
proponujg allosteryczny model regulacji w potaczeniu ze wspétzawodni-
czg inhibicjg przez 6-P-Glu i FDP. Wedlug tego modelu allosteryczne
biatko enzymu zawiera miejsca katalityczne, ktore wigzg substraty —
RuDP i C02oraz 6-PGlu i FDP i co najmniej 4 miejsca regulatorowe,
oznaczone I, At, A2i A3 Przy braku Mg2+ lub HCO03-, miejsce | wigze
silnie RuDP co powoduje zmiany konformacyjne czasteczki enzymu, utrzy-
mujgce sie przez 20 min, mimo dodanych nastepnie jonéw magnezu
i HCO03-. Jesli w $rodowisku nie ma RuDP, w miejscu A3wigze sie Mg2+
i HC03- (lub CO2, co powoduje utworzenie aktywnej formy enzymu ale
z mniejszym powinowactwem do RuDP w miejscu I. Dodanie do takiego
preparatu RuDP w stezeniu fizjologicznym wywotuje tylko czesciowa
utrate jego aktywnosSci. Ta aktywna forma enzymu moze, w czasie prein-
kubacji z Mg2+ i HCO03 , wigza¢ 6-PGlu lub FDP w miejscu Al a NADPH
w miejscu A2 Przy optymalnym poziomie zwigzanych efektoréw (6-PGlu
lub NADPH) enzym zachowuje petng aktywnos$é, nawet jesli nastepnie zo-
staje dodany RuDP. Przy braku jednego z efektoréw, dodanie RuDP po
okresie preinkubacji zmniejsza aktywnos$¢ do ok. 40°0. Mniej skuteczne
dziatanie FDP jako efektora jest wynikiem wigzania go zar6wno w miejs-
cu | jak i Ai.

3*
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Tak ztozony mechanizm regulacji aktywnosci karboksylazy RuDP ttu-
maczy wprawdzie obserwowane efekty roznych zwigzkéw na aktywnos$¢
enzymu, jednak do petnego wyjasnienia mechanizmu konieczne bedzie
zbadanie wspoétdziatania podjednostek katalitycznych i regulatorowych
allosterycznego biatka enzymatycznego w wigzaniu substratow i efektorow.

111-3. Regulacja cyklu

Badania kinetyki znakowania metabolitow w komdrkach Chlorella
i izolowanych chloroplastach w czasie przejScia $wiatto—ciemno$¢ i ciem-
nos¢—sSwiatto oraz w $wietle po dodaniu inhibitorow (witaminy K5i kwa-
su kaprylowego) wykazaty: regulacje na S$wietle nastepujacych etapoéw
redukcyjnego cyklu fosforanéw pentoz (18, 19, 73, 156a, 179), oznaczonych
strzatkami 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-
ranéw tych cukréow, a w ciemnosci, w oksydacyjnym cyklu fosforanéw
pentoz utlenianie G-6P z utworzeniem 6-PGlu (f).

Swiatto nie aktywuje bezposérednio zadnego z tych enzyméw. Wywo-
tuje natomiast transport elektrondw i protonéw w chloroplastach, ktére-
mu towarzyszy wytwarzanie czynnikéw redukcyjnych w postaci zreduko-
wanej ferredoksyny i NADPH oraz gromadzenie sie w stromie jondw Mg2+
(por. rozdz. 1-7). Dopiero one sg bezposrednimi aktywatorami enzymoéw.
I tak jony Mg2+ i zredukowana ferredoksyna aktywujg fosfatazy FDP
i SDP; NADPH i Mg2+ aktywujg karboksylaze RuDP, a NADPH Kkinaze
Ru5P i dehydrogenaze G-3P.

Brak Swiatta natomiast, przerywajac transport elektronéw aktywuje
dehydrogenaze G-6P na skutek gromadzenia sie w tych warunkach NADP,
ktory jest wiasciwym aktywatorem enzymu.,

Zaznaczone strzatkami na rycinie 13 miejsca regulacji metabolicznej
cyklu dziatajg tgcznie, aktywujac w Swietle fotosyntetyczny cykl reduk-
cji wegla przy wysokim stosunku NADPH/NADP, a w ciemnosci hamujg
go przy niskim stosunku NADPH/NADP, aktywujgc réwnocze$nie za po-
Srednictwem dehydrogenazy G-6P oksydacyjny cykl fosforanéw pentoz.

Powigzania cyklu Calvina z dalszymi przemianami sg nastepujgce: Ki-
naza pirogronianowa (enzym regulatorowy wystepujacy poza cyklem)
przeksztatca FEP w pirogronian, ktéry jest substratem w syntezie amino-
kwaséw (alaniny) lub kwaséw ttuszczowych (poprzez acetyloCoA). Spadek
aktywnosci fosfatazy FDP powoduje nagromadzanie sie 3-PGA, (G-3P)
i DHAP, ktére moga by¢ wykorzystane w syntezie ttuszczow i biatek. Syn-
teza tluszczéw z cukru wymaga redukcji DHAP w celu wytworzenia fo-
sforanu glicerolu, co powoduje zmniejszenie szybkosci utleniania fosfo-
ranéw trioz w ciemnosci. G-6P powstaje z F-6P zaréwno w Swietle jak
i w ciemnosci. Na $wietle obydwa zwiazki sa przeksztatcane w cukrowce
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z udziatem UTP w syntezie sacharozy lub ATP w syntezie skrobi, w ciem-
nosci zas G-6P zostaje utleniony do 6-PGlu.

Charakterystycznym elementem regulacji cyklu jest fakt, ze 3-PGA
i fosforany trioz potrzebne do syntezy biatka i tluszczy powstajg w na-
stepstwie karboksylacji a przed reakcja katalizowania przez fosfatazy FDP
i SDP. Natomiast zwigzek potrzebny do syntezy cukrowcéw — frukto-6-
-fosforan pojawia sie po reakcji katalizowanej przez fosfataze FDP a przed
reakcjg karboksylacji. Karboksylacja RuDP i reakcja katalizowana przez
fosfatazy FDP i SDP sg etapami ograniczajgcymi szybkos$¢ dziatania cyklu
Calvina. Mala przeto nawet zmiana stosunku aktywnos$ci tych enzymoéw
moze powodowac, ze posredniki cyklu zaczng nagromadzac sie badz w pier-
wszej potowie cyklu, t.j. miedzy reakcja katalizowang przez karboksylaze
RuDP a reakcja katalizowang przez fosfataze FDP, badz tez drugiej po-
towie cyklu po reakcji katalizowanej przez fosfataze FDP a przed karbo-
ksylacja RuDP. Ten mechanizm regulacji umozliwia gromadzenie sie me-
tabolitow cyklu redukcji wegla w miejscu, gdzie sg one potrzebne do dal-
szych biosyntez (18).

Pirogronian ? acetylo-CoA — kwasy ttuszczowe

(,‘02 g/e] ATP Ttuszcze
NADPH
PE\P P-glicerol
3-PGA /g_ Zp
[b] DHAP: -~ |\ Sukrowce

Ryc. 13. Fotosyntetyczny cykl redukcji fosforandw pentoz (cykl Calvina) i etapy
jego regulacji wg Basshama (18—20, uproszczony). Objasnienia w tekscie.

Wspéblng cechg wszystkich enzymdw regulatorowych cyklu jest, zgod-
nie z og6lng zasada, ,nieodwracalnos$¢” katalizowanych przez nie reakcji.
Wartosci zmiany energii swobodnej stanéw rownowagi dynamicznej po-
szczeg6lnych reakcji w przypadku reakcji katalizowanej przez fosfataze
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FDP i SDP AG = —7Kcal, w przypadku karboksylazy RuDP AG = —10
Kcal, a dla przeksztatcenia Ru5P w RuDP AG = —4Kcal. Kazdy z pozo-
statych 9 etapdéw cyklu, ktére w Swietle nie sa regulowane majg wartosci
AG miedzy 0 a —2 Kcal. (216). Tej samej prawidtowosci podlega réwniez
przeksztatcenie PEP w pirogronian, ktérego AG = 4,5 Kcal, natomiast dla
dwuetapowego przeksztatcenia 3-PGA w PEP AG = —2Kcal (217).

Te zmiany ujemnej wartosci energii swobodnej wyrazajg straty po-
tencjatu chemicznego w wyniku przeksztatcenia w ciepto w temperatu-
rze pokojowej. Straty te odpowiadajg wzrostowi entropii w catym ukia-
dzie i sg réznicg miedzy energig, ktéra zostata zgromadzona w wytworzo-
nym ATP, NADPH i tlenie w reakcjach Swietlnych a energig wytworzo-
nych produktéw fotosyntezy i wydzielonego tlenu. Tak wiec, mimo strat
energii jakie towarzyszg reakcjom katalizowanym przez enzymy regula-
torowe, jest to zjawisko korzystne dla uktadéw biologicznych, poniewaz
przeciwdziata znaczniejszemu wzrostowi entropii (19).

IV. Fotooddychanie

1V-1. Ogélna charakterystyka procesu

Rozwiniete w ostatnim dziesiecioleciu intensywne i wielostronne ba-
dania nad procesem fotooddychania roélin, poprzedzity o wiele wczes$niejsze
obserwacje Warburga z 1920 roku i Deckera z drugiej potowy
lat 50-tych. Pierwszy z tych badaczy (218) zaobserwowal hamowanie fo-
tosyntezy glonéw przez Oz i zjawisko to przeszto do literatury pod nazwa
efektu Warburga, drugi za$ stwierdzit uwalnianie CO02 z lisci tytoniu
w ciemnosci po uprzednim ich oswietleniu (219). Gwattowne wydzielanie
CO02w ciemnosci, po okresie oSwietlania lisci wzrastato ze zwigkszeniem
intensywnosci swiatta, stezenia C02w atmosferze i wzrostem temperatu-
ry (220). Wskazywato to, ze wydzielanie C02w ciemnosci jest Scisle zwia-
zane z procesem fotosyntezy, jak to schematycznie przedstawia rycina 14.
Swiatto jest niezbedne dla wytworzenia substratu fotooddychania, podczas
gdy dalsze reakcje, prowadzace do dekarboksylacji substratu nie wyma-
gaja juz Swiatta. Po pewnym czasie intensywnos$¢ dekarboksylacji spada
do poziomu oddychania mitochondrialnego, nazywanego przez fizjologow
oddychaniem ciemniowym. Fotooddychanie, termin uzyty po raz pierwszy
przez Deckera i Ti6 (220a), jest to stymulowane $wiattem uwalnia-
nie C0O2i pobieranie Oz (220b). Proces ten, charakteryzujgcy przede wszy-
stkim rosliny typu C3 w znacznym stopniu obniza wielko$¢ fotosyntezy
netto. Cechuje go wysoki punkt kompensacyjny dla COz rzedu 40—70
cz./milion w 21% 0 2i 25° (25, 27), ktéry w pewnych przypadkach (niekt6-
re drzewa) moze wynosi¢ nawet 155 (27). Oznacza to, ze w wyniku foto-
syntezy rosliny te nie moga obnizy¢ ponizej tej granicy stezenia CO02
w zamknietej przestrzeni. Dla pordwnania straty C02 na skutek fotood-
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dychania w roslinach typu C4 i gruboszowatych sg niewielkie i punkt
kompensacyjny CO02jest bliski 0 (25) (por. Tabela 5). Szybko$¢ uwalniania
UCO02w Swietle i w ciemnos$ci przez tyton — rosline typu C3i kukurydze
—ros$ling typu C4przedstawia rycina 15.

Fotosynteza Fotooddychanie

SUBSTRAT

*
Co2 FOTOODDYCHANIA co?2

Reakcje wymagajace Reakcje niewymagajqce
Swiatta. Swiatta.

Ryc. 14. Schemat zalezno$ci miedzy

— fotosyntezag a fotooddychaniem.
SWIA TL 0

160}

120

80

40

KUKURYDZA

Ryc. 15. Wplyw Swiatta i ciemnos-
0 10 20 30 0 10 20 30 ci na uwalnianie 14C02 przez liscie
Minuty tytoniu i kukurydzy (243).

Z badan fizjologicznych wiadomo, ze szybko$¢ fotooddychania zalezy
przede wszystkim od takich czynnikéw, jak: stezenie CO02 stezenie 02
intensywno$¢é Swiatta oraz temperatura. Rycina 16 przedstawia schema-
tycznie wspotzaleznos¢ pierwszych trzech czynnikéw i ich wptyw na szyb-
ko$¢ pojawiania sie 4C02 pochodzacego z przeksztatcen glikolanu. Przed-
stawiajac wptyw danego czynnika zalozono, ze dwa pozostate majg wiel-
kos$¢ charakterystyczng dla warunkéw wystepujacych w przyrodzie, a wiec
21°/0 02 0,03% CO02i petne Swiatto stoneczne. Z wykresu tego widac, ze
przy wzroscie stezenia C02nastepuje zmniejszenie ilosci wigczonego XC do
glikolanu i zwiazkdw z niego powstajagcych, natomiast stezenia Ozi inten-
sywnosci Swiatta zwieksza ilos¢ H4C uwolnionego z glikolanu i jego metabo-
litbw. Podobnie wptywa wzrost temperatury otoczenia. Z przedstawionych
na rycinie 16 zaleznosci wynika, ze istniejgce w przyrodzie warunki sprzy-
jaja procesowi fotooddychania, sag natomiast mniej korzystne dla procesu
fotosyntezy i jg ograniczajg.
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Ryc. 16. Wspodtzaleznosé wpltywu
C02 02 i $wiatta na tworzenie gli-
kolanu w roslinach (27).
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Jedng z metod stosowanych do wykrycia fotooddychania jest pomiar
netto fotosyntezy tego samego liscia w atmosferze 2% a nastepnie 21% 02
W roslinach, charakteryzujacych sie fotooddychaniem, szybkos$¢ fotosynte-
tycznego wiagczania C02jest okoto 45% wyzsza w obecnosci 2% 0 2niz 21%
Oz przy 0,03% CO02i w 25° Zmiana stezenia tlenu w granicach 2—21%
natomiast nie wplywa na szybkos$é fotosyntezy w roslinach typu C4 (25,
221) a stezenia wyzsze (21—100%) hamuja nawet ten proces (222, 223). Za-
hamowanie to nie jest bezposrednio zwigzane z efektem Warburga, cha-
rakterystycznym dla roslin typu C3 gdyz zwiekszenie stezenia CO02 nie
cofa catkowicie tej inhibicji (222) ani jej nie usuwa (223). Istniejg sugestie,
ze w komaérkach mezofilu roélin typu C4zwiekszone stezenie tlenu hamuje
odtwarzanie PEP (224, 225) wzglednie dekarboksylacje lub karboksylacje
w komérkach pochwy (226). Wydaje sie, ze hamujacy wptyw 02 mozna
obecnie ttumaczy¢ witasnosciami oksygenazy RuDP w spos6b przedstawio-
ny w rozdziale 1V-2b.

Mimo opracowania wielu metod doktadny pomiar fotooddychania jest
nadal trudny i jest ciggle przedmiotem rozwazan (5, 24, 25, 227, 228). Prze-
de wszystkim trudno rozréznic¢ i oszacowac ilosciowo C02pochodzacy z od-
dychania mitochondrialnego od C02wydzielanego w procesie fotooddycha-
nia. Trudno tez oznaczy¢ ilos¢ ponownie wigczonego C02 pochodzacego z
fotooddychania. Z przeprowadzonych dosSwiadczen przez Mangata i wsp.
(229) wynika, ze oddychanie mitochondrialne w Swietle stanowi tylko 1/4
tego oddychania w ciemnos$ci, natomiast Raven (230), opierajac sie na
danych doswiadczalnych wielu autoréw, uwaza, ze oddychanie mitochon-
drialne zachodzi w ciemnosci i w $wietle z jednakowa intensywnoscia. Po-
dobne rozhieznosci pogladéw dotycza tez ponownego wiaczania C02 po-
chodzacego z fotooddychania gdyz moze ono wynosi¢ od 1/3 (231) do 2/3
(232) ilosci wydzielonego C02

Mimo tych trudnosci mozna jednak oszacowaé wielko$¢ fotooddychania
na podstawie wynikéw uzyskanych trzema niezaleznymi metodami (26):
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a) dokonujac pomiaréw wydzielania C02 do atmosfery pozbawionej tego
gazu; b) przez ekstrapolacje intensywnosci fotosyntezy przebiegajacej
przy roznych stezeniach C02 do stezenia zerowego tego gazu, i C) przez
oznaczanie zréznicowanego pobierania 4C02i 02 (231, 233). Otrzymane
tymi metodami dane wykazujg, ze szybkos¢ fotooddychania roslin typu
C3stanowi okoto 1/6 szybkosci netto fotosyntezy w 25° gdy stezenie C02
wynosi 0,03°/0 a stezenie Oz— 21% (25, 227, 234).

1V-2. Biosynteza substratu fotooddychania

Glikolan, jeden z pierwszych produktéw fotosyntezy, jest powszech-
nie uwazany za substrat fotooddychania (5, 24, 25, 27). Znaczne ilosci gli-
kolanu gromadzg sie w pewnych warunkach w glonach (235—237). W lis-
ciach roslin synteze glikolanu hamuje kwas glicydowy (2,3-epoksypropio-
nowy) * (238), a utlenianie glikolanu do glioksalanu hamuje kwas a-hydro-

KWAS 2 3-EPOKSY- KWAS .H YDROKSY -2 -PIRYDYNO -
PROPIONOWY (KW. GLICYDOWYJ I\GANOSULFONDWY IhUPMSI
H-C — 'if— COOH f X
H H L y-CHOH-SO03H
COo A ch2oh- cooh 1 - CHO-COOH ~ — —
Kwas glikoliomy * Kwas glioksalowy
Synteza Oksydaza
glikolanu glikolanowa
¢ eH20H
--------- ch-nh2 *  nh3 * COJ
COOCH
Glicyna Seryna

CONH-NHj

HYDRAZYD KWASU
IZONIKOTYNOWEGO
IINH1

Ryc. 17. Miejsca dziatania inhibitorow syntezy i utleniania glikolanu.

* Ostatnio stwierdzono, ze kwas glicydowy jest inhibitorem oksygenazy RuDP, nie wplywa
natomiast na aktywno$¢ karboksylazy RuDP (G. F. Wildner, J Henekel, (1976),
Biochem. Biophys. Res. Commun., 69, 268—275).
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ksy-2-pirydynometanosulfonowy (239). Utworzona glicyna zostaje prze-
ksztatcona dalej w seryne z wydzielaniem CO02i proces ten hamuje hydra-
zyd kwasu izonikotynowego (239a), uzyty pierwotnie przez Golds-
worthy’ego (240) do hamowania fotooddychania (Ryc. 17).

Z Kkilku mozliwych drég biosyntezy glikolanu w komorkach glonow
i roslin wyzszych, za najbardziej prawdopodobne uwaza si¢ powstawanie
glikolanu w reakcji katalizowanej przez transketolaze oraz w reakcji ka-
talizowanej przez oksygenaze RuDP (26, 27, 241, 242).

IV-2a. Powstawanie glikolanu z DHE-TPP

Powstajgce w fotosyntetycznym cyklu redukcji wegla ketozy (np.
F-6-P, Xu-5-P, S-7-P) tworzg z TPP w reakcji katalizowanej przez trans-
ketolazy kompleks, pirofosforan dwuhydroksyetylotiaminy (DHE-TPP),
t.zw. ,,aktywny aldehyd glikolowy”, ktéry w obecnosci utleniacza (Fe3+,
H2 2 chinonu, DCIP) ulega nieenzymatycznemu rozpadowi do glikolanu
i TPP:

TPP
Fruktozo-6-P -2fenske~. H—C—OH OOH + TPP
tolaza ? Fe3+ ﬁ

CH20H chinon CH20H

Mechanizm ten zdawat sie znajdowac potwierdzenie w wynikach pra-
cowni Gibbsa (244, 245) gdzie stwierdzono, ze izolowane chloroplasty,
do ktérych dodano F-6-P lub DHE-TPP oraz transketolazy i ferredoksy-

Al Wysokie ic o 2 t. niskie [02I

Swiatlo ~ Ferred. - — NADPH \ !/ 3PGA
zred

NADP ~ A C-3P
Bl Wysokie 102 J, niskie IOC2!

Swiatio 0, (nieenzym.)

Ferred Ferred. + Hy0,
zred utl.
DHE-TPP
M0 CH,0H
CIOOH +TPP

Ryc. 18. Powstawanie glikolanu z DHE-TPP wg hipotezy Coombsa i W hittinghama
(246).
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ny, tworzyly na Swietle glikolan z szybko$cig odpowiadajgcg szybkosci
fotosyntezy. W procesie tym utleniaczem miat by¢ H2 2 powstajacy
w reakcji zredukowanej ferredoksyny z tlenem (reakcja Mehlera). Do-
danie katalazy lub inhibitora fotosyntetycznego transportu elektronéw
hamowato synteze glikolanu.

Mozliwo$¢ syntezy glikolanu tg droga rozwazali juz wczes$niej
Coombs i Whittingham (246), zakladajac, ze efekt Warburga
jest wynikiem wspotzawodnictwa miedzy C02i 020 zwigzek redukujacy,
powstajacy w reakcjach Swietlnych fotosyntezy. Przy wysokim stezeniu
CO02i niskim 02 (Ryc. 18, reakcja A) wystepujacy w dostatecznej ilosci
3-PGA miat ulegaé redukcji przez NADPH do G-3-P, natomiast przy nis-
kim stezeniu C02a wysokim 0 2 (reakcja B) i niskim poziomie 3-PGA, kto-
ry magtby ulec redukcji, zredukowana ferredoksyna miata ulega¢ utle-
nianiu tlenem atmosferycznym z utworzeniem H2D 2 ktéry z kolei miat
utlenia¢ DHE-TPP do glikolanu.

Bardziej szczeg6towa analiza tej drogi syntezy glikolanu wykazata, ze
proponowany mechanizm jest sprzeczny z wieloma obserwacjami. Po pier-
wsze zaklada on, ze przy niskim stezeniu C02 synteza glikolanu bedzie
wzrasta¢ wraz ze wzrostem intensywnosci Swiatta, gdyz w tych warunkach
bedg powstawaé znaczne ilosci nadtlenku wodoru. Synteza glikolanu
u Chlamydomonas reinhardtii okazata sie jednak proporcjonalna do szyb-
kosci fotosyntezy przy réznych stosowanych intensywnosciach Swiatta
(247). Postulowanego mechanizmu nie potwierdzity réwniez oznaczenia
punktu kompensacyjnego C02przy réznym oswietleniu (248).

Przeciwko hipotezie Coombsa i Whittinghama przemawiajg dalsze fak-
ty. Tworzenie HD 2 przez fragmenty chloroplastéw i nienaruszone liScie
osigga maksimum przy 8% 02 (249) podczas gdy taki poziom stymulacji
fotooddychania nie nastepuje przy 100°0 02 (22, 250). Co wiecej, znako-
wany 180z pojawia sie w grupie karboksylowej glikolanu a nie w wodzie
powstajacej z HD 2 (Ryc. 17, reakcja B). Mechanizm tworzenia glikolanu
z DHE-TPP nie uwzglednia réwniez wystepowania w chloroplastach ak-
tywnej fosfatazy glikolanu i jej substratu P-glikolanu (253), a ponadto,
wiadomo, ze 50°/0 C02 asymilowanego w procesie fotosyntezy ulega wig-
czeniu poprzez glikolan (5, 27, 231). Trudno wiec przyjaé by tak duzy
przeptyw wegla w uktadzie biologicznym dokonywat sie w nieenzymatycz-
nym ciggu reakcji.

1V-2b. Powstawanie glikolanu w reakcji katalizowanej przez oksygcnaze RuDP

Oksygenaza RuDP. Wykrycie w 1971 roku przez Bowes a Ogre-
na i Hagemana (197), ze karboksylaza RuDP ma réwniez aktywnos$¢
oksygenazy zapoczatkowato badania, ktdrych wyniki w istotny sposéb przy-
czynity sie do wyjasnienia wptywu 0 2na fotosynteze i fotooddychanie (198,
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199, 251, 252). Karboksylaza/oksygenaza RuDP Kkatalizuje przytaczanie
C02lub Ozdo C2RuDP, ktéry ma charakter anionowy na skutek utworze-
nia karboanionu przy C2 Hydroliza tego posrednika po przytaczeniu 02
prowadzi do powstania 3-PGA i P-glikolanu, ktory pod wptywem fosfata-
zy wystepujacej w chloroplastach (253) zostaje przeksztatcony w glikolan
(Ryc. 19). C02i Oz wspdtzawodnicza zapewne o miejsce aktywne karbo-
ksylazy/oksygenazy RuDP, gdyz 02 jest inhibitorem wspo6tzawodniczym
z C02 w reakcji katalizowanej przez karboksylaze, a CO02 inhibitorem
wspdtzawodniczym z 02 w reakcji katalizowanej przez oksygenaze (234,
251, 254, 255). Obie aktywnosci wystepuja w duzej podjednostce enzymu
(252, 256). Stosunek aktywnosci karboksylazy/oksygenazy podlega regula-
cji przez stezenia RuDP, C02 02 Mg2+ oraz pH (257). Aktywno$¢ oksy-
genazy hamujg R-5-P i inne fosforany cukrow (258).

Na uwage zastuguje to, ze stosunek aktywnos$¢ oksygenazy RuDP do
aktywnosci karboksylazy RuDP, nie ulega zmianie w preparatach enzymu
otrzymanych z organizméw wzglednie tlenowych np. Rhodospirillum ru-
brum (259) lub beztlenowych np. Chromatium (252). Podobnie nieoczeki-
wang i nietypowg jest wiasciwos¢ enzymu przytgczania 0 2bez udziatu fla-
woproteidu lub uktadu hemowego jak to ma miejsce w przypadku in-
nych oksygenaz. By¢ moze jest to wynikiem powstawania karboanionu
przy C2 RuDP, ktérego energia jest wystarczajgca do reagowania z C02
lub 02 (260).

g:%o-(P) ch2o-+( \ CH2 0-
G-OH 180\'8.0- q-OH
I \
H-C-OH C-OH H * co\
H-C-OH H-C-OH H-C-OH
CH20-i cH-0 © CHo0~(
18r
RUDP
H'k
OH' ch20-(P) VQ 0
* ~
b+ xo H-C-OH
180H~ P-glikolan ch2 0-(P)
3-PGA

Ryc. 19. Schemat reakcji katalizowanej przez oksygeneze RuDP.

Reagowanie karboksylazy/oksygenazy RuDP z C02 lub O, powoduje,
ze stezenia tych substratéw sg czynnikiem regulujacym zaréwno szybko$¢
katalizowanych reakcji, jak i rodzaj tworzonych produktéw. Duze steze-
nie 0 2a mate CO02stymuluje powstawanie P-glikolanu — substratu foto-
oddychania, natomiast duze stezenie C02a mate stezenie 02 (ponizej 21%)
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stymuluje karboksylacje, w wyniku ktorej powstaje 3-PGA, jeden z po-
$rednikéw cyklu fotosyntetycznej redukcji wegla. Te zaleznosci moga ttu-
maczy¢ mechanizm efektu Warburga.

Obok wzglednego stosunku stezen C020 2 drugim czynnikiem regulu-
jacym synteze glikolanu jest temperatura, wptywajagca w zroéznicowany
spos6b na powinowactwo karboksylazy RuDP do CO02 a oksygenazy do
02 Ze wzrostem temperatury maleje powinowactwo karboksylazy do C02
co powoduje zmniejszenie szybkosci karboksylacji. Powinowactwo enzy-
mu do Oz nie ulega w tych warunkach istotnym zmianom, co w rezulta-
cie prowadzi do zwiekszonej w stosunku do karboksylazy, aktywnoSci
oksygenazy a przez to i syntezy glikolanu, stymulujacego fotooddychanie
(234). Nie ma zgodnosci czy energia aktywacji reakcji karboksylacji i oksy-
genacji RuDP jest jednakowa (274) czy tez rozna (254).

Dwutlenek wegla w stezeniu 0—300 cz./milion nie wptywa na proces
fotooddychania (231). Stezenia C02rzedu 700—1200 cz./milion nie hamujg
syntezy glicyny i seryny (261) i glikolanu (242, 247), co mogtoby wskazy-
wac, ze wysokie stezenia C02nie hamujg fotooddychania (261).

Ze wzrostem intensywnosci Swiatta, fotooddychanie zwieksza sie pro-
porcjonalnie do wzrostu fotosyntezy. Poniewaz glikolan, jako substrat fo-
tooddychania pochodzi z posrednikéw cyklu Calvina, $wiatto jest niezbed-
ne do dziatania tego cyklu a takze do aktywacji oksygenazy RuDP, w spo-
s6b analogiczny do aktywacji karboksylazy RuDP (por. rozdziat 1-7 i I11-2).
Swiatto moze réwniez wptywaé na wielko$¢ fotooddychania, hamujac od-
dychanie mitochondrialne.

Barwa Swiatta wptywa na metabolizm glikolanu u glonéw i roslin wyz-
szych (262, 263), jednakze dotychczasowe wyniki nie wyjasniajg obser-
wowanych efektow (27).

1V-2c. Utlenianie glikolanu i wydzielanie C02

Pierwszym etapem w procesie fotooddychania jest synteza glikolanu
w chloroplastach. Jego dalsze przemiany zachodzg, jak sie obecnie przyj-
muje, w sposéb przedstawiony na rycinie 20 (27, 264, 265). Z chloroplas-
tow glikolan przemieszcza sie do peroksysoméw, organelli o pojedynczej
btonie, wystepujacych w bliskim sasiedztwie mitochondriow (Ryc. 21).
W peroksysomach glikolan zostaje utleniony do glioksalanu z utworze-
niem HD 2 W reakcji nieenzymatycznej z HD 2glioksalan moze wytworzy¢
mréwczan oraz C02 ktory wedtug pierwotnego pogladu Zelitcha (23) miat
by¢ wynikiem fotoocdychania. P6Zniej stwierdzono, ze po dodaniu gliko-
lanu i jenéw manganu do izolowanych chloroplastow w warunkach tleno-
wych nastepuje po ich oswietleniu wydzielanie C02 (267, 268). Na tej pod-
stawie Zelitch (268) sugerowat, ze glioksalan przenika do chloroplas-
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Ryc. 20. Postulowany przez Tolberta metabolizm glikolanu w procesie fotooddy-
chania (27, 265, 265).
1. Karboksylaza RuDP; 2. Oksygenaza RuDP; 3. Fosfataza P-glikolanu; 4. Nieenzymatyczne
utlenienie DHE-TPP; 5 Oksydaza glikolanu; 6. Katalaza; 7. Aminotransferaza glutaminian-glio-
ksalan; 8 Aminotransferaza seryna-glioksalan; 9. Hydroksymetylotranferaza serynowa; 10. Amino-
transferaza (niezidentyfikowana); 11. Oksydoreduktaza NADH: hydroksypirogronian; 12. Kinaza
glicerynianowa; 13. Fosfataza 3-PGA.

tébw i tam jest nieenzymatycznie utleniany do CO02 i mréwczanu przez
H2 2 powstajacy w reakcji Swietlnej fotosyntezy. Ostatnio stwierdzono,
ze ten typ reakcji zachodzi réwniez w peroksyscmach, jednakze z niewiel-
ka szybkoscig (269).

Uwalnianie C02z grupy karboksylowej glikolanu nastepuje ze znacz-
ng szybkosScig po przeksztatceniu go w glicyne, w reakcji katalizowanej
przez aminotransferaze. W mitochondriach, z dwoch czasteczek tego ami-
nokwasu uwalnia sie C02 i powstaje seryna. To przeksztatcenie glicyny
w seryne uwaza sie obecnie za gtowne Zrddto COzw procesie fotooddycha-
nia (27, 264, 265), pomimo, ze szybko$¢ tej przemiany stwierdzonej w kragz-
kach lisci tytoniu (239a) byta znacznie mniejsza niz szybko$¢ fotooddycha-



[45] C02 A FOTOSYNTEZA 291

3, 2
AR 1
.

Ryc. 21. Chloroplasty, peroksysomy i mitochondria w komoérkach mesofilu liscia ty-
motki (Phleum pratense) (266).
C —chloroplast, m —mitochondrium, p— peroksysom.

nia. Dekarboksylacje glicyny stymulujg wzrastajagce do 100°0 stezenia
tlenu (270). Z ryciny 20 widaé, ze tlen bierze udziat w reakcjach powsta-
wania oraz utleniania glikolanu katalizowanych przez oksygenaze RuDP
i oksydaze glikolanu (odpowiednio).

1V-2d. Wptyw tlenu — efekt Warburga

Hamowanie fotosyntezy przez tlen, ktdry jednoczes$nie stymuluje syn-
teze glikolanu i jego utlenianie w procesie fotooddychania, bywa tluma-
czone w rézny sposéb. Coombs i Whittingham (246) sugeruja,
ze stymulowana tlenem synteza glikolanu zmniejsza poziom posrednikéw
cyklu Calvina i w ten sposéb obniza stezenie RuDP, akceptora C02 Po-
twierdzeniem tego pogladu mogtoby byé czesSciowe cofniecie inhibicji fo-
tosyntezy wywotanej 02 przez dodanie R-5-P i FDP (242). Nie wiadomo
jednak, czy jest to cofniecie inhibicji czy skracanie okresu zastoju wig-
czania C02 (23) (por. rozdziat 1-2). Poglad o obnizaniu poziomu RuDP
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w chloroplastach przez o » nie znalazt rowniez potwierdzenia do$wiadczal-
nego (236). Tlen w stezeniu 219> wprawdzie hamowat fotosynteze i sty-
mulowat tworzenie glikolanu w komoérkach Chlorella w poréwnaniu z syn-
tezg przy catkowitym jego braku, jednakze poziom RuDP byt wyzszy gdy
fotosynteza przebiegata w obecnosci tlenu.

Druga hipoteza inhibicji fotosyntezy przez 0. prébuje ttumaczy¢ to zja-
wisko wspotzawodniczeniem o . i COz o centrum aktywne karboksylazy/
loksygenazy RuDP (234, 255). Na podstawie obliczen statych inhibicji i po-
winowactwa przyjmuje sie, ze w roslinach typu Cs bezposrednia inhibicja
przez Oz wynosi 2/3 catkowitej inhibicji wywotanej 02 a pozostata 1/3
dotyczy wydzielania C0. w procesie fotooddychania (234). Dotychczasowe
badania fizjologiczne i biochemiczne z zastosowaniem nienaruszonych lis-
ci, izolowanych chloroplastéw i oczyszczonych preparatdw karboksylazy
wskazuja (26), ze efekt Warburga jest wynikiem witasciwosci karboksyla-
zyloksygenazy RuDP przedstawionych wyzej (rozdziat 1V-2b).

1V-3. Stechiometria fotosyntezy i fotooddychania

Powstawanie glikolanu w reakcji katalizowanej przez RuDP jest zda-
niem Zelitcha (271) zbyt powolne w stosunku do szybko$ci fotood-
dychania w warunkach atmosferycznych. Zdawaty sie tez wskazywac na
to oznaczenia syntezy glikolanu w komdrkach Chlorella (237), pdzniejsze
przeliczenia wykazaty jednak, ze przeksztatcenia wigczonego COz poprzez
P-glikolan sg wystarczajgco szybkie by umozliwi¢ synteze catej ilosci gli-
kolanu (234).

Poniewaz ilos¢ wegla przeksztalconego poprzez glikolan odpowiada

Brak O- 21% 02
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Ryc. 22. Przyblizona stechiometria fotosyntezy i fotooddychania (234).
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w przyblizeniu ilosci netto C0. wiaczanego w procesie fotosyntezy, Ze -
litch (243) uwaza, ze aktywno$¢ enzymu lub ciggu reakcji bioracego
udziat w syntezie glikolanu powinna .by¢ rowna szybkosci karboksylacji.
Poglad ten pomija jednak fakt, ze C0. wigczony w reakcji karboksylacji
RuDP stuzy zaréwno do odtwarzania RuDP jak i wiaczania netto wegla.
Jesli przyja€, ze synteza glikolanu katalizowana przez oksygenaze RuDP
jest réwna szybkosci wiaczania netto C0. woéwczas na 4 czasteczki wia-
czonego CO0. przypada wigczanie 1 czasteczki 0 2 Badania z zastosowaniem
preparatéw karboksylazy/oksygenazy RuDP z lisci soi i szpinaku wyka-
zaty (234, 254, 272, 273), ze stosunek obu aktywnos$ci wynosi 4:1, a nawet
3:1 (273). Przyjmujac za podstawe rozwazan te prawidtowosci postuluje sie
(234) stechiometrie fotosyntezy i fotooddychania przedstawiong na ryci-
nie 22. W warunkach beztlenowych (lewa cze$¢ schematu) w reakcji kar-
boksylazy RuDP taczy sie 5 czasteczek C0. z 5 czasteczkami RuDP i na-
stepuje wigczanie netto 5 atoméw wegla. W atmosferze 21°/0 0. (prawa
czes¢ schematu), przy stosunku aktywnosci karboksylazy/oksygenazy RuDP
4:1, na 4 czasteczki wigczonego C02 2 atomy wegla pojawiajg sie w P-gli-
kolanie, z ktdrego w procesie fotooddychania uwalnia sie 0,5 czasteczki
C02 Wiaczeniu ulega réwniez 0,5 czasteczki seryny tj. 15 atomu wegla.
Z 4 czasteczek CO0: wigczonego w reakcji karboksylazy RuDP, 2 atomy
wegla stuzg do odtworzenia RuDP a 2 pozostate zostaja wiaczone, dajac
facznie z atomami seryny wigczenie netto 3,5 atoméw wegla. Stad foto-
synteza netto w warunkach beztlenowych jest o 43°/o wyzsza niz w wa-
runkach tlenowych, co jest zgodne z wynikami badan fotooddychania
wielu roslin typu Cs (22, 233).

IV-4. Fotooddychanie roslin typu C4i glonéw

Do niedawna sgdzono, ze w ro$linach typu C. fotooddychanie nie wy-
stepuje poniewaz, po pierwsze nie o,bserwuje sie w Swietle wydzielania
CO0: a w zwigzku z tym stezenie kompensacyjne CO0. jest bliskie 0, po
drugie stezenie Oz ponizej 2:%> nie zwieksza lub tylko w nieznacznym
stopniu fotosynteze netto. Te obserwacje mogly wskazywa¢ na brak fo-
tooddychania i zwigzane z tym procesem hamowanie fotosyntezy przez
0. (221, 222, 271—273).

Z badan ostatnich kilku lat wynika jednak, ze i w roslinach typu C.
wystepuje proces fotooddychania, gdyz egzogenny glikolan jest metabo-
lizowany do CO0: w tkance liscia lub izolowanych komérkach pochwy
i przemiany te sg wrazliwe na Oz (270, 277), co wskazuje na udziat w tym
procesie peroksysoméw, mitochondriow i enzyméw szlaku glikolanu.
Chociaz zawarto$¢ peroksysoméw i aktywnos$¢ enzymow tego szlaku zlo-
kalizowanych w komérkach pochwy (120a, 278—280) sg nizsze niz u roslin

4 Postepy Biochemii
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typu C3 to jednak istnieje potencjalna mozliwo$¢ uwalniania CO, z gli-
kolanu.

Pozorny brak fotooddychania w roslinach typu C. wigze sie z dwoma
charakterystycznymi cechami fotosyntezy tej grupy roslin. Pierwsza
z nich jest budowa wiencowa lisci, na ktérg sktadaja sie dwa rodzaje ko-
madrek — mezofilu i pochwy utozonych koliscie wokot wigzki (por. roz-
dziat 11-2 i Ryc. 7). Druga, jest rozmieszczenie enzymow i okre$lonych pro-
cesow w tych dwu typach komorek (por. rozdziat I1-3c i Ryc. 9). Wyni-
kiem wspotzaleznosci cech struktury i funkcji komoérek fotosyntetyzuja-
cych, straty CO0. w procesie fotooddychania sg praktycznie niemozliwe.
Postuluje sie wiec dwa mechanizmy ttumaczace to zjawisko. W pierwszym
z nich, najbardziej rozpowszechnionym, zaklada sie dziatanie ,,pompy
COZ’ omobéwionej w rozdziale 11-5b i przedstawionej schematycznie na ry-
cinie 12A. Wedlug tego mechanizmu w miejscu dziatania karboksylazy
RuDP nastepuje zwiekszenie stezenia CO0. ponad stezenie tego zwigzku,
znajdujacego sie w réwnowadze z atmosferg liscia. Znalazto to potwier-
dzenie w oznaczeniach wewnetrznej puli C0. pochodzacego z wigczonego
uprzednio wegla przez liscie roslin typu C. (7, 281, 282) co mogto sugero-
waé, ze warstwa komorek pochwy jest nieprzepuszczalna dla CO0. (283,
284). Podobne zjawisko wystepuje w roslinach gruboszowatych, u ktérych
dekarboksylacja nagromadzonych kwaséw organicznych powoduje zwiek-
szenie stezenia CO0: powyzej stezenia tego gazu w atmosferze. W tkan-
kach roslin typu Cs nie obserwuje sie natomiast rownowagi stezenia CO-
w miejscu dziatania karboksylazy RuDP i zewnetrznej atmosfery (285).

Mechanizm ,,pompy C02’, powodujagc zwiekszenie stosunku CO0./0:
w komorkach pochwy, zwieksza tym samym aktywnos$¢ karboksylazy
RuDP a ogranicza udziat 0. w reakcji katalizowanej przez oksygenaze
RuDP i powstawanie tg drogag glikolanu jako substratu fotooddychania.
Doswiadczenia z 10z wykazaty, ze jego wykorzystanie w roslinach typu
C. jest wolniejsze niz w roslinach typu Cs (286, 287), co jest prawdopodob-
nie évynikiem mniejszej szybkosci tworzenia glikolanu i jego utleniania do
co

Wedtug drugiego mechanizmu, przedstawionego na rycinie 12B i omo6-
wionego w rozdziale 11-5b, fotooddychanie przebiega gtéwnie w komor-
kach pochwy a wydzielony CO0- jest ponownie wigzany w cytoplazmie ko-
madrek mezofilu, tworzac w ten sposéb mechanizm ,,wychwytywania C02’.

Dziatanie obu mechanizmoéw jest SciSle zwigzane z budowa wiencowgq
liscia. Jest to adaptacja prowadzaca nie tylko do zwiekszania stezenia CO-
w tkance ale takze do skutecznego, ponownego wiaczania C02 Prowadzi
to do obnizenia fotooddychania i zwiekszenia fotosyntezy netto. Tych po-
wszechnie przyjetych prawidtowosci nie potwierdzity jednak doswiadcze-
nia (288), w ktoérych dodany do tkanki liscia L.COz nie byt wiaczany szyb-
ciej w roslinach typu C. (kukurydzy) niz w roslinach nie zawierajacych
chloroplastow komorki pochwy.

\
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Glony, np. Chlorella, Euglena gracilis, cechuje réwniez brak fotooddy-
chania oraz bliski 0 punkt kompensacyjny CO0. (289, 290), mimo, ze s3 to
organizmy typu C3 syntetyzujgce znaczne ilosci glikolanu i metabolizu-
jace go (291, 293). Niewykrywanie fotooddychania w glonach ttumaczono
usuwaniem glikolanu do Srodowiska, co zmniejszato jego ilo$¢ jako sub-
stratu fotooddychania (293, 294). Przypuszcza sie (293), ze wydzielanie gli-
kolanu do $rodowiska bylo spowodowane represjg dehydrogenazy gliko-
lanowej, gdy komérki rosty przy wysokim stezeniu C02 a wiec w warun-
kach niekorzystnych dla syntezy glikolanu. Okazato sie jednak (294), ze
aktywnos$é dehydrogenazy glikolanowej glonu Chlorella, rosnacego w $ro-
dowisku o zawartosci 50°/0 COz jest taka sama jak w rosngcym w warun-
kach normalnych (0,03°/0 C02, natomiast szybkos$¢ wydzielania glikolanu
w czasie fotosyntezy byta znacznie wieksza w pierwszym przypadku.

Wedtug innych pogladéw niewydzielanie C0: przez pewne glony jest
wynikiem skutecznego dziatania mechanizmu ponownego wiaczania CO:
(24) oraz ograniczeniem szybkosci reakcji katalizowanej przez hydro-
ksymetylotransferaze seryny (291) (por. Ryc. 20, reakcja 9), w wyniku
ktorej powstaje gtowna cze$¢ uwalnianego CO. w procesie fotooddycha-
nia.

1V-5. Rola fizjologiczna

Rola fotooddychania w metabolizmie roslin jest ciaggle nie wyjasniona.
Poniewaz procesowi temu nie mozna, jak dotad, przypisaé uzytecznej
funkcji, uwaza sie go wiec czesto za proces, ktdremu towarzyszy strata
energii i ktéry powoduje obnizanie wydajnosci fotosyntezy netto (292).
W prébach wyjasnienia roli i przyczyn istnienia fotooddychania w roéli-
nach rozpatruje sie kilka mozliwosci. Goldsworthy (295 uwaza, ze
tworzenie glikolanu jest pozostatoscig pierwotnych mechanizméw meta-
bolicznych. Natomiast Lorimer i Andrews (260) postuluja, ze fo-
tooddychanie jest nieunikniong konsekwencjg wystepowania Oz w atmo-
sferze, ktory w reakcji katalizowanej przez oksygenaze RuDP tworzy
P-glikolan. W obu hipotezach fotooddychanie rozpatrywano jako proces
usuwania niepotrzebnych, ubocznych produktéw fotosyntezy — P-gliko-
lanu i glikolanu. Jes$li tak jest rzeczywiscie, to mechanizmy usuwania za-
symilowanego wegla sg zroznicowane. Glony usuwajg znaczng (2—12°/0)
cze$¢ wytworzonego glikolanu do $Srodowiska (27, 296), w roslinach lgdo-
wych typu Cs wytworzony glikolan ulega utlenieniu i dekar.boksylacji
(por. Ryc. 20), natomiast w roslinach typu C. nie obserwuje sie strat weg-
la spowodowanych fotooddychaniem i tym mozna ttumaczy¢ prawie dwu-
krotnie wyzszg wydajnos$¢ fotosyntezy netto niz w roslinach typu Cs (292).
Podobny mechanizm wydajnego wykorzystania wigczanego C0. wystepu-
je w ros$linach gruboszowatych (por. rozdziat 11-4).

Bardziej uzyteczng role przypisujg fotooddychaniu Osmond
i Bjorkman (297). Sugerujg oni, ze fotooddychanie jest mechaniz-

4*
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mem, ktéry zabezpiecza centra fotochemiczne aparatu fotosyntezy przed
naruszeniem ich przez Swiatto w okresach niedoboru wody i intensyw-
nego oswietlenia. Wedtug tej hipotezy liscie mogtyby syntetyzowaé gli-
kolan i wigcza¢ ponownie uwolniony w procesie fotooddychania C0. gdy
aparaty szparkowe sg zamkniete, rozpraszajac w ten sposéb energie fo-
tochemiczng i zabezpieczajac aparat fotosyntezy przed uszkodzeniem.

Wreszcie, tylko Tolbert i Ryan (273) uwazajg fotooddychanie
za proces korzystny dla rodlin, gdyz wptywa na ustalenie stezenia kom-
pensacyjnego CO0. w atmosferze. Zabezpiecza w ten sposob przed catko-
witym usunieciem CO0. z atmosfery ziemskiej, dla ktoérej ptaszcz CO0: jest
niezbedny. Jesli tak jest rzeczywiscie, to znéw tylko rosliny typu Cs umoz-
liwiatyby utrzymanie tej rébwnowagi.
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Profesor David Shugar laureatem Medalu Finsena

Profesor David Shugar, Kierownik Zaktadu Biologii Molekularnej Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN zostal odznaczony Medalem im. Nielsa Finsena za
badania w dziedzinie fotochemii i struktury kwaséw nukleinowych i biatek.

Nagroda im. Nielsa Finsena zostata ufundowana ku uczczeniu dunskiego
pioniera fotobiologii i fototerapii (1860—1904) i jest przyznawana przez Miedzy-
narodowy Komitet Fotobiologiczny (M.K.F.) od roku 1937.

Dotychczasowymi laureatami Medalu Finsena byt caly szereg wybitnych
fotobiologéw i fotochemikéw. Wymienimy przyktadowo kilka dobrze w Polsce
znanych nazwisk: A. Terenin, ZSRR (1964), A. Hollaender, USA, E. J. Bowen,
Anglia (1968). Th. Forster, RFN, R. Hill, Anglia, R. Latarjet, Francja (1972).

Przyznanie Medalu Finsena nastgpito na wniosek Polskiej Grupy Fotobio-
logicznej skierowany do M.K.F., ktdra jednomys$inie wysuneta kandydature
Profesora Shugara. Nagroda ta jest uznaniem jego osobistego wktadu w dzie-

dzine fotochemii i fotobiologii kwaséw nukleinowych, a takze uznaniem do-
robku polskiej szkoty fotobiologicznej, ktérej byt twoércg i wieloletnim promo-
torem.

Profesor David Shugar jest jednym z zatozycieli miedzynarodowego czaso-
pisma ,,Photochemistry and Photobiology” (1962). W 1966 roku Wydziat Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego powierzyt mu organizacje pierwszej w Polsce
Katedry Biofizyki.

Profesor Shugar ma wielkie zastugi dla polskiej fotobiologii, zar6wno przez
wtasng dziatalno$¢ naukowa, jak i przez wychowanie swych uczniéw, dzi$ juz
samodzielnych pracownikéw naukowych.

Medal Finsena bedzie wreczony Prof. Shugarowi w czasie Kongresu Foto-
biologicznego, ktéry w biezagcym roku odbedzie sie w Rzymie. Na uroczystym
przyjeciu w dniu 31 sierpnia na Kapitolu, osiggniecia Profesora Davida Shu-
gara omowi Profesor R. B. Setlow z USA.
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MARIA LERCHER *

Protoplasty roslinne i ich zastosowanie w badaniach biologicznych

Plant Protoplasts and their Application in Biological
Investigations

Protoplast zgodnie z definicja Hansteina 2z 1880 r. (1) jest ko-
morka roslinng pozbawiong sciany komérkowej, zachowujaca jednak wias-
ciwosci fizjologiczne. Mimo, ze pierwsze protoplasty otrzymano w XIX
w. dopiero w ostatnich latach, po opracowaniu enzymatycznych metod
trawienia $ciany komoérkowej, rozszerzyly sie badania nad otrzymywaniem
protoplastéw, ich hodowla i zastosowaniem w badaniach z réznych dzie-
dzin genetyki, fizjologii i biochemii.

I. Otrzymywanie protoplastéw

Usuwanie $ciany komoérkowej mozna przeprowadzi¢ dwiema metoda-
mi — mechaniczng i enzymatyczna.

Metode mechaniczng do otrzymywania protoplastow roslinnych zasto-
sowat po raz pierwszy w 1892 roku Klercker (1). Autor ten cigt pod-
dane plazmolizie tkanki i izolowat w ten sposob nieliczne, nieuszkodzone
protoplasty. Metodg tg mozna otrzymywac protoplasty tylko z tkanek,
w ktérych plazmoliza zachodzi fatwo i dlatego nie pozwala ona na otrzy-
manie ich z wiekszosci tkanek.

Trawienie enzymatyczne $ciany komdrkowej w celu otrzymania pro-
toplastow zastosowano juz w 1919 r. do komoérek drozdzy, trawiac ich
Sciany sokiem zotagdkowym s$limaka Helix pomatia (1). W nastepnych la-
tach stosowano te metode do otrzymywania protoplastow z grzybéw, bak-
terii i roslin wyzszych (2, 3, 4). Metoda enzymatyczna pozwala na uzyska-
nie nienaruszonych protoplastow z dobrg wydajnoscig prawie ze wszyst-
kich roslin i tkanek miekiszowych. Wydajno$¢ tej metody zalezy jednak
od indywidualnych cech rosliny.

* Mgr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Al. Zwirki i Wigury 93,
02-089 Warszawa.
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Ryc. 3. Wydajno$¢ otrzymywania
protoplastéw z lisci tytoniu w za-
leznosci od pH mieszaniny inkuba-
cyjnej (7).
Roztwor inkubacyjny zawierat 1% Cellu-
laze, 02% Macerozym, 0,7 M D-mannitol
oraz 0,3% siarczan dekstranu.
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Ryc. 2. Wydajno$¢ otrzymywania pro-
toplastow z lisci tytoniu w zaleznosci

od stezenia Cellulazy (7).

Roztwér inkubacyjny zawierat 02% Macero-
zym, 0,7 M D-mannitol, 0,3% siarczan deks-
tranu oraz Cellulaze w stezeniu od 0 do 10%.
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Ryc. 4. Wydajno$¢ otrzymywania
protoplastéw z lisci tytoniu w za-
leznosci od stezenia mannitolu (7).

Mieszanina inkubacyjna zawierata 1%
Cellulaze, 0,2% Macerozym oraz 0,3% siar-
czan dekstranu.

Najbardziej znang i najpowszechniej stosowang metodg otrzymywania
protoplastow jest metoda opracowana w 1968 r. przez Takebe i Otsu -
ki (5), ktorzy na skrawki lisci tytoniu, z ktérych dolnej powierzchni usu-
nieto epiderme, dziatali kolejno dwoma preparatami enzymatycznymi.
Pierwszy z nich zawierajagcy pektynaze, a otrzymywany z Rhizopus sp
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nosi handlowa nazwe Macerozym, drugi za$ zawierajacy celuloze, a otrzy-
mywany z grzyba Trichoderma viride ma handlowg nazwe Cellulaza
P 1500. Dziatanie Macerozymu powodowato rozpad tkanki na pojedyncze
komérki, z ktérych nastepnie po strawieniu ich scian Cellulazg uzyskiwa-
no protoplasty.

Izolowanie protoplastéw przeprowadza sie w roztworze mannitolu
0 réznym stezeniu (0,6 —0,8 M), w czasie od 1 do 4 godzin, zaleznie od
rodzaju tkanki. Ryciny 1, 2, 3 przedstawiajg zalezno$¢ wydajnosci opi-
sywanej metody od stezenia w mieszaninie inkubacyjnej — Macerozymu,
Cellulazy i Mannitolu. Okazato sie, ze réwniez pH mieszaniny inkubacyj-
nej wptywa na wydajnos$¢ otrzymywania protoplastow (Ryc. 4) (7).

W ostatnich latach wprowadzono pewne modyfikacje metody Takebe
1 Otsuki. Zamiast zdzierania epidermy z dolnej powierzchni liscia, stosuje
sie enzymatyczne trawienie kutikuli () a nastepnie preparaty pektynazy
(preparat handlowy), zamiast Macerozymu. Preparat ten zawiera bowiem
pewne biatka toksyczne powodujace lize protoplastéw z niektérych gatun-
kow roslin (s). Uwaza sig, ze dodatek siarczanu dekstranu do mieszaniny
inkubacyjnej zawierajacej Macerozym chroni protoplasty przed toksycz-
nym dziataniem tych biatek (5). Do otrzymywania protoplastow czesto
stosuje sie réwniez trawienie skrawkow lisci jednocze$nie Macerozymem
i Cellulazg (9—13).

Podobne postepowanie stosuje sie do otrzymywania protoplastow z wie-
lu roslin zielnych dwu- i jednolisciennych (13, 14). Liscie roslin jednolis-
ciennych wolniej ulegajag maceracji niz liscie roslin dwulisciennych. Wy-
nika to z obecnosci w nich $luzowatych substancji utrudniajacych dzia-
tanie enzymu. Stopien maceracji zalezy od indywidualnych cech danej
rosliny i waha sie w podanych warunkach od 20 do 95°0. Aby wyizolowac
komérki otrzymane w wyniku maceracji rosliny poddaje sie dalszemu
trawieniu celulaza. W pewnych przypadkach jak np. z Zinnia elegans nie
udato sie otrzymac protoplastow nawet przy bardzo diugo trwajacej in-
kubacji komorek z Cellulazg P 1500, komorki Vigna sinensis natomiast
ulegaty zniszczeniu w wyniku inkubacji z tym preparatem.

Z tkanek twardych, takich jak tarczka zarodkowa lub warstwa aleu-
ronowa zbdz, protoplasty udaje sie uzyska¢ z niewielka wydajnoscig (15—
20°/0). Protoplasty takie otoczone sg jeszcze resztkowg $ciang tzw. $ciana
Onozuki. Dopiero po dalszym ich trawieniu ,,Glusulazg” uzyskiwano cat-
kowicie pozbawione Sciany komorkowej protoplasty (15).

Il. Wiasciwosci protoplastéw, regeneracja sciany i podziaty
Pojedyncze komorki lub protoplasty mozna utrzymac przy zyciu prze-

chowujac je w roztworze zawierajagcym sole nieorganiczne w odpowied-
nich stezeniach, 0,8M mannitol, hormon wzrostowy s-benzyloadenine

5 Postepy Biochemii
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oraz antybiotyki (5). Jednakze tylko pewne antybiotyki nie wywieraja
ujemnego wptywu na hodowle protoplastéw. Wykazano, ze dobrg ochro-
ne przed zakazeniem grzybami zapewniajg amfoterycyna B i nystatyna,
przy czym tylko nystatyna nie wywierata ujemnego wptywu na biosyn-
teze bialek w protoplastach. Sposréd wielu badanych $rodkéw przeciw-
bakteryjnych tylko karbenicylina, cefalorydyna i gentamycyna nie do-
puszczaly do powstania zakazen bakteryjnych, nie upoS$ledzajgc zarazem
wigczania aminokwasow do biatek. Wykazano ponadto, ze te antybiotyki
nie hamowaty regeneracji $ciany i podziatéw protoplastow (16, 17).

Strukture enzymatycznie izolowanych protoplastow badano przy po-
mocy mikroskopu $wietlnego i elektronowego (18, 19). Jak wykazano,
centralng cze$¢ protoplastu zajmuje wakuola stanowigca 70°/0 jego obje-
tosci. Jadro, chloroplasty, mitochondria, aparat Golgi’ego i retikulum en-
doplazmatyczne, wystepujace w cienkiej warstwie cytoplazmy zajmuja-
cej przestrzeA miedzy wakuolg a btona komérkowa, majg nie zmieniony
wyglad. W chloroplastach pojawia sie krystaliczna substancja, ktérej nie
znajduje sie w plastydach komorek otoczonych $ciang. Podobne zjawisko
krystalizacji wystepujacych w duzej ilosci w chloroplastach biatek frak-
cji | (karboksylaza rybulozodwufosforanu) obserwowano w catych lisciach
lub izolowanych chloroplastach po umieszczeniu ich w roztworach hy-
pertonicznych (21).

Poréwnanie protoplastéw otrzymanych z korzenia Allium cepa (cebu-
la) metodg mechaniczng i enzymatyczng, wykazato, ze protoplasty otrzy-
mane metodg mechaniczng byly mniejsze i wykazywaly wyzszg aktyw-
nos¢ transaminazowa i RN-azowg, (Tabela 1) (22, 23). Aktywno$¢ obydwu
enzymow byta takze wyzsza w protoplastach otrzymanych metodg me-
chaniczng, prawdopodobnie z powodu krétszego czasu usuwania S$ciany
komorkowej w poréwnaniu z metodg enzymatyczna.

Protoplasty izolowane metodg enzymatyczng moga regenerowac $cia-
ne komérkowa, jak wykazano to badajac regeneracje $ciany protoplastow
z owocOw pomidora (24). To samo zjawisko stwierdzono réwniez badajac

Tabela 1

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

Protoplasty

Enzym otrzymane metodg otrzymane metoda
mechaniczng enzymatyczng
RN-aza 10,4%3,2 6,1+2,7
Transaminaza 102+2,4 79147

* Aktywno$¢ wyrazona w gestosci optycznej (x102 przy 260nm w przeli-
czeniu na 107 protoplastow.

** Aktywno$¢ wyrazona w (¢g wytworzonego pirogronianu w przeliczeniu na
107 protoplastéw.
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inne rosliny (20, 25—30). Tworzenie sie nowej sciany wokdt protoplastow
badano przy pomocy fluoryzujacego zwigzku (Calcofluor White ST.), two-
rzacego potgczenie z celulozg (20). Po dwéch dniach hodowli 60—=80°/0
protoplastéw wykazywato na powierzchni fluorescencje, Swiadczaca o po-
wstawaniu nowej S$ciany komérkowej, a po trzech dniach praktycznie
wszystkie protoplasty posiadaty zregenerowang Sciane.

Protoplasty wykazuja normalng zdolno$¢ do podziatéw. Juz po trzech,
czterech dniach hodowli 60—80°/0 protoplastéw przechodzi pierwszy po-
dziat. Potomne komorki dzielg sie po pieciu do siedmiu dniach hodowli,
a po dziesieciu dniach zachodzi trzeci podziat. W tym tez czasie obserwo-
wano zanik zielonej barwy chloroplastéw oraz spadek liczby tych orga-
nelli w przeliczeniu na protoplast, co sugeruje, ze liczha chloroplastow
nie zwieksza sie w czasie podziatdw protoplastu. Wséréd catej masy pro-
toplastow dzielacych sie prawidtowo, znajdujg sie takie, ktore nie dzielg
sie a tylko wydalajg niewielkie ilosci cytoplazmy, z kt6rej tworzg sie tak
zwane subprotoplasty. Sacharoza (2%), wTptynnym podtozu hodowlanym,
sprzyja wytwarzaniu subprotoplastow. Podziaty protoplastéw, otrzyma-
nych z miekiszu lisci tytoniu obserwowano réwniez w hodowli na pod-
fozu statym — zawierajagcym agar (31). Rozpoczynaty sie one, podobnie jak
w protoplastach hodowanych w pozywce ptynnej, trzeciego dnia, a w cig-
gu dwoch tygodni wszystkie wyjsciowe protoplasty wytworzyty mate ko-
lonie, w ktdrych stwierdzono zanik chloroplastow. Organelle te pojawity
sie ponownie dopiero po trzech tygodniach hodowli.

Podobne podziaty otrzymywano réwniez podczas hodowli protoplastow
z marchwi (32, 33) z lisci petunii (34), grochu (35), fasoli (36), asparagusa
(37) i soji (38), jak rowniez tetraedrycznych haploidalnych komérek pytku
kwiatowego Nicotiana tabacum (tyton szlachetny) i Atrapa belladonna
(pokrzyk wilcza — jagoda) (39, 40).

We wszystkich oméwionych hodowlach protoplastéw na podiozu sta-
tym zamiast mannitolu stosowano sacharoze, co zapewniato regeneracje
Sciany komorkowej i prawidtowy przebieg kario- i cytokinazy. W nie-
obecnosci sacharozy nie nastepowata regeneracja $ciany komoérkowej, obser-
wowano tylko samg kariokineze, co prowadzito do powstawania wielojg-
drowych protoplastéw (41, 42).

Il Dyferencjacja i zlewanie sie protoplastow

Protoplasty moga nie tylko dzieli¢ sie lecz réwniez ulega¢ dyferen-
cjacji prowadzacej do wytworzenia tkanek i narzadow, a nawet catej rosli-
ny. Do tego celu mozna wykorzysta¢ protoplasty roslin haploidalnych (35,
43) i diploidalnych (32, 33, 35, 41, 44, 45, 46).

Aby doprowadzi¢ do dyferencjacji protoplastéw trzeba ich hodowle

o
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prowadzié¢ w specjalnych warunkach. Haploidalne protoplasty otrzymano
z haploidalnych roslin tytoniu wyhodowanych z pytku kwiatowego. Pro-
toplasty te przechowywane w roztworze zawierajgcym sole nieorganiczne,
witaminy, mannitol, czynniki wzrostowe s-benzyloaminopuryne i kwas
dwuchlorofenoksyoctowy (roztwor 1), wytwarzaty kolonie komarek, ktore
nastepnie hodowano w roztworze | zawierajagcym 0,6% agar i 05 M sa-
charoze zamiast mannitolu (43, 47).

Stwierdzono wptyw podanych w réznych stezeniach substancji wzro-
stowych — kwasu dwuchlorofenoksyoctowego i -benzyloaminopuryny na
podziaty protoplastow hodowanych na réznych podtozach (Tabela 2). Ha-

Tabela 2

Podziaty haploidalnych protoplastéw N. tabaceum w zaleznosci od kwasu dwuchlorofenoksyocto-
wego i 6-benzyloaminopuryny wystepujacych w réznych kombinacjach stezen (43).

Stezenie substancji . . . Komoérki
Srodowisko Wgrostowych (ng;/mI) Tx%rpzrec?tlg_ DZI?:C\évolétzﬁrym dzielace si@
hodowlane plastow I podziat po tym czasie
2,4-D* BA**
1,0 1,0 + + 10—12 10
ptynne 01 10 + 5—6 70—80
1,0 0,1 + + 5—9 10—20
0,1 0,1 + 7—8 30—40
1,0 1,0 - 10—1 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 tworzg sie, — brak subprotoplastéw.
* 2,4-D — kwas dwuchlorofenoksyoctowy
** BA — 6-benzyloaminopuryna

mowanie podzialdw protoplastdw hodowanych na podtozach ptynnych ob-
serwowano w obecnosci kwasu dwuchlorofenoksyoctowego i s-benzylo-
aminopuryny uzytych w stezeniach Img/ml. Czestotliwo$¢ podziatéw pro-
toplastow zwiekszata sie po i1o-krotnym obnizeniu stezenia kwasu dwu-
chlorofenoksyoctowego. W hodowlach na statym podtozu natomiast o.bie
substancje wzrostowe w stezeniu » mg/ml nie zmniejszaly liczby dziela-
cych sie protoplastow.

Aby spowodowa¢ wytworzenie sie pedu kolonie komdérek wyhodowa-
nych z protoplastow, przenoszono do roztworu zawierajgcego sole mine-
ralne, witaminy, :°0 sacharoze, zeatyne, adenine, kwas indolilooctowy
(L mg/ml), 0,8°/0 agar (roztwor Il) i naswietlano je Swiattem o natezeniu
1000 lux w ciggu 18 godzin na dobe. Po dwdéch tygodniach zaczely for-
mowac sie pedy. Woéwczas, jako podtoze hodowlane zastosowano roztwor
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pozbawiony zeatyny i adeniny, a zawierajacy kwas indolilooctowy w ste-
zeniu tylko 0,Img/ml. Po tygodniu hodowli pojawity sie korzenie, a po
pieciu miesigcach hodowli w tych warunkach otrzymano kwitnace ro$li-
ny, z ktérych okoto 80% zawierato haploidalng liczbe chromosoméw w ko-
mdrkach. Tak wiec mozliwo$¢ wyhodowania haploidalnych roélin z pro-
toplastow stwarza duze mozliwosci hodowli nowych odmian.

Roslinne protoplasty wykazuja réwniez zdolnos¢ do zlewania sie ze
sobg w odpowiednich warunkach i tworzenia hybrydowych komorek (48—
ss ). Wykazano, ze sole nieorganiczne stymulujg zlewanie sie protoplastéw
otrzymanych z lisci Brassica chinensis (kapusta chiriska) i B. oleracea
(kapusta warzywna) (55, 57). Na zlewanie sie protoplastow wywieraja
ponadto wptyw obecno$¢ pewnych soli mineralnych w roztworze, w kto-
rym zachodzi degradacja $ciany komoérkowej (Tabela 3). Stwierdzono, ze

Tabela 3
Laczenie sie protoplastow Brassica sp. w obecnosci réznych soli nieorganicznych (55).

Roztwér do Roztwdr soli stosowanej do taczenia protoplastow ™™
izolowania

protoplastéw

metodq enzy- KC1 kno3 NaCl NaNO03 CaCl2 Ca(N03JZ

matyczng*

KC1 — — + + + +
kno3 — - + + + - -
NacCl + + + + — -
CaCl2 — — — — — -
Ca/N03/2 — — — — — —

* Roztwor zawierat 0,1% pektynaze, 5% celulaze i 0,7 M roztwér badanej soli.
** Stezenie soli 0,7M.
+ + — intensywne ziaczanie, + — powolne ztaczanie, — — brak zlgczania.

duza wydajnos$¢ zlewania sie protoplastbw mozna uzyska¢ dodajac soli
potasowych do roztworu enzymdw trawigcych S$ciane, a soli sodowych
do roztworu, w ktérym zachodzi ich zlewanie.

Badano rowniez wptyw pewnych biatek, zelatyny, globuliny, kazeiny,
histonéw i peptonu na zlewanie sie protoplastow Allium fistulosum (czos-
nek dety), B. chinensis (kapusta chifiska), Daucus carota (marchew) i wy-
kazano, ze tylko zelatyna stymulowata ten proces (53).

Do agregacji i zlewania sie protoplastow znalazta réwniez zastosowa-
nie metoda immunologiczna (54). Protoplasty z Vicia hajastana, Glycine
maxima i Bromus inermis (stoklosa bezostna) wytragcano surowicg otrzy-
mang z krolikéw, ktére immunizowano zawiesing tych protoplastéw.
Metodg tg uzyskiwano ponad 75% agregacji protoplastow. Prze-



314 M. LERCHER [8]

ciwciala anty- i V. hajastana powodowaly agregacje zaréwno protopla-
stow V. hajastana jak i G. maxima i odwrotnie. Przeciwciata anty- B.
inermis dobrze agregowaty protoplasty z tej rosliny jak i protoplasty
V. hajastana. Wskazuje to na duzy stopien podobieAstwa znajdujgcych
sie na blonie protoplastbw miejsc czynnych w procesie agregacji (ryc. 5).
Jednakze nie wszyscy autorzy zgadzajg sie z obserwacja, ze w czasie ag-
regacji zachodzi zlewanie si¢ protoplazmy protoplastéw (62). Uwazajg oni,
ze dopiero po zastosowaniu takich czynnikéw jak glikol polietylenowy,
poli-L-ornityna przy wysokich wartosciach pH w obecnosci jonéw wap-

Nﬁx&

Ryc. 5. Schemat agregacji protoplastow homologicznymi przeciwciatami (54).

Protoplast

<

Przeciwetato

nia moze nastapi¢ potaczenie sie protoplazmy protoplastow. Coraz cze-
Sciej jako czynnik utatwiajgcy zlewanie sie protoplastow stosuje sie witas-
nie glikol polietylenowy (61, 62, 64, 65, s, ss). Stwierdzono, ze dziata on
na protoplasty stopniowo. Poczatkowo, pod jego wpltywem obserwuje sie
zmniejszenie objetosci protoplastéw, w wyniku usuniecia czesci wody,
nastepnie za$ silne zlepianie biton komorkowych poszczegélnych proto-
plastow, a w konsekwencji agregacje i ostateczne zlanie sie komarek.
Carlsonowi i wsp. udato sie wyhodowa¢ po raz pierwszy hybry-
dowe rosliny ze zlanych protoplastow (51). taczyt on protoplasty dwdch
gatunkéw tytoniu, Nicotiana glauca i N. langsdorjii, stosujagc azotan sodu
jako czynnik powodujacy zlewanie. Protoplasty potaczone na drodze hy.b-
rydacji, umieszczone w pozywce opisanej przez Nagata i Takebe
(31), dzielity sie tworzac tkanke kallusowg, natomiast protoplasty obu
wyjsciowych gatunkéw w tych samych warunkach nie wytwarzaty nawet
kolonii. Ta réznica we wzroscie hybrydow i protoplastow wyjsciowych
stanowita podstawe selekcji hybrydowych komorek, z ktérych w odpo-
wiednich warunkach rozwijaty sie dojrzate rosliny. Poréwnano soma-
tyczne hybrydy, otrzymane w wyniku zlania protoplastdw pochodzacych
z N. glausa i N. langsdorffii ze znanymi piciowymi amfiploidami tych sa-
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mych gatunkéw. Poréwnawcze badania morfologiczne, genetyczne i bio-
chemiczne potwierdzity hybrydowy charakter wyhodowanych z protopla-
stow roslin (51). Otrzymano takze somatyczne hybrydy z potaczenia hap-
loidalnych protoplastéw otrzymanych z dwdch wrazliwych na $wiatto od-
mian tytoniu N. tabacum subletalna (s) i N. tabacum bladozielona (v) (67).
Okazato sie, ze rosliny te charakteryzuja sie podobnymi cechami jak rosli-
ny powstate w wyniku piciowej krzyzéwki wymienionych odmian tyto-
niu. Dane te unaoczniajg potencjalne korzysci dla hodowli roslin, wyni-
kajgce ze zdolnosci protoplastdw do somatycznej hybrydyzacji.

IV. Pobieranie przez protoplasty makroczasteczek,
chloroplastéw, bakterii i wiruséw

Protoplasty moga rowniez pobiera¢ nie tylko drobne czasteczki zwigz-
kéw wystepujacych w pozywce lecz takze wieksze czastki a nawet bakterie
i chloroplasty. Wykazano, ze protoplasty N. tabacum pobierajg ferrytyne
(69). Ukazaty sie takze doniesienia na temat pobierania znakowanego DNA
przez protoplasty Petunia Inybrida i Ammi visnaga (73, 74). Dowiedziono
réwniez, ze protoplasty Petunia sp. i Daucus carota witgczajg chloroplasty
glonéw (70—72). Okazato sie takze, ze do protoplastow z lisci grochu wni-
kajg bakterie (Rhizobium leguminosarum) (75). Obecno$é bakterii we-
wnatrz komorek roslinnych potwierdzono za pomocg mikroskopu elektro-
nowego. Stwierdzono, ze bakterie moga wnika¢ do protoplastow tylko
w czasie enzymatycznej degradacji $ciany. Nie obserwowano wnikania
R. leguminosarum podczas inkubowania z zawiesing bakterii juz otrzy-
manych protoplastéw, a takze skrawkow lisci. Przypuszczalnie podczas
trawienia $ciany zachodzg w btonie komérkowej pewne zmiany umozliwia-
jace wnikniecie bakterii.

Protoplasty okazaty sie szczegdlnie dogodnym materiatem do badan za-
kazenia roslin wirusami (76—87). Przy pomocy mikroskopu elektronowe-
go wykazano, ze do protoplastow wnikaja nienaruszone czastki wirusowe
(76—79), co pozwolito na rozpoczecie badan nad mechanizmem wnikania
wiruséw do komorki roslinnej. Wykazano, ze do zainfekowania komorek
roslinnych wirusem niezbedna jest obecnos$¢, w zawiesinie wiruséw stu-
zacej do infekcji, poli-L-ornityny (76, 79, 83) znanej jako czynnik stymu-
lujacy pinocytoze w komorkach zwierzecych (ss). Okazato sie, ze poli-L-or-
nityne mozna zastapi¢ takimi polikationami jak poli-i,-lizyna, poli-D-lizy-
na, poli-L-arginina (77). Wiekszo$¢ autor6w uwaza, ze wirusy wnikaja
do protoplastow na zasadzie pinocytozy (76, 78, 89, 90). Jednak wyniki
innych badan (77, 79) sugeruja, ze do wnikniecia wirusa do protoplastow
niezbedne jest uszkodzenie btony komérkowej, a poli-L-ornityna i inne
polikationy powodujg prawdopodobnie takie uszkodzenie.
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V. Zastosowanie protoplastow w badaniach metabolizmu
komorek roslinnych

Opracowanie metody izolowania protoplastow pozwolito na rozpocze-
cie nowego typu badarn metabolizmu roslin wyzszych na poziomie komor-
kowym dzieki mozliwosci przeprowadzenia ich na duzej populacji homo-
gennych komérek.

Wykazano na przyktad przydatnos¢ protoplastéw do badania proceséw
fotosyntezy (91—94) i fotooddychania (91). W badaniach tych pordwny-
wano wiaczanie CO. przez zawiesine protoplastéw z lisci stonecznika
z wiaczaniem tego prekursora do catych lisci. Stwierdzono, ze optymalne
wiaczanie COz do protoplastéw zachodzi w warunkach naswietlania opty-
malnych dla fotosyntezy w catych lisciach. Wykazano, ze w warunkach
optymalnego naswietlania w wyniku zachodzacego réwnoczesnie z foto-
syntezg fotooddychania, w lisciach stonecznika nagromadzajg sie jako
gtébwne produkty glicyna i seryna. W protoplastach natomiast izolowa-
nych z lisci tej rosliny w tych samych warunkach naswietlania wykry-
wano w duzej ilosci jako produkt fotooddychania — glikolan. Glikolan
réwniez wytwarza glon Chlorella pyrenoidosa, ktora tez wydala go do
podtoza. Podobny wynik uzyskano, gdy w roztworze wodnym, w ktérym
trzymano protoplasty, byto bardzo mato tlenu, co ograniczato fotooddycha-
nie, a w konsekwencji utlenienie glikolanu do glioksalanu i dalsze jego
przeksztatcenie w glicyne i seryne.

Protoplasty stanowiag réwniez bardzo dobry materiat do badania bio-
syntezy kwasOw nukleinowych i biosyntezy biatka (18, 95, 96). Synteze
RNA badano inkubujac protoplasty tytoniu z uracylem znakowanym XC
(95). Po 12 godzinach inkubacji 20°/o0 podanej radioaktywnosci znaleziono
w RNA protoplastow. Elektroforeza wyizolowanego RNA wykazata, ze
radioaktywnos$¢ znajduje sie przede wszystkim w 25 Si 18 S RNA rybo-
somow frakcji cytoplazmatycznej, natomiast mniej niz 10% wigczonego
uracylu znajdowano w RNA rybosoméw chloroplastowych tj. we frakcji

Tabela 4
Wplyw inhibitorow na synteze kwaséw nukleinowych (RNA) w protoplastach N. tabaceum (95).

Hamowanie
(%)
o Stezenie
Inhibitor -
(ig/ml) Wiaczanie 4C-uracylu do Wiaczanie 14C-uracylu do
RNA 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
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23 Si 16 S. Wplyw niektorych antybiotykéw na wigczanie znakowanego
uracylu przez protoplasty N. tabacum do RNA podano w tabeli 4. Aktyno-
mycyna D i chromomycyna As hamujg w znacznym stopniu aktywnos$¢
polimerazy RNA zaleznej od DNA oraz synteze RNA w chloroplastach.
2-tiouracyl hamowat biosynteze RNA jedynie w niewielkim stopniu (95).

Protoplasty znalazty réwniez zastosowanie w badaniach dziatania hor-
monéw roslinnych na biosynteze RNA w komérkach roslin wyzszych (96).
Do badan stosowano protoplasty z siewek kukurydzy, w ktérych $ledzono
wigczanie sH-urydyny do RNA w protoplastach z roslin kontrolnych i ho-
dowanych na pozywce z kwasem giberelinowym. (Ryc. ). Okazato sie, ze
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Ryc. 6. Wigczanie H3-urydyny do RNA protoplastow otrzymanych z siewek kuku-

rydzy (96).
A. « protoplasty kontrolne, 0—0 protoplasty z roslin rosnacych na pozywce z GA.,.
B. « protoplasty kontrolne, 0—0 GA, obecny tylko podczas inkubacji.

obecno$¢ tego hormonu stymulowata synteze RNA dwukrotnie, gdy rosliny
rosty na pozywce z kwasem giberelinowym, nie wiecej za$ niz 50%. gdy
kwas giberelinowy dodano tylko na czas inkubacji z sH-urudyng. Wyka-
zano, ze hormon ten wplywat gtéwnie na synteze jagdrowego RNA. Suge-
ruje sie, ze kwas giberelinowy dziata na etapie transkrypcji, jednakze
sprawa ta nie jest jeszcze wyjasniona do konca (96).

Biosynteze biatka badano inkubujgc protoplasty z lisci tytoniu z 1.C-le-
ucyng (95). Po 12 godzinach inkubacji 36°/0 podanej radioaktywnosci od-
najdowano w biatkach protoplastow. Wiaczanie .C-leucyny podlegato za-
hamowaniu przez cykloheksoimid, blasticydyne S, enomycyne, ktére ha-
muja synteze biatka takze w komdrkach grzybdw i wyzszych organizméw.
Chloramfenikol uzyty w stezeniu 200xg/ml hamowat wigczanie .C-leucy-
ny do protoplastéw lisci tytoniu, zastosowany za$ w nizszych stezeniach
nie wywieral zadnego wptywu. Efekt puromycyny podobny byt do efektu
chloramfenikolu, podczas gdy obecno$¢ aktynomycyny D tylko nieznacz-



318 M. LERCHER [12]

Tabela 5
Whplyw inhibitoréw na synteze biatka w protoplastach N. tabacum (95).
Hamowanie (%)
Inhibitor Stezenie Wilgaczanie 14C-leucyny Wiaczanie 1C-leucyny
([cg/ml) do biatka do frakcji rozpuszczalnej
w kwasie
Cykloheksoimid 0,1 79,8 23,2
1,0 96,3 49,7
Blastycydyna S 0,1 442 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 38 3,0
200,0 23,0 0
Aktynomycyna D 10 2,7 13

Protoplasty inkubowano 12 godzin z 0,02 j;,C/ml 14C-leucyny w obecnosci inhibitoréw.

nie wptywata na aktywnos¢ biosyntezy biatka w protoplastach (Tabela 5).
Podobnie jak w innym materiale roslinnym rézny byt wptyw cyklohek-
soimidu i chloramfenikolu na biosynteze biatek cytoplazmatycznych
i chloroplastowych. W nieobecnosci inhibitoréw 70°/o wigczonej 1.C-leucy-
ny znajdowano w biatkach cytoplazmatycznych, 25%> w biatkach chloro-
plastow i 5% w biatkach jadrowych. Cykloheksoimid hamowat wigczanie
do biatek cytoplazmy o 78%>, a do biatek chloroplastowych jedynie o 36°/o,
podczas gdy wptyw chloramfenikolu byt odwrotny. Wyniki te potwierdza-
ja, ze w protoplastach podobnie jak w glonach i liSciach synteze biatka
w rybosomach chloroplastowych sepcyficznie hamuje chloramfenikol, po-
dobnie jak w organizmach prokariotycznych.

Opracowanie metody izolowania protoplastow pozwolito na zbadanie
rozmieszczenia niektorych enzymoéw na terenie komorki roslinnej (97). Po-
rownywano zawarto$¢ izoenzymow peroksydazy w catych lisciach oraz
w protoplastach N. tabacum, i okazato sie, ze znajduje sie je jedynie
w preparacie z lisci. Sugeruje to, ze izoenzymy peroksydazy zwigzane sa
ze Sciang komodrkows i zostaty oddzielone od protoplastéw wraz ze stra-
wiong $ciang.

Przedstawiony aktualny przeglad .badan nad protoplastami ro$linnymi
wykazuje jak pozyteczne sg badania prowadzone w tym kierunku. Szcze-
gélnie interesujace sg wyniki somatycznej hybrydyzacji, ktéra daje moz-
liwos¢ wyhodowania korzystnych dla cztowieka odmian roslin. Roéwniez
zastosowanie protoplastow do badan nad wirusami roslinnymi juz w tej
chwili okazato sie bardzo owocne. Ogdlng korzyscig dla badari metabolicz-
nych jest mozliwo$¢ uzyskania jednorodnej populacji komdrek roslinnych.

Artykut nadszedt 20.8.1975, po rewizji autorskiej otrzymano 10.2.1976.
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KRZYSZTOF BANKOWSKI *

Dynamika czasteczkowa zwigzkow naturalnych wyznaczana
z badan relaksacji spinowo—sieciowej jader wegla 1

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

Wstep

Niezwykle dynamicznie rozwijajaca sie¢ w ostatnich latach gataz spek-
troskopii — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego wegla 1
(cmr — carbon magnetic resonance) — stanowi jedng z najbardziej obie-
cujacych metod badania substancji naturalnych. llo$¢ informacji uzyski-
wana z widm cmr odno$nie struktury zwigzkéw organicznych jest znacz-
nie wieksza niz z widm protonowego rezonansu magnetycznego — doty-
czy to zwiaszcza duzych zwigzkéw bioorganicznych. Podstawy spektro-
skopii cmr zostaty opisane w kilku monografiach (:—3); pojawity sie réw-
niez artykuty przegladowe o zastosowaniu spektroskopii cmr w badaniach
zwigzkéw naturalnych (4) oraz w badaniach budowy peptydéw i biatek
5).

()Zastosowanie spektrometrow impulsowych wyposazonych w transfor-
macje fourierowska (FT) umozliwia uzyskanie czytelnych widm ztozonych
zwigzkoéw. Dzieki duzemu zréznicowaniu potozen sygnatéw od wegli (oko-
fo kilkunastu razy szerszy zakres wystepowania sygnatéow niz dla proto-
néw) w widmach nawet tak duzych czasteczek jak sterydy, alkaloidy czy
tez peptydy kazdy sygnatl pochodzi na ogdt od innego atomu wegla. Po-
niewaz widma rejestruje sie zwykle w warunkach odsprzegania od pro-
tonéw linie rezonansowe wegla pojawiajg sie w postaci ostrych single-
tow. Przyktadem niech bedzie widmo cmr octanu kortizonu (Ryc. 1). Dla
poréwnania w gérnej czeSci rysunku zamieszczono, w tej samej skali,

*

Dr, Pracownia Peptydéw Instytutu Podstawowych Problemdéw Chemii, Wydziat
Chemii, Uniwersytet Warszawski, Pasteura 1, 02-093 W arszawa

Wykaz stosowanych skrétow: Cmr— magnetyczny rezonans jadrowy wegla 13C;
FT —transformacja fourierowska; Ti— czas relaksacji spinowo-sieciowej (podituznej).
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Ryc. 1. Widmo cmr i pmr octanu kortizonu (62)

widmo protonowego rezonansu tego samego zwigzku; jasno wida¢ zde-
cydowanie wiekszg czytelno$¢ widma cmr.

Rozszyfrowanie tak uzyskanego widma polega na przyporzadkowaniu
poszczegolnych sygnatéw odpowiednim atomom wegla w czasteczce. Przy-
pisan dokonuje sie w oparciu o tablice korelacyjne przesunie¢ chemicznych
podawane w monografiach (.-—3) i artykutach oryginalnych, w oparciu
0 atlas widm cmr czy tez analizujagc widma cmr serii podobnych zwigz-
kéw. Z polozer sygnatdbw od wegli rozpatrywanej czasteczki mozna wy-
ciggna¢ szereg waznych informacji o jej budowie. Z kolei widma cmr
nieznanych zwigzkow utatwiajg ich identyfikacje. Nie jest to jednak je-
dyne zastosowanie spektroskopii cmr. Dzieki wprowadzeniu techniki im-
pulsowej stato sie mozliwe i stosunkowo proste wyznaczenie czasOw re-
laksacji spinowo-sieciowej (podtuznej) Tj poszczeg6lnych jader wegla w
czasteczce. Parametr ten ma bardzo duze znaczenie diagnostyczne. Jak
przedstawiono nizej, znajomo$é czaséw Tj dostarcza wielu cennych infor-
macji o dynamice czasteczkowej zwigzkéw organicznych. Informacje te
dotyczg zaréwno ruchliwosci czasteczek jako catosci w roztworze, jak
réwniez ruchliwosci wewnatrzczasteczkowej, tj. ruchliwosci poszczeg6l-
nych grup, czy tez wiekszych fragmentow czasteczek. Czesto sg to in-
formacje, ktérych nie mozna bylo dotad uzyska¢ innymi metodami fizy-
ko-chemicznymi.

Informacje te stwarzajg mozliwo$¢: rozstrzygania czy czasteczki lub
ich fragmenty majg budowe zwarta czy nieuporzagdkowang (w przypad-
ku biatek mozliwe jest Sledzenie przej$¢: tancuch w stanie przypadkowe-
go zwiniecia i=: heliks); oszacowywania rozmiar6w czasteczki i przewidy-
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wania jej ksztattu sferycznego; wnioskowania o stopniu agregacji czaste-
czek. Pojawity sie rowniez prace dotyczgce wykorzystywania informacji
ptynacych z pomiaréw czaséw Ti do badania oddziatywan lipidéw i bia-
tek w ztozonych agregatach lipidowo-biatkowych, takich jak btony biolo-
giczne.

Sposrod wszystkich zwigzkéw naturalnych najobszerniejsze badania
dynamiki czasteczkowej wykonano w grupie zwigzkow peptydowych
i biatkowych. Widma cmr szeregu hormondéw peptydowych zinterpreto-
wano catkowicie i wyznaczono czasy relaksacji Ti poszczeg6lnych ato-
moéw wegla. Tak uzyskany obraz, nazwany ,,mapg dynamiczng czasteczki”
(4), wzbogaca w istotny sposéb wiedze o wiasnosciach zwigzkéw biolo-
gicznie czynnych.

. Relaksacja spinowo-sieciowa (podituzna)

Istota zjawiska magnetycznego rezonansu jadrowego polega na absorp-
cji promieniowania elektromagnetycznego przez jadra atoméw magnetycz-
nych (tj. takich, ktérych spin jadrowy | > 0; spin jader 1 tak jak i pro-

tonéw 1= ) umieszczonych w statym zewnetrznym polu magnetycz-

nym. Zjawisko rezonansu jagdrowego omawiano dokfadnie m.in. w Poste-
pach Biochemii (s). W wyniku zaabsorbowania energii ulega zaburzeniu
wyjsciowe obsadzenie poziom6w energetycznych jader opisane rozkiadem
Boltzmana. Poczatkowy nadmiar jgder o nizszym stanie energetycznym
zmniejsza sie dazac do jednakowego obsadzenia obu pozioméw. Szybkie
wyrownanie obsadzenia obu pozioméw (tzw. nasycenie) spowodowatoby
zanik sygnatu, a w praktyce niemozno$¢ obserwacji zjawiska magnetycz-
nego rezonansu jadrowego.

Przez relaksacje spinowo-sieciowg (podtuzng) rozumie sie proces od-
prowadzania energii ze zbioru spindéw jadrowych znajdujacych sie na
wyzszym poziomie energetycznym. Relaksacja spinowo-sieciowa jest wiec
procesem przeciwdziatajagcym wystapieniu nasycenia i umozliwiajgcym
rejestracje i obserwacje zjawiska rezonansu jagdrowego. Wyznaczany do-
Swiadczalnie czas relaksacji spinowo-sieciowej Tx jest stalg czasowg opi-
sujaca ekspotencjalny powrét jader do boltzmanowskiego obsadzenia po-
ziomoéw energetycznych:

N = Noe-t/Tl (1)
gdzie: N— nadmiar jagder na wyzszym poziomie energetycznym w cza-
sie t
No— nadmiar jagder na wyzszym poziomie energetycznym w cza-
siet=o

Jak wida¢ ze wzoru (1), po czasie Tj nadmiar jader na wyzszym poziomie
spada do I/e czesci swej wartoSci poczatkowej.

6 Postepy Biochemii
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Oddawanie energii w procesie relaksacji spinowo-sieciowej odbywa
sie wskutek oddziatywania jader z ich otoczeniem, tzw. siecig. Wszystkie
mechanizmy oddziatywania majg jedng wspdlng ceche: relaksacja zwig-
zana jest z istnieniem lokalnych fluktuujacych pdél magnetycznych w
prébce; ich obecno$¢ wynika z ruchéw czasteczkowych. Zmiana potozen
czasteczki — w sktad ktdrej wchodzg przeciez jadra magnetyczne :H, 1:C —
wzgledem zewnetrznego pola magnetycznego HQ a wiec ruch momentéw
magnetycznych wzgledem pola Ho wytwarza fluktuujace pola. Dlatego
tez czasy Tj zwigzane sg z ruchliwoscia czasteczki i posrednio dostarczaja
informacji o jej dynamice. Relaksacja jest najbardziej efektywna, czasy
Ti najkrétsze, wowczas jesli ruch czasteczki wytwarza lokalne pola ma-
gnetyczne fluktuujace z czestoSciami bliskimi czestosciom rezonansowym
wegli.

Stwierdzono, ze dominujgcym mechanizmem relaksacji spinowo-siecio-
wej jest mechanizm dipol-dipol 1:C—H; dotyczy to zwiaszcza wegli po-
taczonych bezposrednio z protonami. Oznacza to, ze energia spinowa od-
bierana jest przez fluktuujagce pola powstajace na skutek ruchéw momen-
tu magnetycznego potgczonego z weglem protonu wokét pola H,, (7, s). Co
wiecej Allerhand (9 wykazat, ze w duzych czgsteczkach biatkowych
relaksacja wegli niepotgczonych z atomami wodoru odbywa sie réwniez
gtéwnie wg mechanizmu dipol—dipol 1:C—:H.

I-1. Czasy relaksacji i czasy korelacji

Przechodzac do bezpos$redniego wyciaggania wnioskdw o ruchliwosci
czasteczek z wyznaczonych doswiadczalnie czaséw relaksacji Ti nalezy
wprowadzi¢ pojecie efektywnego czasu korelacji teff Czas
Teff jest wielkoscig charakteryzujgcg w danych warunkach ruchliwos¢ cza-
steczki i okre$la Sredni czas, w ktorym czasteczka obraca sie o kat . ra-
diana (1). Przy zatozeniu, ze relaksacja ma charakter dipolowy, ze cza-
steczka obraca sie w roztworze izotropowo i ze nie wystepujg w niej
wewnatrzczasteczkowe ruchy (lub sg bardzo powolne w stosunku do ogol-
nych ruchéw czasteczki w roztworze) przeksztatcenie réwnania Solo-
mona (10) wigze czas relaksacji Txz czasem korelacji nastepujacag zalez-
noscig (7, 11):

) NATATh )
, ™ | 3t* | 6t* (21
tT lor« 1+ (coc— CoH)2TR 1+ 65cTr 1+ (Coc+ an)2Tr _
gdzie: N — liczba atoméw wodoru bezposrednio zwigzanych z we-
glem

Yc, Yh — stosunki zyromagnetyczne wegla 13 i protonu
we, wH — czestosci rezonansowe
vt — dhugos$é wigzania C—H
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Poniewaz w zatozeniach zaklada sie jako jedyny ruch reorientacje rota-
cyjne catych czasteczek, efektywny czas korelacji jest tutaj tzw. czasem
korelacji dla reorientacji rotacyjnych tr. Z réwnania (2) wida¢, ze czas
relaksacji Tj jest tym Kkrotszy im wiecej protonéw potgczonych jest z da-
nym weglem (N). Mechanizm przekazywania energii dipol—dipol .—
jest bowiem bardziej efektywny. Zalezno$¢ Tx od tr ilustruje wykres
(Hyc. 2).

Ryc. 2. Zalezno$¢ czasu re-

0= i ; laksacji Ti od czasu korelacji
10715 oM T opt H;-? 1073 tr przy natezeniu zewnetrz-
nego pola magnetycznego
T (mk) _
R Ho = 235 kG (1).

Z wykresu widac, ze jesli czasteczka rotuje z szybkoscig odpowiada-
jaca czasowi korelacji oznaczonemu Topt (bliskiemu czestosci rezonanso-
wej wegla), relaksacja jest najbardziej efektywna i czas Tj najkroétszy.
Szybsze ruchy czasteczki w roztworze (skracanie czaséw tr — lewa gatgz
krzywej) oraz wolniejsze ruchy czgsteczki w roztworze (wydiluzanie cza-
sOw « — prawa gatgz krzywej) powoduja wydtuzanie sie czaséw relak-
sacji Tj.

Zastosowanie spektrometréow dajacych wyzsze natezenia zewnetrznego
pola magnetycznego Ho (co jest niezwykle korzystne gdyz powoduje czesto
rozdzielenie naktadajacych sie sygnatdw) zmienia nieco przebieg krzy-
wej Ti od tr (Ryc. 3).

Jak wida¢, z wyznaczonej doswiadczalnie wartosci T\ mozna bezpo-
Srednio obliczy¢ (badz odczyta¢ z krzywej) czas korelacji ilustrujacy szyb-
kos$¢ rotacji czasteczki. Z rycin 2,3 wynika jasno, ze jednej wartosci
odpowiadajg dwa rozwigzania na tr. Aby rozstrzygna¢, ktére z nich jest
prawidtowe nalezatoby (12, 13) wyznaczy¢ czasy Tx na dwdch réznych
przyrzadach o r6znym natezeniu Ho lub wielko$¢ jadrowego efektu Over-
hausera (NOE) albo tez czas relaksacji poprzecznej T, gdyz parametry te
(NOE, T2 zalezg w znany spos6b od tr.

6
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TR (\sck\y

Ryc. 3. Zalezno$¢ czasu relaksacji Ti od czasu korelacji xR dla wegla metinowego
(r = 1,09A) przy dwéch wartoéciach natezenia pola magnetycznego, HO= 14,10 kG
i 63,43 kG (14).

Na szczescie nie zawsze jest to konieczne. Okazato sie bowiem, ze za-
zwyczaj spetniony jest warunek szybkich ruchéw w skali rezonansu cmr

1.
(coH + iOc)Teff < 0 3)

Inaczej moéwiac: szybkosci ruchow czasteczkowych sg na tyle duze
(czasy korelacji na tyle krotkie), ze w praktyce pracuje sie na ogét na le-
wej gatezi krzywej (nawet na spektrometrach o mocy 67,9 MHz (14)).
Oznacza to, ze w praktyce wydtuzenie sie czasow relak-
sacji Tx Swiadczy o wzroscie ruchliwo$ci czgstecz-
Ki. Jedynie w przypadkach pewnych polimeréw lub polipeptydéw o zwar-
tej .budowie zaobserwowano takie spowolnienie ruchéw czasteczkowych,
ze czasy korelacji wypadaty na prawej gatezi krzywej (patrz dalej: gra-
micydyna A, polipeptydy i biatka).

Jesli fragmenty czasteczki (np. pewna grupa atomdéw) wykazuja wzmo-
zong ruchliwo$¢ np. wskutek szybkich wewnetrznych rotacji lub ruchow
segmentowych, to wowczas efektywny czas korelacji dla jagder wegla wy-
stepujacych w tym fragmencie skiada sie z cztonu opisujacego ruchliwosé
czasteczki jako catosci (xR i cztonu opisujgcego ruchliwo$é wewnatrzcza-
steczkowg (tg). nosi nazwe czasu korelacji dla wewnetrznych rotacji:
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Obserwowany czas relaksacji T\ jest teraz nastepujgca funkcjg obu cza-
sow korelacji tri xG
i Thv%

Ti re, 6tg+ tr 3tg+ tr ©)
Oznaczenia jak we wzorze (2) a ponadto A, B, C— stale zwigzane odpo-
wiednimi zaleznoSciami z katem pomiedzy wektorem C—H a o0sig we-
wnetrznej rotacji.

Jak wida¢ w dalszym ciggu obowigzuje zalezno$¢, ze wzrost
ruchliwoséci danej grupy atoméw (fragmentu czg-
steczki) wydtuza czasy relaksacji Tj jader wegli
znajdujacych sie w danej grupie. Poréwnujac ruchliwosé
poszczegolnych grup w czasteczce nalezy pamietaé, ze czas Tj okreslonego
atomu wegla jest tym krotszy im wiecej protondw jest z danym atomem
wegla zwigzanych (N). Aby méc bezposrednio poréwnywac ruchliwo$é
poszczegblnych wegli zazwyczaj podaje sie w literaturze wartosé NTj.

Znajomos¢ wartosci tr (wyznaczonej z czaséw relaksacji T! dla wegli nie
ulegajgcych wewnetrznym rotacjom wg réwnania (-)) pozwala wg rownan
(4), (5) wyznaczy¢ czas korelacji dla wewnetrznych rotacji tg poszczegol-
nych grup w czasteczce. Tak wiec pomiary czaséw relaksacji spinowo-sie-
ciowegj Tx pozwalajg gteboko wnikngé w dynamike czasteczkowg zwigz-
kow organicznych: mozliwe jest obliczanie szybkoSci rotacji czasteczek ja-
ko catosci w roztworze jak réwniez szybkosci wewnetrznych rotacji po-
szczegOlnych grup.

1-2. Pomiar i poréwnywanie wartosci czasow Tj

W statym polu magnetycznym Ho spiny jadrowe niejednakowo obsa-
dzaja oba poziomy energetyczne. Niewielki nadmiar spinéw jadrowych
przyjmuje orientacje korzystniejszg energetycznie tj. réwnolegta do linii
sit pola HQ Powoduje to wystgpienie makroskopowej magnetyzacji M
wzdtuz linii sit pola H,. Podanie impulsu (w ptaszczyznie prostopaditej do
pola HQ wywotuje wychylenie wektora M z potozenia poczatkowego, a po-
niewaz spetniony jest warunek rezonansu, jego precesje wokdt kierunku
prostopadtego do H,. W efekcie zmniejsza sie sktadowa wektora magne-
tyzacji wzdtuz kierunku pola. Po ustaniu dziatania impulsu uktad wraca
do stanu wyjSciowego tzn. wektor magnetyzacji narasta wzdtuz kierunku
pola do swej wyjsciowej wartosci. Ta odbudowa wektora magnetyzacji
(w ujeciu kwantowym powrét do wyjsciowego obsadzenia pozioméw ener-
getycznych) zachodzi w wyniku procesow relaksacji spinowo-sieciowej,
stad inna nazwa relaksacja podtuzna, i odbywa sie ze stalg czasowg Tx

Pomiar czasu Tx opiera sie na podawaniu do probki sekwencji réz-
nych impulséw w wyniku czego mozna obserwowac narastanie wektora
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M w czasie poprzez pomiar intensywnosci wzrostu sygnatu rezonansowe-
go wegla. W obu stosowanych technikach pomiaru: technice stopniowe-
go nasycania oraz technice ,odwro6cenia i powrotu” stosuje sie inne sek-
wencje impulséw, lecz w obu obserwuje sie wzrost intensywnosci sygna-
tu w czasie i z odpowiednich réwnan oblicza sie czas Tx Szczegély mozna
znalez¢ w monografiach (1—3) i artykulach specjalistycznych (15, 16).
Nalezy podkresli¢, ze dokiadno$é wyznaczania czaséw Ti szacuje sie na
10—15%>. Dokladnos$¢ taka pozwala jednak na poprawne wnioski o dy-
namice czasteczkowej zwazywszy duze zrdznicowanie czasow relaksacji
T

Wieksze niebezpieczenstwo popetnienia bteddw wystepuje przy auto-
matycznym poréwnywaniu czaséw Ti dla réznych czasteczek. Rzadko kie-
dy warunki pomiaru sg identyczne a takie czynniki jak temperatura, lep-
ko$¢ roztworu (stezenie) wplywajg na ruchliwos¢ czasteczki, a tym sa-
mym na wartosci Tj. Wazne jest rowniez catkowite odgazowanie probki.
W obecnosci tlenu dochodzi do gtosu dodatkowy dipolowy mechanizm re-
laksacji z niesparowanymi spinami czasteczki tlenu i czasy Tj ulegaja
znacznemu skroceniu.

Il. Peptydy

11-1. Syntetyczne peptydy liniowe

Keim i wsp. opisali w cyklu prac (17—19) synteze, widma cmr i po-
miary czasow relaksacji serii pieciopeptydéw o budowie: Gly—Gly—X—
Gly—Gly gdzie X reszta aminokwasowa rézna od Gly. Pomiary czaséw
T! dostarczyty interesujgcych danych o dynamice wewnatrzczasteczkowej
w liniowych fancuchach krétkich peptydéw. Okazato sig, ze czasy Txdla
wegli a w tancuchu peptydowym rosng w obie strony od centralnego ami-
nokwasu X (Ryc. 4).

H3N— CH2— C— NH— CH2— C— NH— CH— C— NH— CH2— j— NH— CH2— j— (9
744 408 358 CH, 408 820
630 CHL
4008
Ryc. 4. Czasy relaksacji NTi (msek) W pieciopeptydzie H—Gly—Gly—GIlu—Gly—
—GIly—OH (18).

Wskazuje to na wzrost ruchéw rotacyjnych i segmentowych w miare
oddalania sie od $rodka czasteczki w strone N- i C-konfca. Zrdznicowana
ruchliwos¢ tancucha peptydowego jest cechg charakterystyczng labilnych
konformacyjnie liniowych peptydéw. W cyklicznych peptydach (patrz
dalej) czasy T: wegli a maja zblizone wartosci. Inng ogdlng cechg krotkich
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czasteczek peptydowych jest wzrost ruchliwosci w taricuchach bocznych
aminokwasdéw w miare oddalania sie od tafcucha gtéwnego. Na rycinie 4
wyraznie wida¢ wydtuzanie sie czasow NTj przy przechodzeniu od ,,zakot-
wiczonego” w taincuchu gtéwnym wegla a kwasu glutaminowego do wegli
@i Yw fancuchu bocznym.

11-2. Tyreoliberyna

Tyreoliberyna (TRF), czynnik uwalniajgcy tyreotropine byt pierw-
szym zwigzkiem peptydowym, dla ktdrego wyznaczono czasy Ti (20) (Ryc.
5).

0,52 (0,86)
0,39 0,65
7 9 )
o 1C7 2 2
8,9 | 9,4
(16,0) (8,8) 174
10,5 0,44 CH
0,64 ! ! 0,57
o (0,89, (042 ©0.73)
&3 g 07 o
N .59 Ryc. 5. Czasy relaksacji NTi (sek)
w tyreoliberynie (TRF), 20, 35). W
0.5) b nawiasach dane wg. (21).

Porownanie czasow Tj dla wegli a sugeruje, ze prolinowy koniec cza-
steczki jest mniej ruchliwy niz piroglutaminowy. Pomiary w innym pH
(1) wskazuja jednak, ze ruchliwo$¢ reszty proliny i histydyny jest zbli-
zona. Obliczony z czasu NTi dla wegla a histydyny efektywny czas ko-
relacji wynosi Teff — 1,2X10.10 sek. Zrozumiate, ze jest on znacznie krotszy
niz dla wiekszych, wolniej poruszajgcych sie w roztworze i mniej labil-
nych konformacyjnie, czasteczek peptydowych.

11-3. Melanostatyna

Melanostatyna (MIF), czynnik hamujacy uwolnienie melanotropiny
(MSH) jest amidem trdjpeptydu: Pro—Leu—GIly—NH. (22). Czasy Txdla
MIF wyznaczono w dwdch rozpuszczalnikach: dwumetylosulfotlenku
(DMSO) i wodzie (D:0) (23). W wodzie czasy NTXsa 1—3 razy dtuzsze niz
w DMSO co wskazuje, ze w wodzie czasteczka jest znacznie bardziej ruch-
liwa konformacyjnie. Pomiary czasow Tj wskazaty ponadto, ze dwume-
tyloamid Pro—Leu—GIly—N/CHs. jest bardziej ruchliwy konformacyj-
nie niz MIF. Mniejsza ruchliwos¢ konformacyjna MIF moze wynikac
z wystepowania w tej czasteczce wigzania wodorowego wewnatrzczgstecz-
kowego pomiedzy protonem trans amidu glicyny, a grupa karbonylowa
proliny. Strukture taka (@— zwdj) proponowano poprzednio w oparciu
0 widma rezonansu protonowego (24).
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II-4. Gramicydyna S

Gramicydyna S, antybiotyk bedacy cyklicznym dziesieciopeptydem
o budowie: cyklo (D-Phe—L-Pro—L-Val—L-Orn—L-Leu,. jest zwigzkiem,
ktorego konformacje badano wieloma metodami fizykochemicznymi (25).
Ustalono, ze w wielu rozpuszczalnikach gramicydyna S wystepuje
w sztywnej konformacji pofatdowanej kartki. Petne roszyfrowanie wid-
ma cmr gramicydyny S (26) pozwolito na wyznaczenie czaséw NTj (14,
27) (Ryc. ).

- # e
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It
sig :uo"|C L HeOc Ryc. 6. Czas relaksacji NTi
s C/C‘\Z' [ ~d'2°°° no°e (msek) w gramicydynie S (27).
w0 o0 7 3% Tutaj i na nastepnych rycinach
174 L litery oznaczajag naktadajace sie
H H sygnaly rezonansowe.

Jak wida¢ czasy NTi dla wszystkich pieciu réznych whegli a w tancu-
chu peptydowym majg zblizong warto$¢. Wskazuje to po pierwsze na izo-
tropowy ruch czasteczki w roztworze i potwierdza sztywng budowe tan-
cucha peptydowego tj. brak lub znikome ruchy segmentowe. Po drugie
z czasu NTi dla wegli a (Srednio 1435 sek) mozna wg réwnania (2) wy-
znaczy¢ czas korelacji dla rotacyjnej reorientacji tr. Wynosi on dla gra-
micydyny S: 3,3X10- 1 msek (w metanolu) co zgadza sie dobrze z czasem
korelacji innych sztywnych czasteczek o tym samym ciezarze czasteczko-
wym (np. cyjanokobalaminy (28)). Z ryciny « widaé réwniez, ze czasy NTX
dla wegli w tafAcuchach bocznych sg znacznie diuzsze niz dla wegli a
co $wiadczy o ich dodatkowej ruchliwosci. Znajac czas tRmozna byto wy-
znaczy¢ wg rownania (5) czasy korelacji dla wewnetrznych rotacji xG
w tancuchach bocznych. Przyktadowo tg dla rotacji wokdt wigzania Ca—Ce
w reszcie fenyloalaniny i waliny wynosi 3,3X10- 1 sek (27).

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

Podobnie jak w cyklicznej gramicydynie S w oksytocynie i lizyno—wa-
zopresynie czasy NTj szesciu wegli a wbudowanych w cykliczng czesé
czasteczki majg zblizong wartos¢ (ok. 95msek) (29) (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Czasy relaksacji NTi (msek) w ocytocynie (z lewej) i w lizyno-wazopresy-
nie (29).

Wyznaczony z tej wartoSci czas korelacji dla reorientacji rotacyjnej
tr = 5X10.10 sek dobrze odpowiada czasom tr innych czasteczek pepty-
dowych o podobnym rozmiarze.

Interesujgce jest, ze czasy NTXwegli a w tancuchach bocznych obu
hormonow sg dtuzsze i wzrastajg w strone C—konca. Jest to konsekwencja
wzrostu ruchliwosci i wieksza swobodg konformacyjng C—kornicowego
fragmentu hormonu niz fragmentu pierscieniowego. C—koncowy frag-
ment lizyno-wazopresyny ~Pro—Lys—Gly—NH: jest bardziej ruchliwy
niz C—koncowy fragment oksytocyny ~Pro—Leu—Gly—HN2 W amino-
kwasach niearomatycznych wyraznie wida¢ wzrost ruchliwosci wegli —
P, Y i dalszych w poréwnaniu z ,zakotwiczonym” w faricuchu peptydo-
wym weglem a. Stosunki czaséw NTj w tancuchu bocznym izoleucyny
w oksytocynie sa takie same jak w wolnym aminokwasie. Swiadczy to
0 tym, ze tancuch .boczny izoleucyny nie oddziatywuje z pozostatg czes-
cig czasteczki. Potwierdza to strukture P-zwoju proponowang dla oksyto-
cyny, w ktérej izoleucyna znajduje sie w rogu zwoju, a jej tancuch bocz-
ny na zewnatrz czasteczki (30).

II-6. Angiotcnsyna Il

Deslauriers iwsp. (31) wyznaczyli ostatnio czasy Tt dla hormonu
regulujacego cisnienie krwi (5-izoleucylo)-angiotensyny Il oraz dla syn-
tetycznego analogu (5-izoleucylo, s-leucylo)-angiotensyny Il wykazuja-
cego przeciwstawne dziatanie fizjologiczne (Ryc. s).
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Ryc. 8. Czasy relaksacji NTi (msek) w angiotensynie Il przy pH 45 oraz w nawia-
sach przy pH 1 (31).

Mimo, ze (5-lle)—angiotensyna Il jest liniowym o$miopeptydem: Asp—
Arg—Val—Tyr—Ile—His—Pro—Phe czasy Tx wskazujg na okreslona
zwartg konformacje gtéwnego tancucha peptydowego. Wszystkie czasy
NT! wegli a majg zblizong warto$¢ 74—110 msek wskazujac na brak gra-
dacji w ruchach segmentowych typowej dla konformacyjnie swobodnych
liniowych peptydéw. Zaktadajgc izotropowy ruch czasteczki mozna obli-
czy¢ czas korelacji dla rotacyjnej reorientacji tR= 5,3X10.10 sek zblizony
do czas6w «r Sztywnego pierscienia oksytocyny i lizyno-wazopresyny.

Zaproponowano szereg modeli opisujacych konformacje angiotensy-
ny Il m.in. sfaldowang strukture — 6 (32). Wedtug Deslauriers (31)
hipoteze te nalezy odrzuci¢ gdyz takiej strukturze odpowiadatby czas «r
okoto 1—2X10.s sek. Obserwowany czas «r odpowiada modelowi przed-
stawiajgcemu angiotensyne |l jako upakowang pseudo-kulistag czasteczke.
Nie mozna narazie ustali¢ czy w czasteczce wystepuje konformacja (3-zwo-
ju, y — zwoju lub tez jeszcze inna czy tez ma miejsce (jak to propono-
wano (33)) szybka réwnowaga miedzy réznymi konformacjami. W (5-lle,
s-Leu)-angiotensynie Il czasy NTj dla Ca wegli sg nieco dtuzsze co moze
wskazywa¢ na pewne rozluznienie konformacji tancucha gtéwnego.

11-7. Luliberyna

Budowa luliberyny (LH—RF) zostata ustalona (34) i potwierdzona
przez synteze chemiczng stosunkowo niedawno. Zwigzek ten jest ami-
dem dziesieciopeptydu o sekwencji: pGlu—His—Trp—Ser—Tyr—Gly—
—Leu—Arg—Pro—GIly—NH2 Widmo cmr hormonu zarejestrowano juz
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Ryc. 9. Czasy relaksacji NTi (msek) w luliberynie (LH-RF) (36).

dawniej (35), a ostatnio wyznaczono dla poszczegdlnych wegli czasteczki
czasy Tj (36) (Ryc. 9).

Jak wida¢ z przytoczonych danych, czasy NTj dla wegli tancucha gtéw-
nego sg zroznicowane i najdtuzsze dla aminokwaséw na korcu #fancucha.
Sa one ponadto dtuzsze od czasow NTXwegli tancucha gtéwnego w mniej-
szych lecz sztywnych czasteczkach (oksytocyna, gramicydyna S). Wskazuje
to na znaczny wzrost ruchow segmentowych w taAcuchu peptydowym.
Poniewaz ponadto daje sie zaobserwowa¢ wzrost ruchliwosci w taincuchach
bocznych aminokwaséw niearomatycznych czasteczke luliberyny nalezy
uzna¢ za bardzo ruchliwg konformacyjnie. Nietatwo wiec bedzie zapro-
ponowanie konformacji odpowiedzialnej za oddziatywanie z receptorem.

11-8. Gramicydyna A

Antybiotyk gramicydyna A jest liniowym peptydem o nastepujacej
sekwencji: formylo-L-Val—Gly—L-Ala—D-Leu—L-Ala—D-Val—(L-Trp—
—D-Leu)s—L-Trp—etanoloamid (37). Utatwia on przenikanie kationow
metali alkalicznych oraz kationu wodorowego przez naturalne
i sztuczne btony lipidowe. Istniejg dowody, ze gramicydyna A tworzy
tunel w poprzek btony i ze w tworzeniu tunelu uczestnicza dwie czast czki
gramicydyny A (38). W cyklu prac Veatcha i Blouta (39—41) usta-
lono, ze w roztworze DMSO gramicydyna A wystepuje jako monomer
w formie przypadkowego zwiniecia podczas gdy w metanolu tworzy upo-
rzgdkowang forme podwdjnego heliksu.

Pomiary czasow relaksacji (41) w peini potwierdzity te ustalenia. Mi-
mo, ze czasy NTj wegli a gramicydyny A w obu rozpuszczalnikach sg
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zblizone, to czasy korelacji sg zasadniczo rézne. Okazato sie bowiem, ze
czasy Tj wegli a w DMSO lezg na lewej gatezi krzywej (Ryc. 2) natomiast
w metanolu na prawej co oznacza, ze w metanolu czgsteczka jest mniej
ruchliwa. Wprowadzajac poprawke na r6znag lepkos¢ obu rozpuszczalni-
kow wyznaczono, ze czas tr wegli a gramicydyny A w DMSO waha sie
w przedziale 0,35—Insek. Odpowiada to dobrze czasom korelacji wyzna-
czonym dla syntetycznych kopolipeptydéw wystepujacych w formie przy-
padkowego zwinigcia. W roztworze metanolowym nastepuje uporzadko-
wanie struktury w forme podwdjnego heliksu co wskutek zmniejszenia
ruchliwosci tancucha peptydowego powoduje wydtuzenie czaséw tr. Dla
wegli a gramicydyny A w metanolu tr wynosi okoto 25 nsek.

11-9. Konformacyjna ruchliwo$¢ pierscienia prolinowego w peptydach

Z przytoczonych danych wida¢, ze czasy NTXroznych wegli pierscie-
nia prolinowego w hormonach peptydowych sg rézne. Ich rézna ruchli-
wos¢ wyjasniona jest szybkimi zmianami konformacyjnymi pomiedzy
réznymi formami pofatdowanego pierécienia pirolidynowego (42).

W TRF czasy Ti sg najdtuzsze dla |3- i y-wegli pierscienia proliny (ozna-
czenia atomdOw w pierscieniu zaznaczono na rycinie 5). Wskazuje to na
interkonwersje pierscienia i na to, ze dominujagce konformery maja bu-
dowe ,,pOtkrzesta”. Podobne i znacznie krotsze czasy Tx|3-i 5-wegli w TRF,
oksytocynie, lizyno-wazopresynie, (lleB—angiotensynie 1l i LH—RF wska-
zuja na zahamowanie ruchliwosci tych wegli wywotane bliskim sasiedz-
twem gtéwnego tafcucha peptydowego. Podobny efekt obserwowano w
gramicydynie S (27) i modelowych liniowych peptydach (19).

W czynniku MIF najdtuzszy czas Tj posiada y-wegiel. Ttumaczy sie
to interkonwersjg pierScienia i szybkim przemieszczaniem sie grupy y-
-CH: = potozenia exo w endo (i odwrotnie) wzgledem grupy karbonylowej
(23, 42).

I1l. Polipeptydy i biatka

Widma cmr biatek sg zbyt skomplikowane, aby byta mozliwa petna
ich interpretacja w sensie doktadnego przyporzadkowania sygnatéw ato-
mom wegla w tym a nie innym miejscu fancucha polipeptydowego. Ty-
powy obraz widma cmr biatka przedstawia rycina io.

Jak wida¢é w odpowiednich przedziatach pojawiajg sie sygnaty rezo-
nansowe od wegli alifatycznych (dajg sie wyodrebni¢ sygnaty od wegli
a taincucha gtdownego), od wegli aromatycznych oraz karbonylowych. Po-
miary czasOw relaksacji mozna wiec przeprowadzaé badz na grupie sygna-
tow, badZz dla niektérych dajacych sie fatwo wylowi¢ z widma pojedyn-
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czych sygnatéw np. dla nie potaczonych z protonami wegli aromatycz-
nych (9). Innym podejsciem do badania dynamiki uktadéw biatkowych
sa pomiary czaséw Tj w poliaminokwasach i polipeptydach o powtarza-
jacej sie sekwencji aminokwaséw. W tych modelowych zwigzkach ilos¢
réznych atomow wegla jest nieduza i ich widma tatwo jest zinterpretowac.

/ T ) P4 A /“'
Wi N VDL v D L:
2 200 180 160 140 120 10 80 & 40 20 ¢
Ryc. 10. Widma cmr biatek: A—ferrocytochromu c z serca konia, B—mioglobiny ko-
nia + CO, C—Iludzkiej hemoglobiny + CO (9).

Jeszcze inne podejscie polega na wprowadzaniu w okreslone potozenie
czasteczki biatka grupy zawierajgcej atomy wegla 1sC.

W jednej z wczesnych prac Allerhand i wsp. (43) wyznaczyli
czasy Tx dla natywnej i zdenaturowanej formy rybonukleazy | (E.C.
3.1.4.22). Czasy Tj byty znacznie krotsze (czasy korelacji okoto 100 razy
dtuzsze) dla natywnego enzymu. Wskazuje to na bardziej zwartg struk-
ture formy natywnej. Szczegdlnie przydatne do badania zmian konforma-
cyjnych jest rozpatrzenie czaséw Ti wegli a. W natywnym biatku trze-
ciorzedowa struktura warunkuje konformacje wszystkich wegli taincucha
gléwnego. Ruchy segmentowe sg niewielkie; czasy Tj wszystkich wegli
a maja zblizong warto$¢ (dla rybonukleazy 1—35msek (). Po zdenaturo-
waniu, rozluznieniu struktury wzmagaja sie ruchy rotacyjne i segmen-
towe i sg one rdézne w roznych czeSciach czasteczki; czasy Tj sg diuzsze
i bardziej zréznicowane (dla rybonukleazy | 82—107msek). Zrdéznicowa-
nie czasow Ti wegli a i ich dlugos¢ (50—I100msek) stanowi dowdd na wy-
stepowanie biatka w postaci przypadkowego zwiniecia. Przyktadem mo-
ze byé zelatyna: w biatku tym czasy T\ wegli a wahajg sie od 55—120
msek (44).

Przejscie z formy fancucha w stanie przypadkowego zwiniecia w zwar-
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tg forme heliksu prowadzi zazwyczaj do wyraznego skrocenia czaséw T\.
Przykladem niech bedzie skracanie sie czasow T\ wszystkich wegli w poli-
-L-lizynie przy pH 11 (przy tej wartosci pH ma miejsce przemiana tani-
cuch zwiniety przypadkowo  heliks). Efektu tego nie obserwuje sie dla
(L-Lizy»= co $wiadczy o tym, ze ten oligopeptyd nie tworzy struktury
heliksu (35, 45).

Whnioskowanie oparte jedynie na poréwnaniu czasow Ti moze by¢ za-
wodne. Wykazano, ze czasy Tj wegli a poli (L-glutaminianu y-benzylo-
wego, w formie fancucha o przypadkowym zwinieciu i heliksu sg zblizo-
ne. Wynika to z faktu, ze czasy korelacji dla obu form znajdujg sie na
réznych gateziach krzywej (Ryc. 2). Dlatego tez dopiero poréwnanie cza-
sow korelacji daje witasciwy obraz dynamiki czasteczkowej biatka. Efek-
tywny czas korelacji wynosi dla wegla a w formie tancucha o przypad-
kowym zwinieciu 0,8nsek, a dla formy heliksu 24—32 nsek (13). Czasy
korelacji rzedu o,»—Insek dla wegli a sg typowe dla formy tancucha o
przypadkowym zwinieciu: gramicydyna A 0,35—Insek (41), poli(L-Pro)
i poli(L-Pro—Gly) 0,3—0,6nsek (46), 36-aminokwasowy fragment Kkola-
genu 0,14—0,45nsek (47). Poniewaz w strukturach uporzagdkowanych (na-
tywne formy .biatek) ruchy segmentowe nie wystepuja lub sg niewielkie
efektywny czas korelacji jest tutaj czasem korelacji dla reorientacji ro-
tacyjnych teff = tr i odzwierciedla ruchy czasteczki biatka w roztworze. Sg
one oczywiscie wolniejsze (czasy tr dluzsze) dla duzych biatek, np. dla
hemoglobiny ludzkiej (c. czast. 64500) tr = 47nsek, a dla cytochromu c,
lizozymu, mioglobiny, cyjanoferrimioglobiny (c.czast. 12 co0—18000) tr
wynosi odpowiednio 17, 20, 19, 22nsek (9, 48). Wyniki te dobrze zgadzajg
sie z czasami korelacji wyznaczonymi dla kilku biatek technika fluorescen-
cji polaryzacyjnej (49).

tatwo obserwowalnym sygnatem w widmie cmr biatek jest sygnal
pochodzacy od wegla grupy guanidylowej reszty argininy. Pomiary czasu
Tj dla tego wegla wskazujg na brak lub udziat ruchow wewnetrznych
w tafAcuchu bocznym argininy w biatku. Brak ruchow rotacyjnych za-
obserwowano np. dla reszty argininy w cyjanoferricytochromie ¢ (9). W
kilku pracach doniesiono o pomiarach czaséw Tj dla aromatycznych ato-
mow wegla i wskazano na ich malg ruchliwo$¢ w czasteczce biatka. W par-
valbuminie biatku, ktdremu przypisuje sie funkcje kontroli proceséw re-
gulowanych stezeniem jondéw Ca2+ zaobserwowano wyrazne zmiany w
czesci aromatycznej widma po usunieciu jonoéw Ca2+ z kompleksu biat-
ko—Ca2+ Najwieksze zmiany przesunie¢ chemicznych i czaséw relaksa-
cji wystgpity na weglu y fenyloalaniny. Usuniecie jonéw Ca2+ zaburza
helikalng strukture biatka co jest najbardziej widoczne na najblizszym
w stosunku do tancucha gtdwnego atomie wegla -. Dalsze wegle pierscie-
nia aromatycznego pozostajg $cisle upakowane w hydrofobowym rdzeniu
biatka i ich czasy relaksacji nie ulegajg zmianie.

Browne i wsp. (51) wprowadzili na drodze biosyntezy znaczong
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weglem 13 w potozeniu - histydyne do a-podjednostki syntetazy tryp-
tofanu. Pomiary czaséw relaksacji wskazaly, ze wszystkie cztery reszty
histydyny wystepujace w biatku majg ten sam czas korelacji. Jego wiel-
kos¢ (27nsek) zblizona do czas6éw korelacji dla reorientacji rotacyjnych
catych czasteczek biatkowych wskazuje na to, ze wszystkie reszty histy-
dyny sa S$ciSle ulokowane w biatku i nie wykazujg wiekszej swobody
rotacji niz cala czasteczka. Analogicznie pomiary czasow relaksacji dla
wegla 13C w potozeniu 2 histydyny w alkalicznej proteazie z Mycobacte-
rium sorangium, E.C.3.4.99.13. (ang. a-lytic protease) wskazaly na sztywne
umiejscowienie histydyny w Kkatalitycznej triadzie —Asp—His—Ser—
w catym przedziale pH w ktérym biatko wykazuje aktywno$¢ enzyma-
tyczng (52).

IV. Steroidy

Mimo, ze wykonano juz widma cmr dla wielu steroidow czasy Ti wy-
znaczono sporadycznie i jedynie w celu utatwienia dokonania petnej iden-
tyfikacji sygnatéw. Allerhand i wsp. (7) wykazali, ze czasy NTt
dla wszystkich wegli grup CH: i CH w pierscieniach w chlorku cholestery-
lu majg zblizong warto$¢. Wg autorow S$wiadczy to o izotropowym ruchu
calej czasteczki. Wyznaczony z tej wartosci NTi czas korelacji (wg réw-
nania (:)) powinien by¢ ,czystym” czasem korelacji dla rotacyjnej re-
orientacji czasteczki.

Wynik ten zakwestionowali ApSimon i wsp. (53). Wyznaczyli oni
czasy NTi dla serii pochodnych androstanu i cholestanu i stwierdzili, ze
w wielu zwigzkach (szczeg6lnie w serii androstanu) czas NTj wegla C—3
jest wyraznie krétszy niz dla pozostatych sztywnych wegli pierScienio-
wych (Ryc. 11).

Ryc. 11. Czasy relaksacji NTi (sek) w 4-|3-an-
drostanolu z zaznaczong gtéwna osig obrotu cza-
steczki (53).

Wynik ten mozna wyjasni¢ anizotropowoscig ruchoéw czasteczek stery-
dowych w roztworze. Wiadomo bowiem, ze jesli czasteczka obraca sie
w roztworze anizotropowo tj. je$li istniejg preferowane osie obrotu cza-
steczki, to czasy NTj dla wegli lezacych na tych osiach lub w ich poblizu
sg krotsze niz dla wegli oddalonych od osi (1). W steroidach gtéwna o0$
obrotu przechodzi przez wegiel C—3 (Ryc. 11) i dlatego czas Ti dla wegla
C—3 ulega skrdceniu.

Mimo tego z czaséw relaksacji pozostatych sztywno ulokowanych w
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pierscieniach wegli mozna wyznaczy¢ czas korelacji dla rotacyjnej re-
orientacji (tr) czasteczek steroidowych. Znajomos$¢ tr umozliwia wyzna-
czenie, np. dla swobodnie rotujagcych grup metylowych, czasow korela-
cji dla wewnetrznych rotacji tg (wg réwnania (5)). Warto$¢ g dostarcza
informacji o szybkos$ciach rotacji grup, barierach rotacji oraz subtelnych
oddziatywaniach konformacyjnych wewnatrz czasteczki. Ponadto wydtu-
zanie sie czaséw NTj w tancuchu bocznym C—24 — C—27 mozna wyttu-
maczy¢ rosngcym udziatem ruchow segmentowych (53, 54).

V. Lipidy

Pomiary czaséw relaksacji Tx okreslonych atomoéw wegla czasteczek
lipidowych wchodzacych w sktad lipoproteidéw i bton komdrkowych sa
pomocne w rozwazaniach dotyczacych oddziatywan lipid—Ilipid, lipid—
—biatko oraz przy wnioskowaniu odnosnie molekularnej organizacji tych
struktur.

Stoffel i wsp. (65 otrzymali znaczone weglem 1 fosfolipidy:
fosfatydylocholing i sfingomieling. Znaczone atomy znajdowaty sie w hy-
drofitowej czesci czasteczki (wegiel grupy N-metylowej choliny) i w czes-
ci hydrofobowej (okreslone atomy wegla w tancuchu kwasu olejowego
i linolowego). Stwierdzono, ze czasy Tj dla wegli C—3, C—s, C—11 kwa-
su olejowego i C—1, C—3, C—14 kwasu linolowego gwattownie malejg
po wprowadzeniu tych kwaséw do lecytyny w potozeniu =, lub jako gru-
py N-acylowej do sfingomieliny. Swiadczy to o zahamowaniu ruchéw we-
wnetrznych w catym taincuchu weglowodorowym. Inaczej jest jesli kwa-
sy te przylacza sie estrowo do cholesterolu. Zmniejsza sie wowczas tylko
ruchliwos¢ wegli potozonych w bezposrednim sasiedztwie cholesterolu.
Pomiary czasébw Tx w fosfolipidach rozpuszczonych w chloroformie i za-
wieszonych w wodzie (struktury liposomalne) dostarczyty informacji obu-
dowie micelli fosfolipidowych. Stwierdzono, ze czasy Tj dla grupy CH3
-choliny w fosfolipidach sg znacznie krétsze dla roztworu organicznego —
CHC1: (196msek) niz w wodzie (428msek). Potwierdza to fakt, ze fosfo-
lipidowe micelle majg w rozpuszczalniku organicznym ,,odwrotng” budowe
w poréwnaniu do roztworu wodnego. W rozpuszczalniku organicznym
grupy jonowe skierowane sg do wewnatrz micelli, a hydrofobowe na ze-
wnatrz. Silne oddziatywanie jonowych grup metyloamoniowych ze so,bg
hamuje ich ruchy swobodne a to prowadzi do skrdcenia czasu Ti (55).
Badania relaksacyjne potwierdzity rowniez wywnioskowany z badaih me-
todg znacznikéw spinowych obraz uporzadkowanej i nieuporzadkowanej
struktury fancuchow weglowodorowych w dwuwarstwie lipidowej. Stwier-
dzono (56) liniowe zmniejszanie sie parametru uporzadkowania od gru-
py kwasowej kwasu ttuszczowego przytgczonego do gliceryny (w fosfo-
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glicerydach) do koncowej grupy metylowej. Ponadto stwierdzono, ze ruch-
liwos¢ konformacyjna w koricowych czesciach réznych kwasoéw ttuszczo-
wych w lipidach jest rézna, np. w kwasie linolowym jest ona wieksza
niz w olejowym (55).

Bardzo ciekawych informacji dostarczyty pomiary czaséw Tx wegli
w fosfolipidach wolnych i po ich rekombinacji z biatkami. Badania pro-
wadzono na frakcji lipoproteinowej izolowanej z ludzkiej surowicy (HDL-
-high density lipoprotein (57)). Stwierdzono, ze czas Tx grupy metylowej
choliny nie zmienia sie zasadniczo po rekombinacji fosfolipidow z biat-
kami. Oznacza to, ze w kompleksie lipid—biatko nie wystepuja oddzia-
tywania czesci hydrofilowej lipidu z biatkiem. Przeciwnie, czasy Ti dla
wegla C—14 kwasu linolowego i C—11 kwasu olejowego znacznie skra-
cajg sie po rekombinacji fosfolipidéw z biatkiem, co Swiadczy o udziale
tych segmentéw kwaséw w hydrofobowym oddziatywaniu lipid—Dbiatko.

Ostatnio (58), podobnie badano otoczke lipidowa wirionu (vesicular sto-
matis virus). Wprowadzajac do takiej otoczki fosfolipidy zawierajgce ato-
my wegla 1 mozna byto wyznaczy¢ dla tych atomdw czasy Tt. Czasy te
ulegaja wyraznemu skréceniu w porédwnaniu do wolnych fosfolipidéw za-
wieszonych w wodzie (liposomy) lub rozpuszczalnych w rozpuszczalniku
organicznym. Gidwnym wynikiem tych badan jest stwierdzenie bardzo
sztywnej struktury otoczki lipidowej wironu wywotanej silnymi oddziaty-
waniami lipid—lipid. To silne oddziatywanie mozna wigza¢ z duzg zawar-
toscig cholesterolu w otoczce. Poprzednie badania na modelowych fotosfo-
lipidach wskazaty bowiem, ze dodawanie cholesterolu skraca czasy Tl we-
gli w fosfolipidzie (55).

llos¢ ukazujacych sie prac poswieconych badaniom dynamiki cza-
steczkowej zwiazkéw naturalnych metodag spektroskopii cmr szybko ros-
nie. Obok badan w grupie zwigzkéw peptydowych, sterydowych i lipi-
dowych prowadzone sa prace nad wykorzystaniem pomiarOw czasoéw re-
laksacji w okre$laniu konformacji i dynamiki korrinoidéw (59), czy tez
w badaniach oddziatywan cukrow z enzymami (60). W niniejszym arty-
kule oméwiono jedynie wycinek zagadnien badanych przy uzyciu spek-
troskopii cmr. Nalezy podkresli¢, ze ta stosunkowo mioda metoda fizyko-
chemiczna znajduje ponadto ogromne zastosowanie w badaniach struktu-
ralnych zwigzkéw naturalnych jak réwniez w badaniach biosyntezy (arty-
kut przegladowy (61)).

Artykut nadszedt 17.1.1976, po rewizji autorskiej otrzymano 10.2.1976.
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BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT *

Transport i metabolizm folianu w komérkach
zwierzat i drobnoustrojéw

Transport and Metabolism of Folate in Animal Cells and Microorganisms

Pochodne folianu stanowig liczebng grupe zwigzkow, ktére uczestnicza,
jako koenzymy, w wielu komdrkowych procesach metabolicznych.

Pierscien pyrazynowy w czasteczce folianu (Ryc. 1) moze charaktery-
zowaé sie co najmniej trzema stopniami utlenienia a jeden z pieciu réz-
nych fragmentow jednoweglowych moze przytgcza¢ sie do atomu azotu
w pozycji 5 10 lub 5 i 10. Zaktadano, ze liczba reszt kwasu glutamino-
wego w czasteczce pochodnych folianowych nie przekracza szesciu, i wow-
czas liczba réznych pochodnych folianowych siega¢ mogtaby blisko 150
(1). W rzeczywistosci liczba pochodnych jest znacznie wieksza, gdyz w ma-
teriale biologicznym wykryto siedmioglutaminianowe pochodne foliano-
we. Okazato sie ponadto, ze oprocz kwasu glutaminowego niektére inne
aminokwasy mogq takze wchodzi¢ w sktad polipeptydu czasteczki pochod-
nych folianu (2) (patrz Tabela 1).

I. Wystepowanie w materiale biologicznym oraz biosynteza
i rozktad poliglutaminianéw folianowych

I-1. Wystepowanie

Przyktady réznych pochodnych folianu znajdowanych w materiale
biologicznym zebrano w Tabeli 1. Jak wida¢ pochodne folianu wystepuja
w materiale .biologicznym przede wszystkim w formie poliglutaminianow.

* Dr, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii DoSwiadczalnej im. M. Nen-
ckiego, PAN, Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Wykaz stosowanych skrotow: PteGlu—folian; HZPteGlu —dihydrofolian; H#teGlu —tetra-
hydrofolian; CH3H#teGlu —metylotetrahydrofolian; CH-NH=H4#teGlu —formiminotetrahydro-
folian; CHO-H#teGlu —formylotetrahydrofolian; CH2H#teGlu —metylenotetrahydrofolian,
CH=H#teGlu —metylenotetrahydrofolian; PteGlun— poliglutamintany réznych pochodonych fo-
lianowych o réznej liczbie (n) reszt glutaminowych; MTX —ametopteryna (4-amino-4-deoksy-10-
-metylo-folian).
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Ryc. 1. Schemat czasteczki folianu (1, zmodyfikowany)

R —oznacza ro6znego rodzaju podstawniki jednoweglowe przytgczone badz to do atomu azotu

w pozycji 5 lub 10 lub tez tworzace ,mostek” pomiedzy tymi atomami. Linia ciggta oznacza

wigzanie pojedyncze, linie przerywane oscylujaca wigzanie podwoéjne. Y —oznacza dwie formy

uwodorowanego rdzenia pterydynowego, a X —fragment poliglutaminianowy czasteczki
folianu.

Badano pod tym wzgledem wiele organizmow, tkanek i ptyndéw ustrojo-
wych. Jak dotad, poliglutaminianéw folianu nie wykryto tylko w tkankach
owaddw i w surowicy krwi ludzkiej, a ilos¢ ich np. w mleku krowim czy
tez w nasionach soi jest rzedu okoto 50°/0 og6lnej ilosci pochodnych folia-
nowych. Powszechno$¢ wystepowania w materiale biologicznym réznych
poliglutaminianowych pochodnych folianowych nasuneta przypuszczenie,
ze sg one nie tylko forma ,,magazynowania” tych pochodnych w komor-
kach, lecz formami czynnymi metabolicznie.

1-2. Interkonwersja koenzymatycznych pochodnych folianowych

Wiasciwosci niemal wszystkich enzymdw katalizujgcych interkonwer-
sje pochodnych folianowych (Ryc. 2) opisano w szeregu artykutach prze-
gladowych (36—46). Zaktywowane przez potgczenie z tetrahydrofolianem
fragmenty jednoweglowe, o r6znym stopniu utlenienia, uczestniczg w bio-
syntezie rdzenia purynowego, tymidyny, niektérych aminokwaséw a takze
w inicjacji syntezy polipeptydéw. Przemiany réznych fragmentéw jedno-
weglowych podlegajg réznorodnym mechanizmom kontrolnym i to za-
réwno na poziomie enzymatycznym (47—61), jak i na poziomie proceséw
pobierania pochodnych folianowych przez komorki (patrz rozdziat I1lI).



Tabela 1

Pochodne folianu wystepujagce w materiale biologicznym

Zrédio

Bakterie
B. subtilis (3, 4)
S. faecalis (5)
C. acidi-urici (6)
C. cylindrosporum (2)

L. casei (7, 8)

Grzyby
S. cerevisiae (9, 10)

Cand. utilis (11)
Owady

M. domestica (12)
Ssaki

watroba (13—22)

nerki (22—25)
erytrocyty (25—27)
surowica krwi (15, 28)

komorki L1210(29)
komérki L (30)
mleko krowie (31, 32)

Rosliny
soja (31)
groch (33)

kapusta (34)

satata (35)

Pochodne folianu

5-formylo-H4PteGlu2, 5-formylo-H4PteGlu3
5-formylo-PteGlu3

5,10-metenylo-H4PteGlu3

rézne pochodne folianowe zawierajace w czasteczce od 2-7
reszt glutiminianowych oraz zwiazki z innymi niz kwas
glutaminowy aminokwasami

rézne zredukowane pochodne folianowe zawierajgce od 3—9
reszt glutaminianowych

rézne zredukowane pochodne folianowe zawierajagce od 2—7
reszt glutaminianowych
5-formylo-H4PteGlun(i _3)

5-formylo-H4PteGlu

rézne zredukowane pochodne folianowe zawierajgce od 3—7
reszt glutaminianowych. Przewaga zawartosci 5-metylo-
H4PteGlun

Poliglutaminiany H4PteGlu

5-metylo-H4PteGIlu3_6 , H&teGlun

5-metylo-H4PteGlu, H4PteGlu. Brak poliglutaminianéw folia-
nowych

Poliglutaminiany réznych pochodnych folianowych

Mono- i poliglutaminiany réznych pochodnych folianowych
Ro6zne zredukowane pochodne folianowe w formie mono (60%)
i poliglutaminianéw zawierajagcych od 2—7 reszt glutaminia-
nowych. Przewaga zawartosci 5-metylo-H&PteGlun

Ro6zne zredukowane pochodne folianowe w formie mono- (50%)
i poliglutaminianéw zawierajagcych od 2—6 reszt glutaminia-
nowych. Przewaga zawarto$ci 5-formylo-H4PteGlun.

Ro6zne zredukowane pochodne folianowe w formie mono-
(65%) i poliglutaminianéw; 5-metylo-H4PteGlu stanowi 60%
wszystkich monoglutaminianéw

Ro6zne zredukowane pochodne folianowe w formie mono-
(10%) i poliglutaminianéw. Niemal 90% wszystkich poliglu-
taminianéw zawiera powyzej pieciu reszt glutaminianowych.
Przewaga zawarto$ci 5-metylo-H4PteGlun

Ro6zne zredukowane pochodne folianowe w formie mono-
(33%) i poliglutaminianéw. Przewaga zawartosci 5-metylo-
H4FteGlu
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Ryc. 2. Schemat przemian pochodnych folianowych i ich udziat w biosyntezie nie-
ktérych aminokwaséw i nukleotydow

Grubg linig oznaczono te przemiany, ktére doprowadzaja do powstawania wolnego tetrahydro-
folianu. Liczby oznaczaja enzymy przeprowadzajgce poszczegdlne przemiany: 1— oksydoreduk-
teza 5,6,7,8-tetrahydrofolian: NAD/P/ (E.C. 1514); 2—Iligaza (ADP) tetrahydrofolian: mrow-
czan, (E.C. 6.343); 3—cykloligaza 5-formylotetrahydrofolianu (ADP) (E.C. 6.33.2); 4—oksydo-
reduktaza 5,10-metylenotetrahydrofolian:NADP (E.C. 15.15); 5—formylotransferaza 10-formylo-
tetrahydrofolian: 5-fosforybozylo-5-amino-4-imidazolokarboksamid (E.C. 2.1.1.3); 6 —formylotran-
sferaza 10-formylotetrahydrofolian:5-fosforybozyloglicynamid (E.C. 2.1.2.2); 7—transformylaza
10-formylotetrahydrofolian:L-metionylo-tRNA (E.C. 2.1.29); 8—hydroksymetylotransferaza te-
trahydrofolian:L-seryna (E.C. 2.1.2.1); 9—metylotransferaza 5,10-metylenotetrahydrofolian:de-
zoksyurydyno-5’-monofosforan (E.C. 21.1.6); 10—oksydoreduktaza 5-metylotetrahydrofolian:
NAD (E.C. 1.1.1.68); U —metylotransferaza 5-metylotetrahydrofolian: homocysteina (E.C. 2.1.1.13);
12 —aformiminotransferaza 5-formiminotetrahydrofolian: L-glutaminian (E.C. 2.1.2.5).

1-3. Biosynteza PteGlun

Synteze rdzenia pterydynowego wchodzgcego w skiad czagsteczki fo-
lianu, jak réwniez biosynteze dihydrofolianu wykazano w licznych ukia-
dach bakteryjnych (62, 64) i tkankach owadow (65—68). Ostatnio poja-
wiajg sie doniesienia wskazujgce na mozliwo$¢ syntezy ztozonych ptery-
dyn takze w komorkach ssakow (69—73). Pomimo, ze poliglutaminiany
folianowe wystepujg powszechnie w materiale biologicznym, to wiado-
mosci o uktadach enzymatycznych katalizujgcych biosynteze poligluta-
minianowych pochodnych folianu jest dotychczas bardzo niewiele. Enzy-
my uczestniczagce w syntezie PteGlun wykazano w watrobie owcy (74)
a wyizolowano i czesciowo oczyszczono je tylko z komorek Escherichia coli
(75—77) i Neurospora crassa (78).

Wiasciwym substratem syntezy dwuglutaminianéw folianowych z E.
coli okazat sie 10-formylo-H.PteGlu. Tetrahydrofolian oraz metyleno-
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-H4PteGlu uczestniczyty w tym procesie z mniejszg intensywnos$cig. Syn-
tetaza dwuglutaminianéw z E. coli nie katalizowata jednakze powsta-
wania dwuglutaminianéw HZ2PteGlu i metylo-H.PteGlu, a co wiecej zwigz-
ki te zastosowane w stezeniu ekwimolarnym ze stezeniem wilasciwego
substratu, hamowaty w znacznym stopniu aktywno$¢ badanego enzymu.
Enzymy natomiast z N. crassa oraz z watroby owcy odznaczaty sie nizsza
specyficznoscig substratowa niz enzym z E. coli i katalizowaly synteze
dwuglutaminianéw H.PteGlu, H:PteGlu, metylo-H4teGlu oraz formylo-
-H#teGlu ze zblizong wydajnoscia.

Frakcjonowanie ekstraktow komorek N. crassa siarczanem amonu po-
zwolito na ustalenie, ze synteze poliglutaminianéw zawierajgcych wiecej
niz . reszty glutaminianowe w czasteczce przeprowadza w tym organiz-
mie odrebny uktad enzymatyczny (79). W watrobie owcy za$ wystepuje,
jak sie wydaje, tylko jedna syntetaza poliglutaminianowa odpowiedzial-
na za kolejne dotgczanie reszt glutaminianowych do PteGlun (74).

1-4. Rozktad PteGlun

Znacznie wiecej niz o biosyntezie poliglutaminianéw folianowych wia-
domo na temat ich enzymatycznej degradacji. Jako zroédto enzymow, od-
szczepiajgcych koncowe reszty glutaminianowe od PteGlun, zwanych da-
lej peptydazami glutaminianowymi, stosowano na przyktad wyciagi z trzu-
stki kurczecia (79, 80), nerek wieprza (8l) czy tez surowice krwi (82).
Jednakze badania wihasciwosci peptydaz poliglutaminianowych oraz mecha-
nizmoéw reakcji przez nie katalizowanych rozpoczetly sie dopiero w ostat-
nich kilku latach po opracowaniu metod chemicznej syntezy réznych po-
liglutaminianéw folianowych i zastosowaniu czutej radioaktywnej meto-
dy oznaczania aktywnos$ci enzymatycznej (83).

Peptydazy poliglutaminianowe wystepujg bardzo powszechnie w ma-
teriale biologicznym (1, 84, 85). Stwierdzono ich obecno$é we frakcji li-
zosomalnej komdérek S$luzéwki jelita Swinki morskiej (ss) oraz komorek
watroby (1, 87). Enzymy te wykazujg absolutng specyficznos¢ w stosun-
ku do wigzania y tancucha peptydowego, ktére tgczy skrajny kwas glu-
taminowy z czasteczkg PteGlun (1, 87—89), sg zatem y-glutamylokarboksy-
peptydazami.

Glutamylokarboksypeptydazy z watroby ssakéw katalizuja odszczepia-
nie reszt glutaminianowych zaréwno od czasteczki utlenionych, jak i od
zredukowanych pochodnych folianowych, niezaleznie od obecnos$ci pod-
stawnikow w rdzeniu pterydynowym (15, 87); co wiecej karboksypepty-
daza z nerek wieprza moze wykorzysta¢ jako substraty takze poligluta-
miniany ametopteryny, 4-amino-10-metylo-analoga folianu (90). Gluta-
mylokarboksypeptydaza oczyszczona z watroby ludzkiej wykazywata naj-
wyzsza aktywnos¢ wobec PteGlu3 katalizowata ona takze, chociaz ze stab-
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szg wydajnoscig, rozkiad analogéw trojglutaminianu folianu typu
PteGluGlu-Ser, PteGluGlu-Ala, PteGluGlu-Pro itp. (ss). Odszczepienie
skrajnego aminokwasu miato jednak miejsce tylko wéwczas, gdy pofaczo-
ny on byt wigzaniem y-peptydowym z pozostatym fragmentem czasteczki.
Jak wykazano przy badaniu y-glutamylokarboksypeptydaz z réznych Zzro-
det, rozktad pteroilopoliglutaminiandw nastepowat na drodze sukcesyw-
nego odszczepiania reszt glutaminianowych a proces ten Kkatalizowata
jedna lub kilka karboksypeptydaz. Wydaje sie, ze w watrobie wotu (87),
jak tez w watrobie ludzkiej (») za odszczepienie reszt glutaminianowych
odpowiada tylko jedna karboksypeptydaza o wyzszej specyficznosci w sto-
sunku do diugo- niz krétko—tancuchowych pteroilopoliglutaminianow.
Hydrolize PteGlur w jelicie kurczecia katalizujg za$ az trzy karboksy-
peptydazy (91). W pierwszym etapie hydrolizy nastepuje odszczepienie od
PteGlu- piecioglutaminianu, w dalszych za$ rozktad PteGlu2 Enzym Kka-
talizujgcy rozktad PteGlu. do PteGlu: i nazwany pteroilo---oligogluta-
mylo-endopeptydazg, oczyszczono i:00-krotnie przy zastosowaniu chro-
matografii powinowactwa, czeSciowo tez zbadano jego wiasciwosci (92).
Pierwszy raz wystepowanie réznych form molekularnych glutamylokar-
boksypeptydaz w tym samym organizmie stwierdzono wykazujgc w suro-
wicy krwi ludzkiej obecnos$¢ termolabilnej formy enzymu o ciezarze cza-
steczkowym 40 000, a w komérkach jelita formy termostabilnej o ciezarze
czasteczkowym 83 000 (93).

Glutamylokarboksydazy poliglutaminianéw folianowych uczestnicza
takze w wykorzystywaniu przez organizmy wyzsze poliglutaminianéw po-
chodnych folianowych zawartych w pokarmach (94—97). Znacznie wyzszy
wzrost poziomu pochodnych folianowych w surowicy krwi po podaniu
réznych monoglutaminianéw folianowych (94, 98—104), ale nie poligluta-
minianéw tych zwigzkéw, sugerowat, ze monoglutaminiany sg efektyw-
niej wchianiane w jelicie niz PteGlun. Za intensywng absorpcjg w jelicie
niezhydrolizowanych PteGlun przemawiaja jednak wyniki analiz komdrek
$luzéwki jelita psa, w ktérych po inkubacji z PteGlu lub PteGlu7, stwier-
dzono duze ilosci PteGlu- oraz poliglutaminianéw o mniejszej liczbie reszt
glutaminianowych (105). Mozna zatem przypuszczaé, ze poliglutaminiany
folianu o krotszym tancuchu peptydowym pojawity sie w komorkach
w wyniku dziatania glutamylokarboksypeptydaz. Przypuszcza sie takze,
ze w jelicie ssakow absorpcja PteGlu oraz jego poliglutaminianéw moze
zachodzi¢ odrebnymi drogami (105).

Il. Metody izolowania i identyfikacji pochodnych folianowych

Przystepujac do izolowania pochodnych folianowych z materiatu bio-
logicznego trzeba zastosowac takie postepowanie, aby je ochroni¢ od roz-
ktadu przez endogenne glutamylokarboksypeptydazy i zachowac labilng
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strukture w ich rdzeniu pterydynowym. Najczesciej ekstrahuje sie obecne
w materiale biologicznym pochodne folianowe réznymi buforami z do-
datkiem S$rodkow redukujacych w wysokiej temperaturze lub autoklawu-
jac (1, 106) badz tez szybko rozbija komérki s M mocznikiem (107) czesto
z dodatkiem chloroformu lub TCA (1, 7). Chloroform, a zwiaszcza TCA
powoduje szybkag inaktywacje endogennych glutamylokarboksypeptydaz,
jak réwniez utatwienie rozbicia komplekséw pochodnych folianu z biat-
kami komo6rkowymi. Nastepnie pochodne folianowe z ekstraktéw poddaje
sie analizie chromatograficznej przy zastosowaniu chromatografii bibuto-
wej (3, 5 lub chromatografii cienkowarstwowej (4, 108, 109), ale naj-
czesciej analizie na kolumnach z DEAE-celulozy (15, 110), Sephadex G-15,
G-25 lub QAE (s, 23, 24, 74), DEAE-Sephadex (111) lub Biogel-P-2 (112).
Identyfikacje pochodnych folianu w produktach rozdziatu kolumnowego
wyciagow tkankowych przeprowadza sie badz to na drodze kochromato-
grafii ze znanymi pochodnymi folianu badZ tez stosujgc proby mikro-
biologiczne (15, 113). Do tego celu stosuje sie testowe szczepy bakteryjne
wymagajace obecnosci w podtozu hodowlanym okre$lonych pochodnych
folianowych jako czynnikdw wzrostowych (Tabela 2). Najwyzsza specy-
ficznoscig w stosunku do pochodnych folianowych odznacza sie Pediococ-
cus cerevisiae, ktdry rosnie jedynie w obecnosci tetrahydrofolianu i jego
formylowych pochodnych, najnizszg za$ Lactobacillus casei, ktdry wyko-
rzystuje wszystkie mono- i diglutaminowe pochodne folianowe. W typo-
wych warunkach eksperymentalnych zadna z testowych bakterii nie ros-
nie w pozywce zawierajgcej pochodne folianowe z wiecej niz dwiema
dodatkowymi resztami glutaminianowymi w czasteczce. Ostatnio wyka-
zano jednak, ze mozna uzyska¢ pewng odpowiedZz wzrostowg L. casei na
poliglutaminiany folianu, przy znacznym zwiekszeniu ich stezenia w $ro-
dowisku (~ 50 razy) i wydatnym przedtuzeniu czasu inkubacji (114).
Niemniej nie wydaje sig, aby fakt ten modgt rzutowa¢ na prawidtowosc
wynikdéw otrzymywanych rutynowo przy uzyciu L. casei.

Brak wzrostu badanych bakterii w obecnosci poliglutaminianéw fo-
lianu stanowi powazne ograniczenie metody, gdyz dopiero trawienie pro-
bek glutamylo-Y-karboksypeptydazami ujawnia ich aktywnos$¢ biologicz-
ng w stosunku do badanych mikroorganizméw (Ryc. 3), co jest rowno-
znaczne z wykazaniem obecnosci w badanym materiale szeregu poligluta-
minianow folianowych.

Precyzyjna analiza wystepujagcych w materiale biologicznym poliglu-
taminianéw pochodnych folianowych stata sie mozliwa dopiero ostatnio po
opracowaniu metod syntezy chemicznej poliglutaminianéw folianu (115—
117) oraz chemicznych metod rozszczepienia wigzania pomiedzy C—9
a N—10 w czasteczce tego typu zwigzkéw (7, 118). W wyniku rozszcze-
pienia wigzania pomiedzy C—9 a N- 10 w czasteczce pochodnych fo-
lianowych otrzymuje sie homologiczny szereg p-aminobenzoiloglutamy-
lo-poli-y-glutaminianéw, ktére znacznie lepiej niz zwigzki zawierajace



Tabela 2

Odpowiedz wzrostowa testowych szczepéw bakteryjnych na rézne pochodne folianu obecne
w $rodowisku hodowanym (1)

L. casei D. faecalis P. cerevisiae
Pochodne folianu ATTCC ATTCC ATTCC
No 7469 No 8043 No 8081

Kwas pterojowy —_
Kwas 10-formylo-pterojowy —
Kwas 5-formylo-pterojowy
PteGlu

PteGlu3

H2PteGlu

H4PteGlu
10-formylo-PteGlu
10-formylo-H4PteGlu
10-formylo-H4PteGlu3
10-formylo-H#PteGluD>3 - '
5-formylo-H4PteGlu
5-formylo-H4PteGlu3
5-metylo-H4PteGlu
5-metylo-H4PteGlun>3 - . -
5,10-metenylo-H4PteGlu + +
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Ryc. 3. Mikrobiologiczne oznaczanie stezenia pochodnych folianu we frakcjach otrzy-

manych w wyniku chromatografowania na kolumnie z DEAE-celulozy wyciggow

z watroby szczura przed (O—O—O) i po (*—e+ —¢) traktowaniu frakcji gluta-
mylo-y-karboksypeptydaza (15, zmodyfikowany).

llo§¢ pochodnych folianu we frakcji obliczano z intensywnos$ci wzrostu bakterii testowej,
L. casei.
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Ryc. 4. Rozdziat chromatograficzny na kolumnie z DEAE-celulozy mieszaniny kwa-
su p-aminobenzoesowego (pAB) i p-aminobenzoilopoliglutaminianéw (pABGIlui_7) (118).

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

Pomimo stosunkowo dobrze rozwinigetych metod izolowania pochod-
nych folianowych otrzymanie ich z materiatu biologicznego w ilosciach
umozliwiajacych stosowanie do badan jest nadal trudne. Dotychczas, z du-
z3 wydajnoscig otrzymano jedynie tréjglutaminian metenylotetrahydro-
folianu (s) z Clostridium acidi urici, gdzie zwigzek ten wystepuje w ilos-
ciach 25 mg na 100 g Swiezej masy bakterii.

I11. Pobieranie oraz przemiany folianu i jego pochodnych

Zarowno pobieranie jak i usuwanie pochodnych folianowych z komé-
rek ssak6w i bakterii, zachodzi, jak sie obecnie wydaje, w drodze aktyw-
nego transportu przy udziale hipotetycznych nos$nikéw umiejscowionych
w blonach komorkowych. Szereg odmiennych cech transportu folianu i je-
go pochodnych do komdrek zwierzecych i bakterii upowaznia by zjawiska
te w dalszej czesci artykutu oméwi¢ osobno. Podobnie, oddzielnie zostang
potraktowane przemiany folianu i jego pochodnych, miedzy innymi ze
wzgledu na réznorodno$é podejs¢ eksperymentalnych.

I11-1. Pobieranie folianu i jego pochodnych przez komérki zwierzece
hodowane in vitro

Dane na ten temat uzyskano przede wszystkim przy badaniu mysich
leukemicznych komorek L1210 (119—124), L5178Y (125), HeLa (126), L
(127) oraz niektorych elementéw morfotycznych krwi (126, 128—132). Ko-
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morki zwierzece pobierajg znakowany folian lub jego rézne pochodne
z intensywnoscig zalezng od rodzaju podanego zwiazku, jego stezenia
w Srodowisku, a takze stanu fizjologicznego komorek. llosci pobranych
przez komérki pochodnych folianu sg niewielkie i siegaja najwyzej Kil-
ka procent podanej radioaktywnosci, przy czym ilos¢ radioaktywnego
folianu pobieranego przez komorki obnizata sie ze wzrostem pozakomor-
kowego stezenia tego zwigzku (127, 128, 130). Wykazano przy tym, ze
komorki pobieraty znacznie efektywniej metylotetrahydrofolian i formy-
lotetrahydrofolian niz folian (120, 124, 126). Wartosci statej Michaelisa
metylotetrahydrofolianu i formylotetrahydrofolianu, wyznaczone w ba-
daniach kinetyki ich pobierania przez komorki L1210 (120, 121), byty rze-
du 1—2|¢M, podczas gdy stata Michaelisa folianu okazala sie stukrotnie
wyzsza. Dane te sugerujg ponadto, ze prawdopodobnie in vivo komorki
L1210 wykorzystujg folian takze z .bardzo niewielka wydajnoscia.

Postuluje sie, ze w transporcie folianu i jego koenzymatycznych form
do komdrek zwierzecych uczestnicza dwa odrebne uktady nosnikowe. Nie
stwierdzono bowiem hamowania pobierania folianu przez komérki ani
przez metylowg czy formylowg pochodng H.PteGlu, ani tez przez analog
folianu — ametopteryne (120, 127, 128). Ametopteryna natomiast w znacz-
nym stopniu hamowata pobieranie przez komérki koenzymatycznych po-
chodnych folianowych. Co wiecej czynniki, blokujace grupy -SH nie wpty-
waty na intensywnos$¢ transportu folianu do komorek, silnie hamowaty
natomiast pobieranie metylotetrahydrofolianu przez komorki L1210 (123,
124, 129, 133). Merkaptoetanol dodany do mieszaniny inkubacyjnej przed
zwigzkiem blokujgcym grupy -SH zapobiegat hamowaniu pobierania me-
tylotetrahydrofolianu, a dodany po zablokowaniu grup -SH cze$ciowo przy-
wracat aktywne pobieranie tego zwigzku (123). Ostatnio doniesiono takze
0 hamujacym wptywie cAMP na pobieranie przez limfoblasty ludzkie me-
tylo-H#teGlu oraz ametopteryny (134, 135) przy braku oddziatywania
na efektywnos$¢ pobierania folianu. Powyzsze dane wskazujg, ze pobiera-
nie folianu przez komorki zachodzi przy udziale innego uktadu transpor-
tujgcego niz pobieranie jego koenzymatycznych pochodnych. Wydaje sie
takze, ze transport ametopteryny do komérek odbywa sie przy udziale te-
go samego uktadu nosnikowego, ktdry transportuje koenzymatyczne for-
my folianu (123). Biologiczne potwierdzenie tego przypuszczenia stanowic
moze obserwacja, ze oporne na ametopteryne komérki wyprowadzone z li-
nii L1210, charakteryzujg sie nizsza zdolnoscig pobierania ametopteryny
niz wrazliwe komérki macierzyste, nie rdznig sie za$ intensywnoscig po-
bierania folianu (124).

Nie wykazano dotychczas aby komorki ssakéw, e.g. komorki szpiku
kostnego pobieraty in vitro syntetyczny trojglutaminian folianu, uzyty
nawet w stezeniu 10~4M (136). Mozna zatem przypuszczaé, ze i inne ko-
morki, a zwlaszcza elementy morfotyczne krwi sg niezdolne do pobiera-
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nia pochodnych folianowych o wiekszej liczbie reszt glutaminianowych
W czasteczce.

Stwierdzono wyrazne réznice w intensywnosci pobierania folianu przez
niedzielgce sie limfocyty i limfocyty stymulowane do podziatdbw komér-
kowych dziataniem fitohemaglutyniny (128), jak réwniez przez dzielace
sie retikulocyty i niezdolne do podziatéw erytrocyty (130). Obserwacja ta
nasuneta przypuszczenie o mozliwej zaleznosci pomiedzy intensywnoscia
pobierania folianu a szybkoscig syntezy w komérkach RNA i DNA. Nara-
zie nie potwierdzono eksperymentalnie tego przypuszczenia w przypadku
ludzkich limfocytow (128). Niemniej jednak badajgc mysie komorki L
wykazano pewne obnizenie intensywnos$ci pobierania folianu, gdy komorki
preinkubowano z cykloheksoimidem lub aktynomycyna D przed dodaniem
radioaktywnego folianu (127). Wydaje sie wiec, ze przynajmniej w niekt6-
rych ukladach komorkowych transport folianu do komorek zalezy od
wiasciwego przebiegu komdrkowych przemian metabolicznych.

Stan fizjologiczny komorek, a w szczeg6lnosci wysycenie ich witami-
ng B.. czy tez folianem wplywa na intensywno$¢ pobierania pochodnych
folianowych, a zwiaszcza metylo-H.PteGlu. Wykazano na przykitad, ze ko-
morki szpiku kostnego (137) jak tez limfocyty (128, 138) pobrane od pa-
cjentdw chorych na anemie zlosliwg, ktérzy wykazywali symptomy nie-
doboru witaminy Bi. znacznie stabiej, niz odpowiednie komorki prawid-
fowe, pobieraty ze $rodowiska metylo-H4teGlu przy niezmienionej in-
tensywnosci pobierania folianu. Dodanie do srodowiska inkubacyjnego wi-
taminy B podwyzszato pobieranie metylo-H4PteGlu przez komorki z nie-
doborem witaminy Bi. w odroznieniu od komdrek prawidtowych (137,
138). Rowniez w organizmach zwierzecych znaleziono mniej intensywne
wykorzystanie metylo-H#teGlu z krwi os6b z objawami zto$liwej ane-
mii, czemu tez towarzyszyto zwiekszone wydalanie metylotetrahydrofo-
lianu w moczu (139). Tak wiec zdolno$¢ pobierania metylotetrahydrofo-
lianu przez komérki zalezy w duzym stopniu od obecnosci w nich wita-
miny B12 Obecnie wydaje sie jednak, ze moze to by¢ zaleznos¢ pozorna
wynikajaca w istocie z upoS$ledzenia, przy niedoborze witaminy B12 zu-
zycia metylotetrahydrofolianu w syntezie metioniny (125, 138).

Eksperymentalne wywotanie niedoboru folianu w komorkach (Hela,
limfocyty) przez hodowanie ich w $rodowisku pozbawionym tego zwigz-
ku, powoduje kilkukrotne podwyzszenie intensywnos$ci pobierania folia-
nu i metylotetrahydrofolianu przez komorki (126). Wysunieto przypusz-
czenie, ze komorkowe biatka wigzace folian (poréwnaj rozdziat V), ktorych
ilos¢ zalezy w pewnym stopniu od wysycenig komdrek folianem, moga
odgrywac jaka$ role w transporcie pochodnych folianu do komorek (140).
Przemawia za tym szereg danych doswiadczalnych, a mianowicie: — pod-
wyzszenie poziomu biatek wigzacych folian w surowicy oraz w komérkach
szpiku kostnego pacjentéw z objawami niedoboru folianu (141), — hamo-
wanie przez surowice, obecng w S$rodowisku inkubacyjnym, pobierania
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folianu przez komérki HelLa (126), komorki szpiku kostnego (132) czy tez
mysie komérki L (142), — obnizone pobieranie folianu i metylotetrahydro-
folianu przez komérki Hela, jesli badane zwiazki wystepowaty w kom-
pleksie z biatkami wigzacymi folian (126, 143).

111-2. Pobieranie folianu i jego pochodnych przez bakterie

Badania prowadzono gtéwnie przy uzyciu L. casei, bakterii wykorzy-
stujgcej jako czynniki wzrostowe niemal wszystkie znane pochodne fo-
lianu (s, 144—148) oraz Streptoccus faecalis i P. cerevisiae (s, 149—153),
charakteryzujgce sie wiekszg wybiorczoscig w stosunku do pochodnych fo-
lianowych niz L. casei.

Najwyzsza intensywnoscig pobierania pochodnych folianowych od-
znaczajg sie bakterie z hodowli w koncowej fazie wzrostu logarytmiczne-
go (144, 146), oraz z hodowli prowadzonej w $rodowisku nie zawierajgcym
pochodnych folianowych, lecz za to wzbogaconym w tymidyne (152).

Poszczeg6lne szczepy bakteryjne pobierajg od 30 do 90°/o dodanej do
srodowiska radioaktywnosci (s, 152), przy czym podobnie jak w przypad-
ku komorek zwierzecych ze wzrostem stezenia folianu w $rodowisku obni-
zata sie wydajnos$¢ jego pobierania. W odroznieniu od komérek zwierze-
cych bakterie pobierajg ze srodowiska folian i jego pochodne za podobng
intensywnoscig (s, 144). Wartosci takich parametrow kinetycznych jak
Kmi Vnex wyznaczone dla metylotetrahydrofolianu i folianu byty réwniez
zblizone i wynosity od 0,35 do 0,90/o,M. Przedstawiono ostatnio wyniki
wskazujace, ze komorki L. casei moga pobiera¢ réwniez i poliglutaminia-
ny folianowe (o liczbie reszt glutaminianowych nie przekraczajacej pie-
ciu) bez ich uprzedniej hydrolizy do monoglutaminianéw (114, 146). Jed-
nakze zaréwno szybko$¢ transportu poliglutaminianéw folianowych jak
i ich powinowactwo do uktadu transportujgcego obnizato sie wraz ze wzro-
stem liczby reszt glutaminianowych w czasteczce. Tak np. piecioglutami-
nian folianu wykazuje warto§¢ Km 130-krotnie wyzsza niz folian, przy
dwukrotnie nizszej szybko$ci maksymalnej. Oznacza to konieczno$¢ do-
dawania PteGlus do pozywki w pieciokrotnie wyzszym stezeniu niz fo-
lian dla osiggniecia tego samego efektu wzrostowego (146).

Pobieranie folianu przez bakterie w bardzo znacznym stopniu zalezy
od obecnosci w $rodowisku glukozy oraz innych cukréw (144, 145, 150,
152). W nieobecnosci cukréw w $rodowisku inkubacyjnym ilosci pobranych
przez komorki zwigzkéw folianowych zmniejszaty sie kilkakrotnie. Co
wiecej réwniez mono- i dwufosforany cukrow prostych oraz fosforan gli-
ceroaldehydu stymulowaly pobieranie folianu przez L. casei, lecz jedy-
nie w komorkach traktowanych lizozymem, co zwiekszato przepuszczal-
nos¢ ich bton (145). Znaleziono ponadto bardzo zblizong réwnolegtos¢
zahamowania pobierania folianu i glikolizy przez takie zwigzki jak fluo-
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rek, hydroksylamina czy tez jodoacetamid, co potwierdza zalezno$¢ po-
miedzy intensywnoscig pobierania folianu a efektywnosciag glikolizy (145).
Zwigzki redukujace, takie jak 2-merkaptoetanol, cysteina lub ditiotreitol
(lecz nie askorbinian) stymulowaty pobieranie folianu i jego pochodnych
przez komorki L. casei, a zwlaszcza przechowywane przez kilka dni w
temp. 4°C, podczas gdy jodoacetamid hamowat pobieranie folianu oraz
metylotetrahydrofolianu i ametopteryny (144). Powyzsze dane, jak réw-
niez kompetytywne hamowanie przez dihydrofolian, tetrahydrofolian, me-
tylo- i formylotetrahydrofolian pobierania folianu przez komérki L. casei
przemawiajg za obecnoscig w komdrkach bakteryjnych jednego systemu
odpowiedzialnego za transport pochodnych folianu (145).

W pracowni Huennekensa podjeto przeto badania w tym za-
kresie i w 1975 roku doniesiono o pierwszych prébach wyizolowania biat-
kowych sktadnikow btony komdérkowej L. casei uczestniczagcych w trans-
porcie folianu (145). Traktujgc komorki L. casei lizozymem w obecnosci
Tritonu X-100 i radioaktywnego folianu wydzielono biatkowy sktadnik
i oczyszczono go do homogennosci. Charakteryzuje sie on ciezarem czaste-
czkowym 250 000 i sktada prawdopodobnie z kilku podjednostek o cieza-
rze czasteczkowym 28 000. Oczyszczone preparaty tego biatka wigzg trwa-
le folian w ilosci 34nmoli folianu/mg, zaleznie od zmian pH, temperatu-
ry i sity jonowej buforu. Szereg danych doswiadczalnych przemawia po-
$rednio za tym, ze blonowe .biatko wigzace folian rzeczywiscie uczestni-
czy w transporcie folianu do komérek. Obserwuje sie na przyktad maksi-
mum pobierania folianu przez komorki, jak i maksimum wigzania folianu
przez oczyszczone biatko przy tym samym stezeniu folianu. Bezposred-
nim potwierdzeniem hipotezy o no$nikowej roli biatka bton komorek bak-
teryjnych w transporcie folianu bytaby jednak tylko rekonstrukcja ukta-
du czynnego w pobieraniu folianu z oczyszczonego biatka wiazgcego folian
i uktadu komoérkowego pozbawionego tego biatka.

llos¢ biatka wigzacego folian w btonach L. casei zalezy od warunkow,
w jakich prowadzi sie hodowle bakterii. Z komoérek rosngcych w obecnos-
ci duzych stezen folianu izoluje sie mniejsze ilosci tego biatka niz z komé-
rek rosngcych w pozywce z nizszg zawartoscig folianu. Jak juz wspomniano
powyzej, komorki bakteryjne rosngce w pozywce zubozonej w folian po-
bieraja ten zwigzek ze Srodowiska znacznie efektywniej niz komorki z ho-
dowli kontrolnych. Mozna zatem moéwi¢ o pewnej odwrotnej rdwnolegtos-
ci pomiedzy intensywnos$cig pobierania folianu przez komorki a iloscia
w btonach komorek L. casei biatka wigzacego folian (145). Wspotzaleznosc
ta niewatpliwie stanowi jeden z komorkowych mechanizméw reguluja-
cych.

Za inng mozliwoscig metabolicznej kontroli pobierania folianu wska-
zuja wyniki uzyskane przy badaniu tego procesu w komérkach P. cerevi-
siae 8041 oraz w komorkach mutanta, 8041/S zdolnego do wzrostu w obec-
nosci 1000 krotnie nizszych stezen folianu (2,2X10~sM) niz szczep wyjs-
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ciowy (149, 152). Okazato sie mianowicie, ze podczas preinkubacji tych
komorek w temperaturze 37°C nastepuje uwalnianie od $rodowiska inku-
bacyjnego inhibitora, ktéry w sposéb kompetytywny hamuje pobieranie
folianu przez niepreinkubowane komorki P. cerevisiae 8041/S. Bytby to me-
chanizm analogiczny do mechanizmu hamowania wbudowywania radio-
aktywnych prekursoréw biatlek, RNA i DNA przez inhibitory uwalniane
w podobnych warunkach przez niektére komoérki nowotworowe (154—156).

111-3. Przemiany folianu w tkankach ssakéw

W efekcie podania zwierzetom folianu jego pochodne nagromadzajg
sie w réznych narzadach. Najwyzszg akumulacje podanego dootrzewno-
wo folianu stwierdzano w watrobie (14, 23, 115, 157) obserwujac przy
tym znaczne réznice w wykorzystaniu podanej ilosci folianu przez zwie-
rzeta réznych gatunkéw (157). W mniejszych iloSciach niz w watrobie od-
najdywano pochodne radioaktywnego folianu w nerkach, mie$niach szkie-
letowych czy w mie$niu sercowym oraz w nabtonku s$luzéwki jelita (23).

200
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o
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7 dni Ryc. 5. Poliglutaminiany fo-
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Stosujgc folian znakowany weglem w reszcie kwasu glutaminowego
przesledzono przebieg syntezy poliglutaminianéw folianowych w watro-
bie szczura w okresie 4 tygodni od momentu iniekcji radioaktywnego
zwigzku (16). W doswiadczeniach tych zajeto sie przesSledzeniem etapéw
syntezy fragmentu poliglutaminianowego czasteczki folianu, nie badano
natomiast przemian fragmentu pterydynowego.

llos¢ radioaktywnych poliglutaminianéw pochodnych folianowych w
watrobie nie przewyzszajaca 24 godziny po iniekcji folianu 5°0 podanej
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ilosci spadata w miare uptywu czasu, a pewng radioaktywnos$¢ znajdowa-
no w poliglutaminianach folianowych watroby nawet po uptywie 4 tygod-
ni. Jak przedstawiono na rycinie 5 monoglutaminiany folianowe wykry-
wa sie tylko w pierwszych godzinach po iniekcji folianu. P6Zniej za$ ra-
dioaktywnos$¢ stwierdza sie przede wszystkim w piecio- i szescioglutami-
nianach folianowych. Po 4 tygodniach znakowane siedmioglutaminiany
folianu stanowig 25% ogdlnej sumy radioaktywnosci znajdowanej w tym
dniu. Stopniowy i dtugotrwaty wzrost pietna w siedmioglutaminianach fo-
lianowych, przy jednoczesnym spadku ogdlnej radioaktywnosci w pochod-
nych folianowych w watrobie, ilustruje jak wolno w organizmie poste-
puje synteza i nagromadzanie sie tego typu zwigzkow.

Stopniowag synteze poliglutaminianéw folianu wykazano takze w .bada-
niach watroby $winki morskiej (17), owcy (19) oraz matpy (22).

Wykazano ponadto, ze poziom oraz rodzaj pochodnych folianowych
znajdowanych w watrobie po injekcjach radioaktywnego folianu zmienia
sie w zaleznosci od stanu fizjologicznego zwierzecia (158), co szczego6lnie
wyraznie zaznacza sie w warunkach niedoboru witaminy B (159—162,
biotyny (163—166), ryboflawiny (167) lub pod wptywem takich hormonéw
jak testosteron (168), czy tyroksyna (169) oraz po podaniu wigkszych ilos-
ci metioniny (162, 170, 171). Tak na przyktad w watrobie owiec, ktére wy-
kazywaly typowe symptomy niedoboru witaminy B12 znaleziono mniej-
sze ilosci tetrahydrofolianu i formylotetrahydrofolianu przy niezmienio-
nych iloSciach metylotetrahydrofolianu, niz w watrobie zwierzat kontrol-
nych (159, 170). Co wiecej, ze w miare pogtebiania sie objawdw niedoboru
witaminy B12 wykrywano w watrobie coraz mniejsze ilosci poliglutami-
nianéw o duzej liczbie reszt glutaminianowych w czasteczce. Niejednokrot-
nie stwierdzane zmiany w iloSciach poszczeg6lnych pochodnych foliano-
wych w watrobie zwierzat eksperymentalnych interpretuje sie jako wynik
obnizania, na skutek niedoboru witamin czy tez dziatania hormonow,
aktywnosci okreslonych enzymow uczestniczacych w biosyntezie pochod-
nych folianowych. W odr6znieniu od powyzej oméwionych efektow, poda-
nie zwierzetom metioniny, badz to w iniekcjach (159), badz tez w zwiek-
szonych iloSciach w pokarmie (162) powodowato bardzo wyrazny wzrost
ilosci poliglutaminianéw folianowych, podwyzszajac jednoczes$nie steze-
nie tetrahydrofolianu i formylotetrahydrofolianu w komérkach watrobo-
wych.

Ostatnio wykazano, ze analog folianu, ametopteryna, wstrzyknieta
szczurom czy tez $winkom morskim na kilka godzin przed radioaktyw-
nym folianem, w znacznym stopniu obniza wbudowywanie tego zwigzku
do komorek watroby, a zwieksza bardzo wydatnie ilos¢ niezmetabolizo-
wanego folianu w moczu (147, 172). Ponadto wbrew temu, co mozna byto
oczekiwac znajgc hamujacy efekt ametopteryny na aktywnos$¢ reduktazy
dihydrofolianowej, po podaniu ametopteryny wykrywa sie w watrobie
szczurow poliglutaminiany zredukowanych pochodnych folianowych

8
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0 krétszym, niz w warunkach normalnych, tancuchu peptydowym, a nie
znajduje poliglutaminianéw niezredukowanych pochodnych folianu (147,
173). Mozna zatem sadzi¢, ze syntetaza poliglutaminianowa wykorzystuje
jako substrat przede wszystkim zredukowane pochodne folianowe.
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lianowe z komoérek S$luzéwki
jelita matpy, Cynamolgus sp.,
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w
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Obecnos¢ poliglutaminianéw pochodnych folianowych wykazano takze
w komérkach $luzéwki jelita matpy (23) (Ryc. s). W Swietle dotychczaso-
wych pogladéw na temat absorpcji w jelicie réznych zwiagzkdéw foliano-
wych bylo to obserwacjg zaskakujaca. Sadzono bowiem, ze przede wszy-
stkim w komérkach $luzéwki zachodzi hydroliza poliglutaminianéw po-
chodnych folianowych a nie procesy ich biosyntezy (23).

W odréznieniu od watroby ssakéw, w ktdrej znaczne ilosci poligluta-
minianéw folianu pojawialy sie wkrotce po iniekcji radioaktywnego
zwigzku, w nerkach matpy przemiany folianu przebiegaty bardzo powoli,
tak ze nawet po uptywie doby wykrywano praktycznie tylko folian, a jego
poliglutaminianowe pochodne pojawiaty sie dopiero po uptywie 72 godzin
(Ryc. 7). Wydaje sie zatem, ze w nerkach albo aktywno$¢ syntetazy poli-
glutaminiandw folianu jest bardzo niska, albo, ze w komdrkach nerkcwych
zbyt wolno nastepuje konwersja folanu do tetrahydrofolianu, wtasciwego
substratu tego enzymu (23).
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I11-4. Przemiany folianu w hodowanych in vitro komérkach ssakéw

Komorki hodowane in vitro stanowig prostszy i bardziej jednorodny
niz zwierzeta model doswiadczalny do badania metabolizmu komérkowe-
go. Komérkowe pochodne folianowe, podobnie jak pochodne te znajdo-
wane w roznych narzadach zwierzat wyzszych, wystepujg w formie mo-
no- i poliglutaminianéw (30, 131, 174—176). llos¢ ich w przeliczeniu na
10, komorek jest na ogo6t rzedu kilku lub kilkunastu nmoli. Niektore linie
komoérkowe, np. komorki watrobiaka Yoshida odznaczaja sie wysokim po-
ziomem pochodnych folianu, podczas gdy inne np. komérki L czy L5178Y
zawierajg te zwiazki w iloSciach kilkakrotnie mniejszych (Tabela 3). Ko-
morki leukemiczne L1210 oraz komérki mutanta (L1210/R6), charaktery-
zujacego sie podwyzszonym poziomem reduktazy dihydrofolianowej
i opornoscig na dziatanie ametopteryny, zawieraty jednak pochodne fo-
lianowe w podobnych iloSciach.

Tabela 3
Poziom pochodnych folianu w niektérych liniach komérkowych

(z danych 30)
Pochodne folianu (nmole/109 komorek)

Komorki przed traktowaniem po traktowaniu
glutamylo-y-karboksypeptydaza

Y oshida 16,2 35,2
L5178Y 6,7 15,2
L 4,0 8,7
L1210 8,4 23,7
L1210/R6 81 30,0

Poziom pochodnych folianu oznaczany mikrobiologicznie przy zastosowaniu L.casei.
L1210/R6 jest mutantem komoérek L1210, oporonym na dziatanie ametopteryny
i charakteryzujacym sie podwyzszonym poziomem reduktazy dihydrofolianowej.

Szczeg6lnie duzo informacji na temat mechanizméw syntezy poliglu-
taminian6éw folianowych uzyskano badajac komorki linii wyhodowanej
z jajnika chomika chinskiego (CHO) oraz kilku mutantéw bedacych au-
ksotrofami jednoczes$nie w stosunku do glicyny (AUXB2, do glicyny i ade-
nozyny (AUXB3 oraz glicyny, adenozyny i tymidyny (AU~B” (174). Po-
chodne folianowe wystepowaty w komorkach tych mutantébw w mniej-
szych ilosciach niz w komdrkach CHO (10 i 40°0 odpowiednio w komor-
kach AUXB! i AUXB3, rézne tez byty rodzaje pochodnych folianowych
znajdowane w poszczegélnych typach komérek (Ryc. s). W komérkach li-
nii wyjsciowej przewazaty poliglutaminiany réznych zredukowanych po-
chodnych folianowych, dwu- a zwlaszcza monoglutaminiany folianowe za$
wystepowaty w tych komdrkach tylko w ilosciach sladowych. Jak widaé¢ na
rycinie & jedynie profil pochodnych folianowych z komérek mutanta au-
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Ryc. 8. Pochodne folianowe z komérek wyizolowanych z jajnika chomika chinskie-
go (CHO) oraz z komorek jego trzech mutantow (174).

Po 48 godzinach hodowli w obecnosci radioaktywnego folianu i po 24 godzinach hodowli w $ro-
dowisku niezawierajacym folianu, ekstrahowano komoérkowe pochodne folianowe i rozdzielono
je na kolumnie z DEAE-celulozy. Litery oznaczaja poszczegélne pochodne folianowe: A —pro-
dukty rozktadu PteGlu; B — 10-formylo-H#teGlu; C—5-formylo-H4teGlu i 10-formylo-H4
PteGlu:; D —5-metylo-H#teGlu, 5-formylo-H#teGlu2 i 10-formylo-HPteGlu2; E —HA&teGlu;
F —5-metylo-H#teGIUj i 5-formylo-H#teGlu,; G —10-formylo-H#teGlu5 5-metylo-H#teGlu3
H#&teGlus; H—5-formylo-H#teGlu5; | —5-metylo-H#teGlu5; J —H4#teGlus.

ksotroficznego w stosunku do glicyny (AUXB2 byt zblizony do profilu
pochodnych folianowych z macierzystych komdrek linii CHO, podczas gdy
pozostate mutanty charakteryzowata obecno$¢ niemal wytgcznie monoglu-
taminianow folianowych i bardzo niewielkich ilosci dwu- i trdjglutami-
nianéw. Wydaje sie zatem, ze auksotrofia badanych mutantow, przede
wszystkim w stosunku do adenozyny i tymidyny, wynika z upo$ledzenia
w nich aktywnos$ci syntetazy poliglutaminianowej. Przemawia za tym
przypuszczeniem fenotypowa rewersja mutantow AUXBj i AUXBs do
petnej prototrofii wobec badanych zwigzkoéw, gdy hoduje sie je w $rodo-
wisku zawierajgcym zwiekszone ilosci folianu lub formylotetrahydrofo-
lianu. Szczegdtowe badania mutanta AUXB!, a zwlaszcza jego termowraz-
liwego klonu — tsAUXBj, przyczynily sie znacznie do czeSciowego wy-
jasnienia wiasciwosci syntetazy poliglutaminianéw w tych komdérkach
(175). Komorki klonu tsAUXB: wymagajg obecnosci w pozywce glicyny,
adenozyny i tymidyny, aby mogty rosngé¢ w temperaturze 38,5°C, podczas
gdy w temperaturze 34°C zachowuja sie jak typowe komarki prototroficz-
ne. Co wiecej w komdrkach hodowanych w temperaturze 34°C znajdowa-
no dwu- i trojglutaminiany folianowe, a ogélna ilos¢ pochodnych foliano-
wych byta pieciokrotnie wyzsza, niz ilo$¢ tych pochodnych w komérkach
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hodowanych w 38°C. Pochodne dwu- i tréjglutaminianowe pojawiaty sie
rowniez w komorkach przeniesionych z 38,5°C do 34°C, lecz tylko przy
niezaktoconym przebiegu biosyntezy biatka w komérkach. Tak wiec wy-
daje sig, ze w komérkach klonu tsAUXBIi enzym syntetyzujacy poligluta-
miniany folianu jest wysoce termolabilny i ulega inaktywacji juz w tem-
peraturze 38,5°C, co stanowi¢ moze bezposrednig przyczyne niewielkiej
i mato zréznicowanej puli folianowej w tych komorkach.

Komérkowe przemiany pochodnych folianowych bada sie czesto przy
zastosowaniu podwaéjnie znakowanych pochodnych, w ktérych MC wyste-
powat w jednostce jednoweglowej a tryt we fragmencie pterydynowym
(121, 122). | tak, po krotkiej (20 minutowej) inkubacji komérek L1210
z 5-formylo-H#teClu pietno MC stwierdzono przede wszystkim w mete-
nylo-H®PteGlu i 10-formylo-H#teGlu (95°/0 radioaktywnosci) (121). Ra-
dioaktywno$¢ pochodzacg z 3H znajdowano za$ gtownie w 5-metylo-
-H#teGlu lub 5,10-metyleno-H#teGlu (70°/0) oraz w 5,10-metenylo i 10-
-formylotetrahydrofolianie (25°/0). Ta niemal catkowita konwersja 5-for-
mylo-H®teGlu w inne jednoweglowe pochodne tetrahydrofolianu ilu-
struje szybko$¢ i kierunek jego przemian w komorkach L1210. Nie wiado-
mo jednak nic, czy w omawianych warunkach eksperymentalnych two-
rzyty sie w komdrkach poliglutaminiany koenzymatycznych form folia-
nu.

Komorkowe przemiany 5-metylo-H#&teGlu biegng innym torem niz
przemiany 5-formylo-H#teGlu (122). W rezultacie inkubacji komorek
L5178Y z 5-metylo-H4PteGlu podwodjnie znakowanym MC i trytem juz po
5 minutach 85% radioaktywnos$ci pochodzacej z 4C jednostki jednoweglo-
wej wykrywano w metioninie, a po godzinie we frakcjach biatkowych.
Natomiast, nawet po godzinnej inkubacji komoérek L5178Y z 5-metylo-
-H#PteGlu blisko 90% radioaktywnego trytu tetrahydrofolianu pozosta-
wato w 5-metylo-H.PteGlu. Wyniki powyzsze wskazujg, ze w tym czasie
tetrahydrofolian uwalniany z 5-metylo-H#teGlu zostat wykorzystany
przede wszystkim do utrzymania wewnatrzkomérkowej puli wiasnie 5-
-metylo-H.FteGlu. Zwraca uwage brak obecnosci w komérkach L5178Y
znakowanych poliglutaminianédw metylo-H.PteGlu. Nie wydaje sie jed-
nak, azeby stosunkowo krdtka  godzinna) inkubacja komoérek z mety-
lo-H.PteGlu, jak i tez i niezastosowanie podczas ekstrakcji pochodnych
folianowych $rodkéw inaktywujgcych wewnatrzkomoérkowe glutamylokar-
boksypeptydazy mogty by¢ odpowiedzialne za ten stan rzeczy (122). Po-
dobnie bowiem po inkubacji z 5-metylo-H#teGlu z ludzkimi limfocy-
tami nie wykazano w nich obecnos$ci poliglutaminianéw tej pochodnej te-
trahydrofolianu (138), ktére wykrywa sie w komorkach ssakéw in vivo
w znacznych ilosciach. Pozostaje zatem do wyjasnienia jaki jest mecha-
nizm powstawania poliglutaminianéw metylo-H#teGlu w organizmie
zwierzecym.

Dane na temat wielkosci puli pochodnych folianowych w komodrkach



364 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT [20]

L1210, wewnatrzkomdrkowego stezenia zwigzkéw, w przemianach Kkto-
rych uczestniczg pochodne folianowe, oraz szereg danych Kinetycznych
uzyskanych przy badaniu wiasciwosci enzyméw folianowych postuzyty
Jacksonowi i Harrapowi (177) do opracowania matematyczne-
go modelu metabolizmu folianu. Model ten okazat sie bardzo przydatny
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Ryc. 9. Hipotetyczny model wptywu ametopteryny dodanej do $rodowiska hodo-
wlanego (w st. 10-6M) na intensywno$¢ biosyntezy tymidyny oraz poziom pochod-
nych folianowych w komérkach L1210 (177).

W gérnym fragmencie ryciny liniami ciagtymi oznaczono catkowity wewnatrzkomérkowy po-
ziom ametopteryny (MTX) oraz poziom ametopteryny zwigzanej prawdopodobnie z reduktazg
dihydrofolianowa.

do poréwnawczych badan wptywu ametopteryny i fluorodezoksyurydyny
na metabolizm folianu w komérkach L1210 (Ryc. 9 i 10). Przyjawszy za-
tozenie, ze ametopteryna pobrana przez komérki powoduje przede wszy-
stkim zahamowanie aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej, opracowano
model wptywu tych zwigzkéw zaréwno na wewngtrzkomorkowe stezenie
réznych pochodnych folianowych, jak tez na efektywnos$¢ biosyntezy ty-
midyny w tych komorkach. Wedtug tego modelu zaréwno ametopteryna,
jak i FUDR, hamujg niemal catkowicie synteze tymidylanu, chociaz po
ré6znym okresie czasu od dodania do ich pozywki. Rézny natomiast
miatby by¢ efekt tych zwigzkéw na wewnatrzkomérkowy poziom pochod-
nych folianowych. Ametopteryna miataby powodowaé nagromadzenie sie
w komoérkach dihydrofolianu oraz zmniejszenie poziomu io-formylo- oraz
5,10-metyleno-H.PteGlu, podczas gdy FUDR obnizajac stezenie dihydro-
folianu miatby nie zmienia¢ poziomu innych pochodnych folianowych.
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Niektore wyliczone i podane na rycinach 9 i 10 wartosci uzyskaty juz po-
twierdzenie eksperymentalne (177). W komdrkach CHO jednakze nie uda-
fo sie dotad wykaza¢ wewnatrzkomdrkowej akumulacji dihydrofolianu pod
wplywem ametopteryny (176). Tak wiec hipoteza zaktadajgca, ze zawsze
przyczyng wszystkich efektow biologicznych ametopteryny, w tym zaha-
mowania syntezy tymidyny, puryn czy pewnych aminokwasow, jest za-
hamowanie przez ten analog aktywnos$ci reduktazy dihydrofolianowej, nie
znalazta pelnego potwierdzenia. McBurney i Whitmore wysuwa-
ja przypuszczenie, ze w badanym przez nich uktadzie komérkowym obser-
wowane efekty biologiczne ametopteryny wywodzg sie takze z bezposred-
niego zahamowania aktywnosci syntetazy tymidylanowej i enzymu(6w)
folianowych uczestniczagcych w biosyntezie puryn (176).
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Ryc. 10. Hipotetyczny model wptywu 5-fluorodezoksyurydyny dodanej do S$rodo-
wiska (w st. 5X10~7™) na intensywnos$¢ biosyntezy tymidyny oraz poziom pochod-
nych folianowych w komoérkach L1210 (177).

W gérnym fragmencie ryciny liniag przerywang oznaczono przyrost wewnatrzkomoérkowego
stezenia 5-fluorodezoksyurydynomonosfosforanu.

Chociaz model matematyczny Jacksona i Harrapa nie jest modelem
kompletnym i nie uwzglednia wszystkich mozliwych powigzan metabo-
licznych pochodnych folianowych, to jednak wydaje sie, ze moze on zna-
lez¢ pewne zastosowanie w probach zbadania mechanizmu opornosci ko-
maérek na analogi folianu.
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I11-5. Przemiany folianu w bakteriach

W badaniach z zastosowaniem L. casei, S. faecalis czy tez P. cervisiae
stwierdzono bardzo wyrazny wplyw stezenia egzogennego folianu nie tyl-
ko na ilos¢, ale przede wszystkim na rodzaj pochodnych folianowych obec-
nych w komorkach (s, 146, 152). Tak na przykiad w komérkach P. cere-
visiae (8081/S), inkubowanych przez 3 minuty z folianem w stezeniu
0,22InM (Ryc. 11), wykrywano metyleno-H.PteGlu, 5-formylo-H4PteGlu
i 10-formylo-H#teGlu oraz $lady poliglutaminianéw, nie znaleziono na-
tomiast niezmetabolizowanego folianu (152). Po diuzszej, trwajacej 120
minut inkubacji wiekszo$¢ radioaktywnosci wykrywano we frakcjach
zidentyfikowanych wstepnie jako poliglutaminiany, o réznej liczbie reszt
glutaminianowych, metylenotetrahydrofolianu. Wynik odmienny, a mia-
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nowicie bardzo wyrazne zahamowanie formowania poliglutaminianéw jak
rébwniez tworzenia réznych uwodorowanych pochodnych folianu stwier-
dzono w komorkach P. cerevisiae 8081/S w wyniku ich inkubacji z egzo-
gennym folianem w wyzszym stezeniu (80,8|iM; Ryc. 12). Po 3 minuto-
wej inkubacji komorek z folianem w tym stezeniu az 70°0o radioaktyw-
nosci w komorkach zwigzanych byto z niezmetabolizowanym folianem,
a dopiero po 120 minutowej inkubacji pojawialy sie w komérkach P. cere-
visiae obok folianu (40°/0) niektére jego pochodne, przede wszystkim me-
tylenotetrahydrofolian oraz niewielkie ilosci jego poliglutaminianéw. Brak
pojawiania sie w komorkach .badanego mutanta P. cerevisiae poliglutami-
nianow folianowych obserwowano réwniez wéwczas, gdy bakterie te pre-
inkubowano godzine w 37°C przed dodaniem radioaktywnego folianu
(022mM). Tak wiec inhibitor uwalniajacy sie w czasie preinkubacji ko-
morek P. cerevisiae 8081/S wpltywa na ilos¢ a takze na rodzaj pochod-
nych folianowych znajdowanych w komaérkach (152).

Inng intensywnos$cig przemian folianu niz P. cerevisiae 8081/S odzna-
cza sie L. casei (s, 146, 148). W wyniku 5-cio a nawet dziesieciominutowej
inkubacji z folianem w stezeniu 10-krotnie nizszym (0,025|jiM) niz stoso-
wano dla P. cerevisiae, w komorkach wykrywano niezmetabolizowany fo-
lian, a dopiero po uptywie 30 minut radioaktywno$é znajdowano wytgcz-
nie we frakcji poliglutaminianéw folianu o liczbie reszt glutaminianowych
powyzej 5 (Ryc. 13). W innej serii doSwiadczeh z L. casei wykazano brak
formowania poliglutaminianéw folianowych takze i wowczas, gdy ste-
zenie egzogennego folianu wynosito zaledwie 05mM (146). Pewne wzmo-
zenie intensywnosci przemian nagromadzonego w tych warunkach w ko-
morkach L. casei folianu nastepowato dopiero po ich inkubacji w $rodo-
wisku bez folianu. Po uptywie godziny w komérkach wystepowaty juz
obok folianu jego rézne poliglutaminiany (Ryc. 14). Podobnie wygladato
rozmieszczenie radioaktywnosci w pochodnych folianowych, gdy reinku-
bacje komoérek L. casei prowadzono w $rodowisku zawierajacym nadmiar
nieznakowanego folianu (50jo,M), jednakze catkowity poziom radioaktyw-
nosci w komorkach byt wowczas nizszy. Gdy natomiast reinkubacja ko-
morek L. casei miata miejsce w obecnosci kwasu jodooctowego i azydku
sodu podwyzszeniu og6lnej ilosci radioaktywnosci w komoérkach (najpraw-
dopodobniej na skutek zahamowania wyptywu pochodnych folianu z ko-
moérek) towarzyszyto miedzy innymi wybiércze nagromadzanie sie w nich
10-formyloPteGluz. a obnizenie ilosci wyzszych poliglutaminianéw (Ryc.
14). Analiza radioaktywnych folianow w S$rodowisku, w ktérym przepro-
wadzano reinkubacje komorek, wykazata obecno$¢ w nim folianu, formy-
lofolianu oraz formyloPteGlu2 a wiec zwigzkéw znajdowanych w ko-
markach.

Zwraca uwage obserwacja, ze przy zastosowaniu folianu w stezeniu
0,51aM tworzyly sie w komorkach L. casei jedynie bardzo niewielkie ilos-
ci poliglutaminianéw o wiekszej niz 3 liczbie reszt glutaminianowych
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w czasteczce. Wnioskowano zatem, ze synteza tréjglutaminianéw stanowi
w komorkach L. casei etap ograniczajagcy wewngtrzkomdrkowe przemiany
folianu. Gdy jednak egzogenny folian zastosowano w stezeniu 70 krotnie
nizszym (7nM), w komdrkach L. casei wykrywano poliglutaminiany o dtu-
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Ryc. 13. Pochodne folianowe z komorek L. casei oznaczane po 5 10 i 30 minutowej
inkubacji z radioaktywnym folianem w stezeniu 0,025nM (8).
Wyekstrahowane pochodne folianowe chromatografowano na kolumnie Sephadex G-15.
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Ryc. 14. Pochodne folianowe z
komoérek L. casei inkubowanych
przez 5 minut z radioaktywnym
folianem, a nastepnie przeniesio-
ne na godzine do $rodowiska bez
folianu  (----—----- ), z radioaktyw-
nym folianem (50jxM, ............ ) o-
raz z kwasem  jodooctowym
(20mM) i azydkiem sodu (50mM)

Frakcje Wyekstrahowane pochodne folianowe

chromatografowano na kolumnie

Sephadex G-25.

gim tancuchu (o liczbie reszt glutaminianowych powyzej 3). Reinkubacja
tych komédrek w $rodowisku bez folianu prowadzita do pojawienia sie
w nich jeszcze dtuzszych poliglutaminiandw pochodnych folianowych, kt6-
re nie uwalniaty sie do Srodowiska inkubacyjnego.
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Podobnie, jak wykazano to w badaniach komoérkowego metabolizmu
folianu zwierzat wyzszych, ametopteryna zaktdcata przemiany folianu tak-
ze w bakteriach (147, 148, 153). Tak na przyktad w komorkach L. casei
po ich preinkubacji z ametopteryng (0,025uM) stwierdzano podwyzszenie
ilosci niezmetabolizowanego folianu oraz poliglutaminianéw o krotszych
fancuchach, przy spadku ilosci bardziej ztozonych poliglutaminianéw. Za-
hamowanie przez ametopteryne syntezy dituzszych poliglutaminianéw fo-
lianu obserwowano takze i wowczas, gdy komorki inkubowano z 5-for-
mylotetrahydrofolianem, lecz efekt ten zaznaczat sie stabiej niz w przy-
padku folianu.

I11-6. Przemiany folianu w komoérkach grzybow

Stosujac ten uktad doswiadczalny badano przede wszystkim mechaniz-
my przemian pochodnych folianowych pod wpltywem niektérych amino-
kwasow.

Wykazano, ze w wyniku wzrostu Saccharomyces cerevisiae w Srodowis-
ku zawierajgcym zwiekszone ilosci metioniny (2,5M-mola/ml) wielko$¢ we-
wnatrzkomadrkowej puli folianéw ulegata dwukrotnemu obnizeniu w po-
réwnaniu z pulg folianéw wykrywang w komoérkach rosngcych w pozyw-
ce kontrolnej (9). Zmniejszenie ilosci folianow komoérkowych w tych wa-
runkach wigze sie przede wszystkim z drastycznym zmniejszeniem ilosci
mono-, dwu- i tréjglutaminianéw 5-metylotetrahydrofolianu jak réwniez,
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Ryc. 15. Pochodne folianowe z komorek Saccharomyces cerevisiae hodowanych w
srodowisku kontrolnym (O) oraz w $rodowisku z dodatkiem metioniny (2,5]imola/ml;
°)©
Ekstrakty komdérkowe po traktowaniu glutamylo-y-karboksypeptydazg chromatografowano na
kolumnie z DEAE-celulozy. llosci pochodnych folianu oznaczano mikrobiologicznie. Litery
oznaczaja poszczeg6lne pochodne folianowe: A — 10-formylo-H#teGlu; B — 10-formylo-H#&teGlu2;
C—5-formylo-H4PteGlu; D —5-metylo-H#teGlu; E —H#teGlu; F —5-formylo-H#PteGlu2, D —
5-metylo-H#PteGlu2 H—5-metylo-H#&teGlus; | —niezidentyfikowane poliglutaminiany folianowe.
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chociaz w nizszym stopniu, i innych pochodnych folianu (Ryc. 15). Przy-
puszczano, ze interkonwersja pochodnych folianowych w komérkach S.
cerevisiae pod wpltywem metioniny moze by¢ efektem zmian aktywnosci
niektérych enzymow folianowych (9, 178). Okazato sie, ze rzeczywiscie ko-
mérki S. cerevisiae rosngce tylko przez kilka godzin w obecnosci wyz-
szych niz normalnie ilosci metioniny wykazuja nizsza aktywno$¢ oksydo-
reduktazy metylenotetrahydrofolianu (Ryc. 2, reakcja 4) (9) oraz syntetazy
metioninowej (178). Wydaje sie przeto, ze metionina reguluje wielko$¢ puli
folianowej w komdrkach S. cerevisiae poprzez wptyw na biogeneze grup
metylowych oraz ich wykorzystanie w metabolizmie komorkowym.

Inny wptyw na metabolizm folianu w komoérkach N. crassa wywiera-
ta glicyna (179), prekursor jednostek jednoweglowych o stopniu utlenie-
nia mréwczanu. w przeciwiefstwie do metioniny, po dodaniu do $rodowis-
ka hodowlanego N. crassa glicyny nastepowat kilkakrotny wzrost zawar-
toSci pochodnych folianéw w komorkach, przy czym bardzo wyraznym
zmianom ulegaty stosunki ilosciowe pomiedzy poszczegélnymi pochodny-
mi (Ryc. 16). Tak wiec gdy komorki N. crassa rosty w obecnos$ci dodatko-
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Ryc. 16. Pochodne folianowe z komérek Neurospora crassa hodowanych w $rodo-
wisku bez () lub z dodatkiem glicyny (Ipimol/ml; 11) (179)

Po traktowaniu glutamylo-ykarboksypeptydaza ekstrakty komdrkowe chromatografowano na
kolumnie z DEAE-celulozy. Ilo$¢ pochodnych folianu oznaczano mikrobiologicznie. Litery ozna-
czaja poszczeg6lne pochodne folianowe jak na rycinie 15

wych ilosci glicyny najwyzsza radioaktywno$¢ wykrywano w tetrahydro-
folianie oraz w 5-metylo-H.PteGlu. Frakcja zidentyfikowana jako H.Pte-
Glu mogta jednak zawieraé w rzeczywisto$ci metylenotetrahydrofolian,
ktory ulegt rozktadowi w zastosowanych warunkach ekstrakcji i chroma-
tografii. Komorki N. crassa rosnagce przez 22 godziny w obecnosci glicyny
0 wyzszym stezeniu charakteryzowato takze podwyzszenie poziomu aktyw-
nosci enzyméw folianowych uczestniczacych w przemianach metylenote-
trahydrofolianu (50, 173). Ponadto komorki N. crassa rosngce w $srodowis-
ku wzbogaconym w glicyne pobierajg ze Srodowiska ten aminokwas i me-
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tabolizuja go bardziej efektywnie niz komorki rosngce w srodowisku kon-
trolnym. Mozna zatem przypuszcza¢, ze intensyfikacja komadrkowych
przemian glicyny bezposrednio, a posrednio wzrost aktywnosci enzymow
folianowych, powoduja wybiorcze nagromadzenie sie w komérkach N.
crassa okreslonej pochodnej folianowe;j.

IV. Poliglutaminiany folianowe jako zwigzki metabolicznie czynne

W rozdziale tym zostang przedstawione dane wskazujgce, ze poliglu-
taminiany folianowe uczestniczg w metabolizmie komdérkowym. Pochodne
te moga by¢ substratami pewnych enzyméw folianowych takich jak syn-
tetaza formylotetrahydrofolianowa (180), cyklodeaminaza formiminotetra-
hydrofolianu (181),hydroksymetylotransferaza serynowa(4,182,183), reduk-
taza dihydrofolianowa (184—186), enzymy uczestniczagce w syntezie me-
tioniny (11, 187—192) oraz syntetaza tymidylanowa (193—196). Ponadto,
poliglutaminiany koenzymatycznych form folianu moga takze dziata¢ jak
naturalne inhibitory syntetazy tymidylanowej (193—195) oraz reduktazy
dihydrofolianowej (195).

1V-1. PteGlun jako substraty reduktazy dihydrofolianowej

Pierwsze doniesienia, ze poliglutaminiany folianowe obok dihydrofo-
lianu stanowig substraty reduktazy dihydrofolianowej pochodza juz z lat
szescdziesigtych a uzyskano je badajac wiasciwosci oczyszczonej redukta-
zy dihydrofolianowej z grasicy cielecej (185) oraz watroby owcy (184). Do-
ktadniejsze jednak wyniki pochodza z badan ostatnich prowadzonych juz
przy uzyciu syntetycznych poliglutaminianow dihydrofolianu. W tabeli 4
zebrano wyniki doswiadczen, w ktérych poréwnywano efektywno$¢ sub-
stratowg dihydrofolianu i kilku jego poliglutaminiandéw (186). W przypad-
ku reduktazy dihydrofolianowej niemal ze wszystkich badanych komd-
rek wartosci statych Michaelisa poliglutaminianéw dihydrofolianu byty
badz to zblizone badZ tez kilkakrotnie nizsze niz wartosci Km dihydro-
folianu. Podobnie, trzy z badanych reduktaz charakteryzowaty wyzsze war-
tosci Vmex przy uzyciu, jako substratéw, poliglutaminianéw dihydrofolia-
nu w poréwnaniu z samym dihydrofolianem. Widaé¢ zatem, ze poligluta-
miniany HZ2PteGlu sa rowniez dobrymi, jeSli nawet nie wiasciwszymi
niz HPteGlu substratami reduktazy dihydrofolianowej z wielu badanych
komorek.

Wykazano ponadto, ze poliglutaminiany folianowe wystepujg czesto
w kompleksach z pewnymi frakcjami biatek komérkowych o réznym cie-
zarze czasteczkowym (197—200), miedzy innymi z reduktazg dihydrofo-
lianowa. Kompleks poliglutaminianéw folianowych z reduktaza dihydro-
folianowg stwierdzono na przyktad w komorkach watroby szczura (199)
(Ryc. 17) oraz opornych na ametopteryne komorkach Sarkomy-180 (200).
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Tabela 4
7,8-dihydrofoliany jako substraty reduktaz dihydrofolianowych
(z danych 186)
H2PteGlu H2®PteGlu3 H2PteGlu5 H2PteGlu7
Zrédl’o Vmax Vmax -V max . _Vmax
Km [¢mole/ Km [zmole/ o [imolej Km timole/
enzymu .
foM) godz./ 0iM) godz./ r godz./ (xM) godz/.
mg biatka mg biatka mg biatka mg/biatka
L1210/MTX 14 190 1,2 170 0,8 403 1,3 496
Erytrocyty 59 285 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, ze w komorkach zwie-
rzecych naturalnymi substratami tego enzymu mogtyby by¢ poliglutami-
niany dihydrofolianu. Poniewaz nie znaleziono dotad roznic w efektyw-
nosci dihydrofolianu oraz jego tréj- i szeScioglutaminianu, uzytych jako
substratow reduktazy dihydrofolianowej z L. casei (196), nie mozna jesz-
cze rozstrzygnaé, czy poliglutaminiany dihydrofolianu sg zawsze wiasciw-
szymi substratami reduktaz dihydrofolianowych.
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Ryc. 17. Biatka wigzace folian z supernatantu komdrek watroby szczura izolowane
24 godziny po iniekcji radioaktywnego folianu (199, zmodyfikowany)

Biatka supernatantu chromatografowano na kolumnie Sephadex G-150. Obszar zakreskowany
oznacza frakcje wykazujace aktywno$¢ reduktazy dihydrofolianowej.

IV-2. PteGlun jako substraty reduktazy metylenotctrahydrofolianu
i syntetaz metioninowych

Reduktaza metylenotetrahydrofolianu jak rowniez zalezna od witami-
ny Bi. syntetaza metioninowa wykorzystujg jako substraty metylo-H.Pte-
Glu oraz metylo-H.PteGlus (11, 187, 191, 192). Podobnie, jak w przypadku
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reduktazy dihydrofolianowej, metylo-H.PteGlus zastosowany jako sub-
strat enzymdw uczestniczagcych w syntezie metioniny, wykazywat nizsze
wartosci statych Michaelisa (Tabela 5) niz metylo-H.PteGlu. Jak dotad
znana jest tylko jedna synteza metioninowa (wyizolowana z B. megate-
rium) zalezna od witaminy B12 ktdra katalizuje metylacje homocysteiny
wykorzystujgc wytacznie poliglutaminiany metylo-H#teGlu (11). Nalezy
podkresdli¢, ze bakterie te syntetyzujg witaminge B12 a ich endogenna pu-
la folianowa sktada sie tylko z pochodnych poliglutaminowych.

Tabela 5
Mono- i piecioglutaminian 5-metylotetrahydrofolianu jako substraty syntetazy metioninowej
i reduktazy metylenotetrahydrofolianu (z danych 191 i 192)

metylo-H4PteGlu metylo-H4PteGlu5
Enzym Zrédto enzymu Km - Vmax K Vmax
(i*M) [|mo|e/godz./ (HM) fxmole'/godz.
mg biatka mg biatka
Syntetaza metioninowa watroba szczura
(191) 25,1 560 7.8 350
mobzg wotu (192) 73,1 58 27,7 10,1
Reduktaza
metyleno-H4PteGlu* watroba szczura
(191) 45,2 890 6,4 170

* Przebieg reakcji badano w kierunku odwrotnym

Syntetaza metioninowa nie wymagajgca witaminy B.. do syntezy me-
tioniny z homocysteiny (E.C. 2.1.1.14) wykazuje absolutng specyficznos¢
w stosunku do poliglutaminianéw metylo-H4PteGlu jako substratow (11,
187, 188—190). Przypuszcza sie tez, ze tylko poliglutarninianowa reszta
wigze substrat folianowy z czasteczkg enzymu z utworzeniem stereospe-
cyficznego kompleksu (188, 189). Endogenna pula folianéw w grzybach
Candida utilis i Coprinus lagopus, w ktdrych synteza metioniny przebie-
ga bez udziatlu witaminy B skiada sie jedynie z poliglutaminianowych
pochodnych folianu (11). Tak wiec wydaje sie, ze specyficznos¢ enzymu
wobec poliglutaminianéw pochodnych folianowych moze mie¢ zwigzek ze
sktadem komorkowej puli foliandw.

1V-3. PteGlun jako inhibitory syntetazy tymidylanowej
i reduktazy dihydrofolianowej

Pierwsze sugestie co do obecnosci w komorkach 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-H.PteGlu5 a inhibitora reduktazy dihydrofolianowej jako

9 Postepy Biochemii
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10-formyloPteGlus (194, 195). W pracowni Friedkina zsyntetyzowa-
no szereg poliglutaminianow 5-formylo-H#teGlu oraz innych zwiagzkéw
folianowych i przebadano ich aktywnos$¢ jako inhibitoréw powyzszych
enzymoéw (Tabela ). Wyraznie hamowaty aktywno$¢ syntetazy tymidy-
lanowej zwigzki zawierajgce w czasteczce od 3- & reszt glutaminianowych.
Efekt inhibitora wyizolowanego z E. coli byt tego samego rzedu co efekt
pochodnych syntetycznych z 5 lub ¢ resztami glutaminianowymi. Inne po-
chodne folianu, posiadajgce jako podstawnik grupe formiminowg, meteny-
lowg lub tez grupe formylowa (usytuowang w pozycji 10), tylko w niewiel-
kim stopniu hamowaty aktywno$é syntetazy tymidylanowej. Jak widaé z
danych zebranych w tabeli s tylko pochodne folianowe z grupg formylo-
wa przylaczong do atomu azotu w pozycji 5 hamowaty aktywno$é tego
enzymu z E. coli, przy czym ich efektywno$¢ wzrastata z liczbg reszt glu-
taminianowych w czasteczce. Podobnie, analogiczny wzrost efektywnosci
inhibitorowej poliglutaminianéw PteGlu, HZPteGlu i H4#teGlu z wy-
dtuzaniem fancucha glutaminianowego zaobserwowano w stosunku do syn-
tetazy tymidylanowej z L. casei (196). Wystepujacy w komérkach E. coli
formylo-H.PteGlus z fatwoscig ulega deformylacji do H.PteGlus pod wpty-
wem transformylaz komérkowych (195). Tak wiec mozna wnioskowac, ze
obnizeniu wewnatrzkomérkowego stezenia inhibitora syntetazy tymidyla-
nowej moze towarzyszy¢ pojawienie sie dodatkowych ilosci pochodnej fo-

Tabela 6

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

Wzgledna
Enzym Pochodne S IIVISO) aktywno$¢
inhibitorowa
Syntetaza 5-formylo-H4PteGlu 200 1
tymidylanowa 5-formylo-H4PteGlu2 20 10
(z E. coli) 5-formylo-H4PteGlu3 3 67
5-formylo-H4PteGlu4 3 67
5-formylo-H4PteG lus 2 100
5-formylo-H4PteGlu6 1 200
Inhibitor oczyszczony z E. coli 13 154
10-formylo-H4PteGlu3 400 0,5
5-formimino-H4PteGlu3 70 29
5-10-metenylo-H4PteGlu6 20 10
Redukta- Mysie 10-formylo-PteGIUi 0,1 1
za di- komérki  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, ktéra posrednio moze stanowi¢ jeden z substratéw tego enzymu.
Wskazuje to zatem na mozliwos¢ udziatu formylo-H4PteGlu w regulacji
syntezy DNA (patrz Ryc. 2).

Efektywnos$¢ 10-formylo-PteGlus (zwigzku obecnego w ekstraktach
E. coli) oraz formylo-PteGlu jako inhibitoréw reduktaz dihydrofoliano-
wych badano przy uzyciu enzymoéw z E. coli i z mysich komdrek leuke-
micznych (Tabela ). W odrdznieniu od syntetazy tymidylanowej stopien
inhibicji reduktaz dihydrofolianowych tylko w niewielkim stopniu zale-
zat od liczby reszt glutaminianowych w czasteczce inhibitora folianowego.
Uderzajace byty natomiast réznice wrazliwosci reduktaz dihydrofoliano-
wych na dziatanie 10-formylo-PteGlug. Do uzyskania 50% zahamowania
aktywnosci enzymu z mysich komorek leukemicznych wystarczato juz za-
stosowac inhibitor w 4400-krotnie nizszym stezeniu niz w przypadku
z E. coli. Ta bardzo wysoka wrazliwo$¢ reduktazy komérek leukemicz-
nych na formylo-PteGlus sugeruje mozliwo$¢ stosowania tej pochodnej
folianowej w chemoterapii. Wykazano, ze 10-formylo-PteGlu tworzy sie
rébwniez w komorkach watrobowych inkubowanych z radioaktywnym fo-
lianem (201). Mozna sie zatem zastanawiaé, czy zwigzek ten nie moze
hamowa¢ reduktazy dihydrofolianowej z komoérek watrobowych.

V. Biatka wigzgce folian

V-1. Wystepowanie i charakterystyka

Biatka wigzace folian znaleziono w surowicy krwi (141, 202—211) i in-
nych ptynach ustrojowych zwierzat wyzszych (212—215), a takze w leu-
kocytach pacjentéw z objawami chronicznej biataczki szpikowej (198, 216,
217) iw komorkach wielu tkanek ssakdw (199, 218—220). lloSci biatek wia-
zacych folian w materiale biologicznym sg bardzo niewielkie. Préby usu-
niecia folianu z kompleksu z biatkami wystepujacymi w surowicy lub
mleku prowadzg czesto do otrzymania preparatéw biatkowych niezdolnych
do wigzania folianu (221). Ostatnio dopiero doniesiono o otrzymaniu aktyw-
nego preparatu biatek wigzgcych folian z surowicy krwi ludzkiej po od-
dysocjowaniu od nich folianu (209, 222). Zastosowana procedura moze
zatem pozwoli¢ na jednoczesne oznaczenie w badanym materiale catko-
witej ilosci biatek juz wysyconych folianem oraz biatek zdolnych do wig-
zania dodanego do mieszaniny folianu. W badaniach biatlek wysyconych
endogennym folianem stosuje sie najczesciej rozdziat chromatograficzny
biatek na kolumnach z DEAE-celulozy, a nastepnie oznacza ilos¢ folianu
zwigzanego z biatkami w poszczegdlnych frakcjach uzyskanych z kolum-
ny. W surowicy krwi réznych zwierzat aktywno$¢ folianowg odnajdywa-
no w pofaczeniu z trzema frakcjami biatkowymi, a mianowicie a.-makro-

9*
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globuling, transferyng i albuming, przy czym ilo$¢ folianu zwigzanego z
azmakroglobuling stanowita do 45°/0 catkowitej ilosci zwigzanego folianu
(202, 203, 223, 224, 225). llosci .biatek wigzacych folian ulegajg znacznym
wahaniom w zaleznosci od stanu fizjologicznego dawcy. Szczegdlnie wy-
razne odchylenia w stosunku do stanu prawidtowego, obserwuje sie ba-
'dajac probki krwi kobiet w cigzy (205, 226) oraz krwi 0s6b z réznymi
schorzeniami (141, 227, 229).

Wiecej danych, niz o biatkach wysyconych endogennym folianem jest
na temat biatek, ktére wigzg dodany do préby znakowany folian (141).
Biatka tego typu wyizolowano z surowicy krwi ludzkiej (207), z mleka
szeregu gatunkéw ssakow (212, 214, 215, 221) oraz komdrek leukemicz-
nych (198) czy tez nerek wieprza (220). Cechuje je szereg zblizonych wias-
ciwosci, a zwlaszcza bardzo szybkie i trwate wigzanie radioaktywnego fo-
lianu oraz preferencja w stosunku do niezredukowanych mono- i poliglu-
taminianéw folianu. Kwas pterojowy oraz 5-formylo-H4teGlu hamowa-
ty wigzanie folianu z biatkami, natomiast kwas pterydyno-s-karboksylo-
wy i glutaminowy nie miaty zadnego wptywu na ten proces. W badaniacn
wspdétzawodnictwa réznych pochodnych folianu o wigzanie z biatkami
wigzacymi folian okazato sie, ze sposréd wielu pochodnych folianowych
folian wykazuje najwyzsze powinowactwo do tych biatek. Mozna wiec
przypuszczaé¢, ze w interakcji pochodnych folianu z biatkami wiazacymi
folian uczestniczy niezredukowany rdzen pterydynowy jak réwniez kwas
p-aminobenzoesowy.

Biatka zdolne do wigzania folianu tracg te witasciwos¢ po zagotowa-
niu, a takze w wyniku przechowywania w temp. —70°C, traktowania tryp-
syna, mocznikiem (s M) lub chlorowodorkiem guanidyny. Samo wigzanie
biatek z folianem jest jednak stosunkowo trwate, a dysocjacja komplek-
su .biatka z folianem nastepuje dopiero przy warto$ciach pH ponizej 3 oraz
po zadziataniu detergentdw (z221).

W badanym dotychczas materiale biatko wigzace folian wystepuje
w dwu frakcjach biatkowych o ciezarze czasteczkowym 30—50 000 i po-
wyzej 200 000 (140). Stosunki ilosciowe tych frakcji moga sie bardzo zna-
cznie rozni¢. Frakcja o ciezarze czasteczkowym powyzej 200 000 sedy-
mentujgca w wyniku wirowania przy 2.0 ooo g i zawsze znajdowana w
mleku oraz btonach limfocytéw, zanika po dodaniu do niej s M mocznika,
a wiec przypuszcza sie, ze by¢ moze frakcja ta przedstawia sobg kompleks
z btonami komorkowymi frakcji o ciezarze czasteczkowym 30 000 (140).
Frakcja 30—50 000 daltonéw eluuje sie podobnie jak (5-globulina oraz
migruje podobnie jak transferyna podczas elektroforezy w zelu poliakry-
loamidowym (207), a wiec pod tym wzgledem zachowuje sie jak niektore
frakcje biatkowe powigzane z endogennym folianem.

Oczyszczanie biatek wigzacych folian prowadzi sie najczesciej z za-
stosowaniem metody chromatografii powinowactwa, uzywajac nosnika
(Agarose lub Sepharose) z folianem (213, 215), lub z ametopteryng (230)
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jako ligandami. W dalszych etapach oczyszczania i badania wiasciwosci
tych biatek stosuje sie takze ultrawirowanie w gradiencie sacharozy, chro-
matografie na DEAE-celulozie oraz izoelektroogniskowanie. Otrzymane
z mleka ludzkiego preparaty tych bialek, oczyszczone kilka tysiecy razy
w stosunku do preparatu wyjsciowego, stanowig mieszanine dwdch lub
kilku sktadnikéw glikoproteidowych, o ciezarze czasteczkowym rzedu
30 000 (231). Biatko wigzace folian z mleka koziego jest natomiast po
oczyszczeniu jednorodnym immunologicznie glikoproteidem (215).

Biatko wysycone endogennym folianem i oczyszczone z surowicy Krwi
noworodka ludzkiego (209) wykazuje szereg podobnych wiasciwosci do
biatek omawianych poprzednio. Jednakze w odrdznieniu od nich wigze
ono efektywniej 5-metylotetrahydrofolian niz folian. Fakt ten, jak row-
niez kilkukrotnie wieksze ilosci tego biatka w krwi ptodu niz matki po-
zwalajg przypuszczaé, ze ptodowe biatko wigzace folian odgrywa znaczng
role w wychwytywaniu pochodnych folianowych z krazenia matki.

V-2. Przypuszczalna rola regulacyjna biatek wigzacych folian

Wystepowanie biatek wigzacych folian w komérkach oraz w ptynach
ustrojowych, jak réwniez zmienno$¢ poziomu tych biatek w zaleznosci od
stanu fizjologicznego zwierzecia pozwalajg na wysuwanie przypuszczen
co do ich roli fizjologicznej. Obecnie uwaza sie, ze biatka wiazace folian
wystepuja w komdrkach w powigzaniu z btonami (140). Chociaz nie wyka-
zano dotychczas bezposrednio, ze biatka te mogg stanowi¢ nosnik w trans-
porcie pochodnych folianowych do komdrek, to przypuszcza sie, ze ich
ilos¢ w komdrkach moze regulowaé intensywnos¢ pobierania pochodnych
folianowych. A mianowicie, zwiekszony poziom wewnatrzkomdrkowych
biatek wigzacych folian ttumaczy wedtug Waxmana i Schreiber,
intensywniejsze pobieranie folianu przez komérki HelLa, w ktérych wywo-
fano eksperymentalnie stan niedoboru folianu, niz komoérki HelLa z ho-
dowli kontrolnych (126).

Komérkowy poziom biatek wigzacych folian nie tylko wydaje sie wpty-
waé na ilos¢ pochodnych folianu pobieranych przez komorki i ich we-
wnatrzkomérkowe nagromadzenie (poréwnaj rozdziat I1-1), lecz takze na
intensywnos$¢ przemian réznych pochodnych folianowych. Niezredukowa-
ne pochodne folianowe powigzane z tymi biatkami nie stanowig bowiem
substratow ani reduktazy dihydrofolianowej (198, 140) ani tez glutamy-
lo-y-karboksypeptydazy, (--:) a wiec (dzieki zwigzaniu z tymi biatkami),
zostajg jakgdyby wytgczone z przemian ogo6lnokomoérkowej puli pochod-
nych folianowych. Chociaz doniesiono o obecnosci w mleku czynnika obni-
zajacego efektywnos$¢ wigzania folianu z niektorymi komdrkowymi biat-
kami wigzacymi ten zwigzek (-:.) to dane na temat mechanizméw powo-
dujgcych rozbicie tego kompleksu sg nadal nieliczne. Mozna jednak spe-
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kulowa¢, ze zaktdcenia w uwalnianiu folianu z tego kompleksu mogtyby
prowadzi¢ do pojawiania sie objawow pozornego niedoboru folianu (pomi-
mo prawidtowego ich poziomu w komoérkach i w surowicy), a w nastepst-
wie wyraznych konsekwencji metabolicznych. Tak np. w komorkach ieu-
kemicznych CML (pobranych od pacjentéw z chroniczng biataczka szpi-
kowa), charakteryzujacych sie podwyzszonym, w stosunku do prawidto-
wych komorek szpiku kostnego, poziomem biatek wiazacych folian, stwier-
dzono znaczne uposledzenie metylacji dUMP do tymidyny (232). Co wie-
cej, w tych komorkach leukemicznych folian i dihydrofolian dodane do
mieszaniny inkubacyjnej, stabiej niz w komorkach prawidtowych sty-
mulowaty przebieg syntezy tymidyny, prawdopodobnie na skutek wychwy-
tywania ich przez biatka wigzace folian.

Komaédrkowe biatka wiazace folian wykazujg ponadto pewne powino-
wactwo do ametopteryny, chociaz stabsze niz w stosunku do folianu (z21).
Mozna wiec przypuszczaé, ze ta cze$¢ ametopteryny, ktora zostata pobra-
na przez komdarki i ulegta zwiazaniu z biatkiem wigzacym folian, nie moze
juz hamowac aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej. A wiec przy
zwigzaniu przez biatka ametopteryny nastepowatby efekt odwrotny niz
przy zwigzaniu dihydrofolianu, a mianowicie odblokowanie drogi prowa-
dzacej do zwiekszenia wewnatrzkomaérkowej puli tetrahydrofolianu. Zda-
niem Waxmana (224) formowanie kompleksu ametopteryny z biat-
kiem wigzacym folian moze stanowic¢ jeden z mechanizmoéw opornosci ko-
morek na analogi folianu.

Artykut nadszedt 28.2.1976.
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WALDEMAR LUTZ*

Przemiana glutationu i transport aminokwasow.
Cykl Y-glutamylowy

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

Glutation jest trojpeptydem (L-y-glutamylo-L-cysteinyloglicyna) wy-
stepujacym w komorkach wszystkich badanych organizméw, a stezenie te-
go zwigzku osigga nieraz bardzo wysokie wartosci rzedu 5—IOmMola (1).
W czasteczce glutationu wystepuja dwa szczeg6lnie wazne funkcjonalnie
ugrupowania chemiczne, a mianowicie grupa wodorosiarczkowa i wigza-
nie y-glutamylowe. Dotychczasowe badania nad glutationem dotyczyty
gtéwnie udziatu jego grupy —SH w utrzymaniu wilasciwej struktury
i funkcji ré6znych enzymow, a takze jego uczestnictwa w procesach detok-
sykacji, eliminacji nadtlenkdw i wolnych rodnikéw (2). Badano réwniez
wiasciwosci katalityczne glutationu w dwusiarczkowych reakcjach wy-
miany oraz jego role jako koenzymu, np. w reakcji katalizowanej przez
glioksalaze (3).

W laboratorium Meistera (4 zwrocono uwage na role glutationu
jako dawcy reszty :-glutamylowej zuzywanej w procesie syntezy Y-glu-
tamylopeptydéw. Ponadto wykazano, ze 5-oksoprolina (synonimy: kwas
pirolidonokarboksylowy, kwas piroglutaminowy) jest jednym z gtéwnych
metabolitbw glutationu. W toku prac nad enzymami biorgcymi udziat
w przemianie glutationu uwage skupiono poczatkowo na dwoéch enzy-
mach: Y -glutamylotranspeptydazie (E.C. 2.3.2.2) (5) i - -glutamylocyklotran-
sferazie (). Enzymy te wprawdzie znane sg od wielu lat, ale nie przy-
pisywano im dotychczas okre$lonej funkcji metabolicznej. Zbadano takze
dwa inne enzymy, niezbedne w syntezie glutationu, a mianowicie synte-
taze Y-glutamylocysteiny (E.C. ¢.3.2.2.) (7) oraz syntetaze glutationu (E.C.
6.3.2.3) (s). Badania z roku 1971 doprowadzity do wykrycia nowego enzy-
mu 5-oksoprolinazy, ktéra katalizuje przemiane 5-oksoproliny w gluta-

* Dr, Zaktad Analityki Lekarskiej, Instytut Medycyny Wewnetrznej, Wojskowa
Akademia Medyczna, ul. Zeromskiego 113, 90-549 +4dz.
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minian (9). Okazato sie, ze wymienione enzymy katalizujg cykl przemian
chemicznych, w ktory wigczone sg prawie wszystkie aminokwasy wcho-
dzagce w skiad czasteczek biatkowych. Cykl ten otrzymal nazwe cyklu
y-glutamylowego (4).

Zdaniem Meistera (4) cykl y-glutamylowy jest jednym z ukladow
przenoszacych aminokwasy przez btony komoérkowe. Zasadnicza rola glu-
tationu w procesie przenoszenia aminokwaséw polega na dostarczaniu
grup y-glutamylowych, stuzacych jako nosniki.

I. Enzymy przemiany glutationu

Wszystkie komorki zawierajg enzymy konieczne dla degradacji a tak-
ze dla jego syntezy ze sktadowych aminokwasow (10). Inkubacja gluta-
tionu z homogenatem nerki prowadzi do powstania 5-oksoproliny i cyste-
inyloglicyny. Degradacje glutationu katalizujg w potgczonym dziataniu
y-glutamylotranspeptydaza i y-glutamylocyklotransferaza (..). y-glutamy-
lotranspeptydaza katalizuje reakcje miedzy glutationem i aminokwasem,
w Kktorej odszczepiona zostaje cysteinyloglicyna, a reszta y-glutamylowa
glutationu tworzy odpowiedni y-glutamyloaminokwas:

COOH COOH
CHNHj CHNHi
<CHs)i R (CH2)

CONHCHCONHCH2COOH + H2NCHCOOH " glUtamylOtranSPeP™ CONHCHCOOH + HNCHCONHCH2COOH

CH2SH R ch2h

7-glutamylocysteinyloglicyna aminokwas Y-glutamyloan»nokwas cysteinyloglicyna

Wszystkie aminokwasy wystepujace w biatkach, z wyjatkiem proliny,
moga by¢ substratami tej reakcji (:2).

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

(20):

H2NCHCONHCH2coOH hydr0laza cysteinyloglicyny>H 2N CH COOH + H2NCH2COOH

CH2SH ch 2sh

cysteinyloglicyna cysteina glicyna

y-glutamylocyklotransferaza katalizuje przeksztatcenie y-glutamylo-
aminokwasu w 5-oksoproline i wolny aminokwas (13):
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COOH

CHNH2 .
(g-& CH,---CH,
= 12 2
CONHCHCOOH OC\A\’ﬁHCOOH + Hé\leHCOOH
g- glutamyloaminokwas 5 - oksoprolina aminokwas

Nalezy zauwazy¢, ze 7-glutamylotranspeptydaza moze katalizowac re-
akcje transpeptydacji z wykorzystaniem innych niz glutation substratow,
np. y-glutamylopeptydéw, naftyloamidéw i anilidéw (14, 15). Y-glutamy-
lotranspeptydaza jest enzymem zwigzanym z btong komdrkowg. Badania
histochemiczne wykazaty, ze Y-glutamylotranspeptydaza wystepuje w rab-
ku szczoteczkowym kanalikéw proksymalnych nerki (16, 17), ktorg to
czes$¢ nefronu uwaza sie za gtéwne miejsce reabsorpcji aminokwaséw (18).
Enzym ten wystepuje réwniez w ragbku szczoteczkowym S$luzowki jelita
(15). W homogenacie nerki Y-glutamylotranspeptydaza wystepuje we frak-
cji nierozpuszczalnej i aby przeprowadzi¢ enzym w posta¢ rozpuszczalng
trzeba zastosowac ekstrakcje roztworem z dodatkiem dezoksycholanu (19).
Badania izolowanej frakcji komorek rabka szczoteczkowego kanalikéw
nerkowych szczura wskazujg, ze Y-glutamylotranspeptydaza stanowi oko-
to 1,5% wszystkich biatek obecnych w btonie (20). Enzym ten jest gliko-
proteidem i zawiera 35% weglowodanow (19).

Y-glutamylocyklotransferaza w odréznieniu od y-glutamylotranspep-
tydazy jest enzymem rozpuszczalnym, tatwo uwalniajgcym sie z komorek
i nie zawiera weglowodandéw (10). Enzym otrzymano juz w wysocCe 0CzySz-
czonej postaci z wielu tkanek (6, 21).

Zarowno Y-glutamylotranspeptydaza jak i Y-glutamylocyklotransferaza
wystepuja powszechnie w tkankach ssakéw, ale najwiekszg ich aktywnos¢
stwierdza sie w nerkach (13).

Wystepowanie w nerce glutationu w wysokich stezeniach (4—5mmoli)
mimo, ze zawiera ona enzymy rozkiadajace go, sugerowato obecnos$¢ enzy-
mow syntetyzujacych glutation. Opracowany w laboratorium Meistera
spos6b oznaczania aktywnosci syntetazy Y-glutamylocysteiny w obecnosci
Y-glutamylotranspeptydazy oraz Y-glutamylocyklotransferazy pozwolit
wykazaé, ze enzym ten wystepuje powszechnie w tkankach ssakéw (7).
W nastepnym etapie badan izolowano z nerki szczura wysoce oczyszczo-
ny preparat syntetazy Y-glutamylocysteiny (22). Najwyzszg aktywnos¢
syntetazy Y-glutamylocysteiny stwierdzono w nerkach gdzie enzym ten
stanowi 2—3% wszystkich rozpuszczalnych .biatek nerki szczura (10).
Obliczono, ze szybko$¢ syntezy i degradacji glutationu w nerce szczura
jest tego samego rzedu i wynosi okoto 1 grama na dobe (10).

Y-glutamyloaminokwasy ulegajg przeksztatceniu w 5-oksoproline oraz
wolne aminokwasy w reakcji katalizowanej przez Y-glutamylocyklotran-
sferaze (23). Y-glutamylowe pochodne glutaminy, metioniny, glicyny, ala-

10 Postepy Biochemii
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niny i cysteiny sg bardzo dobrymi substratami tego enzymu (s). Inne na-
tomiast y-glutamylowe pochodne aminokwasow np. y-glutamylowalina sg
gorszymi substratami i ulegajg przeksztatceniu, przez dziatanie -y-gluta-
mylotranspeptydazy, w pochodng Y-glutamylo-y-glutamyloaminokwasowg

(10). Powstate dwu-y-glutamylowe pochodne aminokwaséw sg dobrymi

substratami y-glutamylocyklotransferazy (schemat 1) ().

COOH
CHNH-
2
(m 1 32
CONHCHCOOH h2nch(ch2)2conhch H,NCHCOOH
ch(ch3)2 W
CONHCHCOOH
ch(ch3)2
¢T- glutamylowalino ¢T- glutamylo -1f- glutamylowalino

%
12

ocC

COOH

CHNH2

@22

CONHCHCOOH

5 - oksoprolir

ch@hd2

f - glutamylowalina

y-glutamylotranspeptydaza katalizuje reakcje miedzy Y-glutamyloami-
nokwasem i wolnymi aminokwasami a wiec Y-glutamylowalina oraz inne
pochodne Y-glutamylowe, bedace gorszymi substratami Y-glutamylocyklo-
transferazy, sa rozszczepiane na nastepujacej drodze:

COOH COOH COOH
|

CHNH; CHNH? CHNH2

| 2

(<~2 + ch2)2 (eH2)2 ?H(CH3 B

CONHCHCOOH conh2 CONHCH(CH2)2CONH2 H.NCHCOOH
chEh3)2 COOH

f - glutamylowalinoi glutamina ¢T - glutamyloglutamina walin

COOH

ocC ACHCOOH CHNH2
ANH
(ch2)2
CONHO
5 - oksoprolina glutamina
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Niektore y-glutamyloaminokwasy ulegajg hydrolizie do glutaminianu
i aminokwasu. Dotychczasowe jednak badania wskazujg na bardzo po-
wolny przebieg tej reakcji i mozna przypuszczaé, ze nie ma ona wieksze-
go znaczenia w metabolizmie (i0).

5-oksoprolina, produkt reakcji katalizowanej przez y-glutamylocyklo-
transferaze nie gromadzi sie w nerkach ani tez nie jest wydalana w wigk-
szych ilosciach do moczu (23). W zwigzku z tym nalezato sadzi¢, ze
5-oksoprolina ulega dalszej przemianie. Metabolizm 5-oksoproliny badano
wiele lat temu ale w pisSmiennictwie brak byto informacji o miejscu roz-
ktadu tego zwigzku. Podawanie znakowanej KC 5-oksoproliny myszom lub
szczurom powodowato pojawienie sig znacznych ilosci 1.C0. w wydycha-
nym powietrzu. Swiadczyto to o tym, Ze zwiagzek ten ulega cze$ciowemu
spalaniu ale nie wskazywato miejsca jego ewentualnej degradacji (s, o,
24). Badania skrawkoéw tkankowych (watroby, $ledziony i nerki) wyka-
zaty, szybkie utlenianie 5- oksoproliny, przy czym najwiekszg aktywnos-
cig metaboliczng odznaczata sie tkanka nerkowa. Z nerek tez izolowano
enzym Kkatalizujagcy przeksztatcenie 5-oksoproliny w glutaminian, z roz-
szczepieniem ATP i uwolnieniem ADP oraz fosforanu nieorganicznego.

Wykrycie reakcji katalizowanej przez 5-oksoprolinaze potgczyto ostat-
ni etap degradacji glutationu, katalizowany przez y-glutamylocyklotran-
sferaze, z pierwszym etapem jego biosyntezy, ktéry katalizuje syntetaza
y-glutamylocysteiny (Ryc. 1).

Il. Cykl y-glutamylowy

Szes¢ omdwionych poprzednio enzymow bierze udziat w zamknigtym
ciagu reakcji nazwanym przez Meistera cyklem y-glutamylowym (4). Ko-
lejne etapy tego cyklu przedstawiono na rycinie :.

Zwigzana z btong komorkowa y-glutamylotranspeptydaza reaguje z a-
minokwasem znajdujacym sie poza komorka oraz glutationem obecnym
w komérce. W wyniku reakcji katalizowanej przez ten enzym ugrupowa-
nie y-glutamylowe z glutationu zostaje przeniesione na aminokwas i utwo-
rzony y-glutamyloaminokwas zostaje wprowadzony do wnetrza komorki
(etap 1). Powstaly w tej reakcji dwupeptyd cysteinyloglicyna w wyniku
dziatania odpowiedniej peptydazy ulega rozkladowi do cysteiny i glicyny
(etap 2). Pod wptywem y-glutamylocyklotransferazy z pofaczenia y-glu-
tamyloaminokwas uwalnia sie aminokwas a reszta y-glutamylowa prze-
ksztatca sie w 5-oksoproline (etap 3). 5-oksoprolina ulega przeksztatceniu
w glutaminian w obecnosci 5-oksoprolinazy (etap 4). Glutaminian oraz
cysteina i glicyna (powstate z hydrolizy cysteinyloglicyny) moga zostaé
wykorzystane do resyntezy czasteczki glutationu w dw’6ch kolejnych re-
akcjach katalizowanych przez syntetaze y-glutamylocysteiny (etap 5) oraz
przez syntetaze glutationu (etap s).

10*
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NH, aminokwas

'2

Blono
komérkowo

7

1) H, SH
RclHCOOH CH..SH (l:o NHCHCO NHCHLCOOH
2
s el xer» HZN({HCO-—NHCHZCOOH (CH2J2 iT- glutamylocysteinyloglicyna
i (CH).— |
! (T 2)2 &0 : cysteinyloglicyna CHNHZ ADP+ P
e COOH \
K beomel | \
| Notnik | e (,:HNHZ | (2) l G [_SYNTETAZA GLUTATIONU
| COOH ! =
i [PepTyDAZA | e
| igjg_l—u;c-:v:ylioﬁ aminokwas HZNCHZCOOH ]
glicyno [CH,), cH,sH
[¥= GLUTAMYLOCYKLOTRANSFERAZA Erod :
it d e ln td d —al c CHNH, ¢T- glutamylocysteina
R HZSH i 2
(3 RCHCOOH 5 COOH
U H,NCHCOOH 3
2 cysteing L WP
aminokwas
CHZ_CH { SYNTETAZA f- GLUTAMYLOCYSTEINY ]
|
O/C\N/CH\COOH vn__u;” (I:OOH ATP
) [ 5 - oksorroLINAZA |/'CH >
s CHNH

2

5 - oksoprolina R
COOH kwas glutaminowy

Ryc. 1. Cykl y-glutamylowy (10).
my-glutamylotranspeptydaza katalizuje przeniesienie ugrupowania y-glutamylowego z glutationu
na aminokwas tworzac y-glutamyloaminokwas (1). Powstajacy w tej reakcji dwupeptyd cystei-
nyloglicyna w wyniku dziatania odpowiedniej peptydazy ulega rozktadowi do cysteiny i glicyny
(2). y-glutamycyklotransferaza uwalnia aminokwas z pofaczenia y-glutamyloaminokwas, a reszta
y-glutamylowa przeksztatca sie¢ w 5-oksoproling (3). 5-oksoprolina ulega przemianie w kwas
glutaminowy w obecnosci 5-oksoprolinazy (4). Kwas glutaminowy oraz cysteina i glicyna (po-
wstate po hydrolizie cysteinyloglicyny) sa wykorzystywane do resyntezy glutationu w dwdch
kolejnych reakcjach katalizowanych przez syntetaze y-glutamylocysteiny (5) oraz syntetaze
glutationu (6).

Jednemu obrotowi cyklu towarzyszy wigczenie i uwolnienie jednej
czasteczki aminokwasu w niezmienionej postaci. Ponadto kazdemu uwol-
nieniu czasteczki aminokwasu towarzyszy powstanie i zuzycie jednej cza-
steczki 5-oksoproliny. Na kazdy obrét cyklu zuzywane sg trzy czasteczki
ATP (etapy 4, 51 ). W ten sposéb transport 0,5mola aminokwaséw (ilos¢
jaka jest reabsorbowana przecietnie w ciggu doby przez nerki cztowieka)
(18), wymaga zuzycia I,5mola ATP. Te ilos¢ wydatku energetycznego moz-
na poréwnaé ze zuzyciem 2 moli ATP dla syntezy 0,5mola mocznika (ilosci
tworzonej przez cztowieka w ciagu doby) (23). Znaczne wymagania ener-
getyczne transportu aminokwasow poprzez cykl y-glutamylowy odpowia-
daja wysokiej wydajnosci reabsorpcji aminokwaséw w kanalikach ner-
kowych.

Etapem cyklu y-glutamylowego biorgcym bezposredni udziat w prze-
niesieniu aminokwasu ze $rodowiska poza komoérkowego do wnetrza ko-
morki jest etap katalizowany przez y-glutamylotranspeptydaze. Mei-
ster (10) zaproponowat nastepujacy hipotetyczny schemat translokacji
aminokwasu przez btone komoérkowg (Ryc. 2). Zgodnie z tym schematem
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Ryc. 2. Translokacja aminokwasu przez btone komérkowg z udziatem y-glutamylo-
transpeptydazy (10).
Aminokwas wigze sie niekowalencyjnie z btong komdrkowa w poblizu miejsca gdzie znajduje
sie Y-glutamylotranspeptydaza (A). Ugrupowanie X zwigzanej z btong y-glutamylotranspeptydazy
wchodzi w reakcje z resztag y-glutamylowa glutationu co prowadzi do powstawania 7-glutamylo-
enzymu i uwolnienia cysteinyloglicyny (B). Atak nukleofilowy atomu azotu na y-atom wegla
Y-glutamylo-enzymu prowadzi do powstania potaczenia y-glutamyloaminokwas i uwolnienia
enzymu (c). Powstanie potaczenia y-glutamyloaminokwasowego powoduje od#aczenie amino-
kwasu od miejsca wigzacego na zewnetrznej cze$ci btony i przeniesienie go do wnetrza komorki.

aminokwas wigze sie niekowalencyjnie z btong komdrkowag w poblizu
miejsca gdzie znajduje sie Y-glutamylotranspeptydaza (Ryc. 2A). Ugru-
powanie X zwigzanej z btong y-glutamylotranspeptydazy, wchodzi w re-
akcje z resztg y-glutamylowa glutationu co prowadzi do powstania y-glu-
tamyloenzymu i uwolnienia cysteinyloglicyny (Ryc. 2B). Atak nukleofilo-
wy atomu azotu na y-atom wegla y-glutamyloenzymu prowadzi do powsta-
nia potgczenia y-glutamyloaminokwas i uwolnienia enzymu (Ryc. 2C).
Powstanie potgczenia y-glutamyloaminokwasowego (nos$nik-aminokwas)
powoduje odigczenie aminokwasu od miejsca wigzacego na zewnetrznej
czesci btony i przeniesienie go wnetrza komorki. Przeniesienie aminokwa-
su moze przypuszczalnie odbywac sie albo przez otwo6r w bionie, albo tez
jako wynik zmian konformacyjnych w elementach strukturalnych btony.
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Kompleks nosnik-aminokwas, teraz juz wewnatrz komarki, staje sie sub-
stratem y-glutamylocyklotransferazy uwalniajacej aminokwas od nosni-
ka. Powstajgca w tej reakcji 5-oksoprolina ulega dalszym przemianom, jak
przedstawiono na rycinie 1.

Zebrano juz dos$¢ duzo dowodbéw na to, ze enzymy cyklu y-glutamy-
lowego wystepujag powszechnie w komérkach zwierzecych a co za tym
idzie, ze w komorkach tych moze funkcjonowac cykl y-glutamylowy (io,
23, 25, 26).

Stwierdzenie wysokiej aktywnosci enzyméw cyklu y-glutamylowego
w splocie naczyniowym mozgu (27) potwierdza koncepcje, ze cykl Y-glu-
tamylowy jest réwniez zaangazowany w procesie transportu aminokwa-
séw przez bariere krew — ptyn mozgowo-rdzeniowy. Splot naczyniowy
moézgu bierze udziat w zjawisku transportu przez bariere krew — piyn
mdézgowo-rdzeniowy i istnieje pewna analogia miedzy mechanizmem two-
rzenia moczu przez nefrony i wydzielaniem ptynu mézgowo-rdzeniowego
przez splot naczyniowy (23). Aktywnos$¢ enzyméw cyklu y-glutamylowe-
go jest duzo wyzsza w splocie naczyniowym niz w innych czesciach méz-
gu, a badania histochemiczne wykazaty, ze y-glutamylotranspeptydaza
wystepuje w szczytowej czeSci komorek nabtonkowych splotu (23).

Obecnos$¢ y-glutamyloaminokwaséw w mozgu (28, 29), podobnie jak
w moczu (30), potwierdza sugestie odnosnie udziatu cyklu y-glutamylowe-
go w transporcie aminokwaséw w mozgu i nerce.

Inne komorki mézgu, poza komdrkami splotu naczyniowego, np. nie-
ktore neurony réwniez wykazujg wysokag aktywnos$é¢ enzymow cyklu y-
-glutamylowego (23). .Przypuszcza sie, ze cykl moze odgrywaé wazng role
w transporcie aminokwasow wystepujacym w procesie przewodnictwa
synaptycznego (23).

Wysoka aktywno$¢ enzymow cyklu y-glutamylowego wykazano takze
w ciatkach rzeskowych oka, a ponadto stwierdzono obecno$¢ wszystkich
enzymow tego cyklu, z wyjatkiem 5-oksoprolinazy, w soczewce oka (31).
Badania histochemiczne potwierdzity obecnos¢ y-glutamylotranspeptyda-
zy w czesci podstawowej komadrek nabtonkowych ciatka rzeskowego (31).
Te dane wskazujg, ze cykl y-glutamylowy bierze réwniez czynny udziat
w transporcie aminokwasOw przez bariere krew — ciecz wodnista komory
oka.

CzeSciowe potwierdzenie funkcjonowania cyklu y-glutamylowego in
vivo uzyskano w doswiadczeniach na zwierzetach, ktérym podawano kwas
2-imidazolidono-4-karboksylowy.

HN --emmeeee CH-

O(! /CLCOO H
"aNH

Zwigzek ten jest analogiem strukturalnym 5-oksoproliny i ma wias-
ciwosci kompetytywnego hamowania aktywnosci 5-oksoprolinazy (32).
Wstrzykniecie myszom kwasu 2-imidazolidono-4-karboksylowego zmniej-
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szato zuzycie podanej réwnolegle 5-oksoproliny i prowadzito do nagroma-
dzenia 5-oksoproliny w wielu tkankach (mdzgu, watrobie, nerkach, oczach),
duze ilosci byty jednak wydalane do moczu (11). Zahamowanie aktywnosci
5-oksoprolinazy przez kwas 2-imidazolidono-4-karboksylowy nie przerywa
dziatania cyklu Y-glutamylowego, ale zwalnia tylko jego dziatanie. W ko-
morce wystepuja bowiem inne drogi przemian w ktérych moze by¢ two-
rzony glutaminian, np. redukcyjna aminacja a-katoglutaranu lub hydroli-
za glutaminy.

I11. Schorzenia spowodowane defektem enzymatycznym
w cyklu y-glutamylowym

Badania nad wrodzonymi i nabytymi defektami enzymatycznymi, kto-
re mogg wystepowac na okre$lonym etapie cyklu y-glutamylowego, dostar-
czyty danych przemawiajgcych za wystepowaniem tego cyklu w komor-
kach organizmu ludzkiego.

Jednym ze stwierdzonych objaw6w chorobowych spowodowanych de-
fektem enzymatycznym w cyklu y-glutamylowym jest 5-oksoprolinuria.
W opisanych przypadkach chorych z tym defektem wykazano wydalanie
do moczu znacznych ilosci 5-oksoproliny. Jeden z badanych chorych wy-
dalat w moczu dobowym 25—35 gramoéw tego zwiazku (33), podczas gdy
wydalanie dobowe 5-oksoproliny u ludzi zdrowych nie przekracza kilku
miligraméw na dobe (34, 35). Podanie dozylne choremu roztworu zawie-
rajacego mieszanine réznych aminokwaséw, powodowato nasilenie wyda-
lania 5-oksoproliny (23). Podanie ludziom zdrowym znakowanej MC 5-ok-
soproliny prowadzi do wydalania znacznej ilosci dwutlenku wegla radio-
aktywnego w wydychanym powietrzu, natomiast u chorych z 5-oksoproli-
nurig wykrywano w wydychanym powietrzu tylko niewielkie jego ilosci.
Tak niska przemiana znakowanej 5-oksoproliny byta przypuszczalnie spo-
wodowana rozcienczeniem tego preparatu przez wysokie stezenie 5-okso-
proliny w osoczu krwi tego chorego (24).

U innej chorej wydalanie 5-oksoproliny do moczu przekraczato s gra-
moéw na dobe a stezenie tego zwigzku w osoczu krwi wynosito .—5mmola/
/litr. Podajagc mate dawki MC 5-oksoproliny wykazano, ze 25°/0 tego zwigz-
ku jest wydalane do moczu, a reszta ulega przemianie (36). Trzeci opisa-
ny przypadek 5-oksoprolinurii dotyczyt siostry opisanej poprzednio cho-
rej (36). Obie siostry mialy wyraznie obnizone stezenie glutationu w ery-
trocytach. Ponadto erytrocyty wykazywaty zwiekszong podatno$é na hemo-
lize. Badanie erytrocytéw oraz fibroblastow skdry tych chorych, pozwoli-
fo stwierdzi¢, ze defekt metaboliczny w cyklu y-glutamylowym wystepo-
wat na etapie reakcji katalizowanej przez syntetaze glutationu (36). Ak-
tywno$¢ tego enzymu w fibroblastach skory chorych stanowita mniej niz
5°/o tej aktywnosci, jakg oznaczono w fibroblastach skory ludzi zdrowych.
Aktywnos$¢ syntetazy glutationu w erytrocytach ojca badanych chorych
byta wyraznie obnizona, w erytrocytach matki za$ niewiele réznita sie
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od wartosci prawidtowych. Pozwala to przypuszczaé, ze obserwowany de-
fekt enzymatyczny mial charakter wrodzony, dziedziczony po jednym
z rodzicow.

Badania aktywnos$ci syntetazy glutationu w mieszaninie ekstraktow
komorkowych pochodzacych od chorych z 5-oksoprotinurig oraz zdrowych
wykazaty, ze ekstrakty z komorek chorych nie hamujg aktywnos$ci tego
enzymu (36). Wskazuje to, ze 5-oksoprolinuria jest wynikiem niedoboru
syntetazy glutationu a nie zahamowania jej aktywnosci.

Doniesiono réwniez o kilku innych chorych, u ktérych wystapit nie-
dobdr syntetazy glutationu z towarzyszacg temu chorobg hemolityczng
(37, 38, 39). W opisanych przypadkach nie podano jednak, czy u chorych
tych wystapita 5-oksoprolinuria. w zwiagzku z tym nie mozna wykluczy¢
jednej z alternatyw, ze albo chorzy ci wykazywali niedob6r syntetazy
glutationu ograniczony tylko do erytrocytéw albo, ze u chorych tych nie
rozpoznano 5-oksoprolinurii.

Wysoki odsetek chorych z wrodzong za¢mg oczu wykazuje takze ami-
noacidurie i w zwiazku z tym zaburzenia w transporcie aminokwasow przez
kanaliki nerkowe i nabtonek rzeskowy moga by¢ spowodowane takim
samym defektem w cyklu y-glutamylowym (31).

Meister (10) uwaza, ze niedobor syntetazy glutationu moze prowa-
dzi¢ do wystapienia 5-oksoprolinurii, bo wtedy nadmierna ilo$¢ y-gluta-
mylocysteiny przeksztatca sie w 5-oksoproline (reakcja katalizowana przez
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Ryc. 3. Modyfikacja cyklu y-glutamylowego spowodowane nieobecnoscig syntetazy

glutationu (23).
Y-glutamylotranspeptydaza katalizuje przenisienie ugrupowania y-glutamylowego z Y-glutamy-
locysteiny na aminokwas tworzac y-glutamyloaminokwas (1). Y-glutamylocyklotransferaza uwal-
nia aminokwas z potaczenia Y-glutamyloaminokwasowego, a reszta y-glutamylowa przeksztatca
sie w 5-oksoproling (2). 5-oksoprolina ulega przemianie w kwas glutaminowy w obecnosci 5-okso-
prolinazy (3). Kwas glutaminowy oraz cysteina (uwolniona w reakcji 1) sag wykorzystywane do
resyntezy Y-glutamylocysteiny w reakcji katalizowanej przez syntetaze Y-glutamylocysteiny (4).
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y-glutamylocyklotransferaze) i nadprodukcja tego zwiazku przekracza
zdolnosci 5-oksoprolinazy do przemiany w glutaminian.

Jak dotad nie obserwowano, by u chorych z 5-oksoprolinurig wyste-
powaly zaburzenia w transporcie aminokwaséw (23). Przypuszczalnie pra-
widtowy przebieg transportu poprzez cykl y-glutamylowy moze miec
robwniez miejsce i przy niskich stezeniach glutationu w komérce, y-glu-
tamylocysteina, ktéra jest bardzo dobrym substratem y-glutamylotrans-
peptydazy, moze zastgpi¢ glutation w reakcji transpeptydacji z amino-
kwasami (12). W ten sposéb u chorych z niedoborem lub nawet brakiem
syntetazy glutationu, cykl y-glutamylowy moze funkcjonowaé¢ z udzia-
tem tylko czterech enzyméw (Ryc. 3).

Ttumaczac dziatanie cyklu y-glutamylowego przy niedoborze lub braku
syntetazy glutationu Meister (23) uwaza, ze przedziatowos$é wewnatrz-
komérkowa y-glutamylocyklotransferazy oraz syntetazy y-glutamylocy-
steiny moze by¢ przyczyng pewnej niedostepnosci y-glutamylocysteiny dla
y-glutamylocyklotransferazy. Przy duzym jednak nagromadzeniu sie te-
go dwupeptydu pewna jego cze$¢ moze sie sta¢ substratem y-glutamylo-
cyklotransferazy. Powstajace w tej reakcji 5-oksoprolina i cysteina moga
by¢ ponownie wigczane w obieg cyklu. Wystepowanie takiej przemiany
Y-glutamylocysteiny wymaga oczywiscie zwiekszenia syntezy tego dwu-
peptydu aby reakcja transpeptydacji mogta przebiega¢ normalnie. Aktyw-
no$¢ syntetazy y-glutamylocysteiny oraz syntetazy glutationu znacznie
przewyzsza te jaka jest konieczna dla utrzymania prawidtowego stezenia
glutationu. Meister (23) przypuszcza, ze glutation oddzialywuje na
szybkos¢ syntezy y-glutamylocysteiny na zasadzie sprzezenia zwrotnego.
Przy niskim stezeniu glutationu w komorce powinna zwiekszaé sie syn-
teza y-glutamylocysteiny. Wewnatrzkomdrkowe stezenie cysteiny moze
réwniez odgrywac¢ pewng role w okre$laniu szybkosci syntezy v-gluta-
mylocysteiny. Przy obnizeniu stezenia glutationu, stezenie wolnej cysteiny
moze sie zwieksza¢ i w ten sposob stymulowaé synteze y-glutamylocyste-
iny.

IV. Uwagi koncowe

Hipoteza Meistera (4) o udziale cyklu y-glutamylowego w proce-
sie transportu aminokwasow, zostata sformutowana na podstawie uzyska-
nych przez tego badacza danych doswiadczalnych oraz fakcie, ze cykl
y-glutamylowy wykazuje cechy ktére w petni odpowiadajg wymaganiom
jakie stawiane sg ukfadowi aktywnie przenoszacemu aminokwasy przez
btone komérkowa (42, 43). W ukitadzie tym y-glutamylotranspeptydaza,
enzym zwigzany z btong komorkowa, wchodzi w kontakt z aminokwasami
znajdujacymi sie na zewnatrz komorki oraz z glutationem wystepujacym
w roli prekursora dla nosnika, ktorym jest ugrupowanie y-glutamylowe;
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Y-glutamylocyklotransferaza katalizuje uwolnienie aminokwasu z nosnika,
ktéry poprzez kolejne reakcje (resynteza glutationu) moze by¢é ponownie
wykorzystany. Trzy etapy cyklu wymagaja dostarczenia energii.

Fakt, ze wszystkie reakcje biochemiczne, jakie przebiegajg w cyklu
Y-glutamylowym, dotyczg procesu rozkiadu i syntezy glutationu, wskazu-
je na istotng role tego tréjpeptydu w procesie transportu aminokwasow,
jakkolwiek cykl y-glutamylowy moze roéwniez funkcjonowaé w pew-
nych warunkach (wysokie stezenie Y-glutamylocysteiny) w nieobecnosci
glutationu. Warto zauwazy¢, ze liczne i roznorodne funkcje glutationu,
wynikajace z obecnosSci w czasteczce grupy —SH nie majg wiekszego
wplywu na procesy jego syntezy i degradacji. Procesy te zaleza od wyste-
powania w czasteczce glutationu ugrupowania Y-glutamylowego, ktore
bierze bezposredni udzial w przenoszeniu aminokwaséw ze $rodowiska
pozakomorkowego do komaérki.

Szybkos$¢ przemiany glutationu jest wynikiem wysokiej aktywnosci
enzymow cyklu Y-glutamylowego, zwigzanych z procesem transportu ami-
nokwasow. SzczegOlnie wysoka aktywnos$¢ tych enzyméw wykazuje ner-
ka (20). Szybko$¢ przemiany glutationu w nerce (wynoszgca 64,3
* 15,4mmola/minute/gram tkanki) jest co prawda duzo nizsza od tej jaka
bytaby niezbedna dla reabsorpcji aminokwaséw z moczu kanalikowego
(przyjmujac szybkosé filtracji kiebkowej o,sml/minute/gram i stezenie
aminokwaséw 3mmole) (40). Te dane jednak nie moga przemawiaé prze-
ciwko koncepcji udziatu glutationu, za posrednictwem cyklu Y-glutamylo-
wego, w procesie reabsorpcji aminokwaséw z moczu kanalikowego. Wy-
nika to z tego ze, rozmieszczenie glutationu w nerce, podobnie jak enzy-
méw jego syntezy i rozkiadu, nie jest jednolite (41). Jesli cykl y-gluta-
mylowy bierze udziat w reabsorpcji aminokwaséw, to glutation oraz inne
substraty i enzymy cyklu powinny wystepowa¢ w miejscu reabsorpcji, tj.
w ragbku szczoteczkowym kanalika proksymalnego. W tej czesci nefronu
glutation powinien ulega¢ znacznie szybciej przemianie niz w innych
miejscach tej jednostki czynnoSciowej nerki. Podobne rozwazania mozna
odnie$¢ takze do przemiany glutationu w moézgu, gdzie jest ona bardzo
wolna (24). Ale wysoka aktywno$¢ enzyméw cyklu Y-glutamylowego
stwierdzona w splocie naczyniowym (29), wskazuje, ze przynajmniej w tej
czesci mozgu (stanowigcej okoto o,1°/0 ciezaru catego mébzgu) przemiana
glutationu jest duzo wyzsza niz to sie obserwuje dla catej tkanki mozgo-
wej.

Jak sie wydaje, cykl Y-glutamylowy wspoétdziata w transporcie nie
wszystkich aminokwaséw. Istniejg réwniez inne uklady transportujgce
aminokwasy, a rola i udziat cyklu y-glutamylowego w procesie transportu
moze sie zmienia¢ w szerokim zakresie dla réznych tkanek i narzaddw.
Poza reakcjami katalizowanymi przez y-glutamylocyklotransferaze, 5-ok-
soprolinaze oraz reakcjami syntezy glutationu moga istnie¢ inne reakcje
aktywujgce uktad transportujgcy, w sktad ktérego wchodzi — glutamylo-
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transpeptydaza, bez usuwania nos$nika y-glutamylowego poprzez cykli-
zacje lub hydrolize (40). Takie mechanizmy, przebiegajgce z zaleznymi
od energii zmianami w konformacji y-glutamylotranspeptydazy (40) lub
wplywem jonéw Na+ (43), mogg takze w pewnym stopniu wyjasni¢ roz-
nice w szybkos$ci przemiany glutationu i szybkosSci transportu aminokwa-
S6W W nerce.

Wydaje sie, ze przedstawiona rola cyklu y-glutamylowego w transpor-
cie aminokwasow nie jest jedyng rolg tego cyklu. Byé moze cykl y-gluta-
mylowy bierze réwniez udzial w transporcie peptyddw.

Artykut nadszedt 13.9.1975, po rewizji autorskiej otrzymano 8.2.1976.
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JERZY K. PIOTROWSKI *, EWA M. MOGILINTICKA **

Metalotioneina

Metalothionein

I. Wstep

W tkankach zwierzat i roslin wystepuja w normalnych warunkach $la-
dowe ilosci kadmu. Poszukujac informacji o biologicznym znaczeniu tego
pierwiastka, Margoshes i Vallee wykazali w roku 1957, ze
w korze nerek konskich kadm wystepuje w postaci kompleksu ze spe-
cyficznym biatkiem (1). W nieco po6zZniejszych badaniach stwierdzono, ze
jest to biatko o niskiej masie czgsteczkowej, okoto 10 000, O duzej zawar-
tosci siarki, zawierajgce w stanie natywnym kadm i cynk (2, 3). Biatko
to nazwano metalotioneing. Piscator znalazt duze ilosci tego biatka
w watrobie krélikéw, ktérym podawano kadm (4), a nastepnie P u lido,
Kagi i Vallee wyizolowali analogiczne biatko z kory nerek ludz-
kich (5).

Wykrycie metalotioneiny pozostawato poczatkowo nie zauwazone.
Wigksze zainteresowanie tym biatkiem w ostatnich latach zwigzane jest
z 0goélnym wzrostem zainteresowania toksykologig Srodowiskowa. W Ja-
ponii zaobserwowano schorzenia spowodowane zatruciami kadmem (cho-
roba ,,itai-itai”) () i rtecig (choroba Minamata) (7). Opublikowano takze
badania dowodzace, ze poziom kadmu w narzadach ludzi wzrasta z wie-
kiem (s). Wyniki badan doprowadzity do wniosku, ze za wieloletnig ku-
mulacje kadmu w watrobie i nerkach odpowiedzialna jest metalotioneina.
Odgrywa ona takze dominujaca role w odktadaniu rteci w nerkach zwie-
rzat i ludzi (5, 9, 10, 11).

* Doc. dr habil., **mgr, Zaktad Chemii Toksykologicznej, Instytut Badania Sro-
dowiska i Bioanalizy, Akademia Medyczna w todzi, ul. Narutowicza 120a, 90-145
L 6dz.
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Il. 1zolowanie, skfad i witasciwosci metalotioneiny.

Pierwszy oczyszczony preparat metalotioneiny otrzymano z kory ne-
rek konskich (2, 3); po ekstrakcji homogenatu buforem fosforanowym,
usuwano biatka balastowe dziataniem etanolu i chloroformu. Po dializie
preparat poddawano frakcjonowanemu wytrgcaniu siarczanem amonu.
W pozZniejszych pracach stosowano rézne metody wyodrebniania tego biat-
ka z narzadow. Bialka balastowe usuwano przez zastosowanie Rivanolu
(4, 12), lub wirowanie homogenatu do uzyskania frakcji postmitochondrial-
nej (13), badz postmikrosomalnej (10, 14, 15). Preparat oczyszczano do-
datkowo przez frakcjonowane wytracanie siarczanem amonu (2, 16) lub
acetonem (17, 18).

W celu wyodrebnienia witasciwej frakcji biatka, stosowano saczenie
molekularne z zastosowaniem roznych kombinacji zeli Sephadex oraz
zeli jonowymiennych z uzyciem réznych gradientdw stezen buforéw
eluujacych. Przed naniesieniem na kolumny roztwory zageszczano przez
odparowywanie pod zmniejszanym cisnieniem (19, 20) lub metoda ultra-
filtracji (12, 14, 21).

We wczesniejszych pracach mase czasteczkowag metalotioneiny ocenia-
no zgodnie na 10 ooo— 12 000 Na podstawie szybkosci sedymentacji i dy-
fuzji (3) oraz saczenia molekularnego (5, 19, 22—25). Masa czasteczkowa
biatka wyliczona ze sktadu aminokwasowego (.:) lub z saczenia moleku-
larnego biatka utlenionego uprzednio kwasem nadmréwkowym w obec-
nosci « M chlorowodorku guanidyny (13) wynosita « 000- « 600. Ostatnio
jednak w przypadku biatka wyizolowanego z watroby szczuréw, mase cza-
steczkowg oceniono zar6wno na podstawie analizy sktadu aminokwaso-
wego i chromatografii kolumnowej na 10 000—12 000 (17).

Juz w pierwszych badaniach nad metalotioneing ustalono, ze cechuje
sie ona wysoka zawartoscig siarki okoto 4,1°/0 (3), a nawet 8,1% (5) wy-
stepujacej w postaci reszt cysteinylowych posiadajgcych reaktywne gru-
py SH.

Dotychczas opublikowane dane dotyczace sktadu aminokwasowego me-
talotioneiny wyodrebnionej z narzagddw réznych zwierzat tylko nieznacz-
nie roznig sie miedzy soba. Podano peiny sktad aminokwasowy metalo-
tioneiny wyodrebnionej z watroby krolika (12), watroby szczura (17, 24,
26, 27), watroby kurczecia (24), nerek konia (13, 18, 25), watroby konia
(13), watroby cztowieka (28), nerek krélika (29) oraz nerek szczura (30).

W tabeli 1 zamieszczono skiad aminokwasowy metalotioneiny wyizo-
lowanej z watroby i nerek konia (13) oraz watroby cztowieka (28).

Gtownym skitadnikiem metalotioneiny jest cysteina (26—34%). Kagi
i wsp. (13) przyjmujac za podstawe ciezar czasteczkowy tioneiny « 000
podali nastepujgcy sktad aminokwasowy biatka: Lys6 Argj, Asp3 Thr2
Ser7, G1u3d Pro3 Gly6 Alag Cys2 Val2 Metj.



(31

Aminokwas

lizyna

cysteina*

kwas asparaginowy
treonina

seryna

kwas glutaminowy
prolina

glicyna

alanina

metionina
izoleucyna

arginina

walina

leucyna

z watroby cztowieka (28).

METALOTIONEINA

metalotioneina wyodrebniona:

z nerek z watroby

konia (13) konia (13)
11,06 10,41
33,58 32,62
5,22 5,00
311 3,85
11,01 11,55
4,27 4,47
4,29 5,10
10,01 10,08
9,68 9,43
1,68 1,50
0,17 0,63
2,29 2,22
3,11 2,57
0,55 0,60
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Tabela 1
Procentowy sktad aminokwasowy metalotioneiny wyizolowanej z watroby i nerki konia (13) oraz

metalotioneina wyodrebniona
z watroby cztowieka (28)

| forma

12,8
30,5
4,7
4,0
13,8
5,6
39
8,0
9,5
13
1,9

11

* cysteing oznaczono jako kwas cysteinowy po utlenieniu kwasem nadmréwkowym.

Il forma

12,8
34,0
6,7
34
13,6
3,9
34
8,5
11,2
1,4
1,6

Preparaty metalotioneiny poddawane chromatografii jonowymiennej
(17, 30), elektroforezie (28) lub ogniskowaniu izoelektrycznemu (12, 16)
ulegajg rozdzieleniu na dwie frakcje. Frakcje te réznig sie nieznacznie
sktadem aminokwasowym (12, 28, 30), zawarto$cig metali, a takze punk-
tem izoelektrycznym. Dwie formy metalotioneiny wyodrebnionej z wat-
roby krélika charakteryzujg sie punktami izoelektrycznymi 3,9 oraz 4,5
(12), pi metalotioneiny uzyskanej z watroby szczura wynoszg 4,2 oraz

4.7 (16).

Z natywnag metalotioneing zwigzane sa gtdwnie dwa metale; kadm

Ryc. 1. Rozdzial metalotione-
iny metodg ogniskowania izo-

elektrycznego.

Metalotioneina indukowana poda-

waniem kadmu,

wyizolowana z

watroby szczura (16).

e, s

30.000

imp/min

15.000

Kolejny numer frakcji

- biatko ( pg)
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i cynk, a takze niewielkie ilosci miedzi i zelaza. £aczna zawarto$¢ metali
zwigzanych z biatkiem wynosi ¢ do s gramoatoméw metalu na « 00Oy
biatka, w tym 0,1 do 0,2 gramoatomu miedzi. Metalotioneina pocho-
dzaca z réznych narzadéw charakteryzuje sie rézna zawartoscig kadmu
i cynku. W preparacie metalotioneiny uzyskanym z nerek konskich za-
warto$¢ kadmu wynosita 5,9%, cynku 3,2% (13). Metalotioneina z watroby
konia zawierata zaledwie 0,3% kadmu, przy znacznie wyzszej zawartosci
cyku —5,7%. W biatku wyodrebnionym z watroby ludzkiej réwniez
stwierdzono wyzszy poziom cynku (7,5%) niz kadmu (0,2%) (28).

W zwigzku z tym, ze wyniki dotyczgce poziomu kadmu i cynku w me-
talotioneinie, uzyskane w réznych pracowniach, nie sg ze sobg zgodne,
wygodniejszym kryterium wstepnej oceny czystosci biatka jest oznaczanie
ilosci reaktywnych grup SH. Stosowane sg metody spektrofotometryczne
(31, 32, 33), a takze miareczkowanie amperometryczne (34). Zawartos¢
reaktywnych grup sulfhydrolowych w przeliczeniu na mol biatka s 000
powinna wynosi¢ okoto :o.

Widmo absorpcyjne metalotioneiny charakteryzuje brak absorpcji przy
dtugosci fali 280nm, zwigzany z nieobecnoscig aminokwaséw aromatycz-
nych (3). Obserwuje sie natomiast pasmo podwyzszonej absorpcji w okoli-
cy 250nm, charakteryzujgce wigzanie Cd-cysteina. Wigzanie Zn-tioneina
cechuje przesuniecie absorpcji w kierunku 215nm, a Hg-tioneina w Kkie-
runku fal dtuzszych, okoto 270nm (14). W wyniku uwolnienia biatka od

0,5

Absorpcja

Ryc. 2. Widma absorpcyjne: | — metalotioneina,
Il — tioneina (apoproteina), Il — cynkotioneina,
IV — kadmotioneina (3).

Dtugos¢ fali Jnm)

metali (Cd, Zn) przez dialize w $rodowisku kwasnym lub przez zastosowa-
nie EDTA, zanika pasmo absorpcyjne charakteryzujgce wigzanie biatka
z metalem (Ryc. 2).

W przeciwienstwie do kadmu, rte¢ nie uwalnia sie w srodowisku kwas-
nym. Wiasciwos¢ te wykorzystywano w celach identyfikacyjnych (10, 19).
Catkowite wysycenie tioneiny rtecig in vitro powoduje zmiany w struk-
turze przestrzennej biatka, zwigzane ze zmiang energii wigzania elektro-
now SZPh (35).

i a2 v
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I1l. Metody oznaczania metalotioneiny i poziomy fizjologiczne.

Dotychczas nie opracowano metod, ktore nadawatyby sie do iloscio-
wego oznaczania metalotioneiny w tkankach.

W badaniach eluatow z kolumn chromatograficznych stosowane jest
zazwyczaj oznaczanie metali, grup SH i absorpcji przy dtugosci fali
250nm. Wartosci tych trzech grup parametréw sg iloSciowo skorelowane.
Na og6t dwa z nich wykorzystuje sie rownolegle w badaniach. Otrzymane
wyniki sygnalizujg jedynie obecno$¢ lub brak metalotioneiny w analizo-
wanym materiale. Technika ta nadaje sie gtéwnie do badan poréwnaw-
czych.

Opracowano metode oznaczania metalotioneiny w tkankach (36) opartg
na znakowaniu metalotioneiny nadmiarem rteci ZBHg w homogenatach
tkanek i pomiarze aktywnos$ci supernatantu uzyskanego przez odbiatcza-
nie TCA. Metode stosowano do oznaczen metalotioneiny w nerkach i w
watrobie szczuréw. Metoda nie jest w petni swoista. Niskoczasteczkowe
zwigzki wystepujace w tkankach wiaza rte¢ i powodujg zawyzenie wy-
nikéw (37), ktére przy zastosowaniu tej metody zalezg w pewnym stopniu
rébwniez od czystosci preparatu metalotioneiny, stosowanego jako wzo-
rzec wewnetrzny.

W opracowanej ostatnio modyfikacji tej metody, wprowadzono dodat-
kowo, po uprzednim wytraceniu innych biatek TCA, wytrgcanie 2sHg-tio-
neiny tanina, co eliminuje wplyw zwigzkéw niskoczasteczkowych na wy-
niki oznaczen (38). Metoda nie jest jednak prawdopodobnie swoista w obec-
nosci innych niskoczgsteczkowych biatek wigzacych metale (patrz rozdz.
IvV—4).

Informacje o fizjologicznych poziomach metalotioneiny w tkankach sg
niepetne i sprzeczne. W pracowniach, w ktérych ocene pozioméw metalo-
tioneiny oparto na oznaczaniu metali, grup SH oraz absorpcji eluatéw
uzyskanych po rozdziale chromatograficznym, nie wykrywano obecnosci
metalotioneiny w watrobie szczuréw i myszy nie narazonych uprzednio
na metale (22, 26, 39). Poziom tego biatka oznaczany wspomniang metodg
radiochemiczng (36) jest nizszy w watrobie (Srednio 0,13mg/g tkanki),
niz w nerce (Srednio 0,43mg/g tkanki) (23). W pdzniejszych badaniach (37,
40, 41), w tej samej pracowni uzyskiwano wyniki okoto dwukrotnie wyz-
sze, co miedzy innymi mogto by¢ zwigzane z warunkami hodowli zwie-
rzat. Ostatnie badania przeprowadzone w pracowni autoréow (42) wykaza-
ty, ze poziom metalotioneiny w watrobie i nerkach dorostych szczuréw jest
zalezny od zawartosci kadmu (patrz rozdz. 1V). Doroste szczury pocho-
dzace z hodowli polskich, cechujg sie wysoka zawarto$cig kadmu w na-
rzadach, siegajgca w skrajnych przypadkach 10”g/g w watrobie i 20°g/g
w nerce, podczas gdy doroste szczury uzywane do badan w innych pra-
cowniach miaty zawarto$¢é kadmu w tych narzadach nizszg o co najmniej
rzad wielkosci (26, 39).

11 Postepy Biochemii
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Niezaleznie od przyczyn tej rozbieznosci, zjawiska zachodzace u zwie-
rzat sg o tyle interesujgce, o ile stanowig model zjawisk zachodzacych
u ludzi. Poziom kadmu w nerkach ludzi jest wysoki i az do péZznego okre-
su dojrzatosci (40—50 lat) ma tendencje rosnacg (s). W warunkach zbli-
zonych do fizjologicznych gtéwng formag w jakiej znajduje sie kadm
w watrobie i nerkach, jest kompleks z metalotioneing (29, 43, 44). Nalezy
wiec przypuszczaé, ze poziom metalotioneiny w narzgdach ludzi jest wyz-
szy, niz stwierdzany w narzadach szczuréw. Przemawia réwniez za tym
fakt, ze biatko to izolowano preparatywnie z nerek ludzkich (5) i watroby
ludzkiej (28). Fizjologiczny poziom metalotioneiny w narzgdach innych
niz watroba i nerka nie byt systematycznie badany.

IV. Indukowana biosynteza metalotioneiny i wigzanie
z metalami toksycznymi.

IV-1. Kadm

Kadm podawany krolikom i szczurom przez dtuzszy okres czasu jest
selektywnie wigzany w narzadach prze? metalotioneine (29, 43, 45).
Stwierdzono réwniez, ze biatko to wigze kadm w watrobie i nerkach czto-
wieka, ktory przyjat wysoka dawke tego metalu (46). Kadm w formie
kompleksu o cechach metalotioneiny znajdowano nie tylko w watrobie
i nerkach, ale takze we krwi i jadrach oraz sporadycznie w moczu myszy
ktorym podawano jego zwigzki (47, 48, 49). Informacje dotyczace roli me-
talotioneiny w wigzaniu kadmu w narzgdach zwierzat zostaty potwierdzo-
ne w wielu pracowniach (26, 39, 45, 50, 51). Jezeli dawka kadmu nie byta
zbyt wysoka, metal ten znajdowano w watrobie i nerkach wytgcznie w po-
staci kompleksu z metalotioneing (44, 47, 52). Dopiero przy bardzo wy-
sokim poziomie kadmu w watrobie (200[xg Cd/g tkanki) stwierdzono wia-
zanie go przez biatka o wyzszej masie czasteczkowej (26). W jadrach
szczurow takie kompleksy wystepuja dopiero w przypadku martwicy tego
narzadu. Wystepowanie kadmu w innych formach, niz w postaci kom-
pleksu z metalotioneing wykazano takze w narzgdach ludzi, zwiaszcza
starszych wiekiem (autopsja) (53). Biatka te nie zostaly blizej scharakte-
ryzowane.

W narzgdach szczuréw, ktérym podawano zwigzki kadmu, wzrost po-
ziomu metalotioneiny zachodzit szybciej w watrobie niz w nerce (44, 52).
Podwyzszenie poziomu metalotioneiny w watrobie byto rownolegte do
wzrostu ilosci kadmu (Ryc. 3).

Podawanie kadmu powoduje w watrobie zwierzat wyrazny wzrost in-
korporacji .C-cysteiny (lub cystyny) in vivo do frakcji metalotioneiny
(52, 54, 55). Moze to przemawia¢ za stymulowaniem przez kadm procesu
biosyntezy metalotioneiny (Ryc. 4).
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Zjawisko to wykorzystuje sie do otrzymywania metalotioneiny zaréw-
no do identyfikacji jak i prac badawczych (12, 15, 20, 24, 26, 50, 56). Zda-
nia réznych autorow na temat mechanizmu biosyntezy sg podzielone.
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Efekt stymulacji biosyntezy metalotioneiny wywotany podawaniem kad-
mu ulega zniesieniu pod wptywem inhibitoréw biosyntezy biatka; akty-
nomycyny D i cykloheksoimidu (17, 39, 57, 58).

IV-2. Rteé

W preparatach metalotioneiny, uzyskanych z nerek ludzi leczonych
diuretykami rteciowymi wykazano obecnos$¢ rteci (5). Stwierdzono takze,
ze rte¢ nieorganiczna podawana szczurom w dawkach subtoksycznych
i toksycznych, wigze sie w nerkach i watrobie gtownie w postaci komplek-
su z metalotioneing (9, 10, 19). Kompleksy rteci o cechach metalotioneiny
znajdowano takze w moczu (9) i mézgu (37) szczuréw narazonych na dzia-
tanie rteci nieorganiczne;j.

Szczego6lnie duzg wydajnos$¢ wigzania rteci z metalotioneing stwierdzo-
no w nerkach (a nie w watrobie) szczuréw ktdrym podawano wielokrot-
nie chlorek rteci (52, 59). Fakt wigzania przez metalotioneine rteci nieor-
ganicznej potwierdzono w innych pracowniach (56, 60, 61), jednakze
obserwowana wydajnos$¢ tego procesu byla znacznie nizsza. Moze sie to
wiaza¢ z roznicami w poziomie fizjologicznym metalotioneiny w narza-
dach szczuréw pochodzacych z réznych pracowni (patrz rozdz. IlI). llosé
rteci, ktéra moze by¢é zwigzana w nerce po dostaniu sie do ustroju jedno-
razowej dawki tego metalu jest zalezna od poziomu metalotioneiny (62).
W nerkach zwierzat, ktorym przez diuzszy okres czasu podawano chlorek
rteciowy (41, 52, 59) lub ktére poddawano dziataniu par rteci metalicznej
(37), obserwowano podwyzszenie poziomow metalotioneiny. Podobnie jak
w przypadku kadmu, wzrost poziomu metalotioneiny w nerkach szczuréw
zachodzi réwnolegle do wzrostu poziomu rteci, po czym ulega stabilizacji
(44). Biatko o cechach metalotioneiny uzyskano takze w skali preparatyw-
nej z nerek krolikéw, ktérym przez szereg dni podawano chlorek rtecio-
wy (14). Obecnie akceptuje sie poglad, ze metalotioneina powstaje i gro-
madzi sie w nerce pod wpltywem rteci, jednakze dotychczas nie zbadano
mechanizmu tego procesu. Rozwazane sg dwie mozliwosci: (@) Rte¢ wy-
wiera wpltyw indukcyjny niezalezny od kadmu. Przemawia za tym pod-
wyzszenie poziomu metalotioneiny prawie wylacznie w nerce. Hipoteza
ta zaktada mozliwos$¢ biosyntezy metalotioneiny nie tylko w watrobie, ale
i w nerce, co wykazano ostatnio doswiadczalnie na hodowli komérek ner-
kowych (63). (b) Rrte¢ wypiera kadm z istniejgcej w narzadzie metalo-
tioneiny, a uwolniony jon kadmowy indukuje biosynteze kolejnej cza-
steczki metalotioneiny. Druga hipoteza zaktada, ze rte¢ wigze sie z me-
talotioneing wytacznie przez podstawienie innych metali (gtéwnie kadmu)
W natywnej czasteczce biatka. Stwierdzono, Ze podawanie zwierzetom
kadmu zwieksza zdolnos¢ narzaddéw do zatrzymywania rteci proporcjo-
nalnie do wzrostu poziomu metalotioneiny (56). Ponadto, wykazano ostat-
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nio obecnos¢ w watrobie metalotioneiny, ktérej powstawanie induko-
wano podawaniem rteci (17).

Organiczne zwigzki rteci byly badane ze wzgledu na ich znaczenie
w toksykologii srodowiskowej. Stwierdzono, ze metalotioneina wigze rteé
dostajgcg sie do ustroju w postaci octanu fenylorteciowego (11, 61). Dy-
namika tego wigzania wykazywata jednakze, ze i w tym przypadku meta-
lotioneina wigzata rteé nieorganiczng, powstajacg w wyniku stosunkowo
szybkiej degradacji wigzania fenyl-Hg in vivo. Zwigzki metylorteciowe
wykazujg znacznag trwato$¢ in vivo, a in vitro majg znikomo mate powi-
nowactwo do metalotioneiny (64). Jest wiec mato prawdopodobne, aby
metalotioneina wigzata rte¢ dostajacag sie do ustroju w postaci zwigzkdw
metylorteciowych.

IV-3. Cynk \

Wigzanie egzogennego cynku przez metalotioneing w watrobie i nerkach
ssakéw zaobserwowano w kilku pracowniach (17, 40, 45, 50, 65).

Mozliwos¢ indukcji biosyntezy metalotioneiny cynkiem stwierdzono
w sposob posredni (ss). Wykazano, ze podanie szczurom cynku 24 godzi-
ny przed toksyczng dawkag kadmu daje efekt ochronny, zmniejszajac usz-
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neiny (65). Kolejny numer frakcji



410 J. K. PIOTROWSKI 1 IN. [10]

kodzenie jader wywolywane kadmem. Badania wskazywaly na przy-
spieszenie wigzania kadmu przez metalotioneine w watrobie zwierzat,
ktore uprzednio otrzymaty dawke cynku. Wykazano takze, ze wielokrotne
podawanie cynku podwyzsza poziom metalotioneiny gtownie w watro-
bie, przy czym nagromadzanie metalotioneiny zachodzito réwnolegle do
wzrostu poziomu cynku (40, 41). Po podaniu cynku obserwowano takze
wzmozong inkorporacje znakowanych aminokwaséw do frakcji metalo-
tioneiny (55, 67, ss). Stosujgc aktynomycyne D i cykloheksoimid jako
inhibitory stwierdzano, ze proces .biosyntezy biatka stymulowany cyn-
kiem moze by¢ zahamowany podaniem aktynomycyny D lub cykloheksoi-
midu (27, 65). Stymulacja ezogennym cynkiem wymaga jednak znacznie
wyzszych dawek mealu, niz w przypadku kadmu lub rteci. Jest to praw-
dopodobnie zwigzane z niska wydajnoscig deponowania cynku w watro-
bie i nerce; z jednorazowej dawki cynku w narzadach tych pozostaje okoto
20°/o; z tej ilosci w watrobie znajduje sie nie wiecej niz 30—40% cynku
w postaci kompleksu z metalotioneing (40). Podawanie aktynomycyny D,
ktora hamuje biosynteze metalotioneiny w stopniu wyzszym niz innych
biatek watroby (58), znacznie zmniejsza wydajnos¢ tego procesu. Podany
parenteralnie cynk pozostaje w osoczu krwi, a rownoczesnie nie stwierdza
sie obecnosci kompleksu Zn-tioneina w tkankach (65) (Ryc. 5).

IV-4. Miedz

MiedZ wystepuje w niewielkiej ilosci, okoto 0,1—0,2 gramoatomu/
s O0Qy biatka, w preparatach metalotioneiny uzyskanych z watroby i ne-
rek koriskich (13). Wigzanie tego metalu z tioneing przy zwiekszonej po-
dazy miedzi jest sprawag dyskusyjng.

Zaréwno jednorazowa dawka jak i przewlekie podawanie miedzi zwie-
rzetom doswiadczalnym, powoduje wielokrotne podwyzszenie pozioméw
tego metalu gtéwnie w watrobie. Niskie dawki miedzi podawane przez
krétki okres czasu, powodujg wzrost stezenia metalu gtownie we frakcji
mitochondrialnej i lizosomalnej komorek watroby. Przy wysokich steze-
niach miedzi w watrobie, gtéwna role w deponowaniu tego metalu od-
grywaja jadra kamoérkowe (69—72). Jednakze zaréwno w przypadku jed-
norazowej dawki Sladowej (73, 74), jak i powtarzanych dawek miedzi (75),
niskoczasteczkowe biatko wigzace miedz egzogenng znajdowano we frak-
cji cytoplazmatycznej komorek watroby.

Po wielokrotnym podawaniu chlorku miedzi szczurom, stwierdzono
podwyzszenie w watrobie poziomu biatka oznaczanego jako metalotionei-
na (41). Stezenie miedzi w watrobie rosto wraz ze wzrostem stezenia tego
biatka (76).

Po podaniu miedzi, obserwowano wzmozong inkorporacje znakowa-
nych aminokwasow do niskoczgsteczkowego biatka o cechach metalotio-
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neiny (55), ktére znajdowano w cytoplazmie komorek watroby. Biatko to
nie powstaje w przypadku réwnoczesnego podawania cykloheksomidu lub
aktynomycyny D (74).

Opublikowane ostatnio badania nad cytoplazmatycznym biatkiem, wy-
stepujacym w watrobie szczuréw (po parenteralnym podawaniu zwigzkow
miedzi) wykazaly, ze nie jest ono identyczne z metalotioneing (77, 78, 79,
80) i nazwano je miedziochelatyng (Copper-chelatin; przez analogie do
metalotioneiny, kadmotioneiny itp. — proponujemy wiec ttumaczenie naz-
wy— miedziochelatyna). Biatko to rézni sie od metalotioneiny masg cza-
steczkowg (okoto s 000), ruchliwoscia elektroforetyczng i sktadem ami-
nokwasowym. Wedlug réznych autorow miedziochelatyna zawiera o po-
towe (77) lub czterokrotnie (80) mniej cysteiny, niz metalotioneina. Pasmo
absorpcyjne chelatyny znajduje sie w poblizu 250nm, podobnie jak meta-
lotioneiny. Biosynteza miedziochelatyny w cytoplazmie komorek watro-
,by zachodzi pod wptywem miedzi (77, 78, 79).

Wykonano doswiadczenie, w ktdrym podawano szczurom kolejno kadm,
aktynomycyne D oraz miedz. W tych warunkach indukcji ulegata biosyn-
teza metalotioneiny, a zahamowaniu biosynteza miedziochelatyny; poda-
na miedz wigzata sie w watrobie z frakcjg metalotioneinowg (77). Wydaje
sie prawdopodobne, ze w wigzaniu miedzi w cytoplaZzmie komorek watro-
by, mogg bra¢ udziat zarbwno metalotioneina jak i miedziochelatyna. Do-
tychczas nie wiadomo w jakiej formie miedz wigzana jest w mitochon-
driach lub lizosomach. Nie mozna wykluczy¢, ze w procesie wigzania bio-
rg udziat obydwa lub jedno z tych biatek.

Mozna przypuszczaé, ze kompleks miedzi z metalotioneing jest mniej
trwaty, niz kompleksy metalotioneiny z kadmem, rtecig lub cynkiem.
Wykazano, ze rte¢ a takze kadm i cynk wypierajg miedZ z potgczenia z me-
talotioneing in vitro (21). Nietrwato$¢ kompleksu miedzi z niskoczastecz-
kowym biatkiem, wystepujagcym we frakcji rozpuszczalnej niektérych na-
rzadéw, wykazano takze w badaniach in vivo po jednorazowej $ladowej
dawce &CuCl. (73, 81). Nie jest jednak jasne, czy informacja ta odnosi
sie do metalotioneiny czy miedziochelatyny.

IV-5. Inne pierwiastki

Dotychczas opublikowane dane wskazujg na to, ze niewiele pierwiast-
kéw ma wilasciwosci indukujgce biosynteze metalotioneiny. Badajac to
zagadnienie, szczurom podawano wielokrotnie subtoksyczne dawki zwigz-
kéw nastepujacych pierwiastkow: Be, Mg, Pb, As, Se, Cr, Ni, Mn, V, Sb,
U, Tl, Rb, Cs (41, 82, 83). Wyniki badan wykluczajag mozliwo$é induko-
wania biosyntezy metalotioneiny tymi pierwiastkami zarobwno w watro-
bie jak i w nerce. Wykazano natomiast, ze niewielkie dziatanie stymulu-
jace biosynteze metalotioneiny ma kobalt, podawany w bardzo wysokich
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dawkach. Silne dziatanie stymulujgce ma bizmut (82); kompleks bizmutu
z biatkiem o masie czasteczkowej odpowiadajgcej metalotioneinie zlokali-
zowany jest we frakcji rozpuszczalnej komarek nerki szczura (84). Opubli-
kowane ostatnio doniesienia wskazujg na to, ze zdolno$¢ indukowania bio-
syntezy ma réwniez srebro (17, 83).

Z dotychczasowych danych wynika, ze wszystkie metale indukujgce
biosynteze metalotioneiny (Cd, Zn, Hg, Bi, Co) maja zdolno$¢ do wig-
zania sie z tym biatkiem in vivo. Istnieje natomiast mozliwos¢, ze metale
nie majace zdolnosci indukcyjnych moga by¢ réwniez wiazane przez me-
talotioneine. Przyktadem tego zjawiska jest otdw. Obserwowano spora-
dyczne wigzanie tego metalu przez frakcje odpowiadajgcg metalotioneinie,
przy czym zawarto$¢ otowiu w tej frakcji byta wyzsza w narzadach szczu-
row, ktérym uprzednio podano chlorek kadmu (85).

V. Rola metalotioneiny w zatruciach metalami ciezkimi.

Po doswiadczalnym podawaniu kadmu i rteci, wzglednie w zatruciu
ostrym tymi metalami (37, 46, 49, 51) obecno$¢ kompleksow biatkowych
0 ciezarze czasteczkowym rzedu 10 ooo Stwierdzano nie tylko w watrobie
1nerce, ale i w innych tkankach, miedzy innymi we krwi, moézgu i jad-
rach. Nalezy przepuszczac, ze sg to kompleksy tych metali z tioneing. Nie
wyjasniono jednakze, czy wigzanie metalu nastepuje z metalotioneing syn-
tetyzowang w danej tkance, czy tez kompleks metal-tioneina utworzony
w watrobie lub nerce jest nastepnie transportowany do innych narzadéw.

Piscator (4 pierwszy postulowat ochronng role metalotioneiny
przed dziataniem kadmu, a Pulido i wsp. (5) przed dziataniem rteci.
Od czasu tych pierwszych sugestii nagromadzono wiecej informacji, jed-
nakze nie pozwalajg one na jednoznaczng ocene roli metalotioneiny
w przebiegu zatru¢ metalami ciezkimi.

Metalotioneina ma prawdopodobnie znaczenie ochronne w przypadku
zatrué rtecig nieorganiczng. Istniejace dane pozwalajg sadzi¢, ze efekty
uszkodzenia nerek sg wynikiem wptywu wysokich dawek rteci przewyz-
szajagcych zdolno$¢ wigzania metalotioneiny wystepujacej w narzadzie
(59, 62). Kompleks rteci z metalotioneing ma dos¢ duzg trwatos$é i prawdo-
podobnie jest mato toksyczny. Natomiast podawanie zwierzetom metalo-
tioneiny egzogennej, nie zmniejsza ostrej toksycznosci rteci (59). Dotych-
czas nie zaobserwowano jakichkolwiek ujemnych biologicznie skutkéw
wigzania rteci przez metalotioneine.

Metalotioneina wykazuje dziatanie ochronne réwniez w pierwszej fa-
zie ostrego zatrucia kadmem. Wigzanie kadmu przez metalotioneine jest
szczego6lnie wydajne i zapobiega interakcji z grupami SH biatek biologicz-
nie czynnych. Wykazano to na przyktadzie inhibicji dehydrogenazy okso-
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glutaranowej i oksydazy bursztynianowej watroby (43). Stwierdzono tak-
ze, ze 1-hydroksylacja 25-hydroksycholekalciferolu, ktéra jest hamowana
w obecnosci kadmu, przebiega normalnie lub z czgSciowym zahamowaniem
w przypadku gdy kadm wchioniety do ustroju, wystepuje w tkance w po-
staci kompleksu z metalotioneing (29, 30).

Metalotioneina zmniejsza toksyczny wptyw kadmu na jadra, poprzez
wigzanie tego metalu w watrobie. Kadm podany w dawce toksycznej, ale
w postaci kompleksu z metalotioneing, nie uszkadza jader (49), jednakze
toksyczny wptyw na nerke kompleksu Cd-tioneina jest wiekszy niz chlor-
ku kadmu (ss). W tym aspekcie interesujace jest, ze zmianom martwi-
czym w jadrach mozna przeciwdziata¢ zaréwno przez uprzednie podawa-
nie zwierzetom cynku (ss, 87), jak tez matej dawki kadmu, poprzedzaja-
cej dawke toksyczna (49).

Wptyw metalotioneiny na przebieg i skutki przewlektego zatrucia
kadmem nie jest jednoznaczny. W zatruciu przewlektym narzadem Kkry-
tycznym jest nerka (a nie jadra jak w zatruciu ostrym). Istniejace infor-
macje pozwalajg przypuszczaé, ze kompleks Cd-tioneina moze by¢ wyda-
lany w moczu (ss). W przypadku gdy poziom kadmu w nerce osigga wy-
sokg warto$¢ (rzedu 200ug Cd/g tkanki), wydalaniu kadmo-tioneiny towa-
rzyszy uszkodzenie nerek, podobnie jak w przypadku podania egzogen-
nej kadmo-tioneiny (ss). Nagromadzanie sie w watrobie i nerkach zwie-
rzat i ludzi duzych iloSci kadmu, na skutek wchianiania ze $rodowiska,
moze stwarza¢ pewne niebezpieczenstwo: po osiagnieciu krytycznego po-
ziomu kompleks Cd-tioneina moze sie uwalnia¢ z komoérek narzagdow i wy-
wiera¢ dziatanie toksyczne bezposrednio lub po degradacji apoproteiny.
Ta ostatnia mozliwos¢ nasuwa sie w zwigzku z krotkim okresem potrwa-
nia metalotioneiny obecnej w narzgdach (4—5 dni) (ss).

VI. Rola metalotioneiny w gospodarce cynkiem i miedzia.

Biologiczna rola metalotioneiny prawdopodobnie nie ogranicza sie do
jej funkcji detoksykacyjnych. Mozna przypuszczaé, ze jej pierwotng
funkcja biologiczng jest udzial w metabolizmie metali, a szczeg6lnie cyn-
ku i miedzi, koniecznych dla przemian zachodzacych w ustroju.

Wydaje sig, ze cynk jest niezbedny w procesach biosyntezy i prawid-
fowego funkcjonowania metalotioneiny. Przemawia za tym fakt, ze jest
on statym skladnikiem metalotioneiny i wystepuje zarbwno w tioneinie
powstajacej w wyniku podawania tego metalu, jak i w Cd-, Hg-, Ag-tio-
neinie (17). Uwaza sie, ze cynk moze stanowi¢ czynnik stabilizujacy
w stosunku do tego biatka, podobnie jak i do wielu innych makrocza-
steczek (27).

Ostatnio zaproponowano wyjasnienie mechanizmu regulacji poziomu
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cynku w ustroju. W mechanizmie tym centralng role moze odgrywac¢ me-
talotioneina (65). Zgodnie z tg hipoteza, wysoki poziom cynku w osoczu
krwi stymuluje biosynteze metalotioneiny w watrobie oraz w $cianie
jelita. Wzrost poziomu metalotioneiny w watrobie powoduje zwigzanie
w tym narzadzie nadmiaru cynku krazacego we krwi. Uwalnianie cynku
z kompleksu z metalotioneing w watrobie nastepuje odpowiednio do za-
potrzebowania ustroju. Wzmozona biosynteza metalotioneiny w nabton-
ku jelita, powoduje zwigzanie nadmiaru cynku i przeciwdziata jego wchio-
nieciu do krwioobiegu. Cynk zgromadzony w nabtonku jelit ulega usu-
nieciu w trakcie ztuszczania nabtonka. Hipoteza ta jest interesujaca z u-
wagi na jej prostote, jednakze zbudowana zostata na podstawie frag-
mentarycznych obserwacji i wymaga dalszych dowodéw doswiadczalnych.
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Ryc. 6. Schemat metabolizmu miedzi w komoérkach watroby w warunkach fizjolo-

gicznych (89).
AA —aminokwasy.

W ostatnich latach réwnolegle z nagromadzaniem sie informacji o me-
talotioneinie z jednej strony i o metalbolizmie miedzi z drugiej, powstat
poglad zgodnie z ktdrym metalotioneina odgrywata centralng role w meta-
bolizmie miedzi, podobnie jak to postulowano dla cynku. Rycina s przed-
stawia schemat mechanizmu regulacji gospodarki miedzia (89). Schemat ten
pozwala na wyttlumaczenie wielu oderwanych faktow, ktére zostang omo-
wione nizej.

Jednak najnowsze oraz wczesniejsze mato rozpowszechnione dane
wskazujg na to, ze jednoznaczno$¢ tego schematu jest watpliwa. Nie jest
pewne w jakich przypadkach w wigzaniu miedzi bierze udziat metalo-
tioneina. Zagadnienie to mozna rozpatrywa¢ w czterech aspektach: wy-
stepowanie niskoczasteczkowego biatka a) w watrobie ludzi z objawami
choroby Wilsona, b) w watrobie noworodkéw; wigzania miedzi: ¢) w wa-
runkach fizjologicznych, d) po narazeniu na miedZ (patrz rozdz. V-4).

Choroba Wilsona (zwyrodnienie soczewkowate watroby) znana jest od
poczatku naszego stulecia, jednak patogeneza jej do dzi$ nie zostata wy-
jasniona. Przypuszcza sie, ze choroba ta jest dziedziczna. Objawy choro-
by podobne sg do tych, jakie wystepujg przy marskosci watroby, ale
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zwigzane sg z zachwianiem réwnowagi przemian miedzi w organizmie:
nastepuje wielokrotne podwyzszenie poziomu miedzi w watrobie do 100
a nawet 270u,g/g tkanki (90), zahamowaniu natomiast ulega inkorporacja
miedzi do ceruloplazminy i obniza sie wydalanie z Z6icia.

Rownolegle z pierwszymi pracami nad metalotioneing (2, 3), z patolo-
gicznej watroby ludzi wyodrebniono .biatko o zawarto$ci miedzi okoto 3°%o,
wysokiej zawartosci grup SH i niskiej masie czasteczkowej okoto 10 000
(91). Skiad aminokwasowy biatka jest zblizony do sktadu miedziochelaty-
ny (92). Podobne biatko, wyizolowane przez tych samych autoréw z fizjo-
logicznej watroby ludzkiej zawierato tylko 0,1—0,3°/0 Cu, co odpowiada
pdzniejszym danym uzyskanym dla metalotioneiny izolowanej z watroby
ludzkiej (28). Wykazano takze, ze jakkolwiek zdolno$é do wiazania miedzi
in vitro przez biatka wyizolowane z watroby patologicznej i fizjologicz-
nej jest taka sama 7,9 gramoatomu/mol, to stata kompleksowania biat-
ka wystepujacego w watrobie patologicznej jest okoto czterokrotnie wyz-
sza (93). Obecnie wydaje sie prawdopodobne, ze autorzy ci poréwnywali
wiasciwosci metalotioneiny z witasciwosciami miedziochelatyny. Jezeli to
przypuszczenie jest stuszne, chorobe Wilson’a mozna by wigza¢ nie tylko
z niedoborem ceruloplazminy, ale i z nadmierng biosyntezag miedziochela-
tyny. Nalezy doda¢, ze omawiane biatko wystepuje w cytoplazmie komé-
rek watroby (89).

W roku 1964 stwierdzono wystepowanie w watrobie noworodkéw nie-
zwykle wysokich pozioméw miedzi, ktéra zlokalizowana byta gtéwnie we
frakcji mitochondrialnej (94). P6zniej wykazano wysoka zawartos$¢ biatek
o cechach metalotioneiny w watrobie ptodéw i noworodkdéw szczurzych
(37, 42). Biatko wiazace miedz, wystepujagce w watrobie noworodkéw (cie-
leta), lokalizowano poczgtkowo we frakcji mitochondrialnej i nazwano
mitochondrokupreing (95). W po6Zniejszych badaniach wykazano, ze znaj-
duje sie ono we frakcji ciezkich lizosoméw i zidentyfikowano je jako me-
talotioneing bogatg w miedz (96). W biatku tym o masie czasteczkowej
7000 wykazano zawarto$¢ cysteiny ponad 35°0 i zawarto$¢ miedzi okoto
4%. Skiad aminokwasowy tego biatka byt zblizony do skiadu metalo-
tioneiny wyizolowanej z watroby koni i ludzi (13, 28). Reszty cysteiny-
lowe w tym biatku mogag prawdopodobnie wystepowac¢ zarbwno w postaci
wolnej jak i w postaci dwusiarczkow, co wykazano in vitro badajgc ener-
gie wigzan metodag fotoelektronowej spektroskopii rentgenowskiej (97).

Wydaje sie, ze metalotioneina moze petni¢ funkcje magazynowania
miedzi w watrobie noworodkéw. W tym przypadku rola jej kohczy sie
prawdopodobnie w momencie wytworzenia przez organizm petnej zdol-
nosci do biosyntezy ceruloplazminy (90). Wydaje sie, ze metalotioneina
moze by¢ czynnikiem wiagzagcym miedZ w mitochondriach (71) lub lizo-
somach (72, 98) niezaleznie od miedziochelatyny wigzacej miedz w cyto-
plazmie.



416

J. K. PIOTROWSKI I IN. [16]

Najnowsze badania wskazujg na to, ze w watrobie biatkami odpowie-

dzialnymi zaréwno za metabolizm jak i za wigzanie miedzi dostajacej sie
do ustroju w dawce toksycznej, moga by¢ dwa biatka o zblizonych wias-
ciwosciach i spetniajgce podobne funkcje.

Artykut nadszedt 29.9.1975, po rewizji autorskiej otrzymano 20.3.1976.
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OD PIERWSZEGO ZESZYTU 23 TOMU POSTEPOW BIOCHEMII” WPROWA-
DZAMY ZWYCZAJ ROZPOCZYNANIA ARTYKULU OD RZECZOWEGO SPISU
TRESCI. SPIS WINIEN ZAPOWIADAC W SPOSOB MERYTORYCZNY (NIE HA-
SLOWY) TRESC ARTYKULU POCZNAJAC OD WSTEPU, POPRZEZ RZECZOWE
TYTULY ROZDZIALOW | PODROZDZIALOW, PO WNIOSKI KONCOWE.
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SPRAWOZDANIE

X Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS)

Paryz, 20—25 lipiec 1975

Organizatorem Zjazdu FEBS byto Francuskie Towarzystwo Biochemiczne. Funk-
cje honorowych prezydentéw Zjazdu petnili Prof. J. Roche i Prof. R. Wurmser. Pre-
zydentem Zjazdu byt Prof. J. P. Ebel.

Podczas sesji otwarcia Zjazdu Prof. H. G. Wittmann z Berlina Zachodniego zostat
udekorowany medalem im. Sir Hansa Krebsa po czym wygtosit ku Jego czci wyktad
na temat , Struktura i funkcja rybosoméw”. Ze wzgledu na niezwykle obszerng tema-
tyke Zjazdu obrady odbywaty sie w ramach o$Smiu sympozjow i czterech kollokwiow.
Nowoséciag wprowadzong na omawianym Zjezdzie byto przedstawienie wszystkich
doniesien w formie plakatowej. Dla udostepnienia bezposredniego kontaktu pomie-
dzy specjalistami zorganizowano liczne dyskusje okragtego stotu.

Tematyka sympozjow:

Organizacja i realizacja genomu w komodrkach eukariotycznych;
Biochemiczne mechanizmy réznicowania w komérkach prokariotycznych;
Organizacja i realizacja genomu wiruséw;

Translacja genetyczna;

Enzymy;

Btony biologiczne;

Neurochemia;

Systemy transportujgce elektrony.

Tematyka kollokwiow:

Receptory hormondw i systemy przenoszace dziatanie hormondw;
Molekularna farmakologia i porownawcze mechanizmy dziatania substancji muta-
gennych, rakotwoérczych i antyrakowych na DNA;

3. Grasica i pos$redniki komorek T;

4. Molekularne aspekty ewolucji.

Podczas sesji zamkniecia Prof. L. L. M. Van Deenen z Utrechtu wygtosit obszer-
ny przegladowy wyktad p.t. ,,0d bton jednowarstwowych do bton biologicznych”.
W Zjezdzie wzieto udziat okoto 2800 uczestnikéw. W sktad delegacji polskiej wcho-
dzito 39 osoéb.

O N oA

N

Sympozjum 5 — Enzymy

W ramach tego sympozjum wygtoszono 12 referatéw i przedstawiono 308 komu-
nikatow (w formie plakatowej). Komunikaty podzielone byty tematycznie na sze-
reg sesji dotyczacych nowych metod badania enzymoéw, ich budowy i mechanizmoéw

12 Postepy Biochemii



422 SPRAWOZDANIE

reakcji ze szczeg6lnym uwzglednieniem uktadéw wieloenzymatycznych. Sposréd wy-
gtoszonych referatdw — cztery posSwiecono zastosowaniu nowych metod w badaniach
enzymologicznych, a mianowicie badaniom mechanizméw reakcji w bardzo niskich
temperaturach z uzywaniem wodnoorganicznych mieszanin (referat wygtoszony przez
P. Douzon, Francja), zastosowaniu jadrowego rezonansu magnetycznego na przykita-
dzie interakcji trypsyna — inhibitor trypsyny (referat K. Witrich, Zurych, Szwaj-
caria) i fosforylazy glikogenu (referat S. J. W. Busby i wsp., Oxford, Anglia). Czwar-
tym z tej serii byt referat S. Shaltiela, (Rehovot, lzrael) dotyczacy zastosowania chro-
matografii hydrofobowej na Sepharose cn—x (gdzie x = H, NH2 COOH itp. a n = ilo$¢
atoméw wegla tarncucha weglowodorowego) do szybkiego i wydajnego oczyszczania
biatek enzymatycznych. Wiekszo$¢ pozostatych doniesien byta poswiecona zaleznosci
pomiedzy trzecio- i czwartorzedowga strukturg i funkcjg enzymoéw. (M. Goldberg,
Paryz, Francja) na przyktadzie kinazy pirogronianowej (B. Hess i wsp., Dortmund,
RFN) i syntetazy kwaséw ttuszczowych z drozdzy. (E. Schweizer, Erlangen, RFN).
Ten ostatni referat byt kontynuacja ubiegtorocznego doniesienia. Autor wykazat na
podstawie badan genetycznych (omawiany kompleks enzymatyczny u drozdzy jest
kodowany przez dwa rézne loci), ze prawidtowe funkcjonowanie enzymu zalezy od
zachowania wtasciwej budowy kompleksu zaréwno pod wzgledem ilosciowym jak
i jakoSciowym.

W sesji plakatowej okoto 15 doniesierr dotyczyto problemu badania pierwszo- oraz
drugo- i trzeciorzedowej struktury enzymoéw ze szczegélnym uwzglednieniem metod
spektrofluorymetrycznych, dyfrakcji promieni X oraz magnetycznego rezonansu jad-
rowego. Sci$le zwigzana z poprzednim tematem byta sesja po$wiecona izolowaniu
nowych enzymoéw wsréd ktérych wyrézniata sie praca dotyczaca izolacji reduktazy
dwuhydrofolianowej z Lactabacillus casei opornego na Methotrexat z zastosowa-
niem chromatografii powinowactwa (L. J. Intyre i wsp., Cambridge, Anglia). T. Ba-
ranowski i wsp. (Wroctaw, Polska) przedstawili prace dotyczacg izolowania w postaci
krystalicznej dwu typoéw kinazy pirogronianowej z mies$ni ludzkich.

Nowe mozliwosci badawcze ukazywat komunikat H. Nilssona i K. Mosbacha,
(Lund, Szwecja) omawiajacy elektrode enzymatyczng sporzagdzong w formie roztwo-
ru enzymow i kofaktorow ulokowanych w btonie celofanowej. Taka elektroda za-
wierajagca dehydrogenaze glutaminianowg i melczanowg oraz NAD pozwala na mie-
rzenie glutaminianu i pirogronianu w stezeniach 0,1—l.OmM. Metoda umozliwiajaca
preparatyke enzyméw na duzg skale jest zastosowanie enzymoéw sprzezonych z nos-
nikiem np. btong kolagenowg (J. M. Brillouet i wsp., Villeurbanne, Francja). Wiele
doniesien posSwieconych byto badaniu mechanizmu dziatania centrum aktywnego
enzymoéw metodami kinetycznymi i termodynamicznymi z zastosowaniem analogow
substratowych oraz przez modyfikacje centrum aktywnego przy uzyciu odpowied-
nich substancji. Ozywiong dyskusje wzbudzito doniesienie R.A. John i wsp. (Rzym,
Witochy), dotyczace nietypowej kinetyki reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze
jabtczanowa i aminotransferaze asparaginianowg. Autorzy sugerowali, ze enzymy te
dziataja w sposob sprzezony, tak ze szczawiooctan nie zostaje uwalniany do $rodo-
wiska w czasie reakcji, a jest bezposrednio przenoszony na centrum aktywne dru-
giego enzymu. Liczne doniesienia byly poswiecone wspo6tdziataniu ligandéw ze spe-
cyficznym biatkiem np. utlenowana hemoglobing lub cytochromem c. Interesujace
rowniez byto doniesienie omawiajace interakcje aminotransferazy asparaginianowej
z inhibitorem dwufluoroszczawiooctanem (R. Eisenthal, Bath, Anglia). Jedng z naj-
bardziej interesujacych byta niewatpliwie sesja poswiecona kompleksom wieloenzy-
matycznym. Cztery doniesienia, w tym jedno z Polski (E. Walajtys, A. B. Wojtczak,
Warszawa) dotyczyty regulacji kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej przez
fosforylacje — defosforylacje biatka enzymatycznego pod wptywem réznych czyn-
nikbw w izolowanych mitochondriach watroby szczura. Autorzy sugeruja, ze kwasy
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ttuszczowe dziatajg na proces interkonwersji enzymu poprzez zmiany wewnatrzmito-
chondrialnego stosunku ATP/ADP oraz NADH/NAD i acetyloCoA/CoA (J. Baten-
burg, M. Olson, Tucson, USA). Podobny mechanizm regulacji poprzez fosforylacje
i defosforylacje biatka proponuje sie dla kinazy pirogronianowej (E. Eigenbrodt,
Gussen, RFN) oraz dla fosfofruktokinazy (I. A. Brand, M. D. Soling, Gottingen, RFN)
przy czym dla tego ostatniego enzymu forma aktywng jest forma ufosforolowana.

W sesji poswieconej specyficznym systemom enzymatycznym omawianego regu-
lacje aktywnos$ci dehydrogenaz glutaminianowej i izocytrynianowej przez mitochon-
drialny potencjat utleniania—redukcji NAD i NADP (J. R. Williamson i wsp., Fila-
delfia, USA oraz C. M. Smith i wsp., Filadelfia, USA). Po$réd pozostatych doniesien
ciekawe bylo stwierdzenie powiazania heksokinazy z frakcjg bton mitochondriéw
serca szczura, jak to uprzednio stwierdzono w mitochondriach mdzgu (pracownia
D. C. Gautheron, Villeurbanne, Francja).

Osobne sekcje omawiaty regulacje aktywnos$ci enzymdédw na poziomie biosyntezy
de novo, oraz zmiany aktywnos$ci zachodzace podczas r6znicowania i rozwoju. Ba-
dania odnerwianych mies$ni szkieletowych szczura (V. S. llyin, Leningrad, ZSRR)
pozwolity na stwierdzenie, ze impulsy nerwowe dziatajg na synteze enzymoéw (kontro-
lowang przez genetyczny system jader mies$ni szkieletowych) na etapie transkrypcji.
Badano rowniez kontrole aktywnosci enzymdéw metabolizujagcych glukoze w zsynchro-
nizowanych hodowlach fibroblastéw (M. Farnararo i wsp., Florencja, Wiochy).

Sympozjum 4 — Molekularne interakcje w procesie genetycznej translacji

Sympozjum to obejmowato 9 referatdw poswieconych takim zagadnieniom, jak:
struktura i funkcja tRNA i syntetaz aminoacylo-tRNA, rdézne aspekty inicjacji
i elongacji tancucha polipeptydowego, modyfikacja niektéorych komponent uktadu
syntetyzujacego biatko, inhibitory translacji. Kluczowy problem bisyntezy jakim jest
struktura i funkcja rybosomu nie wchodzit w skiad tematyki sympozjum. Zagad-
nienia te wyczerpujagco omoéwit Wittmann (Berlin Zachodni) w referacie plenarnym
wygtoszonym w dniu otwarcia Zjazdu.

W naszym, moze subiektywnym, przekonaniu nie przedstawiono na Sympozjum
4 wynikéw badan zastugujacych na miano waznych odkry¢ naukowych, jakkolwiek
wiele prezentowanych wynikéw wartych jest blizszego oméwienia. Tak np. Marcker
i inni (Arhus) przedstawili szereg dowodéw wskazujgcych na wyrazne réznice po-
miedzy prokariotycznymi i eukariotycznymi uktadami syntetyzujacymi biatko. Nalezg
do nich potranskrypcyjne modyfikacje eukariotycznych mRNA zwigzane nie tylko
z dotaczaniem poliA do kornca 3’ ale réwniez metylacje kofica 5° mRNA. Szczegb6lne
réznice dotyczg procesu inicjacji biosyntezy biatka. Badajac organizmy wyzsze wy-
kazano obecno$¢ szeregu czynnikow inicjujgcych nie majacych swoich odpowiednikow
w komédrkach bakteryjnych. Funkcji poszczegdlnych czynnikéw inicjujacych u ssakow
poswiecony byt referat Stachelina i wsp. (Bazylea). Wyizolowano og6tem 6 czynnikdéw
niezbednych do utworzenia in vitro kompleksu inicjujgcego. Wykazano, ze obok
GTP réwniez ATP jest niezbedny w tym procesie. Funkcja tego ostatniego jest zwig-
zana z przytgczaniem mRNA do mniejszej podjednostki rybosomowej. Szereg badan
zdaje sie wskazywaé¢ na proces inicjacji syntezy biatka u organizméw wyzszych jako
miejsce regulacji translacji. Bosch (Leiden) omoéwit w swoim referacie zagadnienie
swoistej selekcji cistron6w w procesie translacji fagowych RNA u E. coli. Przedsta-
wiono pewne dowody wskazujace, ze istotng role w selekcji cistronéw moze petnic
16S rRNA. Udato sie np. wykaza¢, ze tworzy on sparowane fragmenty oligonukleoty-
dowe z przytaczajacym sie do rybosomu mENA. Do$¢ interesujgca jest sugestia ja-
koby energia hydrolizy GTP potrzebna byta do uwalniania z rybosomu czynni-
kéw IF-2, EF-Tu i EF-G, a nie w procesach katalizowanych przez te enzymy.
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Vazquez (Madryt) przedstawit wyniki wieloletnich badan nad mechanizmem dziata-
nia inhibitoréw translacji na poszczegélne etapy biosyntezy biatka w tym gtéwnie na
centrum transferazy peptydylowej. Cenna warto$ciag badan autora jest mozliwosé
identyfikacji biatek rybosomowych wchodzacych w skiad rdznych centrow aktyw-
nych rybosomu przy jednoczesnej weryfikacji odno$nych danych uzyskiwanych
innymi metodami i przez inne grupy badaczy.

Organizacji genow strukturalnych biatek rybosomowych w strukturze genomu
E. coli poSwiecony byt referat Nomury (Madison). Przy pomocy fagéw transduku-
jacych i innych metod okre$lono w przyblizeniu lokalizacje genéw biatek rybosomo-
wych wykazujgc jednocze$nie, ze geny te wystepujg w formie zgrupowanej a nie
rozproszonej w roznych czesSciach genomu. Clark (Arhus) i Klug (Cambridge, Anglia)
przedstawili aktualne zagadnienia dotyczace zalezno$ci pomiedzy strukturg i funkcja
tRNA, koncentrujagc swojg uwage gtéwnie na badaniach krystalicznej struktury
tRNApe z drozdzy. Zagadnienie struktury pierwszo- i trzeciorzedowej niektdrych
syntetaz aminoacylo-tRNA bylo przedmiotem referatu Hartleya (Londyn). Autor
poswiecit takze wiele uwagi oligomerycznym formom tych enzymoéw.

Nowe podejscia eksperymentalne w badaniach komplekséw syntetaza — tRNA
i uzyskane rezultaty nad strukturg takich komplekséw omoéwit Schimmel (Cam-
bridge, USA). Zagadnieniem mechanizmu enzymatycznej metylacji tRNA i struk-
turalnym aspektom rozpoznawania tRNA przez odpowiednie metylazy by} poswie-
cony referat Bayeva i wsp. (Moskwa), Uzyskane wyniki sktaniajg do wniosku, ze en-
zymy te nie rozpoznajg poszczeg6lnych sekwencji nukleotydowych tRNA a raczej
I11-rzedowq strukture czgsteczki tRNA.

Warto ponadto dodaé, ze zagadnienia poruszane w referatach sympozjalnych byty
przedmiotem okoto 150 komunikatow przedstawionych na sesjach plakatowych.

Sympozjum 7 — Neurochemia

Zagadnienia neurochemiczne omawiano w specjalnym sympozjum, podczas kon-
ferencji okragtego stotu oraz w trakcie prezentacji komunikatéw w sesji plakatowej.
Sympozjum 7 poswiecone neurochemii odbyto sie w ramach trzech posiedzen, na
ktérych zgromadzono referentow omawiajgcych zblizone zagadnienia. Sesji poswie-
conej oméwieniu neuromediatorow przewodniczyt Prof. P. Mandel z Francji. On tez
przedstawit ciekawe zagadnienie dotyczgace ewentualnej roli tauryny jako zwigzku
0o mozliwym dziataniu mediatora w przewodnictwie nerwowym.

Giocobini z USA oméwit wyniki badan nad ewentualng rolg piperydyny w moézgu
zwierzat. Te biogenng amine wykrywano w $ladowych lecz wyraznie réznych ilos-
ciach w poszczeg6lnych obszarach mézgu. Autor referatu nie wyklucza mozliwosci,
ze zwigzek ten moze uczestniczy¢ jako neuromediator w funkcji uktadu nerwowego.
W tej czeSci sympozjum na uwage zastuguje obszerny referat E. Kwamma i wsp.
z Oslo o nowych N-podstawionych peptydach w médzgu. Stwierdzono, ze bezryboso-
mowy ekstrakt tkanki mézgowej jest w stanie syntetyzowaé te peptydy w obecnosci
ATP i inhibitorow biosyntezy biatka. Ac-Asp-peptyd moze zawiera¢ w swej czga-
steczce GABA, tauryne lub histamine co sugeruje jego udziat w tworzeniu komplek-
séw z neurotranscentrami.

Drugg sesje sympozjum neurochemicznego poswiecono w catosci cyklicznym nuk-
leotydom w uktadzie nerwowym. Wygtoszono w sumie pie¢ referatow. Jeden z pierw-
szych referatéw byt Prof. P. Greengard z USA. W oparciu o doSwiadczenia z kinaza
proteinowg aktywowang przez cAMP przedstawitl koncepcje udziatu tego ukitadu
w mechanizmie transmisji synaptycznej. Pozostate prezentacje referatow z RFN,
NRD, Francji i USA dotyczyty szczegétowych badan nad mechanizmem dziatania
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cyklicznych nukleotydéw w receptorach siatkowki jak tez udziatu kinazy proteino-
wej zaleznej od cAMP w kontroli syntezy hydroksylazy tyrozynowej.

Trzecia cze$¢ sympozjum, ktére odbyto sie wspélnie z sympozjum na temat bton
biologicznych poswiecona byta gtéwnie problematyce biatkowej. Charakterystyka
specyficznych dla tkanki mézgowej biatek zajmuje wiele miejsca w pracach neuro-
chemicznych. Oprécz dobrze poznanych biatek typu ,S-100" lub ,14-3-2” ostatnio
zwrécono uwage na specyficzne biatka o charakterze glikoproteidéw. Charakterystyce
i ewentualnej funkcji biologicznej specyficznego glikoproteidu GP-350 poswiecit swdj
referat Van Nieuw Amerongena (Holandia) oraz G. Gombos (Francja) dotyczacy
glikoproteidow obszaru synoptycznego. Znany specjalista w zakresie biatek zasado-
wych De Eyler z USA przedstawit obszerny referat na temat charakterystyki biatek
zasadowych wyodrebnionych z bton myelinowych.

Komunikaty prezentowane w sesji plakatowej obejmowaty tematy zwigzane
z: neurotransmitorami (14), strukturg i funkcjg synaptyczng (12), neurochemia sy-
stemu widzenia (3), neurochemig w procesie rozwojowym (8) oraz neurochemia
w stanach patologicznych (6 komunikatéw). Ponadto problematyka neurochemiczna
reprezentowana byta podczas dyskusji okragtego stotu na temat: ,Mechanizmy
molekularne na poziomie synaptosoméw”. Moderatorem tej dyskusji byt Prof. P. Man-
del z Francji.

W poréwnaniu z catos$cig problematyki stanowigcej przedmiot X Zjazdu FEBS,
zagadnienia neurochemiczne zajmowaty stosunkowo niewiele miejsca. W duzej mie-
rze spowodowane byto to odbywajacym sie miesigc pdzniej w Barcelonie Zjazdem
Miedzynarodowego Towarzystwa Neurochemicznego.

Sympozjum 6 i 8 — Biony biologiczne i uktady przenoszace elektrony

Na sympozja te ztozyto sie 19 referatow i 238 doniesien w sesjach plakatowych.

Sposréd referatow poswieconych mechanizmowi tworzenia gradientu potencjatu
na btonach biologicznych bardzo ciekawe byty danej prezentowane przez W. P. Sku-
laczewa (Moskwa, ZSRR). Autor omoéwit trwaty model sztucznej btony w skiad ktérej
wchodzg kompleksy bakteriorodopsyny z fosfolipidami lub proteoliposomami i Ca2+.
Model ten stuzy do badania mechanizmu przeptywu elektrondw i powstawania po-
tencjatu tworzonego przez bhiologiczne generatory.

F. Racker, Itaka, USA przedstawit prace na temat rekonstytucji proceséw biolo-
gicznych zachodzacych w btonie po rozbiciu jej detergentami i przy uzyciu ultra-
dzwiekdéw. Przez zastosowanie odpowiednich procedur jest mozliwe odtworzenie
funkcjonowania pompy protonowej, oksydacyjnej fosforylacji, transportu nukleoty-
dow adeninowych i fosforanu w bionie mitochondrialnej, pompy wapniowej sarko-
plazmatycznego retikulum oraz pompy sodowej w btonie komoérkowej. Transport
wapnia w btonach sarkoplazmatycznych stanowit réwniez temat referatu W. Has-
selbacha (Heildelberg, RFN), ktory omoéwit funkcje biatkowej komponenty btony i jej
interakcje z lipidami stanowigcg istotny warunek aktywnos$ci enzymatycznej uktadu.
W spotzalezno$é pomiedzy biatkami i lipidami w btonie mitochondrialnej byta réwniez
badana metodg rezonansu spinu elektronowego (E.S.R.) z uzyciem znaczonych spi-
nowo kwaséw ttuszczowych. Miedzy innymi metoda tg badano translokaze nukleoty-
dow adeninowj h (P. F. Devaux, Paryz, Francja).

Referaty B. Chance’a oraz D. F. Wilsona i wsp. (Filadelfia, USA) dostarczyty
nowych danych dotyczacych kinetyki, termodynamiki i mechanizmu oddziatywa-
nia oksydazy cytochromowej z tlenem czgsteczkowym. T. P. Singer (Madison, USA)
przedstawit referat na temat mechanizmu oddzialywania flawinowych przenosni-
kow elektron6w w regionie dehydrogenazy bursztynianowej tancucha oddechowego.
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Pozjazdowc sympozjum poswiecone wspdtdziataniu pomiedzy mitochondriami
i cytosolem w komoérce

Sympozjum to odbyto sie 26 lipca 1975 po zakonczeniu Zjazdu FEBS. Zorganizo-
wato je Francuskie Towarzystwo Biochemiczne oraz Francuska Grupa Bioenerge-
tyczna. Na sympozjum zlozyly sie trzy sesje poSwiecone najistotniejszym proble-
mom regulacji metabolizmu komdérkowego. Poniewaz omawiane zagadnienia sg
aktualnie przedmiotem badan sesje miaty charakter dyskusyjny. Obczernie omawiano
transport metabolitow przez btone mitochondrialng (J. B. Chappel, Bristol, Anglia)
oraz wewngtrzkomoérkowg kompartmentacje metabolitow badang po rozbiciu ko-
morek przez digitoning na frakcje cytosolowa oraz pelet zawierajacy fragmenty
struktur subkomdérkowych (P. F. Zuurendonk, Amsterdam, Holandia i H. W. Heldt,
Monachium, RFN). Stwierdzono m.in., ze wiekszo$¢ komdérkowego acetylo-CoA oraz
dtugotancuchowe acylo-CoA sg zwigzane z osadem. T. Bucher, Monachium, RFN
wygtosit referat poswiecony mitochondrialnym i cytosolowym potencjatlom utle-
niania—redukcji, a E. C. Slater, Amsterdam, Holandia, omoéwit wewnatrz i ze-
whnatrzmitochondrialne potencjaty fosforylacyjne. Wiadomo, ze w normalnych wa-
runkach u zwierzat potencjat utleniania redukcji cytosolu jest bardziej dodatni, niz
w mitochondriach, natomiast potencjat fosforylacyjny cytosolu wielokrotnie prze-
wyzsza potencjal wewnatrzmitochondrialny. Dyskutowano mechanizm tego zjawiska
oraz role obu potencjatébw w regulacji metabolizmu komoérkowego. Na zakonczenie
J. R. Williamson oméwit role transportu anionéw przez bione mitochondrialng. Wy-
kazat on, ze w pewnych warunkach transport jabtczanu lub a-ketoglutaranu moze
stanowi¢ czynnik regulujacy szybko$¢ glukoneogenezy oraz produkcji mocznika
w izolowanych hepatocytach.

Metabolizm; wspdtdziatanie mitochondriow i cytosolu. W sesji plakatowej
poswieconej temu zagadnieniu zgromadzono szereg ciekawych doniesien na temat
wpltywu wewnatrzkomérkowych warunkéw (stezenia jonéw i pH) na metabolizm
(R. van der Meer i wsp.,, Amsterdam, Holandia). Omawiano réwniez wptyw kwa-
sow tluszczowych na transport metabolitow i nukleotydow adeninowych pomiedzy
cytosolem i mitochondriami podczas glukoneogenezy w izolowanych komédrkach
watroby szczura (T. P. Akerbroom i wsp., Amsterdam, Holandia). Wykazano, ze
wewngtrzmitochondrialny stosunek acylo-CoA/CoA jest SciSle skorelowany z pozio-
mem glukoneogenezy. Wptyw kwasow ttuszczowych na synteze glukozy byt tema-
tem doniesien M. J. Geelena i wsp., Utrecht, Holandia (w izolowanych hepatocy-
tach) oraz M. Jomain-Baum i R. W. Hansona, Filadelfia, USA (perfundowana
watroba).

E. J. Davies i wsp., Indianapolis, USA przedstawitl dane przemawiajgce za re-
gulacjg steady-state zewngtrzmitochondrialnego potencjatu fosforylacji przez pal-
mitylo-CoA, ktéry hamuje translokacje nukleotydéw adeninowych.

J. Bryta i J. Zalewski, (Warszawa, Polska) przedstawili prace dotyczacg row-
mem glukoneuogenezy. Wptyw kwaséw ttuszczowych na glukoneogeneze byt tema-
norzednego udzialu mitochondrialnej i cytosolowej PEP karboksylazy w procesie
glukoneogenezy zachodzacej w izolowanych hepatocytach krolika.

T. Borkowski,
E. Gasior,
E. Walajtys.
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W. J. Ridgman “Experimentation in Biology —
An Introduction to Design and Analysis”.

Blackie 1975, London, Glasgow.

Badacz w zakresie nauk biologicznych spotyka sie z duzg zmiennos$cig indywi-
dualng oraz bardzo czesto z koniecznos$cig stosowania prébek o matej liczebnosci.
Obydwa te czynniki niestychanie komplikujg interpretacje wynikéw i czesto zmu-
szaja— jeSli nie stosuje sie odpowiednich testow statystycznych — do szukania w ra-
mach pojedynczego eksperymentu odpowiedzi tylko na najprostsze pytania. W efek-
cie, przy badaniu bardziej ztozonego problemu, lub nawet tylko oddziatywania
wielu czynnikéw na podmiot eksperymentu, stosuje sie wielokrotnie powtarzane
doSwiadczenia czasteczkowe. Pomijajac nawet fakt ktopotéw taczenia wynikéw eks-
perymentéw czastkowych w spdjng catos¢, ten typ postepowania pochtania znaczna
ilo§¢ czasu i materiatu doswiadczalnego. Z drugiej strony, jezeli przeprowadza sie
badania w sposéb kompleksowy, to bez pomocy odpowiednich metod matematycz-
nych bardzo tatwo cze$¢ wnioskdw przeoczy¢ lub nawet nieprawidtowo interpreto-
wac.

Wydawaé¢ by sie mogto, ze w tej sytuacji wtasnie w naukach biologicznych po-
winno rozwija¢ sie statystyczne opracowywanie wynikdéw i planowanie doSwiadczen.
Niestety, tradycyjne, fenomenologiczne podejscie daje o sobie zna¢ w tym, ze wielu
badaczy planuje swojg prace nie zastanawiajac sie jak bedzie analizowato wyniki,
a rezultaty szacuje stosujac S$rednig, odchylenie standardowe i test t-Studenta, bez
wzgledu czy jest to prawidtowe czy tez nie. Uzywanie podstawy mikroskopu jako
linijki do kreskowania stupkéw przedstawiajagcych wyniki jest ewidentnie niepra-
widtowe; niestety czesto w ten witasnie sposob traktuje sie statystyke.

Najlepiej sytuacja przedstawia sie tam, gdzie zaréwno efekty badan zwigzane sg
bezposrednio z zastosowaniami, a czesto$¢ eksperymentow jest drastycznie ograni-
czona przez nature, a wiec w doswiadczalnej hodowli roslin i zwierzat. Znalazto to
takze wyraz w ksigzce W. J. Ridgmana Experimentation in Biology, ktéra pomimo
bardzo ogdlnego tytutu jest ustawiona gtéwnie pod katem doswiadczen uprawowo-ho-
dowlanych chociaz prezentowane metody postepowania dajg sie tatwo przystosowaé
do innych typéw zagadnien. tatwos$¢ ta w duzej mierze wynika z wyjatkowej czytel-
nosci i prostoty przeprowadzonych wywodéw. Pomimo omawiania takze ztozonych
zagadnien, od czytelnika wymagana jest jedynie znajomo$¢ czterech dziatan oraz lo-
gicznego myslenia. Ksigzke te napisano w taki sposéb aby mogt jg zrozumieé¢ kazdy
nie posiadajacy zadnych wiadomos$ci z zakresu statystyki. Z tego wzgledu autor
wprowadza i ttumaczy stopniowo wszystkie, nawet najbardziej podstawowe pojecia,
ilustruje je odpowiednio dobranymi przyktadami liczbowymi. Pierwsze rozdziaty
poSwiecone sa problemom prébkowania, definiowania hipotez zerowych, stopniom
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swobody, r6znym miarom tendencji centralnych, wariancji, btedowi standardowemu
oraz wspétczynnikowi zmiennosci. Nastepnie autor prezentuje test t-Studenta w réz-
nych wariantach wraz z tworzeniem przedziatdw ufnos$ci, test Fisher-Behrensa oraz
test U Mann-Whitney.

Dalszg cze$¢ ksigzki poswiecono dosSwiadczeniom z jednym czynnikiem wyste-
pujacym na wielu poziomach lub tez z wieloma czynnikami. Sygnalizujac tylko
problemy doktadnie omoéwione w ksigzce wymieni¢ mozna wielowymiarowg ana-
lize wariancji z testem Duncana, analize typu 2", gniazdowga, problem czynnikow
losowych i deterministycznych, wielomiany ortogonalne, regresje i korelacje jako
szczeg6lny przypadek analizy wariancji, metode uwiklania, analize nieortogonalng
oraz analize kowariancji. Bardzo cenng cechg jest to, ze autor rownolegle z pre-
zentacjg testow parametrycznych przytacza odpowiednie do danego zagadnienia
testy nieparametryczne omawiajgc test Wikoxona, Kruskal—Wallisa, Friedmann’a
i wspotczynnik korelacji Kendalla. Nie zabrakto takze omowienia metod planowania
eksperymentéw od klasycznego kwadratu tacinskiego do bardziej ztozonych metod.

Natomiast odczuwa sie brak testdw na zgodno$¢ otrzymanego rozktadu z teore-
tycznym. W. J. Ridgman podkres$la istotno$¢ speinienia zatozenia o rozktadzie nor-
malnym, ale nawet klasycznie uzywany do tego celu test jakim jest x2 jest przedsta-
wiony gtownie do badania interakcji. Brak zupeinie szerokiej i bardzo mocnej klasy
testbw Smirniv-Kotmogorova, ktore sg niezwykle wygodne nie tylko przy badaniu
zgodnoS$ci rozktadéw z teoretycznym (np. wariant test Kotmogorova do badania nor-
malnosci rozktadu — test Lillieforsa), ale takze do badania istotnosci réznic dwdch,
lub wiecej grup danych. Brakuje tez omoéwienia mozliwosci wstepnej transfor-
macji danych. Zostala pominieta mozliwo$¢ skorygowania rozktadu danych i zblize-
nia go do rozktadu normalnego — np. przy procentach —oraz stosowanie metody re-
gresji jesli typ zaleznos$ci nie jest wielomianowy lecz innego typu np. I/x, a* lub xa
Oczywiscie mozemy aproksymowaé dany typ zaleznosci wielomianami, ale czesto
z przestanek teoretycznych lub poprzednich badan wiadomo jaki jest typ krzywej
i prosta transformacja danych pozwala na zredukowanie problemu do regresji li-
niowej. Umozliwia to nie tylko stosowanie znacznie prostszych metod obliczeniowych,
ale réwniez osigganie wiekszej doktadnosci ocen parametréw przy mniejszej ilosci
punktéw zmiennej niezaleznej. Wyjasnienie tych probleméw zajetoby zaledwie kilka
stron, a dla osoby bez podstaw matematycznych stanowitoby to wielka pomoc.

Takze, na tle prezentowanych bardzo jasno i zrozumiale probleméw, niedosta-
tecznie wyraznie zostata podkreslona mozliwo$¢ liczenia poszczegbélnych wariancji
bezposrednio jako sumy kwadratow odpowiednich sum czgstkowych, a nie tylko me-
todg Yates’a. W ksigzce tej nie podano szerszych tablic, a tylko ich fragmenty
i w praktyce jako niezbedny dodatek do niej trzeba mie¢ tablice statystyczne.

Powyzsze zastrzezenia nie umniejszajg warto$ci tej interesujacej ksigzki. Czy-
telnik jest stopniowo prowadzany w coraz trudniejsze zagadnienia, przy czym nie
musi dysponowaé¢ praktycznie zadng wiedzg statystyczng czy tez matematyczna.
Wielka zaletg ksigzki jest jej zwiezto$¢. Cata ksigzka, pomimo szerokiego wachlarza
omawianych probleméw, ma zaledwie 223 strony formatu nieco mniejszego od A5
i stanowi jednag spdjnag cato$¢ tatwa do przeczytania i zrozumienia. Takze szerokie
stosowanie przyktadéw liczbowych, ktére nie tylko sg szczegétowo analizowane od
strony logicznej ale obliczane krok po kroku, znacznie utatwia zrozumienie prezen-
towanych zagadnien.

Ta niezwykle prosto, jasno i zwiezle napisana ksigzka daje mozliwo$¢ zapozna-
nia sie nie tylko z dobrze dobranym zestawem testéw, lecz réwniez z generalnymi
zasadami planowania eksperymentéw i ze sposobami mys$lenia statystycznego. Z po-
wyzszych wzgledéw jest ona godna polecenia zardwno studentom jak i pracownikom
nauki reprezentujagcym caly zakres nauk biologicznych.

Pawet J. Jastreboff
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Wolfgang Wiessner “Bioenergetik bei Pflanzen”,
VEB Gustav Fischer Verlag, Jena 1975,

str. 224, ryc. 55, schematéw 44, tabel 22

.Bioenergetik bei Pflanzen” jest kolejng monografia z serii ,Bausteine der mo-
dernen Physiologie” wydawanej przez wydawnictwo G. Fischer. Ksigzke poswiecit
autor omowieniu gtéwnych etapow przeksztatcania energii w organizmach roslinnych.
Pierwszym jest proces fotosyntezy, tj. przeksztatcanie energii Swietlnej w energie
chemiczng utworzonych zwigzkéw organicznych, drugim jest wytwarzanie energii
w wyniku przeksztatcen produktéow fotosyntezy w procesach katabolicznych.

Bioenergetyke roélin przedstawia autor w 6 rozdziatach:

1. Historia badan nad fotosynteza, obliczenia zapotrzebowania energetycznego, rola
NADPH i ATP;

2. Cytologiczno-chemiczne podstawy fotosyntezy. Budowa i sktad chemiczny chloro-
plastow, barwniki wystepujagce w chloroplastach i ich rola w fotosyntezie;

3. Fizjologia fotosyntezy. Zalezno$¢ procesu od stezenia CO2 02 soli mineralnych,
intensywnos$ci i barwy Swiatta, wspdtzaleznos¢ dwu reakcji Swietlnych;

4. Biofizyka fotosyntezy. Absorpcja promieniowania, energetyka tego procesu, rola
réznych barwnikéw w absorpcji promieniowania i przeksztatcania energii;

5. Biochemia fotosyntezy. Reakcje oksydacyjno-redukcyjne, | i Il uktad fotosyntezy
i ich sktadniki, fosforylacja cykliczna i niecykliczna, teoria chemiczno-osmotycz-
nego sprzezenia transportu elektrondéw i protonow z fosforylacjg, redukcja C02
w cyklu Calvina, dobowe wahania poziomu kwaséw organicznych w roSlinach
gruboszowatych, wigczanie CO2w szlaku Hatcha, Slacka i Kortschaka;

6. Katabolizm — fizjologia oddychania, lokalizacja i przemiany w komérce drogi
glikolitycznej, cyklu kwasoéw trdjkarboksylowych, tancucha oddechowego i oksy-
dacyjnej fosforylacji. Zakres wiadomosci zawartych w tym rozdziale o objetosci
30 stron (1/6 catosci ksigzki) w znacznym stopniu pokrywa sie z materiatem kursu
podstawowego wielu podrecznikéw biochemii. Cechuje go przy tym, jak i cala
ksigzke duza zwiezto$¢ opisu co wymaga od czytelnika dobrej znajomos$ci podstaw
biochemii. Zaleta tego rozdziatu jest zgrupowanie i podkre$lenie proceséw zacho-
dzacych w tkankach roédlin.

Proces fotosyntezy, mimo ogromnego znaczenia biologicznego nie znajduje od-
powiedniego odzwierciedlenia w wiekszo$ci podrecznikéw biochemii, zar6wno krajo-
wych jak i zagranicznych. Autorzy podrecznikéw ograniczajg sie naogo6t do przedsta-
wienia reakcji cyklu Calvina i schematu fotosyntetycznego transportu elektronow.
.Bioenergetik bei Pflanzen” jest monografia, w ktdérej proces fotosyntezy potrakto-
wano szczeg6towo i wnikliwie. Wykorzystano w niej dane doswiadczalne do 1971
oraz kilkanascie pozycji literatury z roku 1972. Mozna bytoby wiec oczekiwac, ze
kilka przynajmniej zagadnien bedzie przedstawionych odpowiednio do poziomu wie-
dzy w tym okresie. Tak jednak nie jest, gdyz autor nie uniknagt kilku przeoczen,
tak spisujgc witgczanie C02 w cyklu Calvina (str. 139) pomingt zupetnie dane o me-
chanizmie regulacji tego procesu, mimo, ze byly one przedmiotem wielu publikacji
oraz tematem referatu J. A. Basshama na Il Kongresie Fotosyntezy w 1971. Z opub-
likowanych materiatobw tego Kongresu Autor korzystat przy omawianiu innych za-
gadnien. Poczatkowo uwazano wprawdzie, na podstawie zdje¢ z mikroskopu elektro-
nowego, ze chloroplasty pochw okotowigzkowych w ros$linach typu C4 nie maja
gran (str. 147), lecz w roku 1971/72 ukazaty sie prace wykazujgce, ze chloroplasty te
mimo braku widocznych gran zawierajg Il ukiad fotosyntezy i tworzag NADPH i ATP,
niezbedne w procesie redukcji C02 w cyklu Calvina.



430 RECENZJE

Autor omawia tylko powstawanie glikolanu z ,aktywnego aldehydu glikolo-
wego” tworzonego w reakcji katalizowanej przez transketolaze (str. 149). W 1975
roku wiadomo juz byto, ze P-glikolan a z niego glikolan moga powstawaé¢ z rybulo-
zo-1,5-dwufosforanu w reakcji katalizowanej przez oksygenaze rybulozo-l,5-dwufosfo-
ranu. Transport metabolitéw przez btone chloroplastow (str. 151) przedstawiono
w sposéb niepeiny z szerszym jedynie omoéwieniem transportu ATP, ortofosforanu
i kwasow dwukarboksylowych, zachodzacego przy udziale odpowiednich przenos$ni-
kow.

Uzupetnienia tych brakoéw nie znalazty sie jednak w zamieszczonym na korcu
ksigzki 2 stronicowym Dodatku omawiajgcym wyniki badaA z lat 1972 i 1973.

Przytoczone tutaj uwagi krytyczne nie obnizajg oceny starannego i rzeczowego
opracowania monografii. Wskazujg tylko, ze szybki rozwéj badan w tej dziedzinie
sprawia wiele trudnos$ci w ich biezacym przedstawieniu, szczegélnie w chwili gdy
ksigzka jest juz przygotowana do druku.

Monografia ,Bioenergetik bei Pflanzen” jest dobrze zilustrowana rysunkami (55),
schematami reakcji i cykli (44), tabelami (22). Zawiera wiele réwnan reakcji i wzo-
row strukturalnych omawianych zwiazkéw. Przedstawiony materiat doswiadczalny
obejmuje cato$¢ zogadnien zwigzanych z bioenergetyka roslin i z tego wzgledu za-
stuguje na polecenie jej tym wszystkim, ktérzy interesujg sie tg tematyka.

Zbigniew Kaniuga

Metody instrumentalne w histochemii — Sympozjum organizowane przez
Towarzystwo naukowe DDR zajmujace sie zagadnieniami histochemii i mi-
kroskopii elektronowej, Lipsk, 5—8.111.1974.

Acta Histochemica, Suplement, XV, wyd. Gustav Fischer, Jena, 1975, stron 443.

Dobrg tradycja redakcji czasopisma Acta Histochemica stal sie zwyczaj wy-
dawania suplementow obejmujgcych cato$¢ materiatow dorocznych sympozjéw orga-
nizowanych przez niemieckie towarzystwa naukowe zainteresowane zagadnieniami
histochemii i mikroskopii elektronowej. Ostatni, XV tom zawiera bogato ilustro-
wane materiaty sympozjum zorganizowanego w marcu 1974 r. w Lipsku, przez Towa-
rzystwo Histochemikéw i Mikroskopii Elektronowej oraz przez Oddziat Fizjologii
Zwierzat Towarzystwa Biologicznego NUD. Tematem obrad byty metody instrumen-
talne uzupetniajagce konwencjonalne metody stosowane w histochemii. Objeto nimi
zaréwno metody badan in vitro,—jak na przyktad zapozyczone z pracowni bioche-
micznych frakcjonowane wirowanie, elektroforeza na zelach poliakrylamidowych,
chromatografia, stale udoskonalana metoda van Duijn’a analizy substancji zawie-
szonych w btonach modelowych, jak réwniez metody badan in situ obejmujgce bez-
posrednig lokalizacje réznych zwigzkéw w komdrce. W tym ostatnim przypadku,
zgodnie z zalozeniem sympozjum, przedstawiono mozliwo$ci zastosowania odpo-
wiedniej aparatury do samej detekcji tych zwigzkéw w komorce, oraz mozliwosci
obiektywnej oceny wynikéw uzyskanych przy pomocy bardziej konwencjonalnych
metod. Znalazty tu miejsce prace wykonane przy pomocy takich metod, jak na przy-
ktad cytofotometria, mikroskopia polaryzacyjna : interferencyjna, badanie sktadu
chemicznego wultracienkich skrawkéw na drodze analizy emitowanego przez nie
widma rentgenowskiego wzbudzanego w mikroskopie elektronowym dziataniem
wigzki elektronéw, analiza elektroniczna obrazéw (fotograméw) reakcji cytochemicz-
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nych, lub analiza procesu mineralizacji tkanek przy uzyciu metody $ledzenia rezo-
nansu spinowego. Te ostatnia metode opracowano wspdlnie w Instytucie Biostruktu-
ry i Instytucie Badan Jadrowych w Warszawie — co jest rzecza szczeg6lnie mitg dla
czytelnika polskiego. Oczywiscie nie wszystkie prace wypeiniajgce ten 443-stronicowy
tom odpowiadaja $cisle tytutowi sympozjum. Wiele jest takich, w ktédrych jedynym
sinstrumentem” jest mikroskop Swietlny lub elektronowy. Niestety — podobnie, jak
u nas, tak i w NRD nie wszystkie pracownie cytochemiczne wyposazone sg w od-
powiednig aparature pomiarowg. Zaréwno cytofotometry, jak i analizatory doku-
mentacji fotograficznej, ktére powinny wchodzi¢ w sktad podstawowego wyposazenia
tego typu pracowni spotyka sie nieczesto. Lekture recenzowanego tomu uwazam wiec
za tym bardziej pozyteczng dla oséb zainteresowanych biologiag komorki, poniewaz
obok informacji dotyczacych samego meritum opracowywanych zagadnieA oraz ino-
wacji metodycznych dostarcza réwniez — posrednio — informacji méwigcych o tym
gdzie, kto, w jakiej pracowni dane problemy rozwigzuje i dane metody wprowadza.

A. Przelecka

Biochemistry of Cell Walls and Membranes, red. C. F. Fox,

tom wydany w 1975 r. przez Butterworth and Co., Ltd przy wspoétudziale Medical
and Technical Publishing Co., Ltd oraz University Park Press, Baltimore.

W spotczesno$¢ fenotypowych i proliferacyjnych cech komérek i ich wiasciwosci
immunologicznych oraz dynamicznej struktury bion komérkowych sprawiajg, ze
btonom tym przypisujag niektérzy niemal omnipotentng role w sterowaniu meta-
bolizmem komérkowym, a nawet w podejmowaniu decyzji czy w komdrce rozpocznie
sie synteza DNA prowadzgca do podziatu komérki, czy tez nie w zalezno$ci od syg-
natéw, jakie komorki otrzymuja od $rodowiska zewnetrznego i od innych komérek.

Poszczegbélne wspomniane tu zjawiska i zalezno$ci przedstawia ksigzka: ,Bio-
chemia $cian i bton komorkowych” stanowigca drugi tom (str. 316) biochemicznej
serii wydawnictwa seryjnego obejmujacego rézne dziedziny chemii i fizjologii (po-
rownaj recenzje tomu ,Biochemistry of Nucleic Acids”, Postepy Biochemii, (1975),
22, 113—114). Zdaniem tomu opracowanego pod redakcjg S. F. Foxa z Kalifornijskiego
Uniwersytetu w Los Angeles byto danie mozliwie petnego obrazu wiedzy o btonach
biologicznych, bez zbednego jednak powtarzania wielu szczegétowych informacji
juz opublikowanych w innych monografiach. Co wiecej zar6wno redaktor tomu jak
i autorzy — wybrani spos$rod wielu specjalistow — dbali o to, by przedstawiajac naj-
nowsze osiggniecia ujmowali je z innego punktu widzenia niz uczyniono to w opubli-
kowanych wczed$niej monografiach. Tom zawiera nastepujace artykuty:

1. Biochemia endocytozy (E. D. Korn).

2. Selektywnos$¢ czasteczkowych nos$nikéw, bton i enzyméw wobec jonéw G. Eise-
man i S. J. Krasne).

Btony stransformowanych komdrek ssakéw (R. O. Brady and P. H. Fishman).
Ruchliwos$¢ sktadnikdw btony (F. Podo i J. K. Blasie).

Orientacja molekularna biatek w btonach (W. T. Marchesi).

Rola powierzchni w produkcji nowych komoérek (A. B. Pardee i E. Rozengurt).
Btony w przewodzeniu impulséw nerwowych (C. W. Cotman i W. B. Lewy).
Interferencja penicyliny i innych antybiotyk6w z procesami syntezy $ciany bak-
teryjnej (J. L. Strominger).

® oo
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9. Wymiana biatek btonowych (R. T. Schimke).
10. Transport przez btony (W. Epstein).
11. Zmiany faz w uktadach modelowych i btonach biologicznych (C. F. Fox).

Przejrzenie spisu tresci i przedmowy redaktora nasuwa pytanie czym sie kierowat
szeregujac artykuty skoro czytelnikowi zaleca ich czytanie z zupeinie innej kolej-
nosci. Radzi on mianowicie ze wzgledéw dydaktycznych przeczyta¢ najprzéd roz-
dziaty, ktére omawiajg og6lng organizacje, sktad i dynamiczno$¢ organizacji bton
biologicznych (rozdz. 5. 11, 4 i 9), p6zniej rozdziaty traktujace o transporcie przez
btony (2, 10 i 8), nastepnie rozdziat o endocytozie (1) przed opisujagcym znaczenie
bton w przewodnictwie impulséw nerwowych (7), a wreszcie rozdziatly méwiace o ro-
li bton komdrkowych w regulacji podziatbw komoérkowych (3 i 6).

Zgodnie z zalozeniami wydawnictwa tom ,Biochemia $cian i bton komdérkowych”
omawia wszechstronnie i krytycznie biezgcy postep w tej dziedzinie wiedzy a synte-
tyczna forma relacji powoduje, ze ksigzka jest komunikatywna a jej lektura porzad-
kujgc wiadomosci czytelnika sprawia mu przyjemnos$é. Jest to jednak ksigzka wyma-
gajaca od czytelnika przygotowania zar6bwno w zakresie biochemii jak i biologii ko-
morki i przeznaczona jest dla naukowcéw pracujgcych wtasnie w tych dziedzinach.

Z. Zielinska
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PiSmiennictwo: W artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostat-
nich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajgce
przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych
w ,Postepach Biochemii”. W tek$cie nalezy podawac¢ jedynie nazwis-
ka badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nie uporzagdkowane alfabetycznie. Odnos$niki bi-
bliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Cza-
sopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (IUB) we-
dtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.:

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,

181—184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawaé nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaly autor(6w), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty

jej redaktoréw(a), tom, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydawania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans

Green and Co, London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N.,
Greville G. D, t. 5, str. 1—58, Academic Press, London

Zataczniki: Kazdy zatlacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzyé kolejnym numerem odpowiadajacym
numerowi uzytemu w tek$cie, oraz oznaczyé (na go6rze stronicy otéw-
kiem) nazwiskiem 1-ego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowa¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtowki rubryk winny jasno opisywac ich tre$¢, zaznaczajac z jakich
(jakiej) prac(y) pochodza informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich omoéwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢é wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac linig ciefsza niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢
nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opisow
stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykres6w natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujgce symbole: AOOA ®-
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,dé+” (otdw-
kiem). O stopniu zmniejszenia ryciny w druku decyduje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na od-
dzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisa¢ na maszynie,
nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom
konstruowanie oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie
danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie
wytacznos¢ druku prac wraz z ich dokumentacja (Copyright). Przed wia-
czeniem tabel, wykresow czy schematéow do artykutu przeznaczonego do
publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyskaé¢ zgode na przedruk
i przedtozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutéw aby zabezpieczy¢
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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