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INFORMACJA DLA AUTORÓW

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

R edakcja zastrzega sobie m ożność w prow adzenia skrótów  i popro- 
w ek nie w pływ ających  na treść pracy.
Forma m aszynopisu .  M aszynopis pracy i w szelk ie  załączniki należy  
nadsyłać w  dw u egzem plarzach. M aszynopis pow inien  być napisany  
jednostronnie, z podw ójną interlin ią, z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej 
i ok. 1 cm po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na pierw szej 
stronie należy zam ieścić tylko: im iona (w pełnym  brzm ieniu) i na­
zw iska autorów, ich stopnie i tytu ły  naukow e wraz z nazw am i p laców ek  
naukow ych, tytu ł pracy w  języku polskim  i angielskim  oraz om ów ie­
nie tem atu pracy w  języku angielsk im  (najwyżej 5 w ierszy m aszyno­
pisu ).

R ozdziały w  tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską a podroz­
d z ia ły — arabską. T ytuły n ie w ydzielone z tekstu n ie pow inny być nu­
m erow ane.

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

Pow ołując się na literaturę należy podać w  tekście, w  naw iasie, 
kolejny numer pozycji w  sp isie  literatury.
Załączniki do tekstu. K ażdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w  tek ś­
cie  np. T ablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy  
należy oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw iskiem  autora i początkow ym i w yrazam i tytu łu  pracy.

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

Podpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem atam i pow inny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, których n ie m ożna napisać 
na m aszynie należy w yraźn ie nanieść czarnym  tuszem . W fotografiach  
i w ykresach należy oznaczyć „górę” i „dół”.
Literatura.  W ykaz literatury należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich  
stronach m aszynopisu, w  alfabetycznej kolejności nazw isk autorów.
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BARBARA GRZELAKÓWSKA-SZTABERT*

Drogi biosyntezy pterydyn i tetrahydrofolanu

The Pathways of Biosynthesis of Pteridines and Tetrahydrofolate

The new  hypotesis dealing w ith  the b iosynthesis of d ifferent kinds of p teri­
dines and tetrahydrofolate are review ed.

I. Biosynteza pterydyn

Podobieństwo strukturalne układów: pterydynowego, purynowego 
i flawinowego od dawna nasuwało przypuszczenie o wspólnej drodze ich 
biosyntezy**.

Już w latach 1924-1925 S c h ó p f  stwierdził, że substancje barwne 
ze skrzydeł motyli z rodziny Pieridae mają wiele podobnych własności 
do moczanów, różnią się jednak od nich składem pierwiastkowym (79). 
Fakt znajdowania złogów kwasu moczowego (38, 58, 73, 93, 113, 114) oraz 
różnych barwników pterydynowych w tkankach owadów (4, 25, 26, 42, 
43, 95, 109, 115, 116) zdawał się również wskazywać na możliwość wspól­
nej drogi biosyntezy tych związków. Chemiczna przemiana puryn w pte- 
rydyny przeprowadzona przez A l b e r t a  wzmocniła prawdopodobień­
stwo tej hipotezy (1, 2). W e y g a n d  (100, 102) wprowadzając do pocz- 
warek Pieris brassicae związki znakowane 14C wykazał, że niektóre ato­
my N i C w układach pterydynowym i purynowym pochodzą z tych 
samych prekursorów: mrówczanu, dwutlenku węgla i glicyny.

O wzajemnych powiązaniach biosyntezy puryn i pterydyn świadczy­
ło pojawienie się radioaktywnych pterydyn po dodaniu puryn znako­
wanych 14C do środowiska, w którym rosły Eremothecium ashbyii (61, 
62), Corynebacterium sp. (78, 96, 106) i E. coli (76, 77) oraz po w strzyki­
waniu znakowanych puryn kijankom Xenopus (112). Na uwagę zasłu-

* Dr, adiunkt Zakładu B iochem ii Instytutu  B iologii D ośw iadczalnej PA N  
im  M. N enckiego, W arszawa.

W ykaz stosow anych skrótów : PG P — 2-am in o-4 -h yd rok sy -6 -p teryd yn y lo -g li- 
cerofosforan, p A B — kw as p-am inobenzoesow y.

** F law inogeneza i jej pow iązania z biogenezą puryn i pterydyn są tem atem  
artykułów  przeglądow ych B u ł h a k  (39) i J e ż e w s k i e j  (48) w  Postępach  B io­
chemii.
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4 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT [2]

guje fakt, że w pierścieniu pterydynowym syntetyzowanym de novo 
nigdy nie odnajdywano węgla z pozycji 8 puryny (87).

Nasuwa się zatem pytanie, jakie związki mogą być prekursorami 
C-6 i C-7 rdzenia pterydynowego. W e y g a n d (103) i B r e n n e r -  
H o 1 z a c h (9, 10) doszli do wniosku, że atomów tych dostarczają atomy 
C-l i C-2 rybozy. Badając wbudowywanie 14C z rybozy i glukozy do 
pterydyn u P. brassicae i u Drosophila melanogaster autorzy ci wykazali 
również, że najwięcej 14C wbudowywało się do układu pterydynowego 
po wstrzyknięciu 2-14C-rybozy oraz 2-14C-glukozy, przy czym C-2 glu­
kozy jest wbudowywany dopiero po przekształceniu glukozy w rybozę.

NH,  H, N
O OH OH 

,N H ,jl I

/CH^ 
NH

H,N.
y Y Y h

V OH OH OH
N. I I I

I I
OH H

H ,N
Oksydaza

Z1 ksantynowa 
N OH

Oksydaza
ksantynowa

OH

w
VII

Schem at 1. H ipotetyczny przebieg b iosyntezy prostych pterydyn. Z achow ano n u ­
m erację pozycji atom ów  w  pierścieniu, stosow aną w  oryginale (wg 103)
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[3] BIOSYNTEZA PTERYDYN 5

W e y g a n d  (103) zaproponował następującą drogę biosyntezy kilku 
prostych pterydyn, spotykanych u owadów (schemat 1).

Wyjściowym związkiem w tym procesie jest guanozyno-monofosfo- 
ran (I). W pierwszym etapie następuje rozerwanie pierścienia imidazo- 
lowego GMP połączone z jednoczesnym usunięciem atomu węgla z pozy­
cji 8 i utworzeniem 5(5'-fosforybozylo-amino)-2,4-dwuamino-6-hydroksy- 
pirym idyny (II). Usunięcie C-8 z rdzenia purynowego podczas biosynte­
zy pterydyn postulowali również u Corynebacterium sp. F o r r e s t (24) 
oraz V i e i r a  i S h a w  (96).

Dalsze przegrupowania dotyczą fragmentu cukrowego omawianej po­
chodnej pirymidyny. Po pojawieniu się formy łańcuchowej rybozy (III) 
tworzy się w wyniku tzw. przegrupowania Amadori’ego pierścień ptery- 
dynowy zawierający w pozycji 6 łańcuch trójwęglowy, z resztą fosfo­
ranową przy ostatnim atomie węgla (fosforan 2-amino-4-hydroksy-6-(D- 
erytro)-trójhydroksypropylo)dwuhydropterydyny (IV). Z tego związku 
po odszczepieniu bocznego łańcucha i odwodorowaniu lub odwodorowa- 
niu połączonym z dehydratacją powstają pterydyny, ksantopteryna (2- 
amino-4,6-dwuhydroksypterydyna) (V), izoksantopteryna (2-amino-4, 
7-dwuhydroksypterydyna) (VI), i leukopteryna (2-arnino-4,6,7-trójhy- 
droksypterydyna) (VII). W utlenieniu ksantopteryny do leukopteryny 
oraz intermediatu A (schemat 1) do izoksantopteryny bierze udział oksy­
daza ksantynowa (oksydoreduktaza ksantyna: 0 2 (1.2.3.2) (27, 38, 44, 
57) — enzym, dla którego właściwym substratem  są pochodne purynowe 
(22). Możliwość zużytkowania rybozydu aminopirymidyny do chemicz­
nej syntezy ksantopteryny (91) potwierdza hipotezę Weyganda.

II. Prekursory purynowe pterydyn

U Escherichia coli (76, 77) i Lactobacillus plantarum (86) prekurso­
rem  pterydyn jest nukleotyd guanylowy (GMP). Guanina służyła jako 
substrat w tym procesie tylko w obecności 5-fosforybozylo-2-pirofosfo- 
ranu, guanozyna zaś w obecności ATP. U Salmonella typhimurium  
i Pseudomonas cocovenans (56) właściwym prekursorem pterydynowym 
okazał się GTP. D a l a l  i G o t s  (21) zwracają uwagę, że nukleotydy 
adenylowe hamują u S. typhimurium  przemianę GTP w pochodną pte- 
rydynową.

Jak już wspomniano, znakowany C-8 puryny nie jest wbudowywany 
do rdzenia pterydynowego, co pozwalało przypuszczać, że przemiana 
prekursora purynowego zaczyna się od rozbicia wiązań i usunięcia C-8 
z pierścienia imidazolowego. T o w n s e n d  i R o b i n s  (94) wykazali, 
że metylacja pierścienia imidazolowego puryn ułatwia jego chemiczne 
rozerwanie. P f l e i d e r e r  i wsp. (71) (schemat 2) wysunęli hipotezę,
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6 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT [4]

że metylacja lub też hydroksymetylacja pierścienia imidazolowego jest 
pierwszym etapem w przemianach puryn w pterydyny.

Proces ten zachodzący być może przy udziale pochodnych tetrahy- 
drofolanu (N-5-metylotetrahydrofolanu i N-5,J0-metylenotetrahydro- 
folanu) prowadziłby do zmiany rozmieszczenia ładunków elektronowych 
w cząsteczce puryny (I) i powstania związku B, co mogłoby ułatwiać 
rozbicie wiązania pomiędzy C-8, a N-9. Wówczas powstawałaby ufor- 
mylowana pochodna aminowa (C), która po odszczepieniu grupy for- 
mylowej i demetylacji (dehydroksymetylacji) przechodziłaby w 5(5’-fos- 
forybozylo)-amino-2,4-dwuamino-6-hydroksypirymidynę (II). Dotych­
czas jednak badania enzymatyczne nie potwierdziły udziału m etylo­
wych pochodnych puryn w biosyntezie pterydyn. Metylowe pochodne 
guanozyny, łatwo ulegające degradacji chemicznej, nie są bowiem, jak 
wykazali R e y n o l d s  i B r o w n  (77) prekursorami pterydyn w bio­
syntezie folanu u E. coli.

II
R

Schem at 2. R ozbicie pierścienia im idazolow ego w  GMP (wg 71)

Wysuwane są także sugestie udziału Cu++ w procesie rozerwania 
pierścienia imidazolowego (23, 86). E s p o s i t o  (23) przypuszcza, że 
wskutek utworzenia związku kompleksowego pochodnej purynowej 
z Cu++, wiązania pomiędzy C-8 i atomami N w pierścieniu imidazolo- 
wym ulegają osłabieniu, co mogłoby ułatwiać rozbicie pierścienia.

Stwierdzono, że u wielu mikroorganizmów (E. coli, L. plantarum, 
S. typhimurium, P. cocovenans) eliminowany z pierścienia imidazolowe­
go fragment jednowęglowy pojawia się w środowisku reakcji w formie 
mrówczanu (17, 56, 86). B u r g  i B r o w n  (17) wyizolowali z E. coli 
i oczyścili 570-krotnie układ enzymatyczny rozszczepiający pierścień imi- 
dazolowy puryny i usuwający C-8. Dane tych autorów, jak również wy­
niki prac L e v e n b e r g a  (56) nad biosyntezą pterydyn u P. cocovenans
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[5] BIOSYNTEZA PTERYDYN 7

sugerują, że po usunięciu z GTP węgla z pozycji 8 pozostaje rybozylowa 
pochodna 2,4,5-trójamino-6-hydroksypirymidyny (II).

III. Prekursory pirymidynowe pterydyn

Eksperymentalne stwierdzenie wykorzystania aminowych pochodnych 
pirym idyny do biosyntezy de novo rdzenia pterydynowego, byłoby do­
wodem przemawiającym za przemianą związków purynowych w ptery- 
dyny wg schematu 1. Pojawienie się radioaktywnych pterydyn po poda­
niu znakowanej 14C pirymidyny (2,4,5-trójamino-6-hydroksypirymidy- 
ny, VIII) stwierdzono wprawdzie u bakterii (5), u pierwotniaka Crithidia 
fasciculata (65) i u owadów (100). Okazało się jednak, że w bezkomórko- 
wych ekstraktach z E. coli pirymidyny nie stanowią bezpośrednich pre­
kursorów układu pterydynowego. Co więcej, 2,4,5-trójamino-4-hydroksy- 
pirym idyna hamowała zużytkowanie guanozyny do biosyntezy układu 
pterydynowego u tej bakterii. Zahamowanie to ustępowało po podaniu 
większych ilości guanozyny (77).

IV. Intermediaty pterydynowe

W wyniku przemian według schematu 1 z GMP powstaje pochodna 
pterydynowa z bocznym łańcuchem węglowym. Związek tego typu, 
(2-amino-4-hydroksy-6-pterydynylo-)glicerolo-fosforan (PGP, IX), wy­
izolowano z E. coli (33). Możliwości dalszych przemian tego intermediatu 
przedstawia schemat 3.

Sądząc z podobieństwa budowy PGP mógłby być związkiem pośred­
nim w biosyntezie niektórych pterydyn owadzich, odznaczających się 
obecnością bocznego łańcucha węglowego: biopteryny (XIV) (19, 74, 75), 
drosopteryny (XV), sepiapteryny (XVI) i izosepiapteryny (XVII, 97).

Z drugiej strony, obecność bocznego łańcucha węglowego przy C-6 
rdzenia pterydynowego w PGP nasuwa przypuszczenie, że może on także 
być intermediatem w biosyntezie pterydynowego składnika cząsteczki 
folanu.

Przejście PGP w pochodne typu biopteryn mogłoby polegać na usu­
nięciu grupy fosforanowej i różnych przegrupowaniach oksydo-reduk- 
cyjnych w bocznym łańcuchu węglowym. Wskazują na to doświadczenia, 
w których larwy D. melanogaster żywiono uwodorowaną pochodną PGP, 
znakowaną 14C w pozycji 10 (37), a następnie z dorosłych owadów wyizo­
lowano radioaktywne pochodne pterydynowe: 2-amino-4-hydroksy-6-trój- 
hydroksypropylopterydynę (XVIII) oraz 2-amino-4-hydroksy-6-metylo- 
pterydynę (XII) (schemat 3). Nie wykazano natomiast radioaktywności
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8 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT [61

w drosopterynach, zawierających trójwęglowy boczny łańcuch. Przem ia­
na PGP w tkankach D. melanogaster nie jest zatem jedyną drogą prowa­
dzącą do powstawania pterydyn z bocznym łańcuchem.

Zdaniem G o t o  (37) pojawienie się 6>-metylo pochodnej pterydy- 
ny (XII, schemat 3) jest szczególnie interesujące, ponieważ po przepro­
wadzeniu jej w pochodną hydroksymetylową, uwodorowaniu, a następnie 
ufosforylowaniu, mogłaby ona być włączona w ciąg przemian prowadzą­
cych do syntezy dwuhydrofolanu. Wyizolowanie radioaktywnych sepia- 
pteryny, biopteryny, drosopteryny po podaniu larwom Drosophila 2-ami- 
no-4-hydroksy-ć>-hydroksymetylopterydyny (XIII, schemat 3) znakowa­
nej 14C w pozycji 2 wskazuje na jej udział w syntezie pterydyn z bocz­
nym łańcuchem (75).

H,N.

H,N

•N. H H

X s 6 - 6 - ch,
N OH OH

OH

XIV Biopteryna 
H
N . . OH

Y  i ° h
'"'C— - c h 3

N I
OH H OH

H,N N . OH 
S  i  H

CH3

OH

XV Drosopteryna

OH

XVI Sepiapteryna

H,N
H H H 
I I I 

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

XVIII

Inną hipotezę o przemianie PGP (IX) wysunęli F o r r e s t  i N a -  
w a (29). Uważają oni (p. schemat 3), że łańcuch boczny PGP uwodoro- 
wanego (X) ulega odszczepieniu i powstaje 2-amino-4-hydroksypterydyna 
uwodorowana w pozycji 7 i 8 (XI). Pochodne takie rzeczywiście znale­
ziono w materiale biologicznym (3, 28, 45, 63, 90).

F o r r e s t  i N a w a  (29), jak również V i s c o n t i n i  (97) stw ier­
dzili, że związek ten (XI) zdolny jest do przyłączenia podstawników 
anionowych w pozycji 6. Tego typu połączenie, kwas pterydyno-2-amino-
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10 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT [8]

-4-hydroksy-6-sulfonowy wyizolowano ze środowiska, w którym rósł Azo- 
tomonas insolita (35).

Ponadto wykazano u Drosophila, że węgiel izotopowy z 2-amino-4- 
-hydroksytetrahydropterydyny znakowanej w pozycji 5 pojawia się w izo- 
ksantopterynie (VI) i w drosopterynie (XV) (29, 92). Wydaje się zatem, że 
uwodorowane pochodne 2-amino-4-hydroksypteryny znajdują się w węz­
łowym punkcie przemian prowadzących do utworzenia nie tylko ptery- 
dyn prostych, lecz również związków typu biopteryny (XIV) (92, 104) 
oraz pochodnych folanu (29), drogą przyłączania odpowiednich bocznych 
łańcuchów.

Nasuwa się pytanie, jakie związki mogą być prekursorami bocznego 
łańcucha węglowego powstających tą drogą pterydyn i jaki jest mecha­
nizm przyłączania tego łańcucha. F o r r e s t  i wsp. (34, 66) stwierdzili, 
że w syntezie pterydyn typu biopteryny u Drosophila mogą być wyko­
rzystane kwas a-keto-(3-hydroksymasłowy oraz kwas propionowy, synteza 
ta wymaga jednak obecności tiaminy. Zdolność reagowania pterydyn 
z anionami nasunęła przypuszczenie, że atom C dołączony do rdzenia 
pterydynowego, mógłby występować w formie karboanionu. Karboanion 
taki mógłby powstać w wyniku współdziałania z tiaminą, która łącząc 
się z różnymi łańcuchami węglowymi bierze udział w wielu przegrupowa­
niach wewnątrzcząsteczkowych, prowadzących do powstawania stosun­
kowo stabilnego karboanionu (29).

F o r r e s t  i N a w a  (29), przeprowadzając chemiczną syntezę nie­
których pterydyn, wykazali następnie, że w wypadku dołączania kwasu 
a-ketomasłowego przy udziale tiaminy do rdzenia pterydynowego po­
wstawała izosepiapteryna (XVII). Schemat 4 przedstawia hipotetyczny 
mechanizm tej syntezy.

Do C-2 pierścienia tiazolowego w tiaminie (XIX) dołącza się ketokwas. 
Na skutek obecności w cząsteczce tiaminy centrum dodatniego przy ato­
mie N następuje wewnątrzcząsteczkowe przegrupowanie powstałego 
związku (XX) połączone z dekarboksylacją ketokwasu i utworzeniem 
karboanionu. Karboanion związany z tiaminą (XXI) łączy się następnie 
z centrum dodatnim, które na skutek elektronowych przesunięć powstaje 
przy C-6 w cząsteczce pterydyny (XI). Utworzony kompleks (XXII) rozr- 
pada się i powstają cząsteczka tiaminy oraz pterydyna z bocznym łańcu­
chem w pozycji 6 (XX,III). Przez odwodorowanie tego związku (XXIII) 
tworzy się cząsteczka izosepiapteryny (XVII).

M a c l e a n ,  F o r r e s t  i M y e r s  (59) wykazali, że z glonu Ana- 
cystis nidulans, rosnącego w obecności treoniny znaczonej 14C, można 
wyizolować glukozyd radioaktywnej biopteryny. Autorzy ci sądzą, że 
treonina drogą deaminacji i dekarboksylacji, przekształca się w pochod­
ną aldehydu propionowego, która dołącza się do uwodorowanej 2-amino- 
-4-hydroksypterydyny. Wbudowanie 14C z treoniny w pochodną ptery- 
dynową przemawia za hipotezą Forresta i Nawy o możliwości biosyntezy
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[9] BIOSYNTEZA PTERYDYN 11

pterydyn z bocznym łańcuchem węglowym drogą przyłączenia tego łań­
cucha do układu pterydynowego.

Analogiczną drogą mogłaby powstawać też ufosforylowana hydroksy- 
metylowa pochodna dwuhydropterydyny, związek pośredni w biosyntezie 
dwuhydrofolanu (36, 46, 49, 84, 85), okazało się bowiem, że u D. melano- 
gaster uwodorowane 2-amino-4-hydroksypterydyny są wykorzystywane 
do biosyntezy pochodnych folanu (110, 111).

Grupa hydroksymetylowa interm ediatu mogłaby pochodzić z frag­
mentu jednowęglowego, dołączona przy udziale kwasu foliowego lub też 
z kwasu glioksalowego dołączonego przy współudziale tiaminy. Na sche­
macie biosyntezy tetrahydrofolanu przedstawiono obie możliwości, jak­
kolwiek nie uzyskano dotąd biologicznego potwierdzenia sugestii F o r -  
r e s t a  i N a w y  (29) (schemat 5).

XVII XXIII

Schem at 4. Synteza izosepiapteryny (wg 29)

V. Biosynteza tetrahydrofolanu

Zdolność syntetyzowania de novo i przekształcania w tkankach owa­
dów różnych pochodnych pterydynowych nie jest wystarczającym do­
wodem syntetyzowania folanu przez te organizmy. Co więcej, wyniki 
doświadczeń, w których hodowano larw y różnych owadów w warunkach 
sterylnych wskazują, że wśród szeregu witamin z grupy B również folan
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12 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT [10]

jest niezbędny dla zapewnienia normalnego wzrostu i rozwoju owadów 
(15, 20, 30, 31, 60, 80). Dotychczas procesy biosyntezy pochodnych folanu 
poznano jedynie u bakterii.

Enzymatyczną syntezę folanu wykazał K a t u n u m a  (51) w 1957 r. 
Stwierdził on, że ekstrakty z bakterii rodzaju Mycobacterium przeprowa­
dzają syntezę folanu z prekursora pterydynowego, kwasu p-aminoben- 
zoesowego i kwasu glutaminowego. K a t u n u m a  wykazał ponadto, że 
pochodna pterydynowa łączy się z preformowanym kwasem p-aminoben- 
zoiloglutaminowym (pABGlu), enzymatyczna zaś synteza tego związku 
zachodzi przy udziale ATP i CoA (reakcja 1—3). Jak dotąd tylko u tego 
mikroorganizmu stwierdzono udział koenzymu A w syntezie pABGlu.

Jako prekursor pterydyny dla Mycobacterium służyła ksantoptery- 
na (V) oraz kwas 2-amino-4-hydroksypterydyno-6-karbonowy. Wykorzy­
stywanie ksantopteryny do syntezy folanu stwierdzili również K o r t e 
i wsp. (53, 54) u Pichia membranae-jaciens, Streptococcus jaecalis i Es­
cherichia coli. W przypadku zużytkowywania ksantopteryny, która nie 
zawiera bocznego łańcucha przy C-6, pozostaje niewyjaśnione pochodze­
nie atomu węgla w pozycji 9 w cząsteczce folanu. Mikroorganizmy: Lacto­
bacillus arabinosus (81), E. coli (11, 12, 14, 101), St. jaecalis R (98), Micrc- 
coccus aerogenes oraz Corynebacterium sp. (47) syntetyzują pochodną 
folanu z pAB  i kwasu glutaminowego (w obecności ATP i jonów Mg++), 
wykorzystując pterydyny z bocznym łańcuchem węglowym w pozycji 6.

Dzięki pracom B r o w n a  i wsp. (11, 12, 13, 39, 40, 49, 77, 99) najdo­
kładniej poznano biosyntezę pochodnych folanu u E. coli (schemat 5).

Jak się okazało, biosynteza dwuhydrofolanu zachodzi co najmniej 
w trzech etapach. Pierwszy polega na ufosforylowaniu 2-amino-4-hydro- 
ksy-6-hydroksymetylopterydyny (XIII) przy udziale ATP; w drugim, 
w wyniku połączenia pirofosforanu pochodnej pterydynowej (XIV) z kwa­
sem p-aminobenzoesowym, tworzy się kwas dwuhydropteroinowy (XXV); 
w trzecim zaś kwas dwuhydropteroinowy łączy się z glutaminianem da­
jąc dwuhydrofolan (XXVI). Sulfonamidy hamują syntezę kwasu dwu- 
hydropteroinowego z pterydyny, ATP i pAB (12, 13). Pierwsze dwie re­
akcje katalizuje układ enzymatyczny składający się z dwóch frakcji — 
A i B (99). Frakcja A katalizuje fosforylację pterydyny, zaś B — konden­
sację z pAB.

Prekursorami pterydynowymi w syntezie dwuhydrofolanu u E. coli 
mogą być oprócz pochodnej hydroksymetylowej także pterydyny z bocz­
nym trójwęglowym łańcuchem o konfiguracji przestrzennej l i D-treo 
oraz L i D-erytro (rys. 1) (49).

pAB +  ATP -> pAB-AMP +  PPi 
pAB-AMP +  CoA -> pAB-CoA +  AMP 
pAB-CoA +  Glu pAB-Glu +  CoA 3

2

1

http://rcin.org.pl



[11] BIOSYNTEZA PTERYDYN 13

J o n e s ,  R e y n o l d s  i B r o w n  (49) przypuszczają, że pterydyny 
te kondensują z pAB dopiero po przekształceniu w XIII. Dotychczas jed­
nak nie wyjaśniono, czy odszczepianie fragmentu dwuwęglowego, być 
może aldehydu glikolowego, następuje pod działaniem jednego enzymu, 
czy też złożonego układu enzymatycznego.

H H

” h c ^  H2Ny nV nY
HCra-COOH N* y ^ N i i ^ C H 2-O H

OH OH

XI
H

H2N . JSL / N

XXX

ATP AMP

a w  I mp NV k N ^ CH2- ° - ® r ©
OH

xxisr

XIII

+  n 2h ■CO OH

n h 2- c h

(pO OH

c h 2
c h 2

COOH

ATP
Mg K

ATP
Mg++K"

H,N^

N.

OH

COOH
I

CH2
I

CH2I
CH
I

COOH
XXVI

Schem at 5. B iosynteza dw uhydrofolanu (wg 29, 40)

Wyjaśnienie roli ATP przy syntezie kwasu pteroinowego jest sprawą 
ostatnich kilku lat. S h i o t a  i D i s r a e l i  (82) stwierdzili, że ATP nie 
jest niezbędny w biosyntezie folanu, gdy substratam i są ufosforylowane 
pochodne pterydyny. Co więcej, J a e n i c k e  i C h a n  (47) stosując róż­
ne, częściowo oczyszczone preparaty enzymatyczne z E. coli, Corynebacte- 
rium sp. i z drożdży piekarnianych wykazali za pomocą znakowanego 32P 
ortofosforanu i ADP pojawianie się w środowisku pirofosforanu pochod­
nej pterydynowej. Wyizolowanie przez W e i s m a n a  i B r o w n a  (99) 
układu enzymatycznego zdolnego do katalizowania fosforylacji pterydyny
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14 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT [12l

z podstawnikiem węglowym w pozycji 6 potwierdziło ostatecznie udział 
tego związku w biosyntezie dwuhydrofolanu u E. coli. Pirofosforan dwu- 
hydropterydyny stanowił także substrat pterydynowy w biosyntezie fo- 
łanu przeprowadzonej przez Lb. arabinosus (81, 83, 84, 85) oraz przez 
różne szczepy Pneumococcus (68).

R ys. 1. B iosynteza kw asu dw uhydropteroinow ego z różnych prekursorów  p tery­
dyn ow ych (wg 49)

Nie wyjaśniono ostatecznie czy pirofosforan pterydynowy powstaje 
w drodze dwóch kolejnych fosforylacji, czy też grupa pirofosforanowa 
zostaje przeniesiona w całości. Za tą drugą możliwością przemawia obser­
wacja, że u E. coli monofosforan pterydyny nie jest wykorzystywany do 
syntezy kwasu dwuhydropteroinowego (99).

Frakcja B układu enzymatycznego z E. coli (99) katalizująca syntezę 
kwasu dwuhydropteroinowego z pirofosforanu pochodnej pterydynowej 
i pAB zużytkowuje również pABGlu, jednak ze znacznie niższą w ydaj­
nością (10%); w tym przypadku powstaje wprost dwuhydrofolan. Nie 
wiadomo zatem, czy u E. coli występują dwa oddzielne enzymy, jeden 
katalizujący syntezę kwasu dwuhydropteroinowego, drugi — dwuhydro- 
foliowego, czy też obie reakcje przeprowadza jeden enzym, zdolny do 
wykorzystywania dwóch różnych substratów.

G r i f f i n i wsp. (40) wyodrębnili z E. coli układ enzymatyczny ka­
talizujący trzeci etap procesu syntezy dwuhydrofolanu. Enzym ten — li- 
gaza kwasu dwuhydropteroinowego i kwasu glutaminowego występuje
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[13] BIOSYNTEZA PTERYDYN 15

także u wielu innych gatunków bakterii (40). Enzym z E. coli charaktery­
zuje się znaczną specyficznością substratową, wykorzystuje bowiem tylko 
kwas dwuhydropteroinowy i kwas glutaminowy. Kwasy pteroinowy i te- 
trahydropteroinowy, jak również kwasy dwuglutaminowy i trójglutami- 
nowy nie są jego substratami. Działanie ligazy wymaga obecności ATP 
oraz jedno i dwuwartościowych kationów. ATP może być zastąpione 
przez ITP lub GTP, wydajność reakcji maleje jednak wówczas do 60% 
lub 35%.

Uwodorowanie dwuhydrofolanu do koenzymu — tetrahydrofolanu, 
przeprowadza oksydoreduktaza folanowa (1.5.1.3) przy udziale NADPH2 
jako donora wodoru. Oksydoreduktaza 5,6,7,8-tetrahydrofolan:NADP 
(1.5.1.3), jak również enzym redukujący folan do dwuhydrofolanu — oksy­
doreduktaza 7,8-dwuhydrofolan:NADP (1.5.1.4) rozpowszechnione są 
w materiale bakteryjnym  (8, 18, 52, 67, 88, 89, 105) oraz w niektórych 
tkankach zwierzęcych (6, 7, 32, 64, 69, 107).

Z materiału biologicznego izolowano ponadto różne poliglutamylowe 
pochodne folanu: z wielu gatunków bakterii — kwas pteroilotrójglutami- 
nowy (41, 50, 72, 108), z drożdży zaś — kwas pteroiloheptaglutamino- 
wy (70). Dotychczas jedynie u E. coli wykryto układ enzymatyczny kata­
lizujący syntezę poliglutamylowych pochodnych tetrahydrofolanu (40), 
niewiele jednak wiadomo o jego własnościach.

Z przedstawionych danych o biosyntezie układu pterydynowego i czą­
steczki folanu wynika, że wszystkie atomy węgla i azotu w pterydyno- 
wym fragmencie folanu pochodzą z puryny oraz rybozy kwasu guanylo- 
wego, a zatem z nukleotydu, w którego biosyntezie współuczestniczą po­
chodne folanu. Wynika z tego zatem, że pochodne folanu mogą w pewnej 
mierze kontrolować biosyntezę swego prekursora pterydynowego (55).
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D(-)mleczanowe dehydrogenazy drożdży

D(-)Lactic Acid Dehydrogenases of Yeast

The structure and properties of D(-)lactate dehydrogenase from anaerobic 
yeast, as w ell as of D(-)lactate:cytochrom c and D(-)lactate:ferricyanide oxido- 
reductases from aerobic yeasts are reviewed.

Badania nad budową i funkcją enzymów stanowią istotny etap w y­
jaśnienia mechanizmu ich działania, a co za tym idzie ich biologicznego 
znaczenia. Szczególnie interesujące jest występowanie w tej samej ko­
mórce grupy enzymów o podobnych funkcjach katalitycznych. Taką 
właśnie grupą są dehydrogenazy D(-)mleczanowe drożdży (18). Jedna 
z nich występuje w komórkach drożdży hodowanych beztlenowo i na­
zywana jest przez niektórych autorów dehydrogenazą D(-)a-hydroksy- 
kwasów (E.C.1.1.9.9.a) ze względu na zdolność utleniania oprócz d ( -)  
mleczanu również innych D(-)a-hydroksykwasów (2, 11, 6). Dwie pozo­
stałe to oksydoreduktaza D(-)mleczan:cytochrom c (E.C.1.1.3.4.) i oksy- 
doreduktaza D(-)mleczan:żelazicyjanek (inaczej dehydrogenaza D(-)mle- 
czanowa), charakterystyczne dla drożdży tlenowych (11, 28, 31, 35).

I. Metody izolowania

Dehydrogenaza T>(-)mleczanowa z drożdży beztlenowych. W r. 1957 
L i n d e n m a y e r  i S m i t h  (21) stwierdzili, że ekstraty z drożdży bez­
tlenowych redukowały żelazicyjanek w obecności D(-)mleczanu jako sub- 
stratu. W r. 1958 niezależnie od siebie S ł o n i m s k i  i T y s a r o w s k i  
(37) oraz B o e r i i wsp. (2) podali metody wyodrębniania tego enzymu. 
Metoda opisana przez Słonimskiego i Tysarowskiego polegała na auto- 
lizie komórek drożdży, negatywnej adsorpcji białka enzymatycznego na 
żelu fosforanu wapnia, frakcjonowaniu siarczanem amonu i denaturacji 
cieplnej białek towarzyszących w obecności mleczanu. Metoda Boeri’ego

* Mgr, doktorant, Zakład B iochem ii A kadem ii M edycznej, W arszawa
** Mgr, st. asystent, Zakład B iochem ii A kadem ii M edycznej, W arszaw a
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była podobna, różniła się tylko zastosowaniem acetonu do frakcjonowa­
nia białka. W r. 1961 I w a t s u b o  i C u r d e l  (17) uzupełnili metodę 
Słonimskiego i Tysarowskiego dalszym oczyszczeniem enzymu na ko­
lumnie z wypełniaczem Sephadex G-75 i DEAE-Sephadex A-50. W trzy 
lata później C r e m o n a  (6) podał inną metodę (tablica 1), za pomocą 
której otrzym ał enzym oczyszczony około 70 razy o specyficznej aktyw ­
ności 28 ¡Ltmoli mleczanu utlenionego /min./ mg białka.

T a b l i c a  1

Oczyszczanie dehydrogenazy D (-) mleczanowej z drożdży beztlenowych metodą
C r e m o n y  (6)

Aktywność

Etap całkowita 
ji.mole mleczanu 
utlenionego/min

specyficzna 
[zmole mleczanu 
utlenionego / mg 

białka/min

Ekstrakt wodny z komórek mechanicznie
rozbitych 1770 0,40

Inaktywacja cieplna w 45° 1725 0,48
Po żelu alumina Cy 1725 0,70
Po frakcjonowaniu siarczanem amonu 1600 2,64
Po kolumnie z wypełniaczem Sephadex

G -100 1550 6,06
Eluat z kolumny z wypełniaczem Sepha-

dex G-200 1300 20,0
Osad po wytrąceniu siarczanu amonu 1240 28,0

R y t k a  i T y s a r o w s k i  (34) otrzymali enzym oczyszczony 150 ra­
zy o specyficznej aktywności 31 pmoli mleczanu utlenionego /min./mg 
białka. Ich metoda (tablica 2) polegała na rozbijaniu zawieszonych w bu­
forze komórek drożdżowych przez zamrażanie i rozmrażanie. Nowym 
elementem było wprowadzenie trypsyny, która usuwa białka towarzy­
szące, nie działając na dehydrogenazę D(-)mleczanową.

R y t k a  i T y s a r o w s k i  (34) zbadali również wpływ różnych spo­
sobów rozbijania komórek drożdży na aktywność ekstraktów. Porównując 
autolizę komórek drożdży w temperaturze 37°C, ekstrakcję z proszku 
acetonowego, rozcieranie z piaskiem oraz zamrażanie i rozmrażanie, 
stwierdzili, że ta ostatnia metoda dawała ekstrakt o największej stabilno­
ści i aktywności.

Żadna z wymienionych metod izolowania nie doprowadziła jednak do 
otrzymania krystalicznej dehydrogenazy D(-)mleczanowej.

Oksydoreduktaza r>(-)mleczan:cytochrom c. Enzym ten związany jest 
ściśle z łańcuchem oddechowym drożdży (12, 28). Metody jego otrzymy-
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Ta b l i c a  2
Oczyszczanie dehydrogenazy D (-) mleczanowej z drożdży beztlenowych metodą 

R y t k i  i T y s a r o w s k i e g o  (34)

Aktywność

Etap całkowita 
¡¿mole mleczanu 
utlenionego / min

specyficzna 
[¿mole mleczanu 
m in/m g białka

Ekstrakt w buforze fosforanowym  
Trawienie trypsyną i adsorpcja na żelu

300 0,2

fosforanu wapnia 
Osad po siarczanie amonu, 0,35— 0,75

275 0,55

nasycenia
Ogrzewanie w  obecności DL-mleczanu

315 1,0

i Z n S 0 4 (53°C, 3 min.)
Drugie trawienie trypsyną i adsorpcja na

240 5,0

żelu fosforanu wapnia 
Osad po siarczanie amonu 0,50— 0,55

224 8,0

nasycenia
Ogrzewanie w  obecności DL-mleczanu

140 15,5

i Z nS0 4  (53°C, 3 min.) 93 31,0

wania podali N y g a a r d  (28) oraz S i n g e r  i wsp. (14, 16) niezależ­
nie od siebie. N y g a a r d  (28) ekstrahował wodą proszek acetonowy 
z mechanicznie rozbitych komórek i oczyszczał wyciąg przez dwukrotną 
chromatografię na kolumnie z DEAE-celulozą. Otrzymał on enzym oczy­
szczony około 150 razy o aktywności specyficznej 5200 i-imoli cytochro- 
mu c zredukowanego (godz./mg białka). W dwa lata później S i n g e r  
i wsp. (14, 16) otrzymali preparat enzymu, oczyszczony 4100 razy, które­
go specyficzna aktywność wynosiła 1670 urnoli D(-)mleczanu utlenione- 
go/min./mg białka. Poszczególne etapy oczyszczania stosowanego przez 
S i n g e r a i wsp. przedstawione są w tablicy 3.

Aktywność preparatu oksydoreduktazy D(-)mleczan:cytochrom c otrzy­
manej przez Nygaarda stanowiła zaledwie 28% aktywności preparatu 
Singera. Różnica ta może być spowodowana zastosowaniem przez Ny­
gaarda kolumn z DEAE-celulozą, na których następuje częściowa dyso- 
cjacja flawiny od enzymu, oraz stosunkowo wysokiej tem peratury (55°C), 
podczas gdy najwyższa tem peratura stosowana przez Singera wyno­
siła 22°C.

Oksydoreduktaza T>(-)mleczan:żelazicyjanek. Enzym ten jest również 
związany z cząsteczkami oddechowymi drożdży i izoluje się go podobnie 
jak oksydoreduktazę D(-)mleczan:cytochrom c. Aktywności obu tych en­
zymów towarzyszą sobie podczas pierwszego frakcjonowania na kolum­
nie DEAE-celulozowej ale podczas powtórnej chromatografii aktywność 
oksydoreduktazy D(-)mleczan:żelazicyjanek zanika (28). Enzym ten jest
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trw ały  w ciągu 1—2 godz. w temp. 5°C. Po około 20 godzinach aktywność 
jego zanika całkowicie, podczas gdy aktywność oksydoreduktazy D(-)mle- 
czan:cytochrom c pozostaje niezmieniona.

T a b l i c a  3

Oczyszczenie oksydoreduktazy D (-) mleczan:cytochrom c (wg 16)

1 Aktywność

Etap całkowita 
¡¿mole mleczanu 
utlenione/min.

specyficzna 
pimole mleczanu 

utlenione/m in/m g  
białka

Cząsteczki oddechowe drożdży 115 000 0,4
Ekstrakcja tritonem X-100 z proszku

acetonowego 97 200 7,0
Eluat z żelu fosforanowo-wapniowego 84 000 32,0
Po trawieniu fosfolipazą A z N aja naja

i bakteryjną proteinazą 69 600 75,0
Eluat z kolumny z DEAE-celulozy 62 400 300,0
Frakcja wytrącona przy 0,53— 0,68 na­

syceniu siarczanem amonu 40 000 440,0
Eluat z CM -celulozy 24 000 940,0
Po preparatywnym ultrawirowaniu 8 000 1670,0

II. Własności fizyko-chemiczne

Koenzym y . Wszystkie dehydrogenazy D(-)mleczanowe drożdży są fla- 
woproteidami. Koenzymem dehydrogenazy D(-)mleczanowej z drożdży 
beztlenowych i oksydoreduktazy D(-)mleczan:cytochrom c jest FAD, na­
tomiast oksydoreduktazy D(-)mleczan:żelazicyjanek — FMN.

Obecność FAD jako koenzymu w preparatach dehydrogenazy D(-)mle- 
czanowej drożdży beztlenowych została stwierdzona niezależnie przez 
kilku autorów różnymi metodami. B o e r i i wsp. (2, 3) badając widmo 
enzymu stwierdzili odpowiadające flawinie maksimum absorpcji w prze­
dziale 420—450 min. S ł o n i m s k i  i T y s a r o w s k i  (37) wykazali, że 
inkubacja z FAD chroni enzym przed inaktywacją, FMN natomiast nie 
daje tego efektu. Na tej podstawie wysunięto wniosek, że FAD jest praw­
dopodobnie koenzymem dehydrogenazy D(-)mleczanowej, co potwierdziły 
dalsze badania (1, 38). I w a t s u b o  i C u r d e l  (17) otrzymali apo- 
enzym, który nie utleniał mleczanu, a uzyskiwał aktywność po inkubacji 
z FAD. Również R y t k a  i T y s a r o w s k i  (34) inkubując z FAD zin- 
aktywowane cieplnie preparaty enzymu odzyskiwali 3Ś—50% aktywności

Flawoproteidową naturę oksydoreduktazy D(-)mleczan:cytochrom c 
wykazał Nygaard po zbadaniu widma tego enzymu (22, 28). Widmo różni­
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cowe wykazywało maksimum absorpcji w 450 mix, w pH 3,0 pojawiała 
się silna fluorescencja związana z oddysocjowaniem flawiny. Badania 
widma emisji fluorescencyjnej oraz test z oksydazą D-aminokwasów i me­
tody chromatografii bibułowej potwierdziły identyczność flawiny 
z FAD (28). Do tego samego wniosku doszli również G r e g o l i n  i S i n ­
g e r  (16). Wykazali oni, że apoenzym otrzymany przez wytrącanie 
w kwaśnym środowisku siarczanem amonu reaktywuje się FAD, podczas 
gdy FMN nie przywraca aktywności.

Badania fluorometryczne nad oksydoreduktazą D(-)mleczan:żelazicy- 
janek wskazują na obecność FMN związanego z tym enzymem (28). Nie 
jest jednak zupełnie jasne czy oksydoreduktaza D(-)mleczan:żelazicyjanek 
jest rzeczywiście odrębnym enzymem współdziałającym z FMN. Stwier­
dzono bowiem, że preparatom wykazującym aktywność obu oksydore- 
duktaz: D(-)mleczan:cytochrom c i D(-)mleczan:żelazicyjanek towarzyszą 
enzymy proteolityczne i pirofosfatazy, które mogą powodować hydrolizę 
FAD do FMN. Wobec tego można przypuszczać, że oksydoreduktaza 
D(-)mleczan:żelazicyjanek jest produktem degradacji oksydoreduktazy 
D(-)mleczan:cytochrom c.

Dehydrogenaza D(-)mleozanowa drożdży beztlenowych i oksydore­
duktaza D(-)mleczan:cytochrom c są metaloflawoproteidami. Stwierdzo­
no, że obydwa te enzymy są hamowane w odwracalny sposób przez związ­
ki chelatujące (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 15, 16, 38). Identyfikację m etalu 
związanego z dehydrogenazą D(-)mleczanową drożdży beztlenowych prze­
prowadzano jedynie metodami kinetycznymi. Dlatego też zapewne C u r-  
d e l ,  L a b e y r i e  i wsp. (8, 9, 17, 38) identyfikują metal jako cynk, 
a C r e m o n a  (6) uważa, że również kobalt może odgrywać taką samą 
rolę. C u r d e l ,  L a b e y r i e  i wsp. (8, 9, 28) inaktywowali enzym 
przy pomocy EDTA i osiągali pełną reaktywację po dodaniu cynku. Po 
dodaniu nasycających stężeń kobaltu maksymalna aktywność była w po­
równaniu z cynkiem czterokrotnie mniejsza (9), przy czym Km dla cynku 
wynosiło 6 ¡¿moli, a dla kobaltu 20 Mjnoli D(-)mleczanu. Inne badane dwu- 
wartościowe metale: Mn, Ni, Mg, Ca, V, nie reaktywowały enzymu (8). 
Ponadto wykazano, że nieaktywny apoenzym odzyskiwał aktywność po 
dodaniu FAD i cynku (10, 17). Natomiast C r e m o n a  (6) uzyskał pełną 
reaktywację enzymu zinaktywowanego przez EDTA zarówno po dodaniu 
cynku jak i kobaltu. Wartości Km były identyczne dla obu metali (9,3 X 
X10~4 M przy utlenianiu D(-)mleczanu i 4,8X10~3 M przy utlenianiu 
D-a-hydroksymaślanu, co sugeruje ich jednakowy udział w katalizowanej 
reakcji.

Hamowanie enzymu przez EDTA zaobserwowane przez badaczy fran­
cuskich (8, 9, 38) było ich zdaniem związane z usunięciem przez chelator 
metalu z cząsteczki enzymu. C r e m o n a  (6) stwierdził jednak reak ty­
wację nie tylko po dodaniu metalu, lecz również po dializie i ogrzewaniu 
zinaktywowanego preparatu, co pozwoliło na postawienie wniosku o od­
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miennym mechanizmie działania chelatorów na ten enzym. Polega on na 
utworzeniu nieaktywnego kompleksu: enzym-Zn-chelator, który wskutek 
ogrzewania lub dializy może ulegać reaktywacji i rozpadowi wg nastę­
pujących reakcji (4, 5, 6):

Enzym-Zn -f chelator <-» Enzym-Zn-chelator <->
(nieaktywny;

<-> Enzym-Zn-chelator <-> Enzym-Zn +  chelator
(aktywny)

Rola m etalu w dehydrogenazie D(-)mleczanowej polega raczej na wią­
zaniu substratu niż na udziale w przenoszeniu elektronów. Wskazuje 
na to fakt, że obecność mleczanu chroni enzym przez inaktywacją spowo­
dowaną przez EDTA ((20, 38). Reaktywacja cieplna nieaktywnego kom­
pleksu: enzym-Zn-chelator sprowadzałaby się do uwolnienia dwóch 
miejsc koordynacyjnych cynku, które mogą przyłączyć substrat.

Enzym :Zn: chelator <-» Enzym :Żn. chelator 
chelator nieaktywny) chelator (aktywny)

Oksydoreduktaza D(-)mleczan:cytochrom c również zawiera cynk (5, 
7, 11, 12, 15, 16). W najbardziej jednorodnych preparatach tego enzymu 
stwierdzono obecność trzech gramoatomów cynku na jeden mol FAD, 
z których dwa znajdują się w centrum aktywnym (7, 16). Trzeci atom 
cynku może odgrywać rolę w utrzymywaniu drugorzędowej struktury  
białka. Wniosek ten potwierdza fakt, że przedłużenie inkubacji enzymu 
ze związkiem chelatującym uniemożliwia odzyskanie pełnej aktywności 
po zastosowaniu któregokolwiek z czynników reaktywujących (7). Jak 
już wspomniano związki chelatujące jnaktywują oksydoreduktazę D(-)mle- 
czan:cytochrom c w sposób odwracalny. Mechanizm ich działania polega 
również na utworzeniu nieaktywnego kompleksu enzym-Zn-chelator (4, 
5, 6). Hamowanie to zachodzi według reakcji I rzędu. Wiązanie cynku 
z FAD można wykluczyć, gdyż usunięcie całej flawiny nie powoduje dy- 
socjacji cynku (7). Rola cynku, podobnie jak w dehydrogenazie D(-)mle- 
czanowej drożdży beztlenowych polega na wiązaniu substratu, ponieważ 
substrat chroni enzym przed inaktywującym działaniem chelatora (7).

Specyficzność substratowa i akceptorowa. Obecność FAD i cynku w de­
hydrogenazie D(-)mleczanowej drożdży beztlenowych i oksydoreduktazie 
D(-)mleczan:cytochrom c świadczą o podobieństwie tych dwóch enzymów. 
Różnią się one jednak zasadniczo specyficznością substratową i akcepto­
rową (13).

Dotychczas nie znaleziono naturalnego akceptora elektronów, który 
byłby redukowany przez dehydrogenazę D(-)mleczanową drożdży beztle­
nowych. Enzym ten redukuje w obecności substratu żelazicyjanek, 
2,6-dwuchlorofenoloindofenol, błękit metylenowy i menadion. Cyto- 
chrom c nie jest redukowany przez enzym. Z danych przedstawionych
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w tablicy 4 wynika, że żelazicyjanek jest najlepszym akceptorem elek­
tronów.

Oksydoreduktaza D(-)mleczan:cytochrom c wykazuje aktywność w sto­
sunku do cytochromu c i metasiarczanu fenazyny. 2,6-dwuchlorofenolo- 
indofenol może być redukowany jedynie w obecności metasiarczanu fe­
nazyny jako pośrednika. Szybkości maksymalne uzyskane z metasiarcza- 
nem fenazyny są ośmiokrotnie większe niż z cytochromem c (12). Stałe 
Michaelisa dla cytochromu c i metasiarczanu fenazyny wynoszą odpo­
wiednio 5,4X 10-6 M i 4,45X10-3 M (16).

T a b l i c a  4

Aktywność dehydrogenazy D(-)mleczanowej z drożdży beztlenowych wobec różnych 
akceptorów elektronów (wg 6)

Akceptor Względna szybkość reakcji

Żelazicyjanek 100
2 ,6-dwuchlorofenoloindofenol 5,6
Błękit metylenowy 0,3
Menadion 9,8
Cytochrom c 0
Metasiarczan fenazyny 0
i,2-naftochinono-4-sulfonian 0

Oksydoreduktaza D(-)mleczan:żelazicyjanek utlenia substrat jedynie 
w obecności żelazicyjanku i 2,6-dwuchlorofenoloindofenolu jako akcep­
torów (28).

Jest rzeczą interesującą, że specyficzność akceptorową oksydoredukta- 
zy D(-)mleczan:cytochrom c można zmienić. Dodanie siarczanu protaminy 
powoduje zanik zdolności redukcji cytochromu c i pojawianie się zdol­
ności redukcji żelazicyjanku (31, 32) (rysunek 1).

Rys. 1. Zmiana specyficzności akceptorow ej oksydoreduktazy D (-)m leczan:cyto- 
chrom  c pod w p ływ em  siarczanu protam iny (wg 31)

O - O - O -  K3(Fe(CN),)
X—X— X— cytochrom c
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Zmiana wywołana przez siarczan protaminy jest odwracalna przez 
DNA i wielowartościowe aniony. To zaobserwowane przez Nygaarda zja­
wisko jest jeszcze jedną wskazówką, że oksydoreduktaza D(-)mleczan:że- 
lazicyjanek z drożdży tlenowych może być produktem degradacji oksydo- 
reduktazy D(-)mleczan:cytochrom c.

Dehydrogenaza D(-)mleczanowa drożdży beztlenowych jest enzymem
o dość szerokiej specyficzności substratowej. Utlenia ona szereg D-a-hy- 
droksykwasów (3, 6, 19, 34), największe powinowactwo wykazuje jednak 
w stosunku do kwasu D(-)mlekowego (tablica 5).

T a b l i c a  5

Specyficzność substratowa dehydrogenazy D(-)mleczanowej 
z drożdży beztlenowych (wg 6)

Substrat K mXlO-3M

D-mleczan 1,0
D-jabłczan 4,9
DL-a-hydroksymasłowy 5,0
DL-glicerynian 11,5

Oksydoreduktaza D(-)mleczan:cytochrom c ma dość ograniczoną spe­
cyficzność substratową i oprócz D(-)mleczanu (Km 2,8X10-4 M) utlenia 
jedynie DL-a-hydroksymaślan (Km 1,4XIO-3 M) (12, 16) i kwas D-a-hydro- 
ksywalerianowy (Km 2,5X10-3 M) (28).

Taką samą specyficzność substratową wykazuje oksydoreduktaza 
D(-)mleczan:żelazicyjanek, przy czym szybkości utleniania D(-)mleczanu, 
DL-hydroksymaślanu są jednakowe, a kwas D-a-hydroksywalerianowy 
utleniany jest dwa razy wolniej (28).

Zależność od pH. Optimum pH dehydrogenazy D(-)mleczanowej droż­
dży beztlenowych wynosi 8,0 (6). P reparaty otrzymane przez R y t k ę 
i T y s a r o w s k i e g o  (34) przejawiały największą aktywność w zakre­
sie pH 8,6—8,9. Jednocześnie enzym ten był bardziej stabilny w alkalicz­
nym środowisku, odmiennie niż preparaty C r e m o n y  (6), które wy­
kazywały największą stabilność w pH 6,8.

Dla oksyreduktazy D(-)mleczan:cytochrom c optimum pH zależy od 
rodzaju użytego akceptora elektronów i wynosi dla cytochromu c 8,0, 
a dla metasiarczanu fenazyny 7,5. Enzym był stabilny w środowisku obo­
jętnym  i słabo kwaśnym, gwałtowna inaktywacja następowała w pH po­
wyżej 8,0 (12).

Oksydoreduktaza D(-)mleczan:żelazicyjanek wykazuje największą ak­
tywność w pH 6,0, czym różni się od dwóch poprzednich enzymów (28).

Inhibitory. Dehydrogenaza D(-)mleczanowa drożdży beztlenowych jest 
hamowana kompetycyjnie przez kwasy monokarboksylowe i kwas szcza­
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wiowy, który wykazuje największe powinowactwo do enzymu (34). Kom- 
petycyjne hamowanie powoduje też wiele a-ketokwasów takich jak: piro- 
gronian, a-ketoglutaran, szczawiooctan, przy czym najsilniej hamuje 
a-ketoglutaran. Hydroksykwasy: DL-a-hydroksymasłowy, DL-jabłkowy 
i mezowinowy nie wpływają na aktywność enzymu. Na podstawie badań 
kinetycznych wykazano, że na jedną cząsteczkę enzymu przypada jedna 
cząsteczka inhibitora (34). C r e m o n a  stwierdził hamujący wpływ  
L( +  )mleczanu i L(-)jabłczanu (6). Również odczynniki na grupy -SH są 
bardzo silnymi kompetycyjnymi inhibitorami enzymu (34).

W przeciwieństwie do enzymu z drożdży beztlenowych oksydoreduk- 
taza D(-)mleczan:cytochrom c jest mało wrażliwa na analogi substratów 
i odczynniki na grupy -SH. Pirogronian, L( +  )mleczan, L(-)jabłczan nie 
hamują wcale enzymu, a działanie szczawianu jest słabsze w porównaniu 
do jego hamującego wpływu na dehydrogenazę D(-)mleczanową drożdży 
beztlenowych (16). Oksydoreduktaza D(-)mleczan:cytochrom c jest wraż­
liwa na kationy, które jak wynika z kinetycznych badań N y g a a r -  
d a (29, 30, 32) działają kompetycyjnie w stosunku do akceptora. N y -  
g a a r d (33) sądzi, że w miejscu wiązania akceptora znajdują się ujem­
nie naładowane grupy karboksylowe, które reagują z kationami według 
reakcji:

Enzym -f 31 -> Enzym-I3
Ten typ reakcji sugeruje trójpunktowe przyłączenie akceptora do en­
zymu.

III. Centrum aktywne i mechanizm działania dehydrogenaz

R y t k a  i T y s a r o w s k i  (34) zaproponowali schemat budowy cen­
trum  aktywnego i reakcji mleczanu z dehydrogenazą D(-)mleczanową 
drożdży beztlenowych (schemat 1). Postulują oni udział grupy karboksy­
lowej substratu, a nie grupy hydroksylowej, ponieważ po zastąpieniu 
a-ketokwasów hydroksykwasami nie obserwowano hamowania. Na pod­
stawie wartości pK równej 7,0 i ciepła jonizacji — 6000 cal wnioskowano
o obecności histydyny w centrum aktywnym  i jej udziale w wiązaniu 
substratu. Z prac C u r d e l ,  L a b e y r . i e  i wsp. wynika jednakże, że 
również cynk może brać udział w wiązaniu mleczanu (20, 38). Ponieważ 
enzym jest wrażliwy na PCMB prawdopodobnie zatem grupy -SH biorą 
udział w reakcji enzymatycznej. Wniosek ten potwierdzają prace T y -  
s a r o w s k i e g o  i P a l a m a r c z y k  (39, 40) nad modyfikacją grup 
-SH znajdujących się w centrum aktywnym dehydrogenazy z drożdży 
beztlenowych. Zablokowanie grup -SH enzymu przez utlenienie, powo­
duje u tratę jego aktywności w stosunku do żelazicyjanku, nie narusza 
natomiast zdolności redukcji 2,6-dwuchlorofenoloindofenolu. Można więc 
przypuszczać, że podczas utlenienia substratu żelazicyjanek reaguje z gru-
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pami -SH znajdującymi się w centrum aktywnym, a 2,6-dwuchlorofeno- 
loindofenol może być redukowany przy udziale innych grup funkcyjnych 
enzymu np. flawiny.

1

Schemat 1. Proponowany schemat utleniania D(-)mleczanu przez dehydrogenazę 
D(-)mleczanową w obecności żelazicyjanku jako akceptora elektronów (wg 34)

O mechanizmie działania i budowie centrum aktywnego dwóch pozo­
stałych enzymów nie ma na razie bliższych danych. Dotychczasowe do­
świadczenia (5, 7, 11, 12, 15, 16) wskazują na obecność cynku w centrum 
aktywnym oksydoreduktazy D(-)mleczan:cytochrom c, którego rola polega 
prawdopodobnie na reakcji z substratem. Ponadto prace N y g a a r d a  
sugerują obecność grup karboksylowych odpowiedzialnych za reakcję 
enzymu z akceptorem elektronów (33).

IV. Dehydrogenazy mleczanowe podczas adaptacji tlenowej drożdży

Wielu badaczy (17a, 23, 24, 25, 27, 37) sugerowało możliwość konwer­
sji dehydrogenazy D(-)mleczanowej drożdży hodowanych beztlenowo 
w tlenowe dehydrogenazy mleczanowe w czasie adaptacji oddechowej.
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N y g a a r d  stwierdził, że w czasie aeracji drożdży beztlenowych aktyw­
ność dehydrogenazy D(-)mleczanowej obniża się, a jednocześnie pojawia 
się i wzrasta aktywność oksydoreduktaz d  i L-mleczan:cytOchrom c (27). 
Indukcja tych enzymów nie była hamowana przez aminokwasy i ich ana­
logi, podczas gdy w tych warunkach hamowana była aktywność innych 
enzymów oddechowych jak oksydaza cytochromowa i dehydrogenaza 
jabłczanowa. Na tej podstawie N y g a a r d  uważa, że podczas adaptacji 
tlenowej drożdży oksydoreduktazy d  i L-mleezan:cytochrom c powstają 
w odmienny sposób niż inne enzymy oddechowe, a mianowicie kosztem 
dehydrogenazy D(-)mleczanowej (24). Późniejsze prace S i n g e r a  (12, 
36) wykazały jednak, że wprawdzie podczas adaptacji tlenowej drożdży 
zachodzi gwałtowna degradacja dehydrogenazy D(-)mleczanowej, ale nie 
towarzyszy jej pojawianie się aktywności oksydoreduktaz d  i L-mle- 
czan:cytochrom c. Możliwość konwersji tych enzymów pozostaje więc 
nadal otwarta.

Dehydrogenazy D(-)mleczanowe drożdży nie zostały wyodrębnione 
w stanie krystalicznym, co znacznie utrudnia możliwość ich dokładnego 
zbadania. Otrzymywane metodami kinetycznymi dane bardzo często nie 
są ze sobą zgodne. Z niepublikowanych prac S i n g e r a  oraz G h i -  
r e t t i - M a g a l d i  i K e a r n e y  (6) wynika, że np. własności dehy­
drogenazy D(-)mleezanowej drożdży beztlenowych zależą od wielu róż­
nych czynników takich jak warunki hodowli drożdży i metody otrzymy­
wania enzymu. Nasuwa się wniosek, że być może w drożdżach beztleno­
wych występują różne formy dehydrogenazy D(-)mleczanowej.
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Budowa i mechanizm działania cytochromu b2 

The Structure and Function of Cytochrome b2

The structure and m echanism  of action of L (+)lactate:cytochrom  c oxido- 
reductase from  yeasts are discussed.

Cytochrom b2 jest jedyną spośród czterech znanych dotychczas dehy­
drogenaz mleczanowych drożdży, zdolną do utleniania izomeru l (  +  ) 
kwasu mlekowego; pozostałe trzy katalizują utlenianie izomeru d (-).

Enzym ten, którego pełna nazwa brzmi oksydoreduktaza L( +  )mle- 
czan:cytochrom c (E.C. 1.1.2.3), został po raz pierwszy wyizolowany 
z Saccharomyces cerevisiae przez D i x o n  a i wsp. (11, 12, 13, 22).

I. Metody izolowania

Metoda izolowania cytochromu b2 stosowana przez D i x o n a  i wsp. 
(11, 12, 13, 22) polegała na autolizie świeżych komórek drożdżowych 
w temperaturze 37°C, kilkakrotnej adsorpcji i elucji z żelu fosforanu wap­
nia i wysalaniu siarczanem amonu. Otrzymany w ten sposób cytochrom b2 
nie zawierał wprawdzie cytochromu c, ale nie był białkiem krystalicznym.

W latach 50-tych prace nad izolowaniem i krystalizacją cytochro­
mu b2 prowadzono głównie w pracowni M o r t o n a  i tam też udało się 
otrzymać preparat krystaliczny (2, 3, 4). Jako źródło enzymu służyły 
w tych badaniach wysuszone komórki drożdżowe odtłuszczane n-butano- 
lem w ciągu 20 min. w tem peraturze pokojowej (28). Cytochrom b2 wraz 
z towarzyszącym cytochromem c ekstrahowano roztworem mleczanu z do­
datkiem EDTA i frakcjonowano acetonem w tem peraturze -5°C. Po dia­
lizie w warunkach beztlenowych wobec roztworu mleczan-EDTA w pH 6,8 
cytochrom b2 wytrącał się w postaci różowych, tetragonalnych kryszta­
łów (rysunek 1), podczas gdy cytochrom c pozostawał w roztworze. Tą

* Mgr, st. asystent Zakładu B iochem ii A kadem ii M edycznej, W arszawa.
** Mgr, doktorant Zakładu B iochem ii A kadem ii M edycznej, W arszawa.
W ykaz stosow anych skrótów: NEM — im id kw asu N -etylom aleinow ego, PCM S — 

kw as p -ch lorortęciow o-su lfonow y.
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metodą otrzymano około 10—20 mg krystalicznego białka z 1 kilograma 
suchych drożdży.

Inną metodę otrzymywania krystalicznego cytochromu b2 opisał R i p - 
p a (38). Frakcjonował on białka mechanicznie rozbitych komórek droż­
dży różnymi stężeniami acetonu w tem peraturze 0°C. Cytobrom b2 wy­
trącał się w postaci krystalicznej po kilkakrotnej dializie wobec roztworu 
mleczan-EDTA o pH 6,8.

Prace nad oczyszczaniem cytochromu b2 prowadzili również B o e r i 
i wsp. (14) oraz Y a m a n a k a  i wsp. (41). Stosowali oni frakcjonowanie 
siarczanem amonu oraz wielokrotną adsorpcję i elucję z żelu fosforanu 
wapnia lub alumina C y. Y a m a s h i t a  i wsp. (42) oraz H a s e g a -  
w a (24) stosowali autolizę komórek drożdżowych działając na nie octa­
nem etylu w tem peraturze 0°C. N y g a a r d  (34, 35) zaproponował m e­
todę polegającą na mechanicznym rozbiciu komórek drożdży, frakcjono­
waniu acetonem i chromatografii rozdzielczej na kolumnie z DEAE-celu- 
lozą. Wszystkie te metody nie doprowadziły jednak do otrzymania kry­
stalicznego enzymu.

II. Budowa cytochromu b2

Cytochrom b2 jest dezoksyrybopolinukleoproteidem, zawierającym 
ekwimolarne ilości fosforanu ryboflawiny i protohemu (5, 14, 29, 35, 28) 
w stosunku 2:2 (9, 10). O jednorodności białka enzymatycznego świadczą 
wyniki długotrwałej elektroforezy w buforze o wysokiej sile jonowej. 
W zakresie pH 5,0—8.0 stwierdzono obecność pojedynczego składnika 
wędrującego do anody (7, 9). Również w analizie sedymentacyjnej 
w pH 6,8 uzyskano tylko pojedynczy szczyt (7, 9, 25).

Ciężar cząsteczkowy cytochromu b2 określono w oparciu o analizę za­
wartości hemu jako równy 81 800+900, z oznaczenia zawartości flawiny 
wynikało, że ciężar ten wynosi 83 300+1700, a z zawartości żelaza henro­
wego—  67 900 (5, 9). Najczystsze frakcje enzymu otrzymanego przez 
N y g a a r d a  (35) miały ciężar cząsteczkowy 97 000 (36). B o e r i i wsp. 
opierając się na analizie zawartości hemu w niekrystalicznym cytochro- 
mie b2 podawali, że jego ciężar cząsteczkowy wynosi 230 000 i 140 000 (14, 
16). Z pomiarów szybkości sedymentacji i dyfuzji wynika, że ciężar czą­
steczkowy krystalicznego cytochromu b2 wynosi 183 400+3900 (9) tzn. jest 
dwa razy większy niż wartość obliczona na podstawie analizy chemicznej. 
Prawdopodobnie zatem krystaliczny cytochrom b2 jest dimerem zawie­
rającym dwie grupy hemowe i dwie flawinowe w cząsteczce (9). Badania 
kinetyczne (29, 17) wykazały, że w pewnych warunkach redukcja enzy­
mu przez mleczan wymaga więcej niż dwóch moli substratu na grupę 
hemową, co potwierdza wniosek o dimerycznej strukturze cytochromu b2.
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Rys. 1. K ryształy cytochrom u b2 typu I (wg 4)

Rys. 3. K ryształy cytochrom u b2 typu II (wg 30)
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Krystaliczny cytochrom b2 zawiera składnik niebiałkowy — dezoksy- 
rybopolinukleotyd (DNA) powodujący silną absorpcję światła w 265 mix 
(1,5, 29, 39). DNA występuje w cytochromie b2 w stałych ilościach i sta­
nowi około 6% jego suchej masy. Analiza składu nukleotydowego (7, 27) 
wykazała obecność 15 nukleotydów na mol protohemu: 6 nukleotydów 
adenylowych, 5 tymidylowych, 2 guanylowe i 2 cytydylowe. Ciężar czą­
steczkowy DNA związanego z cytochromem h2 wynosi 10 000 (31) co 
potwierdza dimeryczną budowę enzymu. Rola DNA w cytochromie b2 
nie jest znana. Składnik ten można usunąć bez straty  aktywności enzy­
mu (7, 27, 30), a włączanie 32P do dezoksypolirybonukleotydu podczas 
utleniania mleczanu nie jest katalizowane przez cytochrom b2 (29). Re- 
krystalizowany cytochrom b2 nie zawiera rybozy ani uracylu, co wska­
zuje na brak rybonukleotydów związanych z tym białkiem (7). N y -  
g a a r  d znalazł wprawdzie rybonukleotydy związane z niekrystalicznym 
cytochromem b2 (34), jednak M o r t o n (29) wykazał, że pozostawały 
one w roztworze po krystalizacji enzymu.

Ta b l i c a  1
Skład aminokwasowy krystalicznego cytochromu b 2 (wg 6)

Nazwa Azot aminowy jako % 
suchej masy

Ilość reszt aminokwaso- 
wych na 1 mol hemu

Alanina 4,55 39,5
Arginina 9,70 21,0
Kwas asparaginowy 6,85 59,5
1/2 cz. cystyny 2,12 18,5
Kwas glutaminowy 6,81 59,1
Glicyna 4,77 41,4
Histydyna 2,14 6,2
Izoleucyna 3,20 27,8
Leucyna 6,35 55,2
Lizyna 10,42 45,7
Metionina — 0
Fenyloalanina 1,61 14,0
Prolina 3,79 32,9
Seryna 3,08 26,5
Treonina 2,52 22,1
Tryptofan 0,79 3,4
Tyrozyna 1,60 ; 13,8
Walina 4,85 42,1

Skład aminokwasowy cytochromu b2 podany jest w tablicy 1. Enzym 
nie zawiera metioniny (6).

Widmo absorpcji utlenionego i zredukowanego enzymu przedstawiono 
na rysunku 2. Zredukowany cytochrom b2 posiada maksimum absorpcji

3 Postępy Biochemii http://rcin.org.pl



34 A. M . K O N E C K A , G . L E S Z C Z Y Ń S K A [4 ]

przy długości fali 556, 528, 424, 330 i 265 miLi (5). Utleniony enzym ma ty ­
powe ferrichromowe widmo ze słabym, szerokim pasmem pomiędzy 530 
i 560 mu- i maksimum przy długości fali 413 i 359 m^.

Zmiana pH w zakresie od 5,0—7,0 nie powoduje przesunięć w pozy­
cjach głównych pasm absorpcji zredukowanego cytochromu b2. W pH 10 
pojawia się natomiast nowy szczyt przy długości fali 450 nut spowodowa­
ny prawdopodobnie oddysocjowaniem flawiny od enzymu (5).

Rys. 2. W idmo absorpcji utlen ionej i zredukow anej form y cytochrom u b2 (wg 5) 
A — zredukow any cyt. b2, B — utleniony cyt. b2, C — FMN

Grupę flawinową zidentyfikowano jako FMN metodami fluorome- 
trycznymi i chromatograficznymi po cieplnej lub kwaśnej denaturacji 
białka (1, 5). Grupa ta  łatwo ulega dysocjacji. Dysocjację flawiny powo­
dują niektóre metale, np. miedź, która katalizuje autooksydację enzymu. 
Procesowi temu zapobiega dodanie EDTA chelatującego metal, lub do­
danie substratu, który powoduje redukcję flawiny i w ten sposób obniża 
jej stałą dysocjacji (29). Czynniki działające na grupy -SH, np. PCMB, 
PCMS, NEM powodują dysocjację flawiny i związaną z tym fluorescen- 
cję cytochromu b2 (1, 8, 10, 14, 29). Fakt ten świadczy o podstawianiu fo­
sforanu ryboflawiny przez te związki. Inkubacja enzymu w warunkach 
tlenowych powoduje również pojawienie się fluorescencji i spadek lub 
całkowity zanik aktywności enzymu (5, 8). Fluorescencji flawin induko­
wanej przez tlen towarzyszy powstawanie agregatów białka, których 
obecność została potwierdzona na podstawie analizy sedymentacyjnej.
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Dodanie odczynników na grupy -SH zapobiega tworzeniu się agregatów. 
Na podstawie tych danych M o r  t o n  i wsp. (10, 29) doszli do wniosku, 
że f la wina związana jest mostkami wodorowymi z grupami -SH białka, 
przy czym ze strony FMN reaguje grupa iminowa pierścienia izoalloksa- 
zyny. W cytochromie b2 wykazano obecność 18 reszt półcystyny na 1 mol 
hemu (6), z których cztery do sześciu są łatwo dostępne dla odczynników 
tiolowych. Dwie z tych grup znajdują się w centrum aktywnym i biorą 
udział w wiązaniu flawiny (10). Wnioski te potwierdza również obserwa­
cja, że mocznik w stężeniu 0,5—5,OM inaktywuje gwałtownie cyto- 
chrom b2 na skutek rozerwania mostków wodorowych pomiędzy flawiną, 
a resztami cysteiny (10, 18).

Grupa hemowa cytochromu b2 jest identyczna z protohemem, który 
podobnie jak w innych cytochromach jest silnie związany z białkiem
i można go oddzielić przez działanie na enzym acetonem zakwaszonym 
kwasem solnym (29). Widmo zredukowanego cytochromu b2 (rysunek 2) 
sugeruje, że pozycje 5 i 6 żelaza hemowego są związane z silnie zasadową 
grupą (29), którą jest prawdopodobnie azot imidazolowy histydyny.

B o e r i i wsp. (15) znaleźli w niekrystalicznym cytochromie b2 osiem 
gramoatomów żelaza niehemowego na jeden gramoatom żelaza hemowe­
go, jednakże dializa wobec czynników chelatujących nie powodowała 
zmniejszenia się aktywności enzymu. Analiza krystalicznego preparatu 
wykonana przez M o r t o n a i wsp. (5, 29) wykazała, że niehemowe że­
lazo oraz kobalt, nikiel, miedź i srebro nie występują w cytochromie b2. 
Dodanie siarczanu żelazawego do krystalicznego preparatu nie stymulo­
wało jego aktywności. Prawdopodobnie zatem znalezione przez Boeri’ego 
niehemowe żelazo było jedynie zanieczyszczeniem niekrystalicznego pre­
paratu.

Biatko
' 1 

SH Histydyna
FMN Proiohem

Prołohem FMN
Histydyna

i
SH

1
B iatko

Schem at 1. M odel centrum  aktyw nego cytochrom u b2 (wg 9)

M o r t o n i wsp. zaproponowali następujący model centrum aktyw ­
nego cytochromu b2 (Schemat 1). Należy podkreślić, że krystaliczny cy- 
tochrom b2, w którym  badacze ci znaleźli ekwimolowe ilości FMN i pro- 
tohemu był jednorodny i wykazywał zdolność utleniania mleczanu, oraz, 
że obecność flawiny i hemu stwierdzono w aktywnych preparatach otrzy­
mywanych różnymi metodami.
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Badacze japońscy (26, 42, 43) wyizolowali z drożdży krystaliczny he- 
moproteid, który nie miał zdolności utleniania mleczanu i nie zawierał 
f la winy i sugerowali, że w drożdżach występują dwa odrębne białka: fla- 
woproteid — dehydrogenaza mleczanowa i hemoproteid, który działa jako 
specyficzny akceptor elektronów dla flawoprotąidu. Prawdopodobnie 
jednak warunki izolowania enzymu zastosowane przez Y a m a s h i -  
t a (42) (siedmiodniowa autoliza drożdży w pH 8,5) powodowały dysocja- 
cję grupy flawinowej i związaną z tym utratę aktywności, a otrzymany 
hemoproteid był zmodyfikowaną pochodną cytochromu b2.

II. M odyfikacje cytochromu b2

W pracowni M o r t o n a otrzymano kilka zmodyfikowanych form 
cytochromu b2 (31, 32).

Ta b l i c a  2
Nomenklatura i własności różnych form cytochromu bz (wg 31)

Aktywność L-mle- Główne pas­

Nazwa Grupy niebiałkowe czan: cytochrom c ma absorpcji
reduktazy m[x

Typ I cytochrom b 2 D N A  (5— 6%) Aktywny a-557
Flawoproteid + F M N  _  

protohem
(3-528

dezoksyrybopolinukleotyd Y-423,5 
UV. 265

T yp II cytochrom b 2 F M N  _  
protohem

Aktywny a-557
Flawohemoproteid (3-528 

y-423,5  
UV. 269,5

Typ III D N A Nieaktywny a-550
hemoproteid 550 żelazoporfiryna c (3-521 

Y-415 
UV. 257

T yp IV protohem Nieaktywny a-557
hemoproteid 557 (3-528

y-423,5
UV .276

T yp V D N A Nieaktywny U tleniony
flawoproteid FM N 445,375

T yp VI U  7.266
apoenzym D N A Nieaktywny U V  260

N aturalną formą enzymu jest cytochrom b2 (typ I) zawierający DNA 
oraz dwie grupy protohemowe i dwie grupy flawinowe związane z jedną 
cząsteczką białka (9, 10, 31).
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M o r t o n  i S h e p l e y  (30) otrzymali krystaliczną formę cytochro­
mu b2 pozbawioną DNA, ale zawierającą ekwimolarne ilości FMN i pro- 
tohemu (typ II). Otrzymywano ją przez trzykrotną krystalizację typu I
i 15—25-godzinną dializę wobec siarczanu amonu (0,5 i 0,7 nasycenia, 
pH 8,0). Supernatant po dializie zawierał DNA, a wytrącone białko po­
zbawione było tego składnika. Białko ponownie dializowano wobec roz­
tworu mleczan-EDTA — siarczan magnezu w pH 6,8. Po około 24 dniach 
pojawiały się heksagonalne kryształy typu II cytochromu b2, które róż­
niły się znacznie od krystalicznego typu li (rysunek 3; porównaj z rysun­
kiem 1).

Usunięcie DNA nie zmieniało aktywności specyficznych enzymu z róż­
nymi akceptorami elektronów, a w niewielkim tylko stopniu obniżało 
stałą sedymentacji i przesuwało maksimum absorpcji w ultrafiolecie.

Hemoproteid 550 (typ III) jest enzymatycznie nieaktywną formą cyto­
chromu b2 nie zawierającą FMN (31). Otrzymano ją w postaci nieregular­
nych, krystalicznych płytek. Hemoproteid 550 zawiera jedną grupę he- 
mową na cząsteczkę białka, jego ciężar cząsteczkowy jest prawdopodob­
nie mniejszy niż cytochromu b2, a podczas elektroforezy podobnie jak 
natywny enzym wędruje jako pojedynczy składnik. Widmo absorpcji 
zredukowanej i utlenionej formy hemoproteidu 550 jest podobne do wid­
ma cytochromu c z mięśnia serca końskiego i drożdży, a niewielka róż­
nica w ultrafiolecie spowodowana jest obecnością DNA. Hemoproteid 550 
podobnie jak cytochrom c jest redukowany przez oksydoreduktazy cyto­
chromu c i utleniany przez oksydazy cytochromu c.

Hemoproteid 557 (typ IV) otrzymany z natywnego cytochromu b2 
przez usunięcie FMN i wytrącenie białka siarczanem amonu w pH 3,2 
krystalizował wolno w postaci prostokątnych płytek. Analiza sedymenta­
cyjna wykazała jednorodność białka. Położenie maksimów absorpcji wska­
zuje, że grupą prostetyczną, podobnie jak w cytochromie b2, jest proto- 
hem. S trata aktywności tej formy cytochromu b2 jest proporcjonalna do 
ilości usuniętego FMN-u. Inkubacja z fosforanem ryboflawiny powoduje 
przywrócenie aktywności (31).

Otrzymanie flawoproteidu (typ V) przez selektywne usunięcie grupy 
hemowej z cytochromu b2 nastręczało duże trudności ze względu na labil- 
ność flawiny. M o r t o n  (31) zastosował z powodzeniem metodę opartą 
na rozpuszczaniu cytochromu b2 w 0,1M KCN i działaniu acetonem w -5°C. 
Aktywności nieczynnego enzymatycznie flawoproteidu nie udało się przy­
wrócić przez inkubację w 0°C z protohemu. Flawoproteid był nietrwały
i łatwo ulegał denaturacji z jednoczesną dysocjacją grupy flawinowej.

Równoczesne odłączenie grupy flawinowej i hemowej uzyskał M o r ­
t o n  (31) działając na typ I cytochromu b2 zakwaszonym acetonem w tem ­
peraturze -40 do -50°C. Bezbarwny apoenzym (typ VI) miał maksimum 
absorpcji przy 260 mu-. Inkubacja z protobemem i fosforanem ryboflawi­
ny przywracała aktywność enzymatyczną.
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IV. Mechanizm utleniania mleczanu

Cytochrom b2 katalizuje reakcję utleniania kwasu mlekowego do kwa­
su pirogronowego w obecności odpowiednich akceptorów elektronów: że- 
lazicyjanku, cytochromu c, błękitu metylenowego, 2,6-dwuchlorofenolo- 
-indofenolu, 2-naftochinono-4-siarczanu oraz tlenu (1, 5, 13, 15, 29).

Z prac A l b e r t y  i C h a n c e’a (1, 20) wynika, że utlenienie kata­
lizowane przez enzymy flawinowe może przebiegać trzema różnymi dro­
gami:
1. Utlenienie podwójnego kompleksu:

E -|- S ES

ES-A0X -> E -)- S +  Azred-

(E — enzym, P — produkt, S — substrat, Aox, Azred — formy utleniona
i zredukowana akceptora).

2. Powstanie kilku podwójnych (a) lub potrójnych (b) kompleksów:

a) E +  S -> ES b) E +  S -> ES
ES +  A -» EP +  H2A ES +  A ESA
EP -> E +  P ESA -* E +  P +  H2A

(A, H2A — formy utleniona i zredukowana akceptora).
3. Utworzenie pośrednich zredukowanych form enzymu:

E +  S -> ES

ES —> Ezred -|- P 
TT i A _F1 | Ą
■Ł Jz re d . " I L ox -L i o x I ■i * z r e d .

Z pierwszych badań kinetycznych M o r t o n a  i wsp. (29) wynikało, że 
mechanizm utleniania mleczanu przez cytochrom b2 zmienia się w zależ­
ności od akceptora elektronów. W przypadku żelazicyjanku jako akcep­
tora reakcja miała przebiegać z utworzeniem potrójnego kompleksu (we­
dług drogi 2b) i żelazicyjanek byłby redukowany tylko przez flawinę. 
Jednak późniejsze badania M o r t o n a  i S t u r t e v a n t a  (33) wska­
zują, że podczas redukcji żelazicyjanku podobnie jak cytochromu c po­
wstają pośrednie zredukowane formy enzymu (według drogi 3) i kompleks 
flawina-mleczan jest utleniany przez protohem, który oddaje elektrony 
na żelazicyjanek lub cytochrom c. Badania reakcji z 2,6-dwuchlorofenolo- 
-indofenolem i innymi akceptorami również sugerują mechanizm zacho­
dzący według drogi 3 (29). Bezpośredni udział flawiny jako pierwszego 
akceptora elektronów z mleczanu stwierdzili H a s e g a w a  i O g u -  
r a (23). Po kilkugodzinnej inkubacji cytochromu b2 z ryboflawiną i na­
stępnym wytrąceniu białka siarczanem amonu, enzym nie ulegał redukcji 
przez mleczan, a jedynie przez dwutionian, co wykluczało udział proto- 
hemu jako bezpośredniego biorcy elektronów z substratu. C h a n c e
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i wsp. (19) miareczkując cytochrom b2 mleczanem obserwowali redukcję 
flawiny i hemu. Przeniesienie elektronów zachodzi więc wewnątrzczą- 
steczkowo z jednej grupy prostetycznej na drugą.

Reakcja cytochromu b2 z żelazicyjankiem jest rzędu zerowego (5, 25, 
33), zaś z fizjologicznymi akceptorami elektronów takimi jak cytochrom c 
przebiega według kinetyki reakcji pierwszego rzędu (5).

Optimum pH działania enzymu zależne od rodzaju akceptora elektro­
nów wynosi: dla żelazicyjanku — 8,0, dla cytochromu c — 7,0, a dla błę­
kitu metylenowego — 6,8 (4, 5).

W obecności tlenu jako akceptora cytochrom b2 utlenia mleczan (5, 
13, 16) według reakcji:

2 CH3CHOHCOO- +  0 2 -> 2 CH3COCOO- +  2 HaO

Ponieważ dodanie katalazy nie zwiększa szybkości reakcji w tych wa­
runkach, można wykluczyć mechanizm prowadzący do powstawania wody 
utlenionej (16). Optymalne pH dla tlenu jako akceptora jest zbliżone do 
obojętnego. B o e r i  i R i p p a  (16) stwierdzili, że szybkość redukcji 0 2 
jak również cytochromu c, zależy od siły jonowej, podczas gdy redukcja 
żelazicyjanku nie jest od niej zależna. Jony żelaza, kobaltu, magnezu, 
molibdenu, aktywują redukcję tlenu przez cytochrom b2, miedź wywiera 
efekt przeciwny.

Utlenianie mleczanu przez cytochrom b2 jest reakcją odwracalną. 
W warunkach ściśle beztlenowych używając zredukowanego fosforanu 
ryboflawiny B o e r i  i wsp. przeprowadzili w obecności cytochromu b2 
redukcję pirogronianu do mleczanu (15).

Schem at 2. R eakcja m leczanu z centrum  aktyw nym  cytochrom u b2 (wg 21)

D i c k s t e i n badając wpływ hydroksykwasów oraz kwasów tłusz­
czowych (21) na aktywność cytochromu b2 podał miejsca przyłączania 
mleczanu do powierzchni enzymu. Zgodnie z teorią trój punktowego przy­
czepiania substratu (40) czynnymi miejscami ze strony enzymu są atomy 
azotu Nx i N10 pierścienia izoalloksazyny oraz 5 guanidynowe grupy argi-
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niny. Ze strony substratu reagują grupy H i OH w pozycji a i grupa 
karboksylowa (schemat 2).

Cytochrom b2 jest jedynym znanym obecnie enzymem posiadającym 
dwie grupy prostetyczne, biorące prawdopodobnie równorzędny udział 
w utlenianiu mleczanu. Obydwie te grupy znajdują się obok siebie w sze­
regu komórkowych przenośników elektronów.

Fizjologiczna rola cytochromu b2 w drożdżach nie jest znana. W lite­
raturze brak jest dotychczas danych dotyczących mechanizmu powsta­
wania kwasu L-mlekowego w drożdżach (37). Badania nad funkcją cyto­
chromu b2 należałoby zatem, być może, skierować na poszukiwanie dróg 
metabolicznych prowadzących do powstawania kwasu L-mlekowego w ko­
mórkach drożdży.
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ZBIGNIEW PRASAŁ *

Ceruloplazmina

Ceruloplasmin

The isolation, determ ination, p hysico-chem ical properties and enzym atic activ ity  
of ceruloplasm in are review ed.

Ze wszystkich pierwiastków występujących w żywych organizmach 
w ilościach śladowych miedź wykazuje największe powinowactwo do bia­
łek, a miedzioproteidy wykryto u bakterii, roślin i w różnych tkankach 
zwierząt. Większość miedzioproteidów posiada własności enzymatyczne. 
Duże zainteresowanie w tej grupie związków budzi ceruloplazmina, mie- 
dzioproteid zwierzęcy o funkcji oksydazy. Jest ona główną oksydazą oso­
cza krwi (101, 125), kontroluje układ hematopoezy (115), jest nośnikiem 
transportującym miedź i usuwającym szkodliwy jej nadmiar z krw i do 
żółci (44, 63) oraz pełni funkcje regulatora wchłaniania miedzi z przewo­
du pokarmowego (110, 123). W chorobie Wilsona (126) i w schizofrenii (146) 
poziom ceruloplazminy jest obniżony, a są sugestie, że podwyższenie po­
ziomu ceruloplazminy może się okazać skutecznym lekiem (8, 47). O roli 
ceruloplazminy w zagadnieniach klinicznych pisali W a l d ,  M u r a w ­
s k i  i S c h a j b e l  (123). Własności fizyko-chemiczne i enzymatyczne 
ceruloplazminy nie zostały jeszcze dokładnie zbadane. Nie znamy jej 
struktury  pierwotnej i wtórnej ani budowy jej centrów aktywnych. Nie 
wiadomo też, czy występowanie ceruloplazminy w krwi ssaków jest cechą 
swoistą i czy heterogenność tego białka jest uwarunkowana genetycznie. 
Niepełne, a niekiedy dyskusyjne wiadomości o ceruloplazminie skłaniają 
do rozpatrywania jej własności na tle irinych miedzioproteidów. Dane
0 występowaniu i budowie miedzioproteidów naturalnych zebrano w ta­
blicy 1.

Na szczególną uwagę zasługują miedzioproteidy o funkcji enzymatycz­
nej.

Tyrozynaza (oksydaza katecholowa, EC — 1.10.3.1) działa jako dehy­
drogenaza i hydroksylaza, ponieważ katalizuje utlenianie o-dwufenoli
1 wprowadzenie grupy hydroksylowej do monofenoli (82). Pierwotnie

* Dr adiunkt K atedry C hem ii F izjologicznej A kadem ii M edycznej w  L ublinie.
W ykaz stosow anych skrótów: ESR — elektronow y rezonans spinow y, PPD  — 

p -fenylenodw uam ina, DIECA — dw uetylodw utiokarbam inian .
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T a b l i c a  1

W łasności miedzioproteidów

Nazwa Występowanie m. cząst. 
X103

% miedzi ilość Cu 
w cząsteczce

Piśm iennict­
wo

Hemocjanina homary 780 0,16 20 38, 41

ślimaki 6700 0,19 200 64

Cerebrokupreina mózg 35 0,30 2 100

Erytrokupreina erytrocyty 33 0,32— 0,36 2 63, 80

Hepatokupreina wątroba wolu 30—40 0,30— 0,40 2 78

Hemokupreina erytrocyty,
wątroba

30 0,35 2 78

Azurina bakterie
Bordetella,
Pseudomonas
aeruginosa

1 17, 77

Niebieskie
białko

fasola
(Phaseolus aureus)

23 0,28 114

Niebieskie
białko

drzewo żywicz­
ne (Rhus verni- 
cifera)

25 0,33 1 41

Plastocjanina chloroplasty 58
Tyrozynaza ziemniaki, grzyby, 

czerniaki, pocz- 
warki motyla Ce- 
lerio euphorbiae

130 0,20 4 29, 60, 61 
65, 74

Lakaza sumak garbar­
ski, grzyby

120 0,22 4 87, 88, 89

Oksydaza kw. 
L-askorbinowego

moszcz 150 0,25 6 99

Oksydaza
cytochromowa

serce, wątroba 530 3
atomy na mol 

cytoheminy

56

Oksydaza
monoaminowa

mitochondria 
wątroby, osocze  
krwi, rośliny

247 4 120, 72

Oksydaza
galaktozowa

pleśnie Polipo- 
rus circinatus 75 1 i 39

Urykaza wątroba 120 0,007 1 75
Transsulfuraza
[3-merkaptopiro-
gronianu

35—40 1 36, 37

(3-hydroksylaza 
3, 4-dwuhydro- 
ksyfenyloetylo- 
aminy

4— 7 68

Ceruloplazmina surowica ludzka 
i zwierzęca

151— 162 0,32
0,34

8 51
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przypuszczano, że tyrozynaza zawiera tylko miedź dwuwartościową, jed­
nak K e r t e s z wykazał metodą dwuchinolilową także obecność miedzi 
jednowartościowej (62). Rodzima forma tyrozynazy zawiera według 
F 1 i n g a i wsp. (40) jedynie miedź jednowartościową. Zmienne ilości 
Cu2+ znajdowane metodą elektronowego rezonansu spinowego (ESR) 
w niektórych preparatach przypisano częściowej denaturacji enzymu (13).

Lakaza (oksydaza p-dwufenolowa, E C — 1.10.3.2) katalizuje przeno­
szenie czterech elektronów z p-dwufenoli i p-dwuamin na tlen cząstecz­
kowy. Badania spektrofotometryczne (76) i pomiary ESR (17) wykazały, 
że w czasie reakcji miedź enzymu zmienia wartościowość podobnie jak 
w ceruloplazminie.

Oksydaza kwasu L-askorbinowego (EC — 1.10.3.3) znana jest od 
1930 roku (119). W czasie działania enzymu odbywa się wymiana jego 
miedzi z jonem miedziowym środowiska (73). Zjawisko to tłumaczono 
zmianą wartościowości miedzi enzymu, gdyż Cu+ winna wymieniać się 
łatwiej niż Cu2+ (96). Okazało się jednak, że nawet w nieobecności sub- 
stratu enzym zawiera nie tylko miedź dwuwartościową, lecz także jed­
nowartościową, a stosunek Cu+ do Cu2+ wynosi 1:1, a nie 1:3, jak suge­
rowały wyniki uzyskane metodą dwuchinolilową (99). Obecność miedzi 
jednowartościowej w oksydazie kwasu askorbinowego powoduje tworze­
nie się H20 2r która inaktywuje enzym, nie w arunkuje natomiast jego nie­
bieskiej barwy ani też aktywności (99).

Oksydaza cytochromowa (EC — 1.9.3.1) katalizująca utlenienie zredu­
kowanego cytochromu c składa się z cytochromów a i a3 w stosunku mo­
lowym 1:1 (67). Jako grupy prostetyczne zawiera ona 5 moli cytohemi- 
ny (56). Miedź dwuwartościowa tego enzymu przypuszczalnie ulega re­
dukcji przez cytochrom q i ponownej oksydacji przez tlen cząsteczko­
wy (87). Redukcja Cu2+ jest tak szybka, że nie można jej stwierdzić spo­
sobem Bray’a opartym na pomiarze ESR (14). Ostatnio dyskutuje się 
możliwość wzajemnego oddziaływania pary: Cu+ — Cu2+ w enzymie (5).

Oksydaza monoaminowa (EC —■ 1.4.3.4) znana jest od 1928 roku (45). 
Enzym jest mało swoisty, dość trw ały w niskiej temperaturze, lecz wraż­
liwy na ciepło (28). Różowy enzym roślinny traci aktywność pod wpły­
wem 2,2'-dwupirydylu i 2,10-fenantroliny (79). Serotonina nie jest sub- 
stratem  dla oksydazy monoaminowej. Dwudodatnia wartościowość miedzi 
enzymu nie zmienia się podczas utleniania monoamin alifatycznych 
pierwszo-, drugo i trzeciorzędowych (127).

Oksydaza galaktozowa (EC — 1.1.3.9) katalizuje utlenienie D-galakto- 
zy przy szóstym atomie węgla z utworzeniem dwualdozy.

Urykaza (EC — 1.7.3.3) katalizuje rozkład kwasu moczowego.
Transsulfuraza P-merkaptopirogronianowa (EC — 2.8.1.2) katalizuje 

odłączenie siarki z substratu (HS-CH =  COH-COOH) i jej przeniesienie na 
SOjrz utworzeniem S2O3- , jak również na CN-  z utworzeniem SCN~ (37).
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(3-hydroksylaza 3,4-dwuhydroksyfenyloetyloaminy (EC — 1.14.2.1) 
przekształca substrat w noradrenalinę (68). Enzym ten jest drugą obok ty- 
ronazy hydroksylazą ssaków otrzymaną w formie jednorodnej i zawie­
rającą miedź. Mimo zawartości Cu+ i Cu2+ enzym jest bezbarwny. Pod­
czas działania enzymu Cu2+ podlega cyklicznej redukcji i oksydacji, po­
dobnie jak w ceruloplazminie.

Ceruloplazmina jest a2-miedzioglobuliną o własnościach oksydazo- 
wych. H o l m b e r g  i L a u r e l l  w 1948 roku wykryli ją w surowicy 
ludzkiej i wieprza (51). Zawartość ceruloplazminy w surowicy ludzkiej 
waha się w granicach 15—30mg,f)/o, a w innych płynach i narządach jest 
nieznaczna (123). W surowicy ludzkiej wykrywa się ją w immunoelektro- 
forezie we frakcji a2-globulinowej IV (49).

I. Otrzymywanie i oznaczanie ceruloplazminy

Ceruloplazminę otrzymywano z surowicy wieprza (51, 97), z surowicy 
ciężarnych (51), z frakcji IV Cohna (33, 86, 108, 118), z surowicy pozałoży- 
skowej (16), frakcji G2 (27) i frakcji resztkowej B osocza ludzkiego (107). 
Białko towarzyszące usuwano za pomocą frakcjonowania siarczanem amo­
nu (33, 51, 93, 97) i zimnym etanolem (51, 93, 104, 107, 117), a także dena- 
turacji cieplnej (93) lub mieszaniną chloroformu i 90*Vo etanolu (1:9) (51, 
83, 97), mieszaniną eteru i 90% etanolu (1:9) (107) oraz rywanolem (117). 
Stosowano też niskonapięciową (93) i wysokonapięciową (109) elektrofo­
rezę kolumnową oraz chromatografię kolumnową na DEAE-celulozie (27, 
33, 83, 107, 118), na hydroksyloapatycie (16, 33, 107), DEAE-Sepha- 
dex  (16) i Sephadex G-100 (16) z elucją według liniowego gradientu so­
li (35, 66). Do sterylizacji frakcji używano j^-propionolaktonu (118).

Najstarsza metoda H o l m b e r g a  i L a u r e l l a  (51) nie pozwalała 
uzyskać jednorodnej ceruloplazminy z łatwo dostępnego materiału w yj­
ściowego jakim jest krew wieprza. Metodę tę modyfikowano w celu uzy­
skania jednorodnego produktu, zmieniając kolejność etapów (93), zastę­
pując etanolowo — chloroformowe wytrącanie białek towarzyszących 
chromatografią na DEAE-celulozie (97, 107) lub wprowadzając wysoko­
napięciową elektroforezę kolumnową na nośniku celulozowym w apara­
cie LKB 3340 zamiast izoelektrycznego strącania białek i ich frakcjono­
wania chloroformem i etunolem (104).

Jako źródło ceruloplazminy wykorzystywano też wzbogacone w a2-glo- 
buliny frakcje odpadkowe przy produkcji y-globulin i albumin (16, 33, 85, 
108, 118).

Krystaliczną ceruloplazminę z frakcji IV -1 Cohna otrzymali 
D e u t s c h i wsp. (33). R i c h t e r i c h  i wsp. (107) wyizolowali izoen- 
zymy C-C i C-D ceruloplazminy z frakcji resztkowej B osocza ludzkiego,
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otrzymywanej według N i t s c h m a n a  i wsp. (90). Różnice własności 
izoenzymów podano w tablicy 2.

Rynek krajowy nie rozporządza własnymi preparatam i cerulopłazmi- 
ny. Handlowa amerykańska ceruloplazmina RC zawiera w lm l 10,95mg 
białka i 22^g miedzi (czystość 60%), ceruloplazmina M z firmy Merck 
zawiera w lm l ll,94m g białka i 32(-tg miedzi (czystość 80°/o).

T a b l i c a  2

Własności fizykochemiczne izoenzymów  
ceruloplazminy (wg 107)

Izoenzymy ceruloplazminy 

C-C C -D

Masa cząsteczkowa 148 000 125 000
Ilość atomów Cu/mol 8 6
C u/N , % 2,10 1,80
Cu/białko, % 0,34 0,32
heksoza/białko, % 7 3,2

p  280 m[i 
1%, 1 cm 17,6 15,7

P 605 m [l 
1%, 1 cm 0,56 0,54

K mPPD 5,9 •10-“ 4,2 -10-“

Do oznaczania ceruloplazminy stosuje się: pomiar spektrofotome- 
tryczny przy 610mia jej błękitnego zabarwienia (31, 111), oznaczanie za­
wartości miedzi (83, 94) lub pomiar aktywności enzymatycznej metodą 
manometryczną (52) lub kolorymetryczną (53, 105).

Widma absorpcyjne niektórych związków chemicznych (salicylan że­
lazowy (43), fiolet Pontacyl 6R (48) oraz zasada Bandrowskiego (6)) są 
prawie identyczne z widmem absorpcyjnym produktu utlenienia p-feny- 
lenodwuaminy (PPD) przez ceruloplazminę. R i c e  (106) opracował me­
todę standaryzacji aktywności ceruloplazminy w jednostkach międzyna­
rodowych za pomocą wzorcowych roztworów zasady Bandrowskiego.

Najczulsze są metody immunochemiczne pozwalające na wykrycie
5—lOn-g ceruloplazminy (8). Oznaczanie polega na precypitacji cerulo­
plazminy przy użyciu króliczej surowicy antyceruloplazminowej i ozna­
czeniu ilości białka w precypitacie (109).

II. Własności fizyko-chemiczne preparatów ceruloplazminy

Na podstawie składu aminokwasowego krystalicznej ceruloplazmi­
ny (33) obliczono jej masę cząsteczkową na 152 000, z oznaczeń miedzi
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i danych sedymentacyjnych na 160 000, różnicę przypisując obecności 
węglowodanów.

Widmo absorpcyjne rodzimej ceruloplazminy wykazuje dwa maksima: 
przy 610m^ i 280m^. Iloraz wartości absorpcji przy 610mu i 280mM- sta­
nowiący miarę oczyszczenia preparatu waha się dla najlepiej oczyszczo­
nych preparatów od 0,0318 (107) do 0,043 (16, 33).

Zawartość miedzi w preparatach ceruloplazminy wynosi od 0,32 do
0,34°/o, co w przeliczeniu na masę cząsteczkową 152 000 daje osiem ato­
mów miedzi w cząsteczce. Iloraz Cu:N oscyluje około wartości 0,02.

Szczególnie intensywna w porównaniu do sztucznych miedzioproteidów 
niebieska barwa ceruloplazminy wzbudziła zainteresowanie wielu auto­
rów (10, 22, 91). Najintensywniejsza jest barwa (Ejl^™m =  0,68) rodzimej 
formy ceruloplazminy. Pierwotnie niebieską barwę przypisywano kom­
pleksowi miedzi ceruloplazminy z tlenem cząsteczkowym (91). Pomiary 
jądrowego rezonansu magnetycznego sugerują, że chromoforem jest Cu2+, 
a różnica intensywności barwy w porównaniu do białek zawierających 
Cu2+ spowodowana jest obecnością w ceruloplazminie przynajmniej jed­
nej sprzężonej pary: Cu2+—Cu+, w której elektron z Cu+ przeskakuje 
na lukę w orbicie 3d atomu Cu2+ (10). Niebieska barwa jest trwała w 25° 
w pH 4,93 — 7,05. Odbarwienie następuje po dodaniu czynnika reduku­
jącego lub przy zmianie pH. W pH 7,95 — 9,08 intensywność barwy przy 
610mjx maleje w czasie zgodnie z kinetyką reakcji pierwszego rzędu. 
W pH 3,59—4,27 szczyt przy 610mio, zanika, a równocześnie pojawia się 
przejściowo w widmie absorpcyjnym nowy szczyt przy 435m^i (22, 23). 
Odwracalne pojawianie się i zanikanie szczytu przy 610mi-i zachodzi za­
równo w warunkach tlenowych jak i beztlenowych, co wskazuje, że od­
barwienie nie jest spowodowane dysocjacją kompleksu miedzi cerulo­
plazminy z tlenem cząsteczkowym (25). Odwracalnie odbarwiona cerulo- 
plazmina denaturuje się z tą samą szybkością jak rodzima ceruloplazmina, 
co wskazuje, że atomy miedzi są jeszcze silnie związane z białkiem (25). 
EDTA 0,1M i stężone roztwory mocznika powodują spadek wartości ab­
sorpcji przy 610mu., proporcjonalny do u traty  miedzi w ceruloplazmi­
nie (81).

Izotop miedzi 64Cu wprowadzony do ustroju wiąże się początkowo 
z albuminą surowicy, a potem przenosi się do frakcji globulinowej i włą­
cza się w nowo syntetyzowaną cząsteczkę ceruloplazminy (7). Sposób 
powiązania miedzi z albuminą surowicy jest odmienny niż z ceruloplaz- 
miną (39). Kompleks Cu — albumina reaguje bezpośrednio z dwuetylo- 
dwutiokarbaminianem i traci podczas dializy jony miedzi. Natomiast ce­
ruloplazmina nie reaguje bezpośrednio z tym odczynnikiem i nie odszcze- 
pia jonów miedzi podczas dializy przy pH około 7 (104). Z ośmiu atomów 
miedzi w ceruloplazminie tylko cztery mogą się wymieniać w obecności 
askorbinianu z izotopem miedzi 64Cu (110). Dłuższe trawienie chymotryp- 
syną ceruloplazminy ludzkiej (19) i zwierzęcej (104) powoduje, że połowa
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ilości atomów miedzi dializuje. Badania jądrowego rezonansu magnetycz­
nego i ESR dowiodły, że połowa atomów miedzi w ceruloplazminie istnieje 
jako Cu2+, a połowa jako Cu+, zaś redukcji jonów miedzi towarzyszy zmia­
na kształtu cząsteczki ceruloplazminy (10). Obserwacje te wskazują, że 
z ośmiu atomów miedzi cztery są labilnie związane z białkiem, a pozo­
stałe są umieszczone w głębi cząsteczki i usztywnione przez elementy 
wtórnej struktury  białka. Atomy miedzi utrw alają trzeciorzędową struk­
turę ceruloplazminy. Znaczne osłabienie wiązania miedzi z białkiem ułat­
wia denaturację enzymu (25).

Osiem atomów miedzi można usunąć odwracalnie z cząsteczki cerulo­
plazminy za pomocą dwuetylodwutiokarbaminianu (DIECA) w obecności 
askorbinianu (85) lub cysteiny (84). Reakcja z DIECA przebiega powoli, 
można ją zahamować podwyższając pH z 5,0 do 6,0, a ilość wytworzonego 
kompleksu miedzi z DIECA można mierzyć spektrofotometrycznie (1). 
Odtworzenie ceruloplazminy w maksymalnym stopniu następuje po do­
daniu 68j-ig Cu2+ i 200iLAg kwasu askorbinowego do 2ml r°/o roztworu apo- 
ceruloplazminy w 0,2M buforze octanowym o pH 5,4. Przy użyciu m niej­
szych ilości miedzi intensywność odtworzonej niebieskiej barwy jest 
w przybliżeniu proporcjonalna do ilości dodanej miedzi. Własności od­
tworzonej w ten sposób ceruloplazminy odpowiadają własnościom formy 
rodzimej (1). Po usunięciu za pomocą E^IECA około połowy atomów mie­
dzi i poddaniu preparatu swobodnej elektroforezie, obserwuje się dwa 
wierzchołki odpowiadające dwu frakcjom białkowym. Dodanie rodzimej 
ceruloplazminy do mieszaniny zawierającej apoceruloplazminę i jony 
miedzi nie wpływa na jakościowy obraz elektroforetyczny. Nie zaobser­
wowano dotychczas trwałych form ceruloplazminy zawierających więcej 
niż zero, a mniej niż osiem atomów Cu w cząsteczce, ani podczas odszcze- 
piania miedzi ani w czasie odtwarzania ceruloplazminy. Przypuszcza 
się (1), że pierwszy uwalniający się, albo wiążący jon miedzi wpływa na 
konformację cząsteczki białka co ułatwia odszczepianie lub przyłączanie 
następnych jonów Cu. *

F r i e d e n  i W a l t e r  (41, 125) badając kinetykę reakcji oraz wpływ 
CN~ i EDTA wysunęli koncepcję dwóch centrów katalitycznych w ceru­
loplazminie. Jedno z nich miałoby być odpowiedzialne za utlenienie 
p-fenylenodwuaminy (PPD) i askorbinianu, a drugie — wyłącznie za utle­
nienie PPD. Budowa centrów aktywnych w ceruloplazminie nie jest zna­
na. Grupy sulfhydrylowe nie biorą zapewne udziału w wiązaniu miedzi, 
gdyż zarówno ceruloplazmina jak i apoceruloplazmina zawierają jedną 
tylko grupę sulfhydrylową (57). Miareczkowanie acydymetryczne wska­
zuje natomiast na udział reszt histydyny, lizyny lub tyrozyny w kształ­
towaniu centrów (57).

Zarówno ceruloplazmina ludzka (57) jak i zwierzęca (104) zawierają 
18 aminokwasów. N — końcowymi aminokwasami są: walina (0,9 reszty) 
i lizyna (0,3 reszty) (57). Zawartość poszczególnych aminokwasów w kry-
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stalicznej ceruloplazminie ludzkiej oznaczono w analizatorze aminokwa- 
sowym (116).

T a b l i c a  3

Skład aminokwasowy ceruloplazminy 
ludzkiej (wg 57)

Aminokwasy Ilość
reszt/gramocząsteczka

Asp 135
Tre* 86
Ser* 69
Glu 130
Pro 57
Gli 85
Ala 56
CySH 1,0
Wal 67
M et 26
Ileu 56
Leu 79
Tyr* 71
Fen 54
Liz 63
His 43
Arg 46
Try 27

* Uw zględniając częściow e straty podczas 20 godzinnej hydro­
lizy w  6N  H C L  w tem p. 110°C w prowadzono poprawki dla: 
T re —  6%, Ser —  10%, T yr  —  5%.

Ceruloplazmina rozpuszczona w 6M lub 8M roztworze mocznika traci 
barwę i w elektroforezie na żelu skrobiowym daje jedną szybko i trzy 
wolniej wędrujące frakcje (103). Po zredukowaniu i zalkilowaniu cerulo­
plazminy ilość frakcji maleje do dwóch kosztem wolno wędrujących, na­
tomiast apoceruloplazmina wykazuje w tych warunkach sześć wyraźnych 
frakcji. Obserwacje te dowodzą obecności kilku różnych pod jednostek (57). 
Potraktowanie ceruloplazminy merkaptoetanolem w stężeniu 0,01 — 1,0M 
nie powoduje powstania pasm w elektroforezie żelowej. Nie wydaje się 
ażeby działanie mocznikiem i następnie dializa, jak również redukcja' 
i alkilowanie ceruloplazminy powodowały znaczne zmniejszenie zawar­
tości miedzi (103). Metodą sedymentacji określono masy cząsteczkowe 
podjednostek ceruloplazminy w przybliżeniu na 5000 (57). Rozszczepienie 
cząsteczki ceruloplazminy w obecności mocznika na kilka podjednostek 
potwierdzono drogą ultrawirowania oraz wykazując obecność przynaj­
mniej dwu immunologicznie czynnych składników (102, 103). Również 
krystaliczna ceruloplazmina okazała się kompleksem antygenowym (57).
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Obecność komponenty węglowodanowej w cząsteczce ceruloplazminy 
potwierdziło wielu autorów (55, 59, 107, 112). Na 1 mol ceruloplazminy 
przypada: 9 moli kwasu sialowego, 18 moli N-acetyloglukozoaminy, 2 mo­
le fukozy i 36 moli heksoz, przy czym stosunek mannozy do galaktozy 
jest bliski 3:2. Frakcjonowanie na wypełniaczu Sephadex G-25 cerulo­
plazminy trawionej proteazą doprowadziło do wyodrębnienia frakcji gli- 
kopeptydowej złożonej w 65% z węglowodanów, kwasu asparaginowego 
i kwasu glutaminowego. Frakcję tę rozdzielono na DEAE-celulozie przy 
niskim pH i sile jonowej na kilka podfrakcji, w których występowały 
dwie lub trzy reszty aminokwasów, najczęściej kwasów asparaginowego 
i glutaminowego oraz treoniny, proliny i glicyny. Dla większości tych 
frakcji stosunek kwasu asparaginowego do sialowego był bliski jedności, 
a treoniny do kwasu sialowego wynosił 1:3.

Zagadnieniem występowania ceruloplazminy w wielorakich formach 
(izoenzymy) zainteresowano się, kiedy B r  o m a n  (15) frakcjonując ten 
enzym na kolumnie wypełnionej hydroksyloapatytem otrzymał dwie frak­
cje o aktywności oksydazowej. M o r e l i  i S c h e i n b e r g  (86) frak­
cjonując na kolumnach z hydroksyloapatytem i DEAE-celulozą cerulo- 
plazminę (z frakcji IV-1 Cohna surowic od 9109 dawców) wykazali elek- 
troforetycznie obecność co najmniej czterech „ceruloplazmin”. Oznaczyli 
oni frakcję homogenną literą C, a frakcję mikroheterogenną literą D i dla 
odróżnienia od transferyny wprowadzili skróty C-C (ceruloplazmina) i C-D 
(ceruloplazmina mikroheterogenną). Analiza elektroforetyczna innego pre­
paratu ceruloplazminy o symbolu firmowym DWZ 71 potwierdziła istnie­
nie pięciu wyraźnych frakcji o własnościach ceruloplazminy (2). Tą samą 
techniką w jednej z czterdziestu trzech surowic ciężarnych kobiet w ykry­
to pasmo ceruloplazminy o anormalnej, zwiększonej migracji. Wyodręb­
nione z frakcji resztkowej B osocza ludzkiego frakcje C-C i C-D uznano 
za izoenzymy ceruloplazminy (107). Dalsze ciekawe badania przeprowa­
dzono w oparciu o elektroforezę na żelu skrobiowym, immunoelektrofo- 
rezę i ultrawirowanie. Dysponując próbkami ceruloplazminy z różnych 
źródeł (Francja, USA) stwierdzono w każdym wypadku ich niejednorod­
ność (103). Ostatnio za pomocą chromatografii kolumnowej na hydroksy- 
loapatycie krystalicznej, homogennej ceruloplazminy otrzymano w elua- 
tach frakcje różniące się ruchliwościami elektroforetycznymi, masą czą­
steczkową i zawartością miedzi (32).

Badania nad białkami i enzymami surowicy wykazały, że niektóre 
z nich uznawane pierwotnie za homogenne są w istocie heterogenne. He- 
terogenność białek (enzymów) może oznaczać istnienie form spolimeryzo- 
wanych powstałych z macierzystych cząsteczek i pozostających ze sobą 
w równowadze (albumina surowicy i haptoglobina II), lub występowanie 
izoenzymów danego enzymu powstałych w wyniku kontrolowanej gene­
tycznie biosyntezy (dehydrogenaza kwasu mlekowego, fosfataza zasado­
wa, esteraza cholinowa) (103). W przypadku ceruloplazminy zdania są
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podzielone, jedni autorzy sądzą (10), że otrzymane przez nich frakcje są 
polimerami, inni (86, 107) przypuszczają, że mają do czynienia z izoen- 
zymami, większość zaś (27, 30, 103) przyjmuje, że heterogenność ceru­
loplazminy wywołana jest polimeryzacją cząsteczek zachodzącą pod w pły­
wem różnych czynników w czasie wyodrębniania, oczyszczania i prze­
chowywania preparatów. Immunoelektroforegramy normalnej ludzkiej 
surowicy wykazują jedną wyraźną smugę precypitacyjną odpowiadają­
cą ceruloplazminie (49). W niektórych przypadkach (surowice ciężarnych 
lub próbki przechowywane przez kilka tygodni) daje się zaobserwować 
dodatkowo słabo dostrzegalną smugę, której znaczenie nie jest dotych­
czas wyjaśnione.

Analiza przebiegu chromatografii kolumnowej białek na DEAE-ce- 
lulozie, a szczególnie na hydroksyloapatycie wskazuje na możliwość 
powstawania artefaktów, które mogą stać się podstawą mylnych wnios­
ków o heterogenności frakcji (12, 50). Wydaje się, że wyodrębnianie 
„izoenzymów” C-C i C-D za pomocą chromatografii kolumnowej na hy­
droksyloapatycie, jak również rozdział krystalicznej, homogennej ceru­
loplazminy na frakcje (32) mogą być traktowane jako artefakty. Zało­
żenie, że rozdział białek na hydroksyloapatycie jest wyjątkowo selek­
tywny i dzięki temu udaje się wyizolować izoenzymy ceruloplazminy, 
trudno pogodzić z faktem, że nie są one wykrywalne w krwi zdrowego 
człowieka metodą immunoelektroforezy.

III. Własności enzymatyczne ceruloplazminy

Ceruloplazminę zalicza się do lakaz zwierzęcych, których specyficz­
ność jest słabo zdefiniowana. Lakazy, podobnie jak katecholaza i oksy­
daza kwasu L-askorbinowego katalizują przenoszenie z o- lub p-dwufe- 
noli czterech elektronów na jedną cząsteczkę tlenu, przy czym powstaje 
bezpośrednio woda. Ceruloplazmina katalizuje utlenianie dwufenoli 
i fenoli wielowodorotlenowych, a ponadto również niektórych hydro- 
ksyindoli, dwuamin i ich pochodnych metylowych oraz kwasu askorbi­
nowego (9, 95). Niska specyficzność komplikuje klasyfikację ceruloplazmi­
ny i z tych względów nie umieszczono jej dotychczas w międzynarodo­
wym wykazie enzymów.

Najlepszym substratem ceruloplazminy jest p-fenylenodwuamina 
(PPD), a optimum działania enzymu przypada na pH 5—6. Wrażliwość 
substratu na działanie enzymu uwarunkowana jest obecnością w związ­
kach aromatycznych dwóch grup oddających elektrony: wodorotlenowej 
lub aminowej w położeniu orto lub para. Związki z tymi grupami w po­
łożeniu meta są o wiele mniej podatne, podobnie jak związki zawiera­
jące w pierścieniu chlor i grupy nitrowe. N-alkilopochodne dwuamin 
aromatycznych jak np. N,N-dwumetylo-p-fenylenodwuamina trudno
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ulegają utlenieniu przy udziale ceruloplazminy, a jeszcze gorszymi sub- 
stratami są o-alkilopochodne dwufenoli (p-metoksyfenol nie jest w ogóle 
utleniany).

Niska specyficzność substratowa ceruloplazminy jest powodem kon­
trowersyjnych poglądów na jej rolę fizjologiczną. Jedni autorzy (95, 
125) uważają ceruloplazminę za oksydazę askorbinianową ustroju zwie­
rzęcego, inni zaś (83) kwestionują ten pogląd i własności oksydazy kwa­
su askorbinowego przypisują jonom miedzi zanieczyszczającym preparaty. 
W tablicy 4 przedstawiono różnicę między utlenianiem askorbinianu ka­
talizowanym przez ceruloplazminę i jony miedzi. Przemawiają one na 
korzyść poglądu, że ceruloplazmina jest oksydazą kwasu askrobinowego 
u zwierząt.

T a b l i c a  4

Dane fizyko-chemiczne reakcji utleniania askorbinianu 
przez ceruloplazminę i jony miedzi (wg 95)

Utlenianie askorbinianu katalizowane przez

ceruloplazminę jony Cu(II)

K m (¡JtM) 13 7000

Stała szybkości I rzędu 
(minuty/jJ-M Cu)

0,053 0,023

Rząd reakcji przy IOOjjlM  
askorbinianu

zerowy pierwszy

Optimum p H 6,0 7,5

Tworzenie H 2O 2 nie tworzy się stechiometrycznie 
H 2O2 : askorbinian =  1

Hamowanie (%) przez: 
10 ¡J.M cytrynian 
16 [i.M neokupreinę

94
0

3
100

Z pomiarów ESR wynika, że kwas askorbinowy redukuje Cu2+ do 
Cu+, a tlen odtwarza Cu2+ w ceruloplazminie (17), co wskazywałoby, że 
ma ona przynajmniej niską aktywność oksydazy kwasu askorbinowego.

Na aktywność ceruloplazminy działają hamująco: aniony jedno i wie- 
lowartościowe (cyjanki, azydki, cyjaniany, cytryniany, dwuetylodwutio- 
karbaminian, kwas etylenodwuaminoczterooctowy (EDTA), jony metali 
amfoterycznych (Fe2+, Fe3+, Cu2+, Ni2+, Co3+, Mn2+, Zn2+, Cr3+) w stęże­
niach powyżej 10-2M oraz promieniowanie ultrafioletowe (4, 94). Jony 
chlorkowe oraz jony Fe2+ w niskich stężeniach są aktywatorami ceru­
loplazminy (52, 124).

Kwas cytrynowy hamuje kompetycyjnie działanie ceruloplazminy na 
kwas askorbinowy, p-fenylenodwuaminę i IV,IV-dwumetylo-p-fenyleno-
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dwuaminę (94, 104). Znaczne stężenie cytrynianu w surowicy ludzkiej 
(1,4—3,2mg/100 ml) utrzym uje aktywność oksydazy askorbinianowej ce­
ruloplazminy na niskim poziomie, co umożliwia zaoszczędzenie zredu­
kowanej formy kwasu askorbinowego (94). Metody bezpośredniego po­
miaru aktywności oksydazowej ceruloplazminy w surowicy (48, 53, 105, 
111) są obarczone błędem wynikającym z wpływu cytrynianu.

Hamujący wpływ azydków zależy od temperatury: 50°/o zahamowa- 
, nie ceruloplazminy w 25° wymaga ich obecności w stężeniu 3*10~6M, 

a w 7,5° — w stężeniu 4,6 •10-6M (24).
Aktywność oksydazowa ceruloplazminy jest hamowana przez związki 

chelatowe (17, 21, 70). EDTA hamuje aktywność ceruloplazminy w 50% 
przy stężeniu 10_6M. Hamowanie przez EDTA wzrasta ze spadkiem pH, 
a można je cofnąć zwiększając stężenia jonów metali amfoterycznych do 
10-5M (98). Aktywność ceruloplazminy praktycznie nie zmienia się pod 
wpływem chlorków w stężeniu 10_2M, jednak przy stężeniu IM nastę­
puje całkowite zahamowanie. Podobnie jak EDTA, NaCl hamuje sku­
tecznie przy niższych pH. Wpływ KC1, MgCl2, CaCl2, CsCl, LiCl jest po­
dobny do NaCl, natomiast A1C13 już w stężeniu 3*10~5M ham uje w 50% 
aktywność ceruloplazminy (98).

H o l m b e r g  i L a u r e l l  (52) oraz C u r z o n  (20) próbowali wy­
jaśnić hamujący wpływ anionów na czynność oksydazową ceruloplazmi­
ny. W 0,5M NaCl i w około 0° ceruloplazmina zmienia swoją barwę 
z niebieskiej na zieloną i wykazuje zmiany w widmie elektronowym (11). 
Jeśli do układu ceruloplazminy dodawać anionów azydkowych, rodan- 
kowych, cyjanianowych lub cyjankowych, to znika charakterystyczny 
szczyt przy 610mju. Efekt ten występuje intensywniej przy pH 5,7 niż 
przy pH 7. Holmberg i Laurell tłumaczyli inhibicję anionową blokowa­
niem centrów kationowych istniejących w cząsteczce ceruloplazminy. 
Curzon tłumaczył to hamowanie utworzeniem się kompleksu anionu 
z miedzią ceruloplazminy, a dodatkowo założył, że w procesie utlenia­
nia następuje anionowa stabilizacja miedzi enzymu na poziomie jedno- 
wartościowym. Nienasycone ligandy anionowe N3~ i CNO-  wykazują 
szczególną dążność do utrwalania niższego stopnia utlenienia metali 
amfoterycznych (92). W świetle poglądów na mechanizm enzymatyczne­
go działania ceruloplazminy, według których Cu2+ enzymu redukuje się 
przyjmując jeden elektron z substratu i utlenia się ponownie tlenem 
cząsteczkowym (17, 97), koncepcje Curzona zadowalająco tłumaczą ha­
mujący wpływ anionów.

Jak już wspomniano, utlenienie przy współudziale ceruloplazminy 
jest stymulowane przez Fe2+ w niższych stężeniach, natomiast wyższe 
stężenia działają hamująco. Wpływ jonów żelaza zależy od pH; przy 
niższych pH wymagane jest większe stężenie Fe2+ dla maksymalnej sty­
mulacji. Stwierdzono (26), że ceruloplazmina katalizuje szybkie utle­
nienie Fe2H" do Fe3+. Jak należy zatem tłumaczyć aktywujące działanie
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Fe2+ w układzie ceruloplazmina — PPD? Okazało się (97), że w obecności 
PPD nie dochodzi do utlenienia Fe2+ przez ceruloplazminę. Powino*- 
wactwo Fe2+ jest znacznie większe w stosunku do PPD niż do cerulo­
plazminy i powstaje kompleks Fe2+ — PPD. Podczas utleniania PPD 
miedź ceruloplazminy jest w stanie zredukowanym i nie może utlenić 
żelaza. Po utlenieniu PPD jon metalu uwalnia się z kompleksu i na­
tychmiast, zanim zostanie utleniony przez ceruloplazminę, wiąże się 
z następną cząsteczką substratu. L e v i n e  i wsp. (69) są zdania, że ato­
my miedzi ceruloplazminy wiążą się z n elektronami utlenianego sub­
stratu  tworząc aktywny kompleks enzym — substrat. Atomy miedzi enzy­
mu mogą również wiązać się z grupami funkcyjnymi (wodorotlenową, 
aminową) substratu, ale wtedy tworzy się kompleks nieaktywny. Jony 
metali dodane do układu tworzą kompleksy z grupami funkcyjnym i 
substratu i zapobiegają tworzeniu nieaktywnego kompleksu. Dzięki te ­
mu liczba cząsteczek substratu mogących utworzyć aktywne kompleksy 
z enzymem jest większa i wzrasta ogólna aktywność układu. Na po­
parcie swojej tezy autorzy przytaczają fakt, że efekt stymulacyjny Fe2+ 
maleje ze spadkiem pH i uważają, że zwiększona asocjacja PPD z pro­
tonami zmniejsza kompleksowanie Fe2+z PPD. Rola związków chelato- 
wych polega na ich współzawodnictwie z substratem o jony metali. 
Związek chelatowy w układzie enzymatycznym: ceruloplazmina — sub­
strat — stymulujący jon metalu usuwa metal związany z substratem  
i w ten sposób umożliwia tworzenie nieaktywnych kompleksów enzym — 
substrat. Dodanie jonów metali może cofnąć to hamowanie. H u m o 11 e r 
i wsp. (54) wyjaśniają hamowanie działania ceruloplazminy za pomocą 
EDTA bezpośrednim wiązaniem się związku chelatowego z miedzią ce­
ruloplazminy. Ostatnio (10) wykazano jednak, że EDTA nie wiąże się 
bezpośrednio z miedzią ceruloplazminy.

Badania nad mechanizmem działania ceruloplazminy (18, 97) wyka­
zały, że reakcja przebiega poprzez tworzenie wolnych, pośrednich rod­
ników podobnie jak w przypadku lakazy. Posługując się metodą L i n e -  
w e a v e r a  i B u r k a  (71) lub innymi metodami (34) można wyzna­
czyć stałe Michaelisa, stałe inhibitorowe itp. Nowsze metody oznacza­
nia szybkości reakcji w stanie równowagi (rezonans paramagnetyczny 
i ESR) pozwalają wyznaczyć średni czas trwania wolnych rodników lub 
jonów paramagnetycznych wynoszący od łusek do lsek. Miedź, jako 
amfoter o własnościach paramagnetycznych, jest szczególnie dogodnym 
obiektem badań ESR, gdyż daje bardzo OiStry i silny sygnał (77). W obec­
ności substratu sygnał pochodzący od miedzi ceruloplazminy słabnie 
lecz nie znika, co wskazuje na powstawanie kompleksu enzym — sub­
strat (97). Obniżenie szybkości reakcji ceruloplazminy z aminami ka- 
techolowymi alkilowanymi na azocie przemawia za udziałem grupy ami­
nowej w tworzeniu kompleksu enzym — substrat (122). W reakcji amin 
katecholowych z ceruloplazminą pierwszym produktem utlenienia jest
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wolny rodnik dwuhydroksyfenyloetyloaminy (121). W układzie enzyma­
tycznym ceruloplazminy i PPD zaobserwowano również tworzenie się 
i rozpad dodatniego rodnika powstającego z PPD (17, 97). Zapropono­
wano (97) następujący schemat reakcji:
PPD S=+ PPD‘; PPD* -* 1/2 PPD: +  1/2 PPD; PPD : produkt czerwony.

Po utworzeniu kompleksu enzym — substrat powstaje żółty rodnik 
PPD w wyniku przejścia elektronu z substratu na Cu ' 2 ceruloplazminy; 
z rodnika tego odłącza się następnie drugi elektron w reakcji dysmutacji 
i tworzy rodnik PPD: , który przekształca się w trwały, czerwony produkt
o dotychczas nieznanej budowie. Mechanizm tego przekształcenia nie 
jest znany. Przypuszcza się, że PPD: ulega przegrupowaniu wewnętrzne­
mu do iminy lub też reaguje z nadmiarem PPD.
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JULIAN GRUDA *

O mechanizmie enzymatycznej hydrolizy ATP przez miozynę

On the Mechanism of ATP Hydrolysis by Myosin

R ecent data and v iew s concerning the m echanism  of A T P -ase  activ ity  of 
m yosin  are described.

Mechanizm enzymatycznej hydrolizy ATP przez miozynę (fosfohydro- 
laza ATP, EC 3.6.1.3) jest jednym z kluczowych zagadnień biochemii, 
skurczu mięśniowego. Niemalże od chwili, gdy E n g e l h a r d t  i L j u - 
b i m o v a stwierdzili w 1939 r., że kurczliwe białko mięśniowe — miozy­
na jest równocześnie ATP-azą (41).

Badania ostatnich lat potwierdziły (4, 23, 94, 95) udział ATP jako 
bezpośredniego źródła energii przy skurczu mięśni i pomimo pewnych 
wątpliwości wysuwanych w latach 1955—58 (37, 93, 117) jest on obec­
nie powszechnie uznawany. Należy przypuszczać, że rola miozyny, 
głównego obok aktyny składnika miofibrylli, nie ogranicza się do 
przyłączenia ATP i jego hydrolizy. Prawdopodobnie miozyna bądź sama, 
bądź w połączeniu z aktyną, ulega ponadto na którymś etapie reakcji en­
zymatycznej takim zmianom wewnątrzcząsteczkowym, które umożliwiają 
„przechwycenie” energii chemicznej zawartej w wiązaniu pirofosforano- 
wym ATP i jej przekształcenie w mechaniczną energię skurczu.

I. Badania kinetyczne

Jednym z ciekawych zjawisk, wyjątkowym dla reakcji enzymatycz­
nych, jest tzw. „wybuchowa” faza hydrolizy ATP przez miozynę. Zjawi­
sko to, stwierdzone po raz pierwszy przez W e b e r a  i H a s s e l b a -  
c h a (141), a następnie zbadane przez grupę T o n o m u r y  (75, 127, 128, 
131) i przez B o w e n a  (15), polega na tym, że Vmax hydrolizy ATP jest

W ykaz stosow anych skrótów: NEM — im id kw asu N -etylom aleinow ego, HEDD — 
dw usiarczek P -h ydroksyetylo-lM -dw unitrofenylow y, Salyrgan — amid kw asu salicy-
lo-(Y -hydroksy-|3-m etoksypropylo)octow ego, CED — dw usiarczek bżs-karboksyetlo- 
wy, TBS — 2,4,6-trójnitrobenzenosulfonian, Oksarsan — tlenek  A sIII m -am in o-p -  
-oksyfenylu .

* Dr, adiunkt Zakładu B iochem ii Instytutu  B iologii D ośw iadczalnej im. M. N en ­
ckiego PAN , W arszawa.
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wielokrotnie większa w pierwszych 10— 20 sekundach po zetknięciu się 
enzymu z substratem  niż w późniejszym okresie, przy czym stała Michae- 
lisa jest niemal identyczna (127). Uwalniająca się na początku reakcji 
dodatkowa ilość P n pochodzi całkowicie z dodanego ATP, a występujący 
po kilkunastu sekundach spadek szybkości hydrolizy nie jest spowodo­
wany, wbrew pewnym sugestiom (7), ani zmniejszeniem się stężenia ATP, 
ani hamującym działaniem produktów reakcji (15, 127). Jeżeli po wy­
czerpaniu substratu dodawano świeżą porcję ATP, obserwowano ponow­
nie „wybuchową” fazę hydrolizy. Dodatkowa ilość uwalniającego się P,, 
zależy od warunków inkubacji. W obecności EDTA, lub w obecności GTP 
czy UTP jako substratów reakcji „wybuchowej” wcale nie obserwuje się 
(127, 128). Różnicę między „wybuchową” i późniejszą szybkością hydro­
lizy stwierdzono drogą pomiarów przyrostu stężenia obu produktów re­
akcji, mianowicie ADP i P n. Natomiast pomiary przyrostu stężenia jonów 
wodorowych wskazywały na liniowy przebieg reakcji, bez początkowej 
fazy „wybuchowej” (75, 131).

Większość badań nad hydrolizą ATP przez miozynę była przeprowa­
dzona przy zastosowaniu dłuższych czasów inkubacji enzymu z substra­
tem i omówione dalej wyniki badań nad kinetyką tej reakcji dotyczą 
wyłącznie drugiego etapu hydrolizy ATP.

ATP-aza miozynowa podlega prawu M i c h a e l i s a  i M e n t e n a  
(107, 140). Wartości stałych kinetycznych uzyskane przez różnych auto­
rów różnią się jednak znacznie, nawet o dwa rzędy wielkości. Rozbieżno­
ści te należy przypisywać różnym warunkom, w których badano hydro­
lizę ATP (4, 108). Zarówno Km, Vmax jak i energia aktywacji zależą 
w znacznym stopniu od pH, tem peratury, stężenia kationów dwuwarto- 
ściowych, siły jonowej oraz zanieczyszczeń. Uwzględniając wpływ tych 
czynników uzyskano w pracowni T o n o m u r  y (4) wartość Km =  
— 6X10-5M a w pracowni Q u e l l e t a  (108) wartość 4X10- 5M, a więc 
wyniki dość zgodne.

W obecności Ca2+ wartości zarówno Vmax, Km jak i energii aktywacji 
ATP-azy miozynowej wykazują charakterystyczne obniżenie (pessimum) 
przy pH 7,5, nie obserwowane dla żadnej z innych poznanych ATP-az. 
Miozyna nie wykazuje pessimum pH, jeżeli jej aktywność jest oznaczana 
w obecności EDTA lub poniżej pewnej tem peratury krytycznej: poni­
żej 15° w 0,5M KC1, czy poniżej 25° w 0,075M KC1 (74). Siła jonowa wpły­
wa znacznie na wartość Km: w 0,5M KC1 wzrasta ona wraz ze wzrostem 
tem peratury (4), natomiast w 0,15M KC1 spada, co wskazuje na ujemną 
energię aktywacji przy tym stężeniu KC1 (140). Miozyna jest też jedyną 
ATP-azą, dla której Mg2+ jest inhibitorem, przy czym Mg2+ obniża znacz­
nie Vmax, niewiele zmieniając stałą Michaelisa (105). Na podstawie tych 
danych oraz badań nad wpływem pH na VmaN i Km P e l l e t i e r  
i Q u e l l e t  (108), a także A z u m a  i T o n o m u r a  (4) wysunęli hi­
potezę o obecności w centrum aktywnym enzymu dwóch reszt amino-
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kwasowych o stałej dysocjacji zbliżonej do stałej grupy sulfhydrylowej 
cysteiny i grupy imidazolowej histydyny. Uwzględniając hamowanie 
ATP-azy miozynowej przez nadmiar substratu P e l l e t i e r  i Q u e l ­
l e t  (108) sugerują ponadto, ze hydroliza ATP odbywa się w dwóch eta­
pach: w pierwszym ATP przyłączałby się do grupy imidazolowej i sulf­
hydrylowej, w drugim zaś, limitującym szybkość reakcji, powstające 
jako produkt przejściowy wiązanie -S-P ulegałoby hydrolizie.

Dzięki zastosowaniu wyjątkowo czułej metody oznaczania stężenia 
wolnego ATP za pomocą lucyferyny i lucyf erazy, N a n n i n g a  
i M o m m a e r t s  (99, 100, 101) ustalili, że 1 mol ATP wiąże się 
z 400 000 g miozyny, oraz oznaczyli bezpośrednio stałe kx i k2 dla reakcji:

k k
E -f S ES —> E +  produkty

Okazało się, że k_! k2, co pozwoliło uprościć klasyczne równanie dla Km

do postaci Km = ^ -. Wynika stąd, że stała Michaelisa miozyny oznaczana

klasyczną metodą nie jest m iarą powinowactwa enzymu do substratu 
lecz wyraża stosunek stałej szybkości rozkładu kompleksu ES do stałej 
szybkości łączenia się enzymu z substratem. Okazało się ponadto, że 
ki k2, a zatem że szybkość całej reakcji jest określana przez szybkość 
odłączania się produktów reakcji od enzymu. Uzyskana przez N a n - 
n i n g ę  i M o m m a e r t s a  wartość Km w pH 7,0 (1,25X10-6M) różni 
się znacznie od wartości obliczonych w pracowniach Q u e l l e t a  (108) 
i T o n o m u r y  (4). Rozbieżność ta spowodowana została prawdopodob­
nie specyficznymi warunkami niezbędnymi dla pomiarów przy pomocy 
lucyferazy. Przyjęcie wyższych wartości Km nie podważa jednak słuszno­
ści wniosku N a n n i n g i ,  ż e o  szybkości hydrolizy ATP decyduje szyb­
kość uwalniania miozyny od produktów reakcji.

II. Hydroliza enzymatyczna analogów ATP

Modyfikacja części polifosforanowej. Miozyna może przejawić swoje 
enzymatyczne właściwości tylko wówczas, gdy jej substraty (polifosforan 
nieorganiczny lub nukleotyd) zawierają łańcuch złożony z co najmniej 
trzech reszt fosforanowych. Pirofosforan i nukleozydodwufosforany nie 
są przez nią hydrolizowane, przyłączają się jednak do enzymu, praw ­
dopodobnie w tym samym miejscu co trójfosforany (41). Trójpolifosforan 
jest hydrolizowany z niewielką szybkością (3), a Km dla tej reakcji jest 
dziesięciokrotnie wyższa niż dla ATP (3, 39). Z substancji, zawierających 
więcej niż trzy reszty fosforanowe, zbadano jedynie adenozynotetra- 
i pentafosforan (58) i wykazano, że trzy reszty fosforanowe stanowią 
ilość minimalną, a zarazem optymalną dla procesu hydrolizy nukleotydu: 
im dłuższy jest łańcuch polifosforanowy substratu, tym mniejsza jest
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szybkość hydrolizy. Podczas hydrolizy tych analogów następuje kolejne 
odłączanie grup fosforanowych i produktami reakcji są ADP i ortofosfo- 
ran. Analogi ATP, w których 7P został zastąpiony grupą siarczanową (61) 
lub tlen łączący grupę fosforanową (3 z y — grupą -CH2- (96) nie są hy- 
drolizowane przez miozynę.

Modyfikacja części węglowodanowej. Przyłączenie rybozy do trójpoli- 
fosforanu powoduje zmniejszenie szybkości jego hydrolizy przez miozy­
nę (3). Badania nukleozydotrójfosforanów o rozmaicie modyfikowanej 
części węglowodanowej pozwalają przypuszczać, że główną rolą rybozylu 
w reakcji tych substratów z miozyną jest utrzymanie należytej odległości 
między zasadą azotową i łańcuchem polifosforanowym (62). Poza tym jest 
możliwe, że atom tlenu przy trzecim węglu rybozylu ma pewne specy­
ficzne znaczenie przy hydrolizie (63).

Modyfikacja zasady azotowej. Obszernie badano hydrolityczne dzia­
łanie miozyny na nukleozydotrójfosforany o różnych zasadach azotowych 
zarówno na tzw. naturalne nukleotydy: GTP, ITP, CTP, UTP (4,14, 57, 71, 
88, 105) jak i na rozmaite analogi syntetyczne (63, 64, 65). Wszystkie zba­
dane związki ulegają hydrolizie przez miozynę, przy czym szybkość hy­
drolizy zależy od rodzaju zasady oraz od obecności jonów wapnia i ma­
gnezu. Porównując szybkość hydrolizy nukleotydów w obecności jonów 
wapnia można je uszeregować w następujący sposób: ITP >  GTP >  
>■ UTP >  ATP !> CTP (9, 57). W tej samej kolejności maleje też Km 
dla poszczególnych nukleotydów (9), przy czym Km dla ITP jest około 
dziesięciokrotnie wyższa niż dla ATP (4, 71). Mniejsze powinowactwo 
miozyny do ITP niż do ATP udowodniono też bezpośrednio hydrolizując 
w tej samej próbie ekwimolarne ilości 32P ATP i nieradioaktywnego 
ITP (88). Uwolniony przez miozynę ortofosforan pochodził wyłącznie 
z ATP. Charakterystyczne dla ATP-azy miozynowej pessimum Vmax 
i Km przy pH 7,5 nie występuje w przypadku hydrolizy ITP przez 
miozynę (4). Uszeregowanie nukleotydów według szybkości ich hydro­
lizy w obecności jonów magnezu jest inne: GTP >  ITP >  UTP >  
>  CTP > ’ ATP (57); jony Mg2+ hamują hydrolizę ATP, aktywują zaś 
hydrolizę GTP i ITP. Wprowadzenie EDTA całkowicie odwraca przy­
toczoną kolejność (57, 105); hydroliza ATP i CTP jest w tych 
warunkach silnie aktywowana, a hydroliza ITP i GTP — hamowana. 
Działanie EDTA polega zapewne na usuwaniu związanych z białkiem ka­
tionów dwuwartościowych (98, 106). Wpływ stężenia KC1 na hydrolizę 
również zależy od budowy zasady w nukleotydzie. Optymalne stęże­
nie KC1 przy hydrolizie ATP przez miozynę wynosi 0,1M, a przy hydro­
lizie ITP — 0,5M (114).

Pomiary energii aktywacji hydrolizy ATP przez miozynę w niskiej 
sile jonowej wykazały, że krzywa Arrheniusa (wyrażająca zależność lo-

garytm u szybkości hydrolizy wobec „-) jest w badanym zakresie 0°—37°
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linią prostą, a zatem energia aktywacji jest stała (ok. 12 Kcal/mol). Na­
tomiast, odpowiedni wykres dla ITP i innych 6-OH nukleotydów składa 
się z dwóch prostych, o różnym nachyleniu: w zakresie od 0° do 15° ener­
gia aktywacji jest bliska wartości dla ATP; w zakresie od 15° do 37° jest 
ona dwukrotnie wyższa (4, 88).

Wydaje się, że przebieg hydrolizy nukleotydów zależy od rodzaju 
podstawników w pozycji 6 zasady azotowej (70). Związki, w których gru­
py 6-OH lub 6-NH2 są zablokowane (na przykład morfoliną lub metylo- 
merkaptydem), hydrolizowane są z szybkością zbliżoną do szybkości hy­
drolizy trójpolifosforanu (61, 62, 63). Przypuszcza się, że nukleotyd pury- 
nowy łączy się z enzymem w dwóch miejscach: w jednym — swoją skraj­
ną grupą fosforanową, w drugim zaś — zasadą, najprawdopodobniej po­
przez grupę znajdującą się w pozycji 6. Obecność podstawnika (NH2 
lub OH) w pozycji 6 ma zasadnicze znaczenie dla przyspieszenia hydro­
lizy yP nukleozydotrójfosforanu, zaś rodzaj wiążącej się z enzymem gru­
py wpływa na charakter enzymatycznego procesu.

III. Wpływ modyfikacji miozyny na jej własności enzymatyczne

Już w r. 1944 S i n g e r  i B a r r o n  (116) i następnie B a i l e y  
i P e r r y (5) uzyskali zahamowanie ATP-azy miozynowej pod wpły­
wem bardziej lub mniej specyficznych odczynników na grupy sulfhy- 
drylowe. Okazało się, że związki te działają w dwu fazach. Jeśli z 7,5 
równoważników SH/105g miozyny* (77, 125) zablokować lub utlenić nie 
więcej niż 1,5 do 2 równoważników następuje dwu—trzykrotna akty­
wacja ATP-azy miozynowej oznaczanej w obecności Ca2+. Zablokowanie 
większej ilości grup SH powoduje stopniowy spadek aktywności enzy­
matycznej, a po przereagowaniu około 6 równoważników, czyli wszyst­
kich grup SH w rodzimej miozynie, dostępnych dla większości odczyn­
ników sulfhydrylowych, enzym praktycznie traci aktywność. Dwufazo­
wą reakcję z miozyną dają następujące związki: PCMB, NEM (70), fe- 
nylortęciooctan (46), ekwimolarna mieszanina arsenianu i 2,3-dwumer- 
kaptopropanolu (38), Zn2+ (43), Cu2+, Cd2+ (10), bromek S-^-aminoety- 
loizotiuronowy (97), hydrazon karbonylocjanido-p-chlorofenylu (12), 
p-arsenofenylo-n-maślan (13), N-4-dwumetyloamino-3,5-dwunitrofeny-

*Ciężar cząsteczkow y m iozyny n ie został dotąd jednoznacznie określony. O becnie 
przew aża pogląd, że cząsteczka m iozyny m a ciężar m olekularny około 600 000 i sk ła ­
da się z 3 jednakow ych podjednostek. Każda z tych jednostek zaw iera fragm ent 
enzym atyczn ie czynnej H -m erom iozyny i n ieczynnej L -m erom iozyny (71). W dal­
szym  ciągu pracy w szystk ie przeliczenia będą um ow nie odnoszone do 100 000 g m io­
zyny.
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lomaleimid (143), HEDD (8, 67, 68), kwas dwutioglikolowy i jego ester 
metylowy (40). Podobny wpływ wywiera fotooksydacja miozyny (115, 
120) i promienie rentgenowskie (124). Działanie niektórych z wymienio­
nych odczynników sumuje się zarówno w fazie aktywacji, jak i ham o­
wania ATP-azy (11).

Aktywacja miozyny w wyniku zablokowania niewielkiej liczby grup 
SH występuje jedynie przy hydrolizie CTP i ATP, tj. nukleotydów po­
siadających grupę aminową w pozycji 6, natomiast hydroliza ITP lub 
GTP jest w tych warunkach hamowana. Faza aktywacji miozyny po­
jawia się tylko w ściśle określonych warunkach i to w takich samych, 
w których występuje pessimum pH (przy pH 7,5) i niezależność energii 
aktywacji od tem peratury (10, 11, 44, 47). Poniżej pewnej krytycznej tem ­
peratury, zależnej od siły jonowej nie obserwuje się fazy aktywacji (12, 
114, 129). Również w obecności EDTA faza ta nie występuje. W tych w a­
runkach nawet zablokowanie tylko 1 równoważnika SH w miozynie 
znosi całkowicie jej aktywność wobec ATP (112, 114, 67).

Hydroliza ATP lub CTP przez enzym o małej ilości zablokowanych 
grup -SH upodabnia się do hydrolizy ITP lub GTP przez rodzimą mio­
zynę. Szybkość hydrolizy ATP przewyższa nawet, a wartość Km dla ATP 
zbliża się do wartości dla ITP (10, 114), energia aktywacji zależy od 
tem peratury, podobnie jak dla ITP (88); optymalne stężenie KC1 prze­
suwa się z 0,1M do 0,5M, to znaczy do optimum dla hydrolizy 6-OH nu­
kleotydów (114); znika charakterystyczne dla 6-NH2 nukleotydów pes­
simum przy pH 7,5 (11, 69, 114); Mg2+ przestaje być inhibitorem i staje 
się nawet aktywatorem (69, 112), EDTA zaś, jak już wspomniano, staje 
się inhibitorem funkcji ATP-azowej zmodyfikowanego białka.

Wszystkie te obserwacje nasunęły myśl o bezpośrednim udziale 
w hydrolizie ATP dwóch różnych rodzajów grup SH miozyny (10, 44, 
70). Grupy SH jednego rodzaju, mniej reaktywne w stosunku do od­
czynników sulfhydrylowych wiązałyby się z łańcuchem polifosforano­
wym substratu. Zablokowanie tych grup w miozynie musi powodować 
pełną u tratę jej aktywności enzymatycznej w stosunku do wszystkich 
substratów. Drugi rodzaj grup SH, bardziej reaktywnych wobec odczyn­
ników sulfhydrylowych wytwarzałby prawdopodobnie przy udziale Mg2+ 
(jak wskazuje aktywujący wpływ EDTA na ATP-azę miozynową) wią­
zanie z grupą aminową w pozycji 6 zasady nukleotydu. Wiązanie takie 
,,usztywnia”zapewne strukturę cząsteczki miozyny i chroni jej centrum 
aktywne przed odwracalnymi zmianami, występującymi po przekrocze­
niu pewnej krytycznej tem peratury (88). Wiązanie się 6-OH nukleoty­
dów z miozyną nie wywołuje tego efektu ochronnego. Zablokowanie 
grupy SH reagującej z grupą 6-NH2 substratu powoduje, że 6-NH2 nu- 
kleotydy łączą się z enzymem i są hydrolizowane w taki sam sposób jak
6-OH nukleotydy.
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T o n o m u r a  i wsp. (4, 105) zaproponowali schemat, według któ­
rego mogą powstawać dwa różne kompleksy miozyna-substrat.

E -f S EXS E +  P
I

E2S

Tylko jeden z kompleksów (EjS), wytwarzany zarówno przez 6-NH2 jak 
i 6-OH nukleotydy może ulegać hydrolizie. Drugi kompleks (E2S) wy­
twarzający się tylko z 6-NH2 nukleotydami nie ulega hydrolizie, co spra­
wia, że szybkość hydrolizy ATP i CTP jest mniejsza niż 6-OH nukleo- 
tydów. Hamujący wpływ takich czynników, jak jony magnezu, pH 7,5, 
wyższa siła jonowa, tłumaczyłby się tym, że przesuwają one równowagę 
reakcji w kierunku tworzenia E2S. Aktywację ATP-azy pod wpływem 
niewielkich stężeń odczynników sulfhydrylowych należałoby przypisać 
zablokowaniu grupy SH odpowiedzialnej za tworzenie kompleksu E2S.

S e k i n e i wsp. (112) oraz G r ó s c h e l - S t e w a r t  i wsp. (48, 49) 
zastosowali blokowanie grup SH miozyny przy pomocy [14C] NEM. Oka­
zało się, że w warunkach, w których ATP-aza jest aktywowana w obec­
ności Ca2+, a hamowana w obecności EDTA, NEM wiąże się wybiórczo 
z jedną tylko resztą cysteinową miozyny, umieszczoną w jednym z pep- 
tydowych produktów enzymatycznej proteolizy tego białka. Trójpeptyd 
zawierający tę bardziej reaktywną grupę SH (Sx) wyodrębniono i usta­
lono w nim sekwencję Ileu-Cys-Arg (143). Zdołano także zablokować 
wybiórczo drugi rodzaj grup SH (S2), odpowiedzialnych za hamowanie 
ATP-azy w obecności Ca2+ (50, 144). Grupy te występują w innym 
trójpeptydzie o składzie: Cys-Asp-Gly (144).

Fakty te przemawiają wprawdzie za bezpośrednim udziałem w hyd­
rolizie ATP dwóch rodzajów grup SH jako grup kontaktowych, nie są 
jednak bezpośrednim dowodem. Nie można bowiem wykluczyć, że speł­
niają one pomocniczą rolę w procesie katalizy, bądź też biorą udział 
jedynie w utrzym aniu odpowiedniej struktury  centrum aktywnego (79). 
W myśl teoretycznej analizy hamowania enzymów (2) jednym z zasad­
niczych warunków uznania danej grupy SH miozyny jako grupy kon­
taktowej byłoby wykazanie, że ATP lub jego analogi chronią ją przed 
zablokowaniem odczynnikami sulfhydrylowymi. Uzyskane dane są jed­
nak sprzeczne: według G i l m o u r a  i wsp. (44) oraz B l u m a  (11) 
obecność ATP w czasie blokowania grup SH przy pomocy PCMB opóź­
nia i zmniejsza zarówno fazę aktywacji jak i fazę hamowania ATP-azy, 
natomiast S e k i n e  i wsp. (113) twierdzą, że obecność ATP znacznie 
przyspiesza drugą hamującą fazę oddziaływania NEM na miozynę.
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S t r a c h e r  (119, 121) stwierdził, że zablokowanie symetrycznym 
dwusiarczkiem (3-karboksyetylowym (CED) około 6 równoważników 
SH/105g miozyny powoduje całkowitą u tratę aktywności ATP-azy ozna­
czanej w obecności Ca2+, a merkaptoetanol przywraca utraconą aktyw ­
ność. Jeżeli jednak na zmodyfikowaną przy pomocy CED miozynę po­
działać dużym stężeniem jodoacetamidu, merkaptoetanol nie reaktyw u­
je enzymu. Stracher wykazał, że [14C]jodoacetamid reaguje z jedną 
grupą cysteinową i jedną grupą histydynową w przeliczeniu na 2X 105g 
miozyny. Obecność ATP nie wpływa na reakcję z jodoacetamidem gru­
py imidazolowej histydyny w zmodyfikowanej CED miozynie, chroni 
natomiast grupę cysteinową przed taką reakcją i umożliwia reak ty­
wację enzymu merkaptoetanolem. Wyniki te świadczą, że grupy SH 
miozyny trudno poddające się zablokowaniu odgrywają istotną rolę 
w procesie hydrolizy ATP. Ostatnio wykazano (69), że wbrew przyję­
temu poglądowi, zablokowanie wszystkich grup SH miozyny dostępnych 
dla HEDD lub jodoacetamidu (tj. około 6 równoważników SH/105 g mio­
zyny) nie hamuje całkowicie aktywności ATP-azy oznaczanej w obec­
ności jonów wapnia lub magnezu. Miozyna, w której przy pomocy dwu­
siarczku zablokowano sześć grup SH (,,6 S-S miozyna”), zachowuje 2—3̂ % 
swojej aktywności ATPazowej w obecności Ca2+ i ponad 50% w obecnoś­
ci Mg2̂ . W świetle badań Strachera można przypuszczać, że obecność 
1,5 równoważnika grup SH/105 g miozyny, trudno poddających się za­
blokowaniu, nie tylko umożliwia reaktywację enzymu m erkaptoetano­
lem, lecz także pozwala katalizować hydrolizę ATP, aczkolwiek ze 
zmniejszoną szybkością.

Zablokowanie innych grup w miozynie również zmienia jej aktyw ­
ność enzymatyczną. T o n o m u r a  i wsp. (63, 82, 135) wykazali, że 
2,4,6-trójnitrobenzenosulfonian (TBS), odczynnik reagujący dość w y­
biórczo z wolnymi grupami aminowymi białek (81) wywołuje w niskich 
stężeniach aktywację ATP-azy miozynowej i zanik pessimum przy pH 
7,5, w wyższych zaś — stopniowy spadek aktywności. Dodatek ATP lub 
PP zmniejsza powinowactwo TBS do miozyny. W przeciwieństwie do 
rodzimej miozyny ATP-aza enzymu zmodyfikowanego niskimi stężenia­
mi TBS nie jest aktywowana przez PCMB. Japońscy autorzy uważają, 
że dowodzi to bezpośredniego zaangażowania grupy e-NH2 lizyny w pro­
cesie hydrolizy ATP, co sugerował też wcześniej B a r a n y  (6).

Szereg danych świadczy również o bezpośrednim udziale grupy imi­
dazolowej histydyny w centrum aktywnym miozyny (60, 65). S t r a ­
c h e r  doniósł ostatnio (122), że wbrew wynikom jego poprzednich prac 
(119, 121), grupa imidazolowa może odgrywać zasadniczą rolę w zacho­
waniu podatności zmodyfikowanej przy pomocy CED miozyny na re ­
aktywację merkaptoetanolem. Miozynę zmodyfikowaną przy pomocy CED 
poddał on fotooksydacji z udziałem błękitu metylenowego i stwierdził 
wybiórcze utlenienie grup imidazolowych, podczas gdy w rodzimej mio­
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zynie w tych warunkach równocześnie utleniają się też grupy -SH 
(115, 120). Zmodyfikowana CED i poddana fotooksydacji miozyna nie 
odzyskiwała aktywności ATP-azowej pod wpływem merkaptoetanolu. 
Obecność ATP w czasie fotooksydacji chroniła grupę imidazolową od 
utleniania i pozwalała zachować zdolność enzymu do reaktywacji mer- 
kaptoetanolem.

Interpretację wyników uzyskanych z miozyną o zmodyfikowanych 
resztach aminokwasowych utrudnia fakt, że szereg odczynników, nie 
reagujących z tymi resztami, wywiera na ATP-azę miozynową podobny 
wpływ jak odczynniki na grupy sulfhydrylowe i aminowe.

EDTA, który nie reaguje z żadną resztą aminokwasową białka (33), 
działa na miozynę podobnie do odczynników na grupy sulfhydrylowe. 
W zbliżony sposób działają też: mocznik, guanidyna, formamid, dioksan, 
chloroetanol (19) oraz alkohole alifatyczne (34). Odczynniki te nie reagu­
ją z resztami aminokwasowymi, wywołują natomiast zmiany w dru- 
gorzędowej strukturze białek: na przykład, maksymalnej aktywacji 
ATP-azy przez glikol etylenowy towarzyszy zmiana dyspersji skręcal- 
ności optycznej świadcząca o ubytku zawartości struktur a-heliksowych 
(66), a podczas aktywacji enzymu dioksanem obserwuje się wzrost za­
wartości tych struktur (132, 134).

Dwunitrofenol (DNP), którego mechanizm działania na białko nie 
jest wyjaśniony, użyty w odpowiednim stężeniu aktywuje również 
ATP-azę miozynową (24, 43, 46, 109). Aktywacja ta zachodzi w tych 
samych warunkach tem peratury, siły jonowej, stężenia Mg2+ lub Ca2_r, 
w jakich działa aktywująco zablokowanie niewielkiej ilości grup -SH. 
Przy badaniu wpływu tem peratury w obecności DNP otrzymuje się 
dwufazową krzywą Arrheniusa (84, 88), a zmiany Vmax i Km dla ATP, 
CTP, UTP, GTP i ITP wywołane przez DNP są również analogiczne do 
wywoływanych odczynnikami na grupy sulfhydrylowe (9). W wyniku 
zmiany Km wywołanej dwunitrofenolem, nieorganiczny pirofosforan 
i ADP stają się potężnymi inihibitorami kompetytywnymi ATP-azy, po­
mimo wielokrotnie zwiększonej Vmax (90)- Aktywujące działania DNP 
i niewielkich stężeń PCMB nie są jednak addytywne, co nasunęło przy­
puszczenie o obecności w natywnej miozynie dwóch niezależnych od 
siebie grup hamujących hydrolizę 6-NH2 nukleotydów (87). L e v y  
i wsp. (90) badając wpływ DNP na ATP-azę miozynową po preinkuba- 
cji miozyny z DNP, zaobserwowali szybką, nieodwracalną u tratę aktyw ­
ności enzymatycznej dochodzącą nawet do 90%. Autorzy ci wyka­
zali, że DNP reaguje co najmniej w trzech miejscach cząsteczki białka 
i że związanie jednego mola ATP, ADP, TP lub pirofosforanu na pod- 
jednostkę enzymatyczną miozyny całkowicie chroni enzym przed in- 
aktywacją, natomiast AMP lub ortofosforan nie wykazują efektu ochron­
nego.
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Aktyna również może być uważana za modyfikator miozyny. ATP- 
aza rodzimej lub rekonstytuowanej aktomiozyny, badana w niskiej sile 
jonowej (tj. w warunkach, w których nie zachodzi dysocjacja aktomio­
zyny na miozynę i aktynę) wieloma własnościami przypomina ATP-azę 
miozyny zmodyfikowaną zablokowaniem niewielkiej ilości grup SH. Po 
dodaniu aktyny do miozyny hydroliza 6-NH2 nukleotydów ulega ak ty­
wacji, a 6-OH nukleotydów — zahamowaniu; Mg2+ staje się aktyw ato­
rem; EDTA zaś inhibitorem enzymu; zanika pessimum przy pH 7,5 
a Vmax hydrolizy poszczególnych nukleotydów można uszeregować w ko­
lejności: ATP >  CTP >  UTP >  ITP >  GTP (57). Działanie substancji, 
które w małych stężeniach aktywują ATP-azę miozynową imituje za­
tem w pewnej mierze, jak to zauważył K i e 11 e y (73), wpływ aktyny 
na ten enzym. Wiadomo, że aktyna nie wiąże się z miozyną ani poprzez 
te grupy -SH, których zablokowanie wywołuje aktywację ATP-azy, ani 
przez grupy -SH, których zablokowanie powoduje hamowanie enzymu, 
lecz być może, przez jakieś jeszcze inne grupy sulfhydrylowe miozyny 
(6). Przyłączenie się do miozyny tak dużej cząsteczki białkowej, jak 
F-aktyna powoduje zapewne głębokie zmiany w strukturze drugorzędo- 
wej białka i to mogłoby tłumaczyć różnicę między ATP-azą miozynową 
i aktymiozynową.

Podobny wpływ wywierany przez substancje o tak różnych właści­
wościach sugeruje, że przy aktywacji ATP-azy miozynowej może grać 
rolę niekoniecznie blokowanie reaktywnych grup -SH, lecz niewielkie 
nawet zmiany w strukturze przestrzennej centrum aktywnego enzymu 
lub orientacji substratu w tej strukturze (88). Ciekawe w związku z tym 
wydaje się spostrzeżenie T o n o m u r y  i wsp. (132), że przy maksy­
malnie aktywujących ATP-azę stężeniach PCMB, podobnie jak po dio­
ksanie wzrasta zawartość struktur a-heliksowych białka, a przy wyż­
szych stężeniach PCMB hamujących ATP-azę zawartość tych struktur 
staje się mniejsza niż w rodzimej miozynie. O zmianach drugo- lub 
trzeciorzędowej struktury  miozyny pod wpływem blokowania grup -SH 
świadczy pośrednio fakt, że Ł>2S-(dwunitrofenylo)lizyna, która nie wiąże 
się z miozyną rodzimą, reaguje jednak z miozyną zmodyfikowaną znacz­
nie przez PCMB lub NEM (21). K o  m i n  z zaobserwował (77a) pewną 
korelację między stopniem inaktywacji ATP-azy miozynowej za pomo­
cą PCMB, a towarzyszącą jej stopniową agregacją cząsteczek białka 
i wysunął hipotezę, że inaktywujące enzym blokowanie grup -SH, do­
tyczy grup, które mogą się znajdować nawet w dość dużej odległości 
od centrum aktywnego miozyny. Sądzi on, że nawet zaobserwowany 
ochronny wpływ ATP lub pirofosforanu nie świadczy bynajmniej
o obecności chronionych grup -SH w centrum aktywnym, gdyż wpływ 
tych substancji może mieć charakter niespecyficzny.

Analogia między wpływem EDTA i odczynników na grupy sulfhy­
drylowe oraz spostrzeżenie, że PCMB usuwa magnez i wapń związane
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z miozyną (74, 130, 135) nasuwają przypuszczenie, że hamowanie ATP-, 
azowej aktywności miozyny odczynnikami na grupy sulfhydrylowe mo­
że być spowodowane nie zablokowaniem grup -SH, lecz usunięciem 
kationów dwuwartościowych.

IV. Zmiany w strukturze miozyny w czasie hydrolizy ATP

Hipoteza D a v i e s ’a zakłada, że w czasie defosforylacji ATP przez 
miozynę w mięśniu zmienia się struktura drugorzędowa H-meromiozy- 
nowej części miozyny (27). Dotychczasowe dane doświadczalne są jednak 
sprzeczne. T o n o m u r a  i wsp. (133, 134) mierząc dyspersję skręcal- 
ności optycznej stwierdzili, że pod wpływem-ATP zwiększa się nieco 
zawartość a-heliksowych struktur miozyny i H-meromiozyny. Zjawisko 
to jest dość specyficzne, gdyż z jednej strony nie wywołują go ani piro- 
fosforan ani ADP, z drugiej zaś strony a-heliksowa struktura L-mero- 
miozyny nie ulega zmianom pod wpływem ATP. Natomiast D a v i e s  
i wsp. (64) oznaczając widmo absorpcji w dalekim ultrafiolecie stw ier­
dzili spadek zawartości a-heliksowych struktur H-meromiozyny pod 
specyficznym wpływem ATP. Te zaledwie dwie i to sprzeczne ze sobą 
prace, stanowią dopiero początek badań nad zmianami konfiguracji enzy­
mu w czasie jego działania.

V. Produkty przejściowe enzymatycznej hydrolizy ATP

U l b r e c h t  i wsp. (137, 138) wychodząc z założenia, że enzyma­
tyczna hydroliza ATP jest w pewnym stopniu odwracalna, inkubowali 
naturalną aktomiozynę w obecności substratu z 32P n, bądź [32P] ADP 
aby ustalić który z produktów tworzy przejściowy kompleks z enzy­
mem. Stwierdzili oni pojawienie się radioaktywnego ATP jedynie 
w przypadku wprowadzenia [32P] ADP i wysnuli stąd wniosek, że produk­
tem przejściowym reakcji jest ufosforylowana aktomiozyna. Na tej pod­
stawie W e b e r  w swym schemacie skurczu mięśniowego przypisał 
powstawaniu ufosforylowanej miozyny zasadniczą rolę (142). Jednakże 
później U l b r e c h t  (139) doniósł, że wynik doświadczeń z naturalną 
aktomiozyną można tłumaczyć obecnością mikrosomów w preparacie. 
Tak więc podobnie jak miozyna, lub rekonstytuowana aktomiozyna (137, 
138), również i naturalna aktomiozyna wolna od mikrosomów nie daje 
odwrócenia reakcji hydrolizy ATP. Nie świadczy to jednak, że produkt 
przejściowy enzymatycznej hydrolizy ATP nie powstaje, a jest tylko 
potwierdzeniem wyników M o m m a e r t s a  i N a n n i n g i  (99, 100, 
101), zgodnie z którymi wartość stałej szybkości odłączenia się substra­
tu od enzymu (k_x) jest bardzo niska.
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T o n o m u r a  i wsp. (75, 131) wysunęli również hipotezę o fosfory­
lacji miozyny, nie wiążą jednak tej reakcji z powstawaniem produktu 
przejściowego hydrolizy ATP. Jak już wspomniano, autorzy ci zauwa­
żyli, że w „wybuchowej” fazie hydrolizy ATP przez miozynę podczas 
pierwszych kilkunastu sekund ilość powstałego ortofosforanu przewyż­
sza kilkakrotnie ilość pojawiających się protonów. Założyli oni, że w po­
czątkowym etapie hydrolizy ATP następuje przyłączenie ortofosforanu 
do białka, przy czym proton nie uwalnia się do środowiska. Środki od- 
białczające stosowane przy oznaczaniu ortofosforanu rozbijają to wią­
zanie fosfobiałkowe i uwalniający się ortofosforan stanowi właśnie ,,do­
datkową” ilość fosforu (około 1 mol P n/105 g miozyny) charakterystyczną 
dla „wybuchowej” fazy reakcji (75, 131). T o n o m u r a  i wsp. nie w y­
odrębnili wprawdzie ufosforylowanego białka, stwierdzili jednak, że nu- 
kleofilny odczynnik, p-nitrotiofenol (NTP), łączy się z miozyną jedy­
nie w obecności ATP i Mg2+. Ilość związanego z białkiem NTP odpo­
wiada ok. 80% ilości „ekstra” ortofosforanu (75, 131). Przyłączenie NTP 
w obecności ATP zmienia własności enzymatyczne miozyny w taki sam 
sposób jak przyłączenie niewielkich ilości PCMB. NTP łączy się prawdo­
podobnie z miozyną wiązaniem tioestrowym z grupą karboksylową 
asparaginy lub glutaminy (76). Cysteina lub siarkowodór uwalniają mio­
zynę od NTP. Początkowo T o n o m u r a  i wsp. (75) przypuszczali, że 
NTP atakuje to miejsce w cząsteczce miozyny, do którego przyłącza 
się ortofosforan w fazie „wybuchowej”. Ponieważ jednak okazało się, 
że NTP-miozyna zachowuje w pełni zdolność do „wybuchowej” reakcji 
po ponownym dodaniu ATP (131), przyjęli oni, że w cząsteczce miozyny 
następuje wtórna wędrówka bądź reszty NTP, bądź też co uważają za 
bardziej prawdopodobne, reszty fosforanowej (76).

T o n o m u r a  i wsp. są zdania, że przyłączenie ortofosforanu do 
miozyny w fazie wybuchowej jest jak gdyby bocznym torem hydro­
lizy ATP, przypisują jednak tej reakcji olbrzymie znaczenie: proces ten 
jest według nich warunkiem koniecznym skurczu aktomiozyny. Pogląd 
swój opierają na dużym podobieństwie waruków, w których obserwuje 
się maksymalny przyrost „ekstra” P n do warunków, w których nastę­
puje maksymalny skurcz miofibrylli (76, 136). Autorzy ci nie w yklu­
czają jednak możliwości tłumaczenia reakcji „wybuchowej” zmianami 
konfiguracji miozyny pod wpływem ATP, w wyniku których spada 
szybkość hydrolizy ATP i odsłaniają się grupy zdolne do reagowania 
z NTP. Liniowy charakter wyzwalania protonów mógłby być spowodo­
wany wiązaniem się z miozyną pewnej ilości powstających jonów wo­
dorowych. Za taką koncepcją przemawiają wyniki B o  w e n a  (15), któ­
ry  obserwował wybuchową reakcję powstawania ADP i P n mimo sto­
sowania tak łagodnego środka odbiałczającego jakim jest siarczan mie­
dzi w środowisku obojętnym.

http://rcin.org.pl



[13] ATP-aza MIOZYNO W A 73

K o s h l a n d  i wsp. natomiast, badając przebieg hydrolizy ATP 
w wodzie wzbogaconej H2lsO doszli do wniosku, że fosfomiozyna jest 
prawdopodobnie produktem pośrednim reakcji. Przy kwaśnej hydroli­
zie ATP każda cząsteczka uwalniającego się ortofosforanu zawiera w tych 
w arunkach jeden atom ciężkiego tlenu (78), podobnie jak przy enzy­
matycznej hydrolizie ATP pod wpływem apyrazy z kartofli (26). 
Przy hydrolizie ATP pod wpływem miozyny (83, 85, 86, 89) w obec­
ności jonów wapnia uwolniona z ATP cząsteczka ortofosforanu zawiera 
również tylko jeden atom lsO, w obecności jonów magnezu natomiast 
zawartość lsO dochodzi do trzech atomów na cząsteczkę ortofosforanu. 
Ponieważ miozyna nie katalizuje ani wymiany tlenu między H20  i Pn — 
końcowym produktem reakcji, ani między H20  i niezhydrolizowanym 
ATP — substratem reakcji, przyjęto zatem, że istnieje przejściowy pro­
dukt, ufosforylowany (najprawdopodobniej fosfomiozyna), którego orto- 
fosforan jest zdolny do wymiany dwóch dodatkowych atomów tlenu 
z tlenem wody. Aktyna dodana do miozyny zmniejsza tę wymianę o je­
den atom. Warunki, w których występuje maksymalna wymiana tlenu 
są podobne do warunków optymalnych dla skurczu miofibrylli, nato­
miast nie zawsze odpowiadają warunkom maksymalnej szybkości hydro­
lizy substratu.

D e m p s e y  i B o y e r  (29, 30) doszli jednak do wniosku, że dodat­
kową wymianę tlenu między ortofosforanem, a wodą można równie do­
brze wytłumaczyć, przyjmując, że miozyna katalizuje wymianę między 
wolnym nieorganicznym ortofosforanem, a wodą wyłącznie w obecno­
ści ATP. Inkubacja miozyny z ATP w obecności ortofosforanu nieorga­
nicznego wzbogaconego lsO wykazała, że istotnie w tych warunkach za­
chodzi wymiana tlenu między P n i H20  (29, 30). W pracowni K o s h ­
l a n d  a skontrolowano (89, 145) te obserwacje i po konfrontacji wyni­
ków uzgodniono, że podczas hydrolizy ATP przez miozynę zachodzą 
jednocześnie, aczkolwiek z różną szybkością oba zjawiska: wymiana 
z produktem przejściowym i wymiana z ortofosforanem środowiska (16, 
80). Wymiana tlenu między wodą i produktem przejściowym jest szybsza 
niż wymiana z ortofosforanem dodanym do środowiska, co pozwoliło 
opracować warunki, w których ta ostatnia nie odgrywa praktycznie żad­
nej roli (80, 89, 145, 123). Fakt, że wymiana tlenu między ortofosforanem 
i wodą zachodzi jedynie w obecności ATP i enzymu może również prze­
mawiać za powstawaniem fosfomiozyny, jeśliby przyjąć, że reszta fos­
foranowa związana z miozyną ulega powolnej wymianie z nieorganicz­
nym ortofosforanem.

Próby bezpośredniego udowodnienia powstawania fosfomiozyny w re ­
akcji hydrolizy ATP przeprowadzili jeszcze w 1946 r. S z ó r e n y i  
i C h e p i n o g a  metodą dializy wyrównawczej (126), lecz, jak wyka­
zano później (45), znaleziony przez nich ortofosforan towarzyszący mio­
zynie przypisać należy zanieczyszczającej preparat miokinazie. O uzy­
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skaniu ufosforylowanej miozyny po jej inkubacji z ATP donieśli również 
B u c h  t a l  i wsp. (20), B r a h m s  i wsp. (17, 18) potwierdzili te ob­
serwacje. Stwierdzili oni, że po krótkiej inkubacji miozyny lub H-mero- 
miozyny z ATP można stosując łagodne środki odbiałczające uzyskać 
białko zawierające ortofosforan rozpuszczalny w kwasie trójchloroocto- 
wym lub nadchlorowym. Zgodnie z opracowaną metodyką (102) uznano, 
że ortofosforan ten jest związany z białkiem. W miarę trwania hydrolizy 
enzymatycznej ATP ilość związanego ortofosforanu stopniowo malała, 
a po inkubacji nieorganicznego ortofosforanu z miozyną w nieobecno­
ści ATP ilość związanego ortofosforanu była znacznie mniejsza niż po 
krótkiej inkubacji enzymu z ATP. Obserwacje te nie dowodzą jednak 
wystarczająco, że fosfomiozyna jest produktem przejściowym w reakcji 
hydrolizy. Sam fakt wiązania ortofosforanu przez miozynę nie jest zja­
wiskiem specyficznym, gdyż inne nieczynne enzymatycznie białka jak 
kazeina czy albumina surowicy również w większym lub mniejszym 
stopniu mają tę zdolność (31, 32). Natomiast specyficzny wpływ ATP na 
ten proces można przypisać wywoływaniu zmian w konfiguracji miozyny, 
w wyniku których rośnie powinowactwo tego białka do nieorganicznego 
ortofosforanu (42).

Zastosowanie [32P]ATP lub [32P]ortofosforanu dla wyjaśnienia pocho­
dzenia ortofosforanu wiążącego się z miozyną w czasie hydrolizy ATP 
dało sprzeczne wyniki. Z doświadczeń G e r g e l y  i M a r u y a m y  (42) 
wynikało, że radioaktywność właściwa ortofosforanu związanego z mio­
zyną jest taka sama jak ortofosforanu wolnego, co przemawia przeciwko 
koncepcji produktu przejściowego. Natomiast inni autorzy stwierdzili, 
że w pierwszych minutach po rozpoczęciu reakcji około 80%—90% 
związanego ortofosforanu pochodzi bezpośrednio z ATP (51, 52, 53, 54) 
oraz, że miozyna wiąże oprócz ortofosforanu również pewną ilość ADP 
(53). Wiązanie się ADP z H-meromiozyną w czasie hydrolizy ATP wyka­
zali uprzednio B u r t o n i wsp. (22). Negatywny wynik G e r g e l y  
i M a r u y a m y  (42) mógł być spowodowany warunkami, w których 
prowadzili oni doświadczenia (zbyt długi okres inkubacji oraz niew ystar­
czające odmycie ortofosforanu zaadsorbowanego na osadzie białkowym).

Zjawisko powstawania ufosforylowanego enzymu jako przejściowego 
produktu hydrolizy ATP stwierdzono również dla ATP-azy aktywowa­
nej jonami sodu i potasu (25, 36, 59, 111) i wykazano, że jednym z pro­
duktów kwaśnej hydrolizy tej ATP-azy jest fosfoseryna (1). Wyczerpu­
jące blokowanie grup -SH miozyny przy pomocy PCMB lub C uS04 nie 
wpływa na ilość wiążącego się z białkiem ortofosforanu pochodzącego 
bezpośrednio z ATP (53). Również ,,6 S-S miozyna” (sześć grup -SH mio­
zyny zablokowane przez HEDD) pomimo całkowitej u tra ty  aktywności 
ATP-azy w nieobecności kationów dwuwartościowych zachowuje w pełni 
zdolność do wiązania zarówno ortofosforanu jak i ADP, pochodzących 
bezpośrednio z ATP (55). Niedawno stwierdzono też, że pełne zahamo­
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wanie odczynnikami na grupy -SH enzymatycznej aktywności ATP-azy 
aktywowanej jonami Na i K nie wpływa na ilość powstającego fosfoen- 
zymu (110).

Na pozór paradoksalne zjawisko wiązania przez miozynę produktów 
hydrolizy ATP przy pełnym zahamowaniu jej zdolności do tejże hydro­
lizy możnaby tłumaczyć przyjmując, że ,,6 S-S-miozyna” zdolna jest do 
spowodowania jakby jednorazowej hydrolizy substratu oraz, że zabloko­
wanie sześciu grup SH przerywa proces enzymatyczny przed odłącze­
niem się obu produktów reakcji, tj. P n i ADP od enzymu. Interpretacja 
taka zakłada również, że mimo zablokowania sześciu grup SH miozyna 
może łączyć się z substratem. Ostatnio M a r t o n o s i  i wsp. (91, 92) ba­
dali powinowactwo ATP i pirofosforanu do miozyny rodzimej i zmodyfi­
kowanej przy pomocy NEM. Pierwszej fazie blokowania grup-SH (akty­
wacja ATP-azy) nie towarzyszą żadne zmiany w powinowactwie miozyny 
do ATP lub PP; pewien spadek powinowactwa następuje dopiero w dru ­
giej fazie (hamowanie ATP-azy), lecz jest on znacznie opóźniony w sto­
sunku do spadku aktywności enzymatycznej. Nawet po praktycznie peł­
nej inaktywacji ATP-azy, ilość wiążącego się z miozyną ATP spada tylko
0 30—40*Vo, ilość zaś wiążącego się pirofosforanu spada o niecałe 20%.

Przeniesienie wyników uzyskanych z NEM na ,,6 S-S miozynę” prze­
mawia za hipotezą, że wywołane zablokowaniem grup -SH zahamowa­
nie aktywności ATP-azowej miozyny następuje na etapie poprzedzają­
cym odłączenie produktów hydrolizy od enzymu. Przyjęcie tej hipotezy 
pociąga za sobą uzupełnienie łańcucha reakcji: M +  ATP -> M — ATP -> 
-> M pDP -> M +A D P +  P n (gdzie M oznacza miozynę) jeszcze jednym ogni­
wem, a mianowicie reakcją wewnątrzcząsteczkowego przeniesienia ADP
1 ortofosforanu z tych miejsc w miozynie, do których te grupy początko­
wo się przyłączyły, na takie miejsca, z których mogą się one samorzutnie
i szybko odłączyć od białka w wyniku reakcji z wodą. Założenie istnie­
nia tego ogniwa wyjaśniałoby zarazem mechanizm włączania aż trzech 
atomów tlenu z wody do jednej cząsteczki ortofosforanu, odszczepianego 
przez miozynę od ATP (schemat 1).

Jak widać ze schematu, istnienie ufosforylowanej miozyny jako pro­
duktu przejściowego uzasadnia włączenie tylko dwóch atomów tlenu 
z wody do ortofosforanu, przeniesienie ortofosforanu w cząsteczce mio­
zyny z Rx na R2 wyjaśnia włączenie trzeciego atomu. Nie jest wykluczo­
ne, że grupa ortofosforanowa (lub cała cząsteczka ATP) może reagować 
jednocześnie z grupami i R2, a powstawaniu mostka między dwiema 
strefam i w cząsteczce miozyny mogłyby towarzyszyć zmiany w jej kon­
figuracji, leżące być może u podstaw skurczu mięśniowego.

Wiązanie się ADP z miozyną wyjaśniałoby też, dlaczego nieznaczna 
modyfikacja miozyny pod wpływem różnorodnych odczynników akty­
wuje, dalsza modyfikacja natomiast ham uje hydrolizę ATP. Konfigura­
cja rodzimej miozyny umożliwia wiązanie nukleotydu poprzez jego gru­
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//A

0 = P —-OH + ADP

Schem at 1» M echanizm  działania A T P -azy m iozynow ej

pę 6-NH2, przy czym po odszczepieniu P, ADP byłoby trw alej związane 
z miozyną niż ortofosforan. Czynnikiem ograniczającym szybkość hydro­
lizy ATP przez rodzimą miozynę byłaby zatem reakcja uwolnienia en­
zymu od ADP. Hamowanie ATP-azy miozyny jonami magnezu, oraz 
pessimum przy pH 7,5 tłumaczyłoby się spadkiem szybkości odłącza­
nia ADP w tych warunkach.

Niewielka natomiast modyfikacja struk tury  miozyny uniemożliwiłaby 
powstanie wiązania poprzez ć>-NH2, tak że ADP byłoby połączone z mio­
zyną bardziej labilnym wiązaniem charakterystycznym dla 6-OH nukleo- 
tydów. Czynnikiem ograniczającym szybkość reakcji byłoby wówczas 
uwolnienie miozyny od stosunkowo słabo związanego ortofosforanu; stąd 
zmiana charakterystyki enzymatycznej aktywności.
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Stopniowa zmiana konfiguracji miozyny w miarę dalszej modyfikacji, 
uniemożliwiałaby reagowanie ortofosforanu z hipotetyczną grupą R2 
(schemat 1), katalizującą jego odłączanie od enzymu. W wyniku tego m a­
lałaby stopniowo aktywność enzymatyczna miozyny. Po zablokowaniu 
sześciu grup -SH reakcja przebiegałaby po skróconym torze; reszta orto- 
fosforanowa odłączałaby się z miejsca Rlt nie przechodząc przez etap 
przyłączenia do miejsca R2. Własności ATP-azowe „6 S-S miozyny” po­
legałyby właśnie na reakcji hydrolizy wiązania Rx—P. Charakterystycz­
na dla tej hydrolizy jest nieodzowność jonów wapnia lub magnezu, oraz 
jednakowy aktywujący efekt obu jonów i znaczny wzrost Km (69).
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Obrady Komitetu Wykonawczego Comité International de Photobiologie (C.I.P.)

W dniu 26 czerwca 1966 roku odbyło się w Cortinie D’Am-pezzo przy 
okazji III Międzynarodowego Kongresu Badań Radiacyjnych kolejne po­
siedzenie Komitetu Wykonawczego C.I.P. z udziałem delegatów naro­
dowych komitetów fotobiologicznych. W obradach uczestniczyli ze stro­
ny polskiej prof. dr D. Shugar, v-przewodniczący C.I.P. oraz doc. dr 
K. L. Wierzchowski jako delegat sekcji fotobiologicznej P.T. Bioch. Na 
posiedzeniu tym sekcja fotobiologiczna PTBioch została oficjalnie afi­
liowana przy C.I.P. Dokonano również wyboru kilku nowych członków 
Komitetu Wykonawczego na lata 1966—1970. W ybrani zostali prof. 
G. O. Schenćk  (NRF), prof. L. R. Caldas (Brazylia) dr Maria Draculić 
(Jugosławia), prof. G. Porter (Anglia) oraz dr K. C. Smith  (USA). Głów­
nym tematem obrad Komitetu była dyskusja programu naukowego pią­
tego Międzynarodowego Kongresu Fotobiologicznego, który odbędzie się 
w sierpniu 1968 roku w Dartmouth College, Stan New Hampshire, USA.
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ALINA JO ANNA H LYÑCZAK *, JÓZEF S Y S A  **

Związki fosforanowe krwinek czerwonych człowieka i zwierząt 

Phosphate Compounds of Humań and Animal Erythrocytes

The phosphate com pounds contained in hum an and anim al red blood ce lls  are 
rev iew ed  and the data obtained by d ifférent authors and by différent m ethods, 
are com pared.

Krwinka czerwona stanowi stosunkowo dogodny model do niektó­
rych badań, toteż zestawienie danych o jakościowym oraz ilościowym 
składzie związków fosforowych w krwinkach różnych zwierząt wydaje 
się przydatne. Krwinki różnych zwierząt mimo podobieństwa budowy
i pełnionych funkcji różnią się jednak stężeniem i przemianą związków 
fosforowych. Uwzględnienie tych osobliwości jest konieczne w pewnych 
pracach doświadczalnych na zwierzętach. Ponadto badania nad fosfora­
nami, a zwłaszcza nukleotydami krwinek czerwonych rzucają pewne 
światło nie tylko na przemianę tych związków w samej krwince, ale
i na ich metabolizm w innych komórkach ustroju.

Już w roku 1914 B a s s (8) stwierdził, że nukleotydy występują 
tylko wewnątrz krwinek, brak ich natomiast w osoczu. Dane te po­
twierdził B i s h o p (9), który szukając nukleotydów w osoczu stw ier­
dził chromatograficznie obecność dwóch substancji: kwasu moczowego 
oraz związku, który nie był pochodną puryny ani pirymidyny.

Początkowo oznaczano tylko sumę adeniny, co mogło dać jedynie 
ogólny pogląd na intensywność przemian w krwince czerwonej (8, 11, 
46). Dopiero bardziej dokładna i selektywna analiza enzymatyczna (15, 
40, 41, 42, 43, 62), a szczególnie zastosowanie chromatografii kolumno­
wej (3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 38, 51, 53, 55, 63) pozwoliły dokładniej badać nie­
które procesy metaboliczne krwinki czerwonej.

Z procesami glikolizy i cyklu pentozowego przebiegającymi w krw in­
kach czerwonych wiąże się nagromadzanie w tych komórkach niektó­
rych nukleotydów, jak np. ATP, NAD, NADP.

Wiadomo, że ATP i ADP wywierają wpływ regulujący na glikolizę. 
ATP bierze udział także w aktywacji aminokwasów (12, 57), w syntezie 
peptydów i białek oraz w syntezie wielocukrów (18) i mocznika (14)

* Dr, adiunkt K atedry F izjologii WAM, Łódź.
** Doc. dr med., szef K atedry F izjologii WAM, Łódź.
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w krwince. Wiele przemawia za tym, że ATP jest istotnym czynnikiem 
w transporcie jonów.

Przesunięcia jonów między komórką, a środowiskiem zewnętrznym 
przebiegają bardzo często przeciw gradientowi stężeń, co wymaga na­
kładu energii. Szereg autorów (39, 45, 56) sugeruje, że taki aktywny 
transport jonów jest związany z procesami fosforylacji, a jako źródło 
energii służy ATP. Ponadto wydaje się, że ATP wpływa na zachowanie 
kształtu erytrocytu (47). ATP gra zasadniczą rolę w praktyce konser­
wacji krwi (6, 7, 16, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 65). W krwince czerwonej, 
w miarę jej przechowywania, spada znacznie zawartość fosforanów orga­
nicznych przede wszystkim ATP i 2,3-DPG, rośnie natomiast zawartość 
fosforanów nieorganicznych. Po dodaniu adenozyny lub inozyny następuje 
ich estryfikacja kosztem fosforanów nieorganicznych i odnowa estrów 
organicznych, przede wszystkim ATP, co przedłuża życie krwinki.

Synteza ATP w krwince czerwonej przebiega wg Y o s h i k a w y  (66) 
w sposób przedstawiony na schemacie 1.

Glukoza

Schem at 1. Synteza ATP w  krw inkach czerw onych (wg 66)

W wyniku działania kinazy na rybozo-5-fosforan (R-5-P) powstaje 
fosforybozylopirofosforan (P-R -P~P), który łączy się z adeniną i po­
wstaje AMP. AMP w wyniku działania swoistej kinazy daje ADP, który 
w procesie glikolizy zostaje ufosforylowany na ATP. Rozpad zaś ATP 
prowadzi do utworzenia rybozo-1-fosforanu (R-l-P), który pod wpły­
wem fosforybomutazy przekształca się w R-5-P, ten zaś w cyklu pento­
zowym rozkłada się do triozofosforanu, który bierze udział w procesie 
glikolizy. Czynniki, które wpływają hamująco na glikolizę lub cykl pento­
zowy ham ują zatem również regenerację ATP. Nie wyjaśniono dotych­
czas jak przebiega regulacja tego złożonego procesu zapewniająca utrzy­
mywanie stałego stężenia ATP w krwince.

Oprócz AMP, ADP i ATP oraz NAD i NADP B a r t l e t t  i wsp. (6, 
7) znaleźli w krwince frakcję zawierającą jeszcze inną pochodną adeni­
ny, którą nazwali AXP. Pochodna ta okazała się (schemat 2) połączeniem 
kwasu 2,3-dwufosfoglicerolowego (2,3-DPG) z AMP (28).
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Uczeni japońscy przeprowadzili dokładną analizę i dokonali synte­
zy AXP (28, 29, 30, 31, 32). Według nich związek ten występuje u tych 
zwierząt, których krwinki czerwone zawierają dużą ilość DPG.

Oprócz pochodnych adeniny w krwinkach czerwonych znaleziono 
także nukleotydy guaniny, cytozyny i uracylu.

Adenina

OH OH
Schem at 2. B udow a kw asu adenylo-2 ,3-dw ufosfoglicerolow ego (wg 26)

Klamra we wzorze oznacza dwie możliwe pozycje przyłączenia.

Dzięki zastosowaniu chromatografii jonowymiennej, we frakcji kwa- 
sorozpuszczalnej z krwinek czerwonych wykryto mono- i dwufosforany 
heksoz, monofosforany pentoz, oraz mono- i dwufosforany trioz, a także 
1,3- i 2,3-DPG. Cykl przemian pochodnych fosforowych kwasu glicerolo- 
wego przedstawiony na schemacie 3 (57) ma duże znaczenie w metabo­
lizmie krwinki.

1,3-DPG, jako związek wysokoenergetyczny, może w pewnych wa­
runkach przerzucać swoją grupę fosforanową na związki adenylowe 
współuczestnicząc w tworzeniu ATP. Stosunek 2,3-DPG do 2,3-DPG 
w krwinkach czerwonych regulowany jest przez obecny tam enzym,

Drogi przemiany ' materii 
d£> Koenzym 
— ► Aktywowanie reakcji 
-----1 Hamowanie reakcji

Schem at 3. Cykl kw asu glicerolow ego (wg 57)
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dwufosfogliceromutazę, toteż zużywanie 1,3-DPG w reakcji, w której 
jest on dawcą reszty fosforanowej, spowoduje obniżenie poziomu 2,3-DPG.
0  możliwości tego rodzaju przemian świadczą obserwacje R o h d e w a l d
1 W e b e r  (59, 60), że krwinki czerwone dzieci zawierają więcej ATP 
i odpowiednio mniej 2,3-DPG niż krwinki dorosłych; zwiększenie za­
wartości ATP zachodzi przypuszczalnie kosztem 2,3-DPG. Podobnie 
H ł y ń c z a k  i L e y k o  (34) stwierdziły, że w przypadkach methemo- 
globinemii równolegle z podwyższeniem poziomu ATP w krwince czer­
wonej, występuje spadek 2,3-DPG. 2,3-DPG występuje w krwinkach 
czerwonych wielu ssaków i stanowi około połowy wszystkich estrów 
fosforanowych rozpuszczalnych w kwasach (58); brak go natomiast 
w krwinkach czerwonych (32, 61), a także innych tkankach (68) bydła 
i owiec oraz w erytrocytach gadów i ptaków, gdzie jego odpowiedni­
kiem jest kwas fitynowy (68).

Wyżej omówione związki fosforowe znaleziono także w otoczce krw in­
ki czerwonej. Po rozdzieleniu na kolumnie jonowymiennej frakcji kwa- 
sorozpuszczalnej z otoczki krwinki otrzymujemy chromatogram zbliżo­
ny do chromatogramu związków fosforanowych krwinek czerwonych 
(rysunek 1 i 2) (61).

Rys. 1. K w asorozpuszczalne nukleotydy z inkubow anej m ieszan iny [32P] lipopro- 
teidów  ekstrahow anych z cieni 600 m l krw inek czerw onych człow ieka (wg 61)

Porównanie jakościowe i ilościowe związków fosforanowych, zwłasz­
cza nukleotydów, występujących w krwinkach czerwonych różnych 
zwierząt laboratoryjnych, przedstawiono w formie tablic (tablica 1, 2 
i 3). Zebrano dane uzyskane przez różnych autorów, którzy niejedno­
krotnie posługiwali się różnymi metodami.

I tak np. D e n n e m a n n  (15) oraz R o t t i n o  i wsp. (62) (tablica 2) 
stosowali w swoich badaniach metodę enzymatyczną, inni natomiast — 
metodę chromatografii kolumnowej. Zaczerpnięte z piśmiennictwa w ar­
tości były podawane w różnych jednostkach, to też dla ujednolicenia 
w niektórych wypadkach, przeliczono je umieszczając znak o ile nie 
była znana liczba hematokrytowa (2). Niewielkie różnice w stężeniach
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poszczególnych związków u tego samego zwierzęcia występują prawdo­
podobnie wskutek stosowania przez autorów różnych metod.

Analiza tych danych nasuwa myśl, że pod względem zawartości 
związków fosforowych krwinka czerwona człowieka jest najbardziej zbli­
żona do krwinki królika. Krwinka królika jest niejako modelem ludzkiej 
krwinki czerwonej (7).

Rys. 2. K w asorozpuszczalne n ukleotydy z krw inek czerw onych człow ieka (w g 61)

Ilości ATP w krwince są różne w zależności od gatunku zwierzęcia, 
a nawet różnią się nieco w ram ach tego samego gatunku (15, 54). Wy­
daje się, że w zależności od stężenia ATP w krwinkach czerwonych, 
badane zwierzęta można podzielić na dwie grupy. W jednej grupie 
poziom ATP w erytrocytach wynosi ok l^M/1 ml krwinek czer­
wonych, u drugiej zaś — ok. 0,5^M/1 ml krwinek czerwonych. Do pierw­
szej grupy zaliczyć można królika i człowieka, do drugiej — kota, psa 
i świnkę morską. Należy jednak zaznaczyć, że K a r o ń (44) podaje dla 
ATP krwinek królika wartość ok. 0,5|.iM/l ml krwinek czerwonych. W ar­
tości dla ATP w krwinkach czerwonych psa podane przez K a r o ń 
(44) są natomiast dużo wyższe, aniżeli u innych autorów. Można by 
to tłumaczyć stosowaniem metod lub użyciem do doświadczeń różnych 
ras zwierząt.

Zwraca uwagę fakt, że w krwinkach czerwonych psa i kota należą­
cych do grupy o niższym stężeniu ATP w stosunkowo dużych ilościach 
występuje Na+. Niższy poziom ATP może być związany z aktywnym 
transportem  jonów. W krwinkach czerwonych psa stosunek K +/N a+ =  
=  0,08, podczas gdy u człowieka stosunek ten wynosi 9,1 (13). F r  a s i e r
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T a b l i c a  1

Zawartość adeniny we krwi różnych zwierząt wg Buella i Perkinsa 
(11) (w m g/100 ml)

•o* 9

średnia 
(wartości skrajne)

ilość
oznaczeń

średnia 
(wartości skrajne)

ilość
oznaczeń

Szczur 8,4 (śr.z 4 ozn.)
(6,5— 9,0)

Kurczę 15,0 1 10 2
(7,5— 12,5)

Kaczka 32,3 ' 2 33,5 2
(32,5— 32,0) (32,0— 35,0)

Gołąb 60,5 4 70,8 4
(55,0— 85,0) (64,0— 84,0)

Żółw wodny 28,5 2 36,0 1
(25,0— 32,0)

Świnia 30,3 (śr. z 11 ozn.)
(24,5— 36,0)

Wół 2,8 (śr. z 4 ozn.)
(2,0— 3,5)

Człowiek 19,7 11 14,3 6
(15,5— 30) (10,5— 19,5)

Kot 7,5 1 10,8 2
(8,5— 13,00)

Pies 9,9 5 8,0 1
( 7 - 1 6 )

Królik 8,5 1 8,5 1
Świnka
morska 10,5 (1 ozn.)

i wsp. (19a) wykazali, że transport K + do w nętrza krwinki u człowieka 
jest niezależny od stężenia K + w środowisku zewnętrznym i odbywa 
się z natężeniem w przybliżeniu siedemnaście razy większym, aniżeli 
w krwinkach psa. Natężenie aktywnego transportu Na+ w krwinkach 
psa jest również odpowiednio mniejsze niż w krwinkach czerwonych 
człowieka, ponieważ na miejsce jednego jonu K + może wchodzić jeden 
jon Na+ (26). Zmniejszenie natężenia aktywnego transportu jonów K + 
i Na+ w krwinkach czerwonych psa w porównaniu z krwinkami ludz­
kimi wymaga mniejszych wydatków energetycznych. Być może znaj­
duje to swój wyraz w odpowiednio mniejszym gromadzeniu zapasów 
energii w postaci ATP.

Poziom ATP w krwinkach czerwonych zależy również od wieku. 
Według R o h d e w a l d  i W e b e r  (59, 60) u dzieci występuje około 
3 l°/o więcej ATP w krwinkach czerwonych niż u ludzi dorosłych. Na­
tomiast Z a c h a r a ,  K ę d z i o r a  i L e y k o  (67) wykazali u dzieci 
niższy poziom ATP w krwinkach czerwonych, wynoszący tylko 22'°/o
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T a b l i c a  3

Zawartość związków fosforanowych w 1 ml krwinek czerwonych 
psa, kota, świnki morskiej (zestawione wg 13, 35, 37 i 44)

Pies Pies Kot Świnka morska

[iM  P fiM (iM [jlM

AM P 0,03— 0,07 (13) 0,03—0,07 (13) 
0,059 ± 0 ,0 1 2  (44)

0 ,05 4 ± 0 ,0 1 9  (44)

ADP 0,25— 0,31 (13) 0,13—0,16 (13) 
0,16 (35)

0,198 ± 0 ,0 3 0  (44)

0,132 (37) O ,154±0,030 (44)

ATP 0,37—0,97 (13)
0,12—0,32 (13) 

0,22 (35) 
0 ,0524± 0 ,064  (44)

0,434 (37) 0,487 ± 0 ,0 8 7  (44)

AXP 0,17 (35) 0,271 (37)

N A D 0,01 (13) »

N A D P 0,07— 0,11 (13)

GM P 0 ,0 1 9 ± 0 ,0 1 0  (44) 0 ,020±0 ,007  (44)

G DP 0,051 ± 0 ,0 1 5  (44) 0,039 ±0 ,011  (44)

G T P 0,10—0,20 (13) 0 ,2 0 4 ± 0 ,0 3 7  (44) 0 ,2 0 4± 0 ,067  (44)

U D P-C o 0 ,0 2 2 ± 0 ,0 0 7  (44) 0 ,04 2 ± 0 ,0 1 3  (44)

U D P G 0,04 (13)

Adenozynodwufos- 
foran rybozy

0,04—0,01 (13)

Mono fosforany 
heksoz

0,01—0,02 (13) 0,36 (35)

Dwufosforany
hekso*

G lu-/,tf-D P
F ru -/,6 -D P

0,08—0,22 (13) 
"0 ,1 1 — 0,18 (13) 0,30 (35)

Fosfor
nieorganiczny

0,20— 0,35 (13) 0,19 (35)

T  riozofosforany 0,01 (13)

Kwas fosfoenolo- 
pirogronowy

0,01 (13)

Kwas monofosfo- 
glicerolowy

0,07 (13)

2 ,3 - D PG 9,67— 10,1 (13) 9,4 (35)

U w a g a :  Ilość badanych osobników wynosiła: psy — 3(13) i 6(44); koty — 8(37); świnki morskie 
37(44)
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wartości znalezionych przez G r e g e r a dla ludzi dorosłych (27). Dysku­
towana jest także sprawa zawartości nukleotydów adeninowych u tego 
samego gatunku zwierzęcia w zależności od płci. Dane z piśmiennictwa 
są rozbieżne, niemniej jednak niektórzy autorzy sugerują, że w krw in­
kach czerwonych u samców poziom ATP jest wyższy (15, 36, 54). Związki 
fosforowe są niezmiernie labilne i ilość ich zmienia się w różnych sta­
nach czynnościowych (17, 64, 50, 33). Poziom tych związków oscyluje 
jednak wokół pewnej średniej wartości i znaczniejsze jej przekrocze­
nie in plus, jak i in minus świadczy o stanie chorobowym (19, 48, 53).
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TADEUSZ MIKULSKI*

Widma absorpcyjne fotoreceptorów siatkówki oka ludzkiego 

Absorption Spectrum of Retinal Photoreceptors in the Humań Eye

T he photoreception of the retina w ith  reference to the absorption spectrum  
of the single  retinal cones of hum an eye is discussed.

Fala światła, odbita od przedmiotu i pochłonięta przez elementy 
światłoczułe siatkówki, wywołuje impuls przekazywany poprzez włókna 
nerwowe do centrów mózgu. Siatkówka oka ludzkiego posiada dwa ro­
dzaje światłoczułych komórek: pręciki i czopki. Pręciki reagują przy 
oświetleniach mniejszych od 0,1 luksa i nie dają wrażeń barwnych (wi­
dzenie skotoptyczne). Czopki są czynne przy oświetleniach większych 
od 0,1 luksa i umożliwiają odczucie różnorodnych barw (widzenie fo- 
tooptyczne). Czułość pręcików na oświetlenie osiąga maksimum przy 
długości fali równej około 510 rmt, zaś czopków— przy 570 min.

I. Biochem icznie czynne substancje siatkówki

W zewnętrznych członach pręcików pod wpływem absorpcji kwantu 
światła rodopsyna (purpura wzrokowa) rozkłada się na neoretyninę b 
i białko — opsynę. Powstaje wtedy potencjał czynnościowy, a neorety- 
nina b/11 cis izomer aldehydowy vitaminy Ax przekształca się w trans- 
retyninę (izomer trans). Regeneracja rodopsyny może nastąpić tylko 
wtedy, gdy forma trans retyniny przejdzie z powrotem w formę cis. 
Proces wiązania się neoretyniny b z opsyną i jej odbarwianie się pod 
wpływem światła szczegółowo badał W a 1 d (7) podając na podstawie 
zmian absorpcji światła przy 380 mu- (maximum absorpcji dla neorety­
niny b) i 498 m^ (maximum absorpcji dla rodopsyny) kinetykę tego zja­
wiska. Poza tym wykazał, że w czasie rekombinacji tworzy się w czop­
kach jodopsyna zbudowana z neoretyniny b, oraz z białka podobnego 
do opsyny. Reakcja tworzenia się jodopsyny przebiega kilkakrotnie szyb­
ciej niż reakcja tworzenia się rodopsyny. Ostatnio W a l d  i B r o w n  
(1, 2) wykazali, że istnieją inne chromoproteidy siatkówki zbudowane

* Dr med., mgr fil., adiunkt K atedry F izyki L ekarskiej Pom orskiej A kadem ii 
M edycznej, Szczecin.
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z neoretyniny b i białek typu opsyny, posiadające maksimum absorpcji 
w części zielonej i czerwonej widma.

Ciężar cząsteczkowy opsyn wynosi około 40.000. Przy oświetleniu 
rodopsyny w opsynie powstają swobodne grupy SH. Blokowanie tych 
grup hamuje przebieg reakcji. Powstanie potencjału czynnościowego 
tłumaczy się wiązaniem jonów metali ciężkich przez swobodne grupy SH 
wolnych opsyn; nadmiar jonów ujemnych zmieniając ładunek na błonie 
fotoreceptora prowadzi do powstania impulsu elektrycznego.

Trójchromatyczna teoria Helmholza powstawania wrażeń barwnych 
zakłada istnienie trzech pigmentów o maksimum absorpcji światła 
w części niebieskiej, zielonej i czerwonej widma. Nie wiadomo było do 
niedawna czy chromoproteidy te znajdują się osobno w różnych czop­
kach, czy też występują razem w jednym czopku.

R ys. 1. Widmo absorpcyjne pojedynczego pręcika siatków ki oka ludzkiego (wg 3)

T a l b o t  (5) twierdził, że układ, w którym powstaje wrażenie bar­
wne składa się z dwóch rodzajów czopków i z pręcików. Natomiast ba­
dania G r a n i t a (4) sugerowały istnienie trzech rodzajów czopków. 
Również S t a r k i e w i c z  (16) w swej kinetycznej teorii widzenia w ce­
lu wytłumaczenia powstawania barw, kontrastu obocznego powidoków 
i elektroretinogramu przyjął istnienie trzech czopków: czerwonego, zie­
lonego i niebieskiego. Słuszności tego założenia dowiedli doświadczalnie 
B r o w n  i W a l d  (3). Przeprowadzając badania na siatkówce uzyskali 
oni widmo absorpcyjne poszczególnych pręcików (rys. 1) o maksimum 
przy 505 mia, identyczne z widmem rodopsyny.
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Badając czopki w części siatkówki odległej o 1 do 2 mm od fovea, 
autorzy mogli traktować je jako izolowane komórki. Porównując widmo 
absorpcyjne komórki zaadaptowanej do ciemności z widmem po oświet­
leniu danego fotoreceptora otrzymali oni różnicowe widmo absorpcyjne 
(rysunek 2).

Rys. 2. R óżnicow e w idm o absorpcyjne poszczególnych pojedynczych czopków  pa- 
rafovealnej części siatków ki oka ludzkiego (wg 3)

Uzyskane trzy krzywe absorpcyjne o maksimum przy długości fali 
świetlnej równej odpowiednio 450, 525, 555 mu, potwierdziły postulo­
wane przez Starkiewicza istnienie 3 rodzajów czopków: czerwonych, 
zielonych i niebieskich.
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WIESŁAW MAKAREW ICZ*

Powstawanie i wydalanie produktów azotowych u ryb 

Production and Excrétion of Waste Nitrogen Compounds in Fishes

The production and excretion of w aste  nitrogen com pounds in fishes is review ed. 
The hvpothesis of évolution  of ureotelism  in vertebrates in discussed.

Przyjęta powszechnie klasyfikacja zwierząt na amonio-, ureo- i ury- 
koteliczne (2) zależnie od rodzaju głównego końcowego produktu prze­
miany białek jest dosyć względna. W rzeczywistości większość zwierząt 
wydala równocześnie amoniak, mocznik i kwas moczowy, a wzajemny 
stosunek ilościowy tych związków zależy w znacznej mierze od w pły­
wów środowiska i stadium rozwoju osobniczego zwierzęcia.

Przemiany azotowe u ryb i sposoby wydalania końcowych produktów 
tych przemian są doskonałym przykładem przystosowania na drodze 
ewolucji do warunków środowiska. Wydalanie produktów przemian 
u ryb odbywa się nie tylko przez nerki, ale również przez skrzela. Ryby 
jako zwierzęta wodne są w przeważającej większości amonioteliczne, 
jakkolwiek u pewnych gatunków wymogi środowiska spowodowały roz­
wój ureotelizmu; jeszcze inne gatunki zachowały zdolność przestawiania 
się z amoniotelizmu na ureotelizm i odwrotnie w zależności od zaopa­
trzenia w wodę.

Od czasu pionierskich badań prowadzonych w latach 30-tych przez 
fizjologa i biochemika H o m e r a  S m i t h a  dopiero ostatnie lata przy­
niosły istotny postęp w zrozumieniu mechanizmów powstawania i wy­
dalania związków azotowych. Szereg danych dotyczących tego zagadnie­
nia zawierają wydawnictwa monograficzne (6, 10, 11, 31). Celem tego 
artykułu jest przedstawienie przemian azotowych u ryb z punktu wi­
dzenia biochemii ewolucyjnej.

Przy omawianiu ewolucji ureotelizmu przedstawiono schemat rozwoju 
kręgowców według B r o w n a  i C o h e n a  (8). Jest to jeden z licznych 
różniących się dość znacznie od siebie schematów podawanych w lite­
raturze; bliższe zajęcie się spornymi poglądami na tem at filogenezy 
kręgowców wykraczałoby jednak poza ram y tego artykułu. Mimo tych 
sporów powszechnie przyjm uje się, że ryby stały na drodze ewolucji 
wyższych kręgowców. Nie wiadomo czy ryby rozwinęły się w wodzie

* Dr med., adiunkt Zakładu C hem ii F izjologicznej AM w  Gdańsku.
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słodkiej i wtórnie opanowały morza, czy też było odwrotnie (6, 25, 31). 
Przeważa jednak pogląd, że kolebką pierwotnych ryb były zbiorniki 
słodkowodne.

Współcześnie żyje około 20 000 gatunków ryb tworząc najliczniejszą 
i najbardziej różnorodną gromadę kręgowców. Ogromna większość (oko­
ło 95%) należy do rzędu kostnoszkieletowych (Teleostei). Do ryb kości­
stych zalicza się też ryby dwudyszne (Dipnoi) reprezentowane współ­
cześnie jedynie przez trzy rodzaje (7). Ryby chrzęstnoszkieletowe (Chon- 
drichtyes), z których większość należy do spodoustych (Elasmobranchii) 
są grupą wymierającą; obecnie żyje, przeważnie w morzach, zaledwie 
86 rodzajów i 150 gatunków tych ryb (40). Tablica 1 przedstawia pozycję 
omawianych grup ryb w systematyce zwierząt.

T a b l i c a  1

Systematyka strunowców ze szczególnym uwzględnieniem systematyki ryb według 
B o b r i n s k i e g o  i M a t w i e j e w a  (7)

Typ Podtyp Gromada

Półstrunowce
(Hemichordata)

Osłonice
(Tunicata)

Bezczaszkowce
(Acrania)

( j Kręgowce Smoczkouste
( Vertebra ta) (Cyclostomata)

u Ryby (Pisces)
o
c Płazy (Amphibia)
3li Gady (Reptilia)

CO Ptaki (Aves)
Ssaki (Mammalia)

Gro-: 
ma- j 
da

Grupa Podgromada Rząd

& 2  ¿ Spodouste
2 i i  -C "o (Elasmobranchii)

°  3  F  ^N C ) eT' Zrosłogłowe
►» S3 §» c w  ^  C o

(Holocephali)
Oh gc ^

Chrzęstnokostne
(Chonarostei)

Promieniopłetwe Ganoidy kos­

X
.<0

(Actinopterygii) tne ( Holostei)

£ O W ielopłetwe Kostnoszkie­
H-l

u (Polypłeri) letowe (Tele­
'o ostei)'cr. 
C Trzonopłetwe

t (Crossop terygii)

{Ź Dwudyszne
(Dipnoi)

I. Ryby kostnoszkieletowe

Ryby kostnoszkieletowe, zarówno morskie jak i słodkowodne, są ty ­
powymi zwierzętami amoniotelicznymi. H o m e r  S m i t h  w 1929 ro­
ku (36) zastosował pomysłowy sposób badania wydalania związków azo­
towych przez ryby. Umieszczał on rybę w podłużnym naczyniu w ten 
sposób, że gumowa przegroda oddzielała wodę kontaktującą się z głową, 
od wody w której była zanurzona reszta ciała. Pozwoliło mu to stwier-
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dzić, że znaczna większość związków azotowych wydalana jest przez 
skrzela — głównie jako amoniak. Skóra i przewód pokarmowy ryb nie 
uczestniczą w wydalaniu amoniaku. Późniejsze badania potwierdziły 
w całej rozciągłości obserwacje Smitha. W tablicach 2 i 3 zestawiono 
niektóre dane dotyczące udziału amoniaku w ogólnej ilości wydalanych 
związków azotowych oraz ilość azotu wydalaną przez nerki i drogą poza- 
nerkową.

T a b l i c a  2

|̂ 3 ] W Y D A L A N IE  A Z O T U  U R Y B  101

Udział procentowy azotu amoniaku i mocznika w azocie 
całkowitym wydalanym przez ryby kostnoszkieletowe

Gatunek N — N H 3 N — mocznika Literatura

Salmo gairdneri 55— 60 (14)
Carassius auratus 73 (41)
Myoxocephalus scorpius 90 (17)
Leptocottus armatus 63 21 (43)
Cyprinus carpió 50— 60 6 (36)
Platichtbys stellatus 84 12 (43)
Taeniotoca lateralis 48 38 (43)

T a b l i c a  3

Procent azotu całkowitego wydalany przez skrzela i przez nerki u ryb 
kostnoszkieletowych

Gatunek Przez
skrzela

Przez
nerki

Literatura

Salmo gairdneri 97 3 (14)
Cyprinus carpió 90 10 (30, 36)
Leptocottus armatus 77 23 (43)

Wśród produktów azotowych wydalanych przez morskie ryby kost­
noszkieletowe jako ważny składnik wymieniany jest też tlenek trójme- 
tyloaminy. B a 1 d w i n podaje (2), iż związek ten stanowi trzecią część 
azotu całkowitego wydalanego przez te ryby. W o o d (43) stwierdził jed­
nak, że u głowacza jako tlenek trójmetyloaminy wydala się znikoma 
część azotu całkowitego. Podawane w podręcznikach wartości (2, 31) są 
jego zdaniem nieporozumieniem wynikłym z odnoszenia zawartości tego 
związku do substancji azotowych wydalanych w moczu, a nie do całko­
witej ilości związków azotowych, wydalanych głównie przez skrzela. 
Zaw arty w tkankach ryb tlenek trójmetyloaminy jest substancją egzo­
genną pochodzącą z pokarmu. Tkanki wszystkich kręgowców mają zdol­
ność utleniania trójmetyloaminy do N-tlenku (1), nie jest jednak jasne
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czy związek ten może powstawać endogennie z azotu białkowego i jaki 
jest jego ewentualny udział w całkowitej puli metabolizowanego azotu.

Interesujący jest mechanizm wydalania amoniaku przez skrzela i je­
go pochodzenie. Wydaje się najbardziej prawdopodobne, że wydalanie 
amoniaku ze skrzel do wody odbywa się na drodze prostej dyfuzji wsku­
tek znacznej różnicy stężeń i swobodnej przepuszczalności nabłonka 
skrzel dla tego związku (15, 17). Stężenie amoniaku we krwi dopływa­
jącej do skrzel wynosi około 0,4 mg°/o jest więc stosunkowo wysokie 
w porównaniu z stężeniem we krwi u innych kręgowców (15, 17, 26, 29). 
S m i t h  (36) pierwotnie przypuszczał, że amoniak powstaje obwodowo, 
a skrzela są jedynie miejscem jego wydalania na drodze dyfuzji do ota­
czającej wody. Później zmienił swój pogląd i sądził, że amoniak powstaje 
w samych skrzelach z odpowiednich prekursorów. G o l d s t e i n  
i F o r s t e r  w 1961 roku podjęli systematyczne badania (15) i na pod­
stawie nieznacznej różnicy stężeń amoniaku we krwi dopływającej i od­
pływającej ze skrzel doszli do wniosku, że około 10% wydalanego amo­
niaku pochodzi z krwi, a pozostałe 90% powstaje w skrzelach. Ponieważ 
obserwowano spadek stężenia glutaminy we krwi przepływającej przez 
skrzela, a skrzela zawierają glutaminazę i dehydrogenazę kwasu gluta­
minowego, przypuszczano, że około 50% wydalanego amoniaku powstaje 
w skrzelach z glutaminy i kwasu glutaminowego. Obok glutaminazy i de­
hydrogenazy kwasu glutaminowego skrzela zawierają również AMP-ami- 
nohydrolazę, dezaminującą kwas adenylowy do kwasu inozynowego.' 
Aktywność AMP-aminohydrolazy w skrzelach ryb kostnoszkieletowych 
przewyższa wielokrotnie aktywność glutaminazy. Na tej podstawie M a ­
k a r e w i c z  i Ż y d o w o  (20, 21), wysuwali przypuszczenie, że u ryb 
istotnym źródłem wydalanego amoniaku może być grupa 6-aminowa 
nukleotydów adeninowych.

Ostatnie badania wskazują jednakże, że znaczna większość amoniaku 
wydalanego przez skrzela pochodzi wprost z krwi — a więc amoniak nie 
tworzy się ,,de novo” w tkance skrzelowej. P e q u i n  (26) stwierdził, że 
u karpia krew przechodząc przez skrzela oczyszcza się prawie całkowicie 
z zawartego w niej amoniaku. G o l d s t e i n  i wsp. (17) w opublikowa­
nych w 1964 roku doświadczeniach zrewidowali także swój pogląd na 
rolę skrzel w wytwarzaniu amoniaku. Autorzy ci badając rybę morską 
Myoxocephalus scorpius stwierdzili, że około 60% wydalanego amonia^ 
ku pochodzi z amoniaku zawartego we krwi przepływającej przez skrze­
la. Pozostałe 40% powstaje w skrzelach z azotu a-aminowego osocza. 
Dezaminacja glutaminy osocza w skrzelach nie ma znaczenia w powsta­
waniu amoniaku, gdyż nie obserwowano zmniejszenia stężenia glutaminy 
we krwi po przejściu przez skrzela. Wyniki wcześniejszych doświadczeń 
tych autorów (15) były błędne wskutek mylnego traktowania krwi po­
bieranej z ogona ryby jako krwi tętniczej, podczas gdy tak pobrana 
krew jest mieszaniną krwi tętniczej i żylnej.

http://rcin.org.pl



[5] W Y D A L A N IE  A Z O T U  U R Y B 103

Narządem wytwarzającym największe ilości amoniaku jest wątroba. 
W doświadczeniach na perfundowanej wątrobie karpia zaobserwowano, 
że najwięcej amoniaku powstaje z glutam iny i asparaginy jak również 
z dezaminacji nukleotydów i nukleozydów purynowych (27, 29). Wą­
troba ryb zawiera bardzo aktywne układy enzymatyczne uwalniające 
amoniak z tych substratów (35). U ryb słodkowodnych wydalanie jonu 
amonowego związane jest z wchłanianiem przez skrzela jonu sodo­
wego (33).

Warto też zwrócić uwagę na konieczność odpowiedniego przygoto­
wania ryb do badań i ostrożnego interpretow ania wyników w badaniach 
poziomu' amoniaku we krwi i wydalania związków azotowych. Czynni­
kiem bardzo istotnie wpływającym na ilość wydalanego amoniaku i jego 
stężenie we krwi jest tem peratura środowiska (29). W wynaczynionej 
krwi ryb obserwuje się szybki wzrost stężenia amoniaku (29). Pobieranie 
krwi u ryb powinno odbywać się w wodzie, gdyż nawet krótkotrwałe 
niedotlenienie zwierzęcia znacznie zmienia stężenie amoniaku we 
krwi (28). Ilość wydalanych związków azotowych szybko spada podczas 
pierwszych sześciu dni głodzenia, potem zaś utrzym uje się na względnie 
stałym poziomie (14).

II. Ryby chrzęstnoszkieletowe

Ryby chrzęstnoszkieletowe stanowią grupę dość wyjątkową, gdyż bez 
w yjątku są zwierzętami ureotelicznymi. Mocznik będąc głównym końco­
wym produktem przemian azotowych spełnia u nich istotną rolę w u trzy­
maniu równowagi osmotycznej. Krew i tkanki ryb chrzęstnoszkieleto- 
wych zawierają mocznik w stężeniu około l°/o u ryb słodkowodnych 
i 2—2,5% u ryb żyjących w morzach. Są to stężenia bardzo wysokie 
w porównaniu z innymi zwierzętami ureotelicznymi jak płazy, niektóre 
gady i ssaki. Utrzymanie tak wysokiego stężenia mocznika możliwe jest 
dzięki wchłanianiu zwrotnemu tej substancji w’ kanalikach nerkowych 
i złej przepuszczalności nabłonka skrzel dla mocznika. Tak wysokie stę­
żenie mocznika we krwi chroni ryby przed ciągłą u tratą wody na drodze 
osmotycznej.

U gatunku Torpedo 85% azotu wydalane jest w postaci mocznika, 
a zaledwie 1,7% jako amoniak (31). H o m e r  S m i t h  (38, 39) jako je­
den z pierwszych podjął badania nad wydalaniem związków azotowych 
przez ryby chrzęstnoszkieletowe i stwierdził, iż wydalanie mocznika 
i amoniaku u tych ryb odbywa się głównie przez skrzela na drodze dy­
fuzji. U gatunku Pristis microdon przez skrzela wydala się 77% mocznika 
i 89% amoniaku, a w moczu także głównym składnikiem azotowym jest 
mocznik.

Ustalenie drogi biosyntezy mocznika u ryb chrzęstnoszkieletowych 
miało doniosłe znaczenie dla zrozumienia ewolucji ureotelizmu u zwie­
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rząt. Przypuszczano, że mocznik powstaje na drodze cyklu ornitynowego 
Krebsa—Henseleita; w wątrobie tych ryb wykazano ponad wszelką w ąt­
pliwość aktywność transkarbam ylazy ornityny, układu syntetyzującego 
argininę i arginazy. Przez dłuższy czas nie udawało się wykazać aktyw ­
ności syntetazy karbamylofosforanu (3, 8). Sprzeczne doniesienia na ten 
temat rozstrzygnęli ostatnio W a 11 s i wsp. (42) z pracowni Baldwina, 
wykazując aktywność tego enzymu w homogenatach wątroby Scylliorhi- 
nus canicula i Raia circularis. Źródłem azotu dla syntezy karbamylofos­
foranu może być amoniak, glutamina, a także inne aminokwasy. A ktyw ­
ność tego enzymu jest znacznie niższa w porównaniu z płazami i ssakami, 
ale należy pamiętać, że bardzo wysokie stężenie mocznika w tkankach 
ryb chrzęstnoszkieletowych może być uwarunkowane głównie słabą prze­
puszczalnością skrzel i sprawnym wchłanianiem w kanalikach nerko­
wych. Tak więc biosynteza mocznika u ryb chrzęstnoszkieletowych od­
bywa się na tej samej drodze, co u innych zwierząt ureotelicznych. Ryby 
te są również zdolne wytwarzać mocznik na drodze enzymatycznej de­
gradacji kwasu moczowego (9, 13).

Rola fizjologiczna mocznika u chrzęstnoszkieletowych nie polega jak 
się wydaje na wydalaniu azotu pochodzącego z przemian aminokwasów. 
W a 11 s i wsp. (42) sugerują, że również rola mocznika w utrzymywaniu 
równowagi osmotycznej nie jest tak istotna jak dotąd powszechnie uwa­
żano. Stały, wysoki poziom mocznika w tkankach ryb chrzęstnoszkiele­
towych, kontrolowany hormonalnie, jest zdaniem tych autorów bardzo 
istotnym czynnikiem regulacji wewnątrzustrojowej.

Pomimo tak dużych różnic w sposobie wydalania azotu, tkanki ryb 
chrzęstnoszkieletowych i kostnoszkieletowych mają bardzo podobną 
zdolność dezaminowania L-aminokwasów (34). Ogólne przemiany azotu 
aminokwasów przebiegają więc zapewne bardzo podobnie; środowisko 
zaś wywarło wpływ na końcowe produkty tych przemian i ich różnorod­
ne wykorzystanie.

III. Ryby dwudyszne

Przemiany związków azotowych u tych ryb są szczególnie interesu­
jące, gdyż zwierzęta te mogą być przez dłuższy czas pozbawione wody, 
korzystając w tym czasie z tlenu atmosferycznego. Pozostają one wów­
czas w zupełnym spoczynku, otoczone szczelnie warstwą wyschniętego 
mułu co zabezpiecza je przed nadmierną utratą wody. W tym stanie nie 
pobierają pokarmu, a wydalanie moczu zupełnie ustaje. Taki stan „ży­
cia utajonego” musi niewątpliwie łączyć się z przestawieniem metabo­
lizmu tych ryb na specjalne tory.

S m i t h  (37) badał wszechstronnie metabolizm afrykańskiej ryby 
dwudysznej Protopterus aethiopicus. W środowisku wodnym jest to

http://rcin.org.pl



[7] W Y D A L A N IE  A Z O T U  U R Y B 105

zwierzę amonioteliczne, 30—70% azotu wydalane jest wówczas w formie 
amoniaku. Gdy ryba zostaje pozbawiona wody, wydalanie całkowicie 
ustaje, nie obserwuje się w tkankach nagromadzania amoniaku, nato­
miast stężenie mocznika wzrasta 100-krotnie. Po umieszczeniu zwierzę­
cia w wodzie następuje szybkie wydalanie mocznika i po upływie 
8—12 dni stanowi on już tylko około 30% całkowitego azotu wydalanego. 
W zależności więc od zaopatrzenia w wodę ryba ta jest amonioteliczna 
lub ureoteliczna, przy czym wydalanie związków azotowych możliwe jest 
tylko w wodzie i następuje prawdopodobnie przez skrzela. Zwierzę to 
gdy jest pozbawione wody czerpie energię niemal wyłącznie z rozkładu 
białka (18, 37). Organizm Protopterus aethiopicus przystosowuje się do 
ograniczonej ilości wody w środowisku przekształcając azot aminokwa­
sów w mocznik. Podobne możliwości przystosowawcze obserwuje się 
również wśród płazów, a mianowicie u żaby afrykańskiej Xenopus lae- 
vis (4).

Brak jest danych dotyczących występowania enzymów cyklu ornity- 
nowego u ryb dwudysznych. B r o w n  i C o h e n  (8) w swojej hipote­
zie o ewolucji ureotelizmu u kręgowców przyjmują, że mocznik u ryb 
dwudysznych powstaje w cyklu Krebsa—Henseleita. Jednakże J a n s -  
s e n s (18) badając u Protopterus aethiopicus powstawanie mocznika 
z amoniaku w skrawkach wątroby stwierdził, że ilość mocznika jest sto­
sunkowo niewielka i że dodanie ornityny nie przyspiesza tej syntezy. 
Na podstawie faktu, że wątroba tej ryby zawiera enzymy przekształca­
jące kwas moczowy w mocznik (13), G o l d s t e i n  i F o r s t e r  (16) 
wysunęli przypuszczenie, że źródłem mocznika nagromadzanego przy 
ograniczonej ilości wody w środowisku jest kwas moczowy. W środo­
wisku wodnym amoniak powstający z dezaminacji aminokwasów bez 
przeszkód wydala się do wody. W okresie braku wody azot a-aminowy 
aminokwasów służy do syntezy kwasu moczowego, który pod działaniem 
urykazy, allantoinazy i allantoikazy może następnie przekształcać się 
w mocznik.

Być może jednak, że ryby dwudyszne podobnie jak Xenopus laevis 
posiadają potencjał genetyczny umożliwiający biosyntezę mocznika na 
drodze cyklu ornitynowego (42). Droga ta w środowisku wodnym nie 
jest wykorzystywana ale może zostać uruchomiona przez działanie śro­
dowiska.

IV. Ewolucja ureotelizmu u kręgowców

Wśród współczesnych kręgowców zwierzętami ureotelicznymi są ryby 
chrzęstnoszkieletowe, ryby dwudyszne, płazy, niektóre gady i ssaki. Ryby 
kostnoszkieletowe są amonio-, a ptaki i większość gadów — urykoteliczne.

W 1960 roku niezależnie od siebie B r o w n  i C o h e n  (8) oraz 
B a 1 d w i n (3) wysunęli hipotezę, że w przeszłości wszystkie prym ityw­
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ne ryby były ureoteliczne, a w trakcie ewolucji wyższych kręgowców na 
pewnych szczeblach rozwoju nastąpiła u trata  zdolności syntezy moczni­
ka. Hipotezę tę ilustruje rysunek 1.

Squamata -

Chelonia

Crocodilia - Aves - Mammalia +

Therapsida (+) 

Pelycosauria (+)

Anura + 
Urodela + 
Apoda (+)

Teleostei -  

Holostei -IX
Actinopterygii (-)

Osteichtyes
*7^

Labirinthodontia (+) 
„ t
Crossopterygii (+)

L^Dip/ioi + 

Choanichtyes (+)

_ J Chondrichtyes +
Prymitywne ryby (+)

(Placodermi)

|  mutacje

Przodkowie ryb i*)

Rys. 1. H ipoteza o ew olucji ureotelizm u u kręgow ców  (wg 8)
Znaki-)- i — oznaczają stwierdzoną, a wzięte w nawias — postulowaną obecność lub nieobecność kom 

pletnego cyklu ornitynowego. Linie przerywane oznaczają miejsce utraty jednego lub więcej enzymów
tego cyklu.

Hipoteza ta przyjmuje, że u prymitywnych ryb (Placodermi) funkcjo­
nował cykl ornitynowy wykształcony na drodze mutacji. Przodkowie 
prymitywnych ryb mogli posiadać już niektóre enzymy cyklu ornityno- 
wego wykorzystywane w innych przemianach. Dalsza ewolucja przebie­
gała w dwóch kierunkach. Z jednej strony rozwinęły się ryby promie- 
niopłetwe (Actinopterygii), z których wyodrębniła się współczesna grupa 
ryb kostnoszkieletowych (Teleostei). U promieniopłetwych nastąpiła 
u trata zdolności syntezy mocznika i rozwinął się amoniotelizm. W dru­
gim kierunku wykształciły się ryby chrzęstnoszkieletowe (Chondrichtyes) 
i trzonopłetwe (Crossoptryegii), które zachowały zdolność syntezy mocz­
nika. Z tej gałęzi rozwinęły się płazy, a następnie gady, ptaki i ssaki. 
W rozwoju gadów i ptaków nastąpiła u trata cyklu ornitynowego i roz­
winął się urykotelizm.
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Hipoteza ta zakłada, że u form przejściowych funkcjonował cykl orni- 
tynowy biosyntezy mocznika. Według W a 11 s a i wsp. (42) natomiast 
wystarczy przyjąć, że istnieje jedynie potencjał genetyczny dla takiego 
procesu, który może być lub nie być wykorzystywany. Wiele obserwa­
cji przemawia za takim ujęciem. Reakcje ujmowane jako cykl moczni­
kowy są ściśle związane z wieloma kierunkami przemian żywych orga­
nizmów jak np. biosynteza pirymidyn, argininy, fosfagenów. Enzymy 
katalizujące te reakcje występują u wielu zwierząt, a także u roślin
i bakterii (8, 32). Gdyby zdolność syntezy mocznika wykształciła się 
u pewnych grup zwierząt niezależnie od siebie, to należałoby spodziewać 
się znacznych różnic w mechanizmie syntezy i własnościach enzymów 
katalizujących ten proces. Tymczasem wiadomo, że taki sam jest mecha­
nizm syntezy mocznika u ssaków i u płazów. Ponadto transkarbamylaza 
ornityny u ryby chrzęstnoszkieletowej i u żaby wykazują daleko idące 
podobieństwo własności (19). Wykazano również znaczne podobieństwo 
immunochemiczne syntetazy karbamylofosforanu z tkanek różnych zwie­
rząt ureotelicznych (22). Aktywność enzymów katalizujących trzy pierw ­
sze etapy cyklu ornitynowego, to jest syntetazy karbamylofosforanu, 
transkarbamylazy ornityny i układu syntetyzującego argininę, zmienia 
się równolegle na różnych szczeblach rozwoju filogenetycznego. Suge­
ru je  to jeden i ten sam mechanizm regulacji u odległych od siebie ga­
tunków (23). Koncepcję tę potwierdza obserwacja, iż arginaza wątroby 
zwierząt ureotelicznych różni się własnościami od arginazy z tkanek zwie­
rząt urykotelicznych (24).

Wszystko wskazuje, że cykl ornitynowy wykształcił się stosunkowo 
dawno w rozwoju filogenetycznym zwierząt. Interesujący jest fakt, że 
u bezkręgowca dżdżownicy (Lumbricus terrestris) stwierdzono ostatnio 
funkcjonowanie kompletnego cyklu ornitynowego powstawania moczni­
ka (5).

Metabolizm i wydalanie azotu u zwierząt są procesami bardzo pla­
stycznymi. Wydalanie amoniaku jako końcowego produktu przemian azo­
towych jest najbardziej ekonomiczne, przekształcanie go w mocznik czy 
też kwas moczowy wymaga zużytkowania na ten cel znacznych ilości 
energii. Jednakże swobodne wydalanie amoniaku możliwe jest tylko 
w środowisku wodnym — ryby dwudyszne narażone okresowo na brak 
wody mają możliwość syntezy mocznika. Wydaje się, że zdolność syn­
tezy mocznika i aktywnego jego wydalania przez nerkę, były nieodzow­
nymi warunkami dla rozwoju zwierząt lądowych-

Zwraca uwagę doniosłość funkcji jakie u ryb spełniają skrzela. Na­
rząd ten zapewnia wymianę oddechową gazów, uczestniczy w utrzym a­
niu równowagi osmotycznej i dzięki stałemu kontaktowi z wodą wyko­
rzystywany jest jako narząd wydalniczy. U larw y płaza Necturus macu- 
losus, który utracił zdolność metamorfozy i całe życie spędza w wodzie, 
skrzela są narządem szczątkowym, a funkcję narządu wydalniczego speł­
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nia skóra (12). Jest to potwierdzenie tezy, iż w procesie ewolucji u trata 
funkcji wyprzedza modyfikacje struktury.

U ryb chrzęstnoszkieletowych końcowy produkt przemian azoto­
wych — mocznik, spełnia dodatkowo istotną dla tych zwierząt funkcję 
czynnika utrzymującego równowagę osmotyczną i jest elementem che­
micznej homeostazy ustroju. Amoniak ze względu na swoją łatwość prze­
nikania przez błony nie mógłby spełniać tego zadania. Zrozumiały jest 
więc ureotelizm tych zwierząt, jakkolwiek warunki środowiska pozwa­
lają również na swobodne wydalanie amoniaku.

LITERATURA

1. B a k e r  J. R., S t r  u e m  p i e r  A., C h a y  k i n  S., Biochim. Biophys. Acta  
71, 58 (1963).

2. B a l d w i n  E., B iochem ia dynam iczna. W arszawa, 1959, str. 334, 368.
3. B a l d w i n  E., Comp. Biochem. Physiol.  1, 24 (1960).
4. B a l i n s k y  J. B., C r a g g  M.  M., B a l d w i n  E., Comp. Biochcm. Physiol.

3, 236 (1961).
5. B i s h o p  S. H., C a m p b e l l  J. W., Comp. Biochem. Physiol.  15, 51 (1965).
6. B 1 a c k S. V. w  The P hysiology of F ishes, t. I, red. M. E. Brown, N ew  York, 

1957, str. 163.
7. B o b r i n s k i  N.,  M a t w i e j e w  B., Zoologia, t. II, W arszawa, 1952.
8. B r o w n  G. W. Jr., C o h e n  P. P., Biochem. J. 75, 82 (1960).
9. B r u n e i  A., Bull. Soc. Chim. Biol. 19, 805 (1937).

10. C o h e n  P.  P., B r o w n  G. W. Jr., C om parative B iochem istry t. II, red. 
M. Florkin, H. S. Mason, N ew  York, London, I960; str. 161.

11. C o h e n  P. P., B r o w n  G. W. Jr., P roceedings of the F ifth  International 
Congress of B iochem istry, M oscow 1963, t. I l l ,  str. 129.

12. F a n  e l l  i G. M., G o l d s t e i n  L., Comp. Biochem. Physiol.  13, 193 (1964).
13. F l o r k i n  M., D u c h a t e a u  G., Arch. Inter. Physiol.  53, 267 (1943).
14. F r o m m  P. O., Comp. Biochem. Physiol. 10, 121 (1963).
15. G o l d s t e i n  L., F o r s t e r  R. P., A m . J. Physiol.  200, 1116 (1961).
16. G o l d s t e i n  L., F o r s t e r  R. P., Comp. Biochem. Physiol.  14, 567 (1965).
17. G o l d s t e i n  L., F o r s t e r  R. P., F a n e l l i  G. M. Jr, Comp. Biochem. 

Physiol.  12, 489 (1964).
18. J a n s s e n s  P. A., Comp. Biochem. Physiol.  11, 105 (1964).
19. J o s e p h  R. L., W a t t s  D. C., B a l d w i n  E., Comp. Biochem. Physiol.  11, 

119 (1964).
20. M a k a r e w i c z  W., A cta  Biochim. Polon. 10, 363 (1963).
21. M a k a r e w i c z  W., Ż y d  o w o  M., C omp. Biochem. Physiol.  6, 269 (1962).
22. M a r s h a l l  M., C o h e n  P. P., J. Biol. Chem.  236, 718 (1961).
23. M o r a  J., M a r t u s c e l l i  J., O r t i z - P i n e d a  J., S o b e r o n  G., Bio­

chem. J. 96, 28 (1965).
24. M o r a  J., T a r r a b  R., M a r t u s c e l l i  J., S o b e r o n  G. Biochem. J. 96, 

568 (1965).
25. M u n t z  F. N.,  M c F a r l a n d  W. N., Comp. Biochem. Physiol .  13, 381 (1964).
26. P e q u i n  L., C. R. Acad. Sei. (Paris), 255, 1795 (1962).
27. P e q u i n  L., C. R. Acad. Sei. (Paris), 257, 2734 (1963).
28. P e q u i n  L., S e r f a t y  A., C. R. Soc. Biol.  (Paris) 156, 1167 (1062).

http://rcin.org.pl



[11] W Y D A L A N IE  A Z O T U  U  R Y B 109

29. P e q u i n  L., S e r f a t y  A., C omp. Biochem. Physiol .  10, 315 (1963).
30. P o r a  A. E., P  r e k  u p  O., W oprosy  Ichtiol. 14, 119 (I960), cyt. za Biol. A bstr .  

37, 13390 (1962).
31. P r o s s e r  L a d d  C., w  C om parative A nim al Physiology, red. C. Ladd P ros­

ser, Frank A. Brown Jr., W yd. drugie, Ph iladelph ia , London 1962, str. 135.
32. R a t n e r  S., A dv . Enzymol.  15, 319 (1954).
33. R o m e n  F.  G.,  M a e t z  J., J. Gen. Physiol .  47, 1209 (1964).
34. S a l v a t o r e  F., Z a p p i a V.,  C o s t a  C., Comp. Biochem. Physiol .  16, 303 

(1965).
35. S c h m i d t  G., Zool. Jb. A b t .  P hys.  67, 151 (1957).
36. S m i t h  H. W., J. Biol. Chem.  81, 727 (1929).
37. S m i t h  H. W., J. Biol. Chem.  88, 97 (11930).
38. S m i t h  H. W., A m . J. Physiol .  98, 279 (1931).
39. S m i t h  H.  W.,  S m i t h  C. G., Am. J. Physiol .  98, 296 (1931).
40. S u w  o r o w  E., P odstaw y Ichtiologii, W arszaw a 1954.
41. T h o r n b u r n  C. C., M a t t y  A. J., Comp. Biochem. Physiol .  8, 1 (1963).
42. W a t t s  D.  C., W a t t s  R. L., Comp. Biochem. Physiol.  17, 785 (1966).
43. W o o d  J. D., Canad. J. Biochem. Physiol .  36, 1237 (1958).

8 P o s tę p y  B io c h e m ii http://rcin.org.pl



NAGRODY PRZYZNANE W 1966 ROKU

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z prawdzi­
wą przyjemnością powiadamia czytelników o przyznaniu dorocznych 
nagród Towarzystwa:

NAGRODA IMIENIA BOLESŁAW A SKARŻYŃSKIEGO

w wysokości 3000 zł. została przyznana dr I r e n i e  S z u m i e l z a  a r ty ­
kuł pt. „Mechanizm działania enzymów” opublikowany w Postępach 
Biochemii, 11 , 1965

NAGRODA IMIENIA JAK UBA KAROLA PARN ASA

w wysokości 4000 zł. została przyznana dr C e l i n i e  J a n i o n i  Prof, 
dr D a v i d o w i  S h u g a r o w i  za pracę eksperymentalną pt. „M uta­
genicity of hydroxylamine: reaction with analogues of cytosine, 5/6/- 
substituted cytosines and some 2-keto-4-ethoxypyrimidines” opubliko­
waną w Acta Biochimica Polonica, 12, 333 (1965).

http://rcin.org.pl



RECENZJE

Progress in the Chem istry of Fats and other Lipids, tom VIII, część 1, 
Phospholipids and Biomembranes, L. L. M. Van Deenen pod red. R. T. Hol- 
mana. Pergamon Press. Oxford, London, Edinburgh, N ew  York, Frank­

furt 1965, str. 127.

O m awiana książka stan ow i kolejny tom z zapoczątkow anej w  1952 r. serii w y ­
daw niczej pod tytułem : Progress  in the C h em is try  of Fats and other Lipids,  m ają­
cej na celu dostarczenie czyteln ik ow i m onograficznych opracowań z dziedziny ba­
dania lip idów . Część p ierw sza tomu VIII pośw ięcona jest fosfolip idom  i roli tych  
zw iązków  jako składników  błon biologicznych. Celem tej m onografii jest przed­
staw ien ie  i przeanalizow anie danych na tem at budow y i m etabolizm u fosfolip idów  
w  pow iązaniu z funkcją b iologiczną błon. K siążka składa się z trzech rozdziałów.

W rozdziale pierw szym  przedstaw iono stan badań nad składem  lip idow ym  błon, 
gdyż dokładne zanalizow anie poszczególnych sk ładników  jest niezbędnym  w stę ­
pem  dla zrozum ienia budow y m olekularnej błony. Om ówiono skład lip idow y błon 
kom órkow ych oraz w ew nątrzkom órkow ych struktur. N astępnie przedstaw iono ch e­
m iczną budow ę fosfo lip idów  oraz ich w ystępow an ie w  błonach kom órkow ych. Za­
gadnieniem  udziału części polarnej fosfo lip idów  w  w iązaniu się z innym i sk ładni­
kam i błon pośw ięcono osobną część. W ydaje się jednak, że tw orzen ie się lip idow o- 
-b ia łkow ych  agregatów  jest w ynik iem  działania n ie tylko sił jonow ych. W iele 
uw agi autor p ośw ięcił części apolarnej fosfolip idów , om aw iając szczegółow o rodzaje 
k w asów  tłuszczow ych. U w aża on bow iem , że rodzaj parafinow ego łańcucha fosfo-  
lip idu błony kom órkow ej m oże być jednym  z w ażniejszych  czynników  regulujących  
przenikanie przez lip idow ą barierę błon. U kład tego rozdziału jest jasny i przej­
rzysty. Szczegółow y spis rzeczy u łatw ia  czyteln ikow i zorientow anie się w  m ate­
riale. W arte podkreślenia są uw agi autora na tem at krytycznego oceniania w y n i­
ków  oraz konieczności daleko idącej ostrożności w  w yciąganiu  w niosków  na tem at 
zależności m iędzy funkcją biologiczną błony, a składem  lip idow ym . Ostrożność ta 
jest konieczna przede w szystk im  ze w zględu  na niedoskonałość istn iejących metod  
izolacji błon w  stanie nienaruszonym . Szkoda, że uw adze autora i korektorów  
uszedł błąd w e w zorze strukturalnym  fosfo lip id ów  (strona 18).

W rozdziale drugim  autor om aw ia zagadnienie m olekularnego układu lip idów  
w  błonie. R ozdział ten jest bogato ilustrow any zarów no p ięknym i zdjęciam i uzysk a­
n ym i w  m ikroskopie elektronow ym  jak i schem atam i u łatw iającym i czyteln ikow i 
zrozum ienie om aw ianych teorii. Szczególnie interesująca w ydaje się teoria zapro­
ponow ana przez K avanau, której najistotn iejszym  elem entem  jest jej dynam iczny  
charakter. Wg tej teorii kom pleks b ia łk o-lipop roteidy-lip idy  istn ieje  w  paru sta­
nach, łatw o naw zajem  przechodzących w  siebie. Stan „otw artej konfiguracji” 
przypom ina m odel oparty na teorii m ozaikow ej, a stan „zam kniętej konfigura­
c j i” — m odel dw um olekularnej w arstw y lip idow ej. N iezbędność fosfo lip idów  dla  
funkcjonow ania w ielu  enzym ów  om ów iono krótko ze w zględu na obfitość prac 
na ten tem at.
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R ozdział trzeci i ostatn i dotyczy b iosyntezy i m etabolizm u fosfolip idów . Za­
gadnienia te  przedstaw iono zw ięźle i jasno. P rzejrzyste schem aty u łatw iają zo­
rientow anie się w  tem acie. W rozdziale tym  om ów iono rolę fosfo lip id ów  w  proce­
sie aktyw nego transportu.

C ytow ana literatura, obejm ująca przeszło 500 pozycji zaw iera prace publiko­
w ane do roku 1963 w łącznie.

N a zakończenie w arto zwrócić uw agę na fakt, że rozdziały p ierw szy i trzeci 
m ogą być zrozum iałe naw et dla czyteln ika n ie  w prow adzonego w  om aw iane za­
gadnienia. N atom iast rozdział drugi w ym aga pew nego przygotow ania.

D. Hulanicka

R. M. Evans. The Chemistry of the Antibiotics used in Medicine 
Oxford, 1965, Pergamon Press, str. x +  226

A utorem  książki jest Dr E v a n s ,  członek K rólew skiego Instytutu  Chemii, pra­
cow nik naukow y firm y G laxo w  A nglii. O m awiana praca odnosi się tylko do 
chem ii tych rodzajów  antybiotyków  (łącznie około trzydziestu), które znalazły  
zastosow anie w  lecznictw ie. Jest to zw ięzły, jasno podany w ykład  przede w szy st­
kim o budow ie chem icznej i dowodach struktury antybiotyków . Poniew aż szcze­
gółow e spraw ozdanie z treści poszczególnych rozdziałów  ukazało się w  A cta  Bio-  
chim ica Polonica  (13, R7, 1966) recenzja obecna obejm uje tylko k ilka uw ag sp ecja l­
nych.

Dr Evans przyjął typow o biochem iczną k lasyfikację antybiotyków  zapropono­
w aną przez A b r a h a m a  i N e w t o n a  przed kilku laty. Z ostała ona oparta na 
klasyfikacji głów nych prekursorów  w  b iosyn tezie  antybiotyków . Prekursoram i 
tym i mogą być am inokw asy (jeden, dwa lub w ięcej), cukry, jednostk i dwu i trój- 
w ęglow e (kwas octow y, lub propionow y). K lasyfikację tę m ożna z pow odzeniem  
stosow ać tylko do tych substancji — których tak struktura jak i drogi biosyntezy  
zostały poznane.

Znaczna część książki została pośw ięcona antybiotykom  pochodzącym  od am i­
nokw asów . A ntybiotyki te składają się z kilku do kilkunastu  reszt am inokw aso- 
w ych, które różnią się nie tylko jakościow o od reszt spotykanych w  białku, ale  
często i ich w zajem ne w iązania odbiegają od zw ykłego w iązania peptydow ego. 
Na spraw ę tę autor zw rócił specjalną uw agę. Interesująco i szczegółow o om ów ił 
niezw yk łe w iązania spotykane w  cząsteczce bacytracyny A. W sekw encji Ileu-C ys  
pow staje pierścień tiazolinow y przez zw iązanie siarki cysteiny z w ęglem  karbo- 
nylow ym  izoleucyny; w iązanie pow stałe z acylow ania obydw u grup am inow ych  
lizyny pow oduje rozgałęzienie łańcucha, ponadto na końcu karboksylow ym  pep- 
tydu znajduje się a-am id kw asu asparaginow ego, a n ie  (5-amid (asparagina) jak  
to spotyka się z reguły w  białkach. Spraw a w iązań m iędzy am inokw asam i w  po- 
lim iksyn ie została przez A utora obszernie przedstaw iona z podkreśleniem  dow o­
dów  na istn ien ie w iązania peptydow ego m iędzy karboksylow ą grupą jednego am i­
nokw asu i y-am inow ą grupą innego (a,Y -dw uam inom asłow ego), przez co zam yka  
się pierścień peptydow y; natom iast druga (a) am inow a grupa tego kw asu jest 
zacylow ana końcow ą grupą karboksylow ą bocznego łańcucha peptydow ego. W in ­
nych grupach antybiotyków  zasługuje na uw agę jasny sposób przedstaw ienia  p o­
dobieństw  struktury m iędzy pokrew nym i neom ycynam i (A, B, C), parom om ycy- 
nam i (I, II) i kanam ycynam i (A, B, C). W rozdziale om aw iającym  peptydy znajduje 
się uproszczony i bardzo przejrzysty sposób przedstaw ienia  syntezy gram icydy­
ny S.
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K siążkę zaopatrzono w  k ilka schem atów  ciągów  reakcji ilustrujących drogi 
degradacji lub biosyntezy poszczególnych grup antybiotyków . P rzejrzysty sposób  
przedstaw ienia m ateriału stanow ić m oże znaczne u łatw ien ie  dla czyteln ika pragną­
cego zapoznać się z budow ą om aw ianych zw iązków . W artościow a jest tablica  
zaw ierająca głów ne dane o fizycznych  w łasnościach  antybiotyków .

Mimo, że książka została w ydana w  1965 roku, to literatura przedm iotu tylko  
w  pojedynczych przypadkach obejm uje rok ł964. U jem ną stroną jest także brak 
skorow idza autorów  cytow anego p iśm iennictw a.

Prosty  i jasny sposób przedstaw ien ia  zagadnień strukturalnych spraw ia, że 
książkę E v  a n s a m ożna polecić jako pożyteczne źródło podstaw ow ych w iadom ości 
z chem ii antybiotyków  stosow anych  w  lecznictw ie.

Tadeusz K o rzy b sk i

The Isoquinoline Alkaloids. K. W. Bentley Oxford: Pergamon Press. 
1965, str. vii +  224.

„A course in Organie C hem istry” w ydaw any pod redakcją Sir Roberta R o­
binsona dzieli się na sekcję ogólną (G eneral Section) i zaaw ansow aną (Advanced  
Section). R ecenzow ana książka stanow i X X V I tom A dvanced Section i podobnie 
jak poprzednie jest krótką, zw artą m onografią z określonej dziedziny chem ii orga­
nicznej, napisaną przez doskonałego znaw cę przedm iotu. K. W. B e n t l e y  pra­
cuje w  dziedzinie alkaloidów  izochinolinow ych przez blisko 20 lat, a jego osiągnięcia  
w  tej dziedzinie są im ponujące.

K siążka jest przeznaczona dla studentów  chem ii specjalizujących się w  chem ii 
organicznej.

A lkaloidy izochinolinow e dzieli się zw yczajow o na k ilkanaście podgrup w  opar­
ciu o ścisłe  podobieństw o strukturalne i ich sposób tw orzenia w  roślinie.

W recenzow anej książce autor stara się dokonać prezentacji każdej podgrupy  
na podstaw ie pokrew ieństw a do tych w p ierw  opisanych. Praca n ie  m iała am bicji 
zam ieszczenia w yczerpującego przeglądu w szystk ich  zw iązków  tej klasy, nato­
m iast dążyła do uw yp uklen ia  m etod stosow anych do ustalenia struktury now ych  
zw iązków  pochodzenia naturalnego. Tak w ięc w  każdej podgrupie został w ytyp o­
w any odpow iedni reprezentant dla przeprow adzenia dedukcji strukturalnej, a z nim  
z kolei pow iązano pozostałych przedstaw icieli podgrupy.

C hem iczna budow a alkaloidów  jest dedukow ana w  oparciu o k lasyczne m e­
tody chem ii organicznej, a w ięc z degradacji zw iązku do prostych fragm entów , 
których budow ę łatw o ustalić, z danych analizy elem entarnej i ze znajom ości 
przebiegu stosow anych reakcji chem icznych.

A utor w spom ina w e w stęp ie  do sw ej pracy, że dobrze jest, a naw et konieczne  
uw ypuklić w  dniu dzisiejszym  olbrzym ią skuteczność i h istoryczną w agę metod  
chem icznych, gdyż n ie  m ożna dopuścić żeby były one zapom niane w  dobie m a­
sow ej ingerencji m etod fizycznych do badań strukturalnych. Zdaniem  autora — 
now e m etody fizyczne stosow ane w  badaniach strukturalnych napew no ułatw iają  
i skracają czas tychże, a n aw et doprow adzają do rozw iązań precyzyjniejszych — 
jednakow oż są to m etody uzupełn iające, a w ięc n ie  pow inny elim inow ać m etod  
chem icznych, gdyż ostatecznym  dow odem  popraw ności struktury w ydedukow anej 
z kom plektu danych ek sp erym en ta ln ych — pozostaje do dnia dzisiejszego — jedno­
znaczna synteza chem iczna.

Przed przystąpieniem  do om ów ienia poszczególnych podgrup — autor zapozna­
je  nas z g łów nym i zabiegam i chem icznym i używ anym i do degradacji alkaloidów
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izochinolinow ych i prow adzącym i do prostych rozpoznaw alnych zw iązków . Pro­
cesy te, to: u tlen ianie, w yczerpujące m etylow anie, p iroliza am inotlenków  oraz 
degradacje: Em de i B raun’a. K ońcow y rozdział książki pośw ięcony jest dotych­
czasow ym  poglądom  na tem at b iogenezy alkaloidów  izochinolinow ych.

K siążka jest napisana jasno i ilustrow ana dużą ilością w zorów  strukturalnych  
(do niektórych zakradły się n iestety  błędy, np. do wzoru m orfiny i kodeiny na 
str. 91).

K siążka jest bardzo cenna dla każdego chem ika m ającego zam iar pracować  
w  chem ii produktów  naturalnych.

P ew nym  m ankam entem  jest zupełny brak odnośników  literaturow ych. Co 
praw da w  w iększości w ypadków  dedukcje strukturalne w yw odzą się z precyzyj­
nych danych eksperym entalnych i prow adzą do w niosków  bezbłędnych, ale n a ­
w et w  takich w ypadkach słuszniej byłoby u łatw ić czytającem u dotarcie do prac 
źródłow ych. D ezyderat ten jest szczególn ie aktualny przy rozw ażaniach struktu­
ralnych opartych na pracach o w ątp liw ej w artości i prow adzących do w yników  
dyskusyjnych lub naw et błędnych (taki przypadek m a m iejsce w  podgrupie: rea- 
dyna).

Mimo tych usterek książka jest doskonałym  podręcznikiem  uniw ersyteckim  
dla studentów  (doktorantów) specjalizujących się w  chem ii produktów  naturalnych.

Maciej W iew iórow sk i
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AUTOREFERATY PRAC DOKTORSKICH

Układy enzymatyczne z tkanek owadów czynne w aktywacji fragmentów
jednowęglowych 4

BA RBAR A GRZELAKÓW SKA-SZTABERT

Pracę w ykonano w  Z akładzie B iochem ii Instytutu  B iologii D ośw iadczalnej 
im. M. N enckiego, PAN, w  W arszaw ie.

Prom otor: Prof. dr ZOFIA ZIELIŃSKA

U chw ała R ady N aukow ej Instytutu  im. M. N enckiego nadająca stopień naukow y  
dok tora  nauk przyro dn iczych  z dnia 4.VI. 196-6 r.

Fragm enty jednow ęglow e aktyw ow ane i przenoszone przez tetrahydrofolan, 
biotynę oraz S -adenozylom etion inę uczestniczą odpow iednio w  b iosyntezie sk ład ­
n ików  purynow ych i p irym idynow ych kw asów  nukleinow ych, w  biosyntezie i in- 
terkonw ersji w ielu  am inokw asów  oraz reakcjach transm etylacji. Jako „aktyw ne  
fragm enty jednow ęglow e” określa się na ogół połączenia z tetrahydrofolanem .' 
W organizm ach fragm enty jednow ęglow e pojaw iają się w  w yniku in terkonw ersji 
oraz przem ian szeregu am inokw asów  (głów nie seryny i g licyny oraz histydyny), 
podczas degradacji rdzenia purynow ego, jak rów nież w  w yniku przem ian puryn  
w  pterydyny.

W pracy w ykazano, że w  supernatancie postm itochondrialnym  z tkanek ow a­
dów (z rzędów  L epidoptera ,  O rthop tera  i H ym enoptera)  w ystępują n iektóre u k ła­
dy enzym atyczne czynne w  syntezie  „aktyw nych fragm entów  jednow ęglow ych”, 
a m ianow icie: układ oksydoreduktaz fo lanow ych  (E. C. 1.5.1.4. i E. C. 1.5.1.3.) k a­
ta lizujący redukcję folanu do tetrahydrofolanu oraz układy enzym atyczne uczest­
n iczące w  syntezie form ylotetrahydrofolanu, przy w ykorzystaniu  m rów czanu  
w zględ n ie grupy hydroksym etylow ej seryny, jako źródeł fragm entów  jedn ow ęglo­
w ych (E. C. 6.3.4.3. oraz E. C. 2.1.2.1. i E. C. 1.5.1.5). N ie udało się natom iast w y ­
kryć aktyw ności układu enzym atycznego przenoszącego na tetrahydrofolan  grupę 
CH =  NH z form im inoglutam inianu (E. C. 2.1.2j5. i E.C. 4.3.1.4.).

Scharakteryzow ano dokładniej w łasności ligazy m rów czan: tetrahydrofolan  
(ADP) (E. C. 6.3.4.3.), która przejaw iała najw yższą aktyw ność spośród enzym ów  
biorących udział w  syn tezie  „aktyw nego m rów czanu”. Enzym  z tkanek Galleria  
m ellone lla  (L ep ido p tera ), w ykazujący najw yższą aktyw ność przy pH  8,0—8,1 
i w  tem peraturze 37°C, charakteryzują następujące w artości stałych  M ichaelisa  
dla substratów  K m(FH4) — 0,57X 10~3M; K m(HCOONa) — 1 7 ,0X 10-3M; K m(ATP) —
0 ,13X 10-3M, oraz synergistyczn ie działających kationów  — K m(Mg2+) — 0,18X 10~3M;
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K m(NH4+) — 14,0XM )-3M. Zbliżone w artości stałych  M ichaelisa dla A T P i jonów  
Mg2+ oraz dla m rów czanu i jonów  M g2+ nasuw ają przypuszczenie, że m echa­
nizm  syntezy form ylotetrahydrofolanu w  reakcji katalizow anej przez enzym  z tk a­
nek ow adów, zbliżony jest do m echanizm u postu low anego dla ligazy m rów czan: 
tetrahydrofolan z C lostr id ium  cylindrosporum .  O odm iennych w  pew nym  stopniu  
w łaściw ościach  badanej ligazy z tkanek ow adów  św iadczy natom iast znaczna  
term olabilność, pew na w ybiórczość w  stosunku do czynników  redukujących oraz 
ham ow anie przez 4-am inoanalog folanu — am inopterynę. A m inopteryna ham uje  
działanie ligazy m rów czan: tetrahydrofolan (ADP) z tkanek larw  szeregu ow adów , 
nie w yw iera  zaś w pływ u na działanie tego enzym u z poczw arek i form  im aginal- 
nych owadów. Rozpatrzono ew entualne m ożliw ości w yjaśn ien ia  tego zjaw iska.

Fragm enty pracy referow ano na III i IV Sym pozjum  T ow arzystw a B ioch e­
m icznego (1964 i 1965) oraz na III Zjeździe FEBS (1966).

Wpływ Myotriphos Polfa Amp.  na niektóre katalityczne własności krwi ludzkiej

K O N S T A N T Y  CHMIELE WSKI

Pracę w ykonano w  K atedrze C hem ii Ogólnej Pom orskiej A kadem ii M edycznej
w  Szczecinie.

Prom otor: Prof, dr STEFAN KOTKOW SKI

U chw ała Rady W ydziału Farm aceutycznego A kadem ii M edycznej w  Poznaniu n a ­
dająca stopień naukow y doktora  nauk farm a ceu tyc zn ych  z dnia 10.VI.1966 r.

Celem pracy było stw ierdzenie, w  jakim  stopniu M yotr iphos  Polfa  uzupełn ia  
lub zm ienia niektóre enzym atyczne w łasności krw i i czy m ożliw a jest na tej 
podstaw ie charakterystyka leku. W łasności M yotr iphos  Polfa  różnych serii, oraz 
preparatu A TP-H om burg badano in v itro  zarów no bez dodatku jak też i w  ob ec­
ności rozcieńczonej zhem olizow anej krw i ludzkiej, lub surow icy.

Oba leki, także w  obecności krw i, zależnie od pochodzenia i serii, w  różnym  
stopniu w pływ ają  na szybkość katalitycznego rozkładu nadtlenku w odoru n ie  
naruszają jednak dośw iadczaln ie spraw dzonego m echanizm u reakcji opisanego  

dx
r ó w n a n ie m — k ix ( l  — x) 

dt
W yliczone w artości pozorne energii aktyw acji w skazują na znaczne ciepło  

adsorpcji H 20 2 na koloidalnych cząstkach krw i.
M yotriphos Polfa  i A TP-H om burg badane w  reakcjach: benzydynow ej, g w a ­

jakolow ej, purpurogalinow ej i indygokarm inow ej różnią się znacznie od sieb ie  
aktyw nością peroksydatyw ną. N ajw yraźniej różnice te zaznaczają się w  reakcji 
gw ajakolow ej, w  której M yotriphos Polfa  działa bardzo siln ie  w  p rzeciw ień stw ie  
do A TP-H om burg.

Oba lek i w pływ ają na utlen ian ie  kw asu L-askorbinow ego tlenem  p ow ietrza  
(badane w  aparacie opisanym  w  Rocznikach C hem ii  38, 1397 (1964)), przy czym  
M yotriphos Polfa  zw iększa szybkość utlen iania, A T P -H om burg zaś początkow o
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znacznie przyspiesza reakcję, po pew nym  czasie jednak efekt ten zanika. W u k ła­
dzie z krw ią M yotriphos Polfa  n ieco aktyw uje, A TP-H om burg natom iast w ybitn ie  
ham uje u tlen ian ie kw asu l-ask orb in ow ego . Zauważono także różnice w  działa­
niu preparatu M yotriphos Polfa  z różnych okresów  produkcji.

C eruloplazm ina surow icy krw i ludzkiej jak i surow icy z dodatkiem  M yotriphos  
Polfa  i A TP-H om burg zachow uje m echanizm  działania opisany rów naniem  
cJx
— =  kj x  (1 — x). L eki te w pływ ają jednak na zm ianę w spółczynnika kx szybkości 
dt
reakcji. W przypadku utlen iania parafenylenodw uam iny dostrzeżono pow ażne róż­
n ice w  oddziaływ aniu M yotriphos Polfa  różnych serii i A TP-H om burg.

Oba lek i n ie w yw ierały  praw ie żadnego w p ływ u  na aktyw ność am inotransfe- 
razy asparaginianow ej, a słabo ham ow ały fosfohydrolazę m onoestrów  ortofosfo- 
ranow ych.

M yotriphos Polfa  aktyw uje enzym atyczną hydrolizę skrobi, natom iast hydro­
liza  glikogenu jest aktyw ow ana przez A TP-H om burg.

Z aobserw ow ane różnice w  działaniu identycznych pod w zględem  w skazań  
leczniczych i deklarow anego składu preparatów  różnej produkcji pozw alają na 
uchw ycen ie nieraz bardzo subtelnych odchyleń od założonej norm y i mogą być 
pom ocne w  badaniach nad jakością leków  i ich w łasnościam i farm akologicznym i.
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Z uw agi na szczupłą objętość czasopism a R edakcja zm uszona jest zrezygno­
w ać z publikacji autoreferatów  prac doktorskich i habilitacyjnych. U przejm ie p ro­
sim y jednak o nadsyłan ie nadal inform acji zaw ierających: im ię i nazw isko, ty tu ł 
pracy, ośrodek, w  którym  praca została w ykonana, nazw isko prom otora, uzyskany  
ty tu ł w  pełnym  brzm ieniu oraz datę praw om ocnej uchw ały  Rady W ydziału lub 
R ady N aukow ej. Inform acje prosim y przekazyw ać doc. d r J .  T r o j a n o w s k i e -  
m  u (K atedra B iochem ii UMCS, Lublin, ul. A kadem icka 12). Będą one ogłaszane  
w  P ostępach  Biochem ii  w  odpow iednim  dziale K roniki PTBioch.
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SPRAWOZDANIA I KOMUNIKATY

Sprawozdanie z pokazu aparatury spektrofotometrycznej UNICAM

P okaz zorganizow any przez P odkom isję A nalizy  Spektralnej K om isji A n a li­
tycznej PA N  w spóln ie z firm ą Unicam In s trum en ts  Ltd.  Cambridge, A nglia, odbył 
się w  Instytucie W łókien Sztucznych i Syntetycznych w  Łodzi w  dniach 15 —
16.XI.1965 roku i obejm ow ał w ykłady oraz dem onstrację działania przyrządów . 
Podczas w ykładów  om ów iono zasady budow y spektrofotom etrów  firm y U nicam  
do badań w  podczerw ieni, św ietle  w idzialnym  i nadfio letow ym  oraz do badań  
atom ow ej spektrofotom etrii absorpcyjnej. D okonano oceny m ożliw ości przyrzą­
dów, podano now ości techniczne i udoskonalenia w prow adzone w  ostatnim  czasie. 
Om ówiono także najczęściej popełniane błędy przy obsłudze spektrofotom etrów , 
podano techniczne szczegóły przygotow ania próbek do badań i na końcu p rzedys­
kutow ano zastosow anie poszczególnych typ ów  aparatów . W ostatnim  czasie w y ­
produkow ano now e m odele SP 200G i SP  800, a zaniechano produkcji próżn io­
w ego, rejestrującego spektrofotom etru do badań w  podczerw ieni, m odelu SP 100G.

N a podstaw ie pokazu w ydaje się, że w ysiłk i zm ierzające do rozw oju tego  
typu aparatury idą w  kierunku:
— uproszczenia obsługi przez częściow e zaprogram ow anie pracy przez producenta  

(przyrządy, które m oże obsługiw ać każdy chem ik czy biochem ik, a n ie  tylko  
specjalista);

—  obniżenia ceny, przez zastosow anie prostszych rozw iązań technicznych, co ob­
niża jednak k lasę dokładności (przyrząd podręczny do rutynow ych analiz);

—  budow ania przyrządów, w  których oprócz podstaw ow ego aparatu istn ieje  szereg  
przystaw ek do specjalnych celów , zm ieniających go w  w szechstronny lub zau­
tom atyzow any przyrząd. O bserwuje się n acisk  odbiorców  by dostarczane p rzy­
staw k i u m ożliw iały  pracę z m ożliw ie jak najm niejszym i ilościam i substancji.

Ta now a klasa przyrządów  znajduje zastosow anie do badań seryjnych, do 
oznaczeń, gdzie nie jest w ym agana w ysoka dokładność i precyzja, zastępując  
tutaj, nadal zresztą produkow ane przyrządy k lasy  badaw czej. W ydaje się, że per­
spektyw y dalszego rozwoju sprow adzają się  n ie ty le  do polepszenia optyk i p rzy­
rządu, iłe  do dalszego rozwoju urządzeń elektronicznych, co n ie przeszkadza oczy­
w iśc ie  w prow adzaniu przystaw ek w ykorzystujących now e m etody spektrofoto- 
m etrow ania, np. m etody ATR. Rozwój urządzeń elektrotechnicznych zm ierza do 
pełnej autom atyzacji pomiaru z podaniem  w yn ik ów  w łącznie. O becnie przygoto­
w u je  się now e m odele, w  których w ynik i podaw ane będą w  postaci w yn ików  
cyfrow ych  lub karty perforow anej, co u m ożliw i analizę ich w  m aszynie^cyfrow ej.

W dziedzinie spektrofotom etrów  do badań w  podczerw ieni nastąpił dalszy po­
stęp  w  pracy z m ikropróbkam i oraz z próbkam i rozpuszczonym i w  w odzie. Obecnie 
m ożna już w idm o w  podczerw ieni uzyskać z 1 (.ig substancji, a także korzystać  
z k iuw et o w ydrążonej u ltradźw iękam i kom orze w ielkości 1 ul. Do badań frakcji 
uzysk iw anych  z chrom atografu gazow ego zastosow ano poliety lenow y kolektor m i- 
kropróbek, przy czym  w idm o 2 (.il frakcji, zdejm uje się bezpośrednio w  kapilarze  
p oliety lenow ej bez przenoszenia próbki. Do standardow ych przyrządów  w p row a­
dzono przystaw kę SP  240, pozw alającą badać „osłabione całkow ite odbicie” (at-
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tenuated  to ta l  ref lectance  — ATR). W opracow anej przez F a h r e n f o r t a  
w  1958 roku m etodzie ATR, bada się w idm o prom ieni odbitych od pow ierzchni b a­
danego ośrodka w  zjaw isku całkow itego w ew nętrznego odbicia. M etoda ta znalazła  
zastosow anie do identyfikacji substancji, a czyni się próby w ykorzystan ia  jej dla  
celów  ilościow ych. P oniew aż w idm o ATR pochodzi od pow ierzchniow ych w arstw  
substancji, m ożna badać substancje nieprzezroczyste albo rozpraszające św iatło . 
Znalazło to zastosow anie do badania pow łok np. lak ierów  czy tw orzyw  sztucznych. 
N ow szy m odel SP  200G jest podręcznym  spektrofotom etrem  do prostych  badań  
identyfikacyjnych  w  podczerw ieni. Jest podobny do m odelu SP 200, zaopatrzony jest 
w  dw ie siatk i dyfrakcyjne, m a nieco w iększą rozdzielczość, ale i n ieco m niejszy  
zakres widm a.

Z now ości om aw ianych na pokazie w  dziedzinie nadfio letu  i św ia tła  w id z ia l­
nego należy w ym ienić: spektrofotom etr rejestrujący, SP 800, do badań w  n adfio lecie  
i w  św ietle  w idzialnym  w  zakresie 190—850 m u. W porów naniu z SP 700 jest to p rzy ­
rząd bardziej uproszczony i dlatego tańszy, o m niejszym  zakresie w idm a, m niej 
dokładny (dokładność odczytu ±0 ,02  jednostek absorpcji), a rów nocześnie ła tw ie j­
szy w  obsłudze i po zastosow aniu przystaw ek o znacznie zw iększonych m ożliw o­
ściach pomiaru. A parat ten służy do rutynow ych prac jakościow ych oraz do prac 
ilościow ych w ym agających dokonyw ania pom iarów  przy kilku d ługościach fa l. Do 
ilościow ej analizy m ieszanin za pom ocą analizy m atem atycznej krzyw ych absorpcji 
lub do dokładnych badań kinetycznych należy jednak korzystać z m odelu SP  700. 
A parat posiada dw ie pozycje do um ieszczenia kiuw et: pierw sza, dalej od detektora, 
przeznaczona jest do norm alnych analiz, w  drugiej zaś, blisko detektora, św iatło  
zostaje zogniskow ane w  środku k iuw ety, a w iększość prom ieniow ania rozproszo­
nego pada na blisko położone okienko detektora. Ta druga pozycja jest szczególn ie  
przydatna do pom iaru rzeczyw istej absorpcji próbek m ętnych lub rozpraszających  
św iatło . Oprócz standardow ego w yposażenia  produkuje się przystaw ki, które zm ie­
n iają aparat w  w szechstronny i zautom atyzow any przyrząd, nadający się  szczegó l­
n ie  do badań b iochem icznych (kinetyka reakcji, rozdziały w  gradiencie gęstości, r e ­
jestrow an ie w ycieku z kolum ny chrom atograficznej). Inne rodzaje produkow anych  
przystaw ek  służą do rozszerzania skali, do badań w  stałej tem peraturze, oraz do 
badań św iatła odbitego, św iatła  rozproszonego i badań fluorym etrycznych. Podobną  
ideę uproszczonego m odelu zasadniczego oraz szeregu przystaw ek realizują rów nież  
inne firm y, jak np. firm a Beckm ann,  która w ypu ściła  m odel DB. K oszt zasadn i­
czego przyrządu SP 800 w ynosi 1.875 funtów , a jednak zakup w iększości przystaw ek , 
które czynią ten przyrząd pełnow artościow ym  zw iększa jego cenę praw ie o połow ę. 
Do spektrofotom etrów  punktow ych SP 500 i SP 600 w yprodukow ano now e p rzy ­
staw ki: SP 525, która pozw ala praw ie autom atycznie przenosić badany roztw ór do 
k iuw ety , oraz SP 549 zastępującą niew ygodne suche bakterie.

D alszy postęp zaznacza się także w  dziedzin ie atom ow ej spektrofotom etrii ab­
sorpcyjnej. Z astosow anie lam py w ielop ierw iastkow ej oraz autom atycznej g łow icy  
z szeregiem  lam p em isyjnych u łatw ia  zm ianę lam py. Jak wiadom o, dla każdego  
analizow anego p ierw iastka potrzebna jest inna lam pa em isyjna. Duża popraw a  
czu łości aparatury nastąp iła  po opracow aniu im pulsow ych lam p m odulow anych  
o dużym  natężeniu św iatła. W prow adzenie elektronicznego kodow ania prądu d e­
tektora i lam py o w yładow aniach  im pulsow ych polepszyło oddzielenie prom ien io­
w an ia  lam py od em isji tła  p łom ienia. W prowadzono autom atyczny zm ieniacz próbek. 
O pracow ano now y m odel SP 90.

Zorganizow anie pokazu było celow e, poniew aż um ożliw iło zebranym  krytyczną  
ocenę w łasnego postępow ania przy oznaczeniach spektrofotom etrycznych i pozw o­
liło  na szybkie zorientow anie się w  now ościach aparatury spektrofotom etrycznej.

Jerzy  B o ga jew sk i
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KRONIKA PTBioch

Inform acje zam ieszczone w  K ronice n ie m ają charakteru kom pletnych sp ra­
w ozdań. C elem  K roniki jest dostarczenie m ożliw ie aktualnych inform acji z życia  
O ddziałów  naszego T ow arzystw a. M ateriały do K roniki prosim y nadsyłać na adres: 
doc. dr J. T r o j a n o w  s ki, L ublin, ul. A kadem icka 12, K atedra B iochem ii UMSC.

J. T ro jan ow sk i

I. Zebrania naukowe w Oddziałach PTBioch

O ddział w  Gdańsku:
23.111.66 R ybonukleazy zw ierzęce i ich naturalny inhibitor (dr A l i c j a  B a r d o ń). 
O ddział w  Lublinie:
18.XI.65 N ow e koncepcje biogenezy hum usu (doc. dr J. T r o j a n o w s k i ) .
11.111.66 W łaściw ości fizjo logiczne haptoglobiny (dr J. T o m a s z e w s k i ) .
2.IV.66 B iochem iczny m echanizm  rozkładu drew na przez grzyby (inż. R. S o p k o, 

B ratysław a, Czechosłow acja).
12.V.66 Synteza peptydów  w  fazie  stałej (doc. dr M. K a ń s k i ,  Łódź).
O ddział w  Szczecinie:
30.111.66 W spółczesne m etody badania am inooksydaz (dr B. R ó ż y c k i).
O ddział w  W arszaw ie:
21.111.66 N iektóre problem y kontroli b iosyntezy białka (doc. dr P. S z a f r a ń s k i ) .
25.VII.66 R adiation — M utation and Repair in Bacteria (prof. dr E v e l i n  W i t *

k i n, N ow y Jork, U SA).
O ddział w e W rocławiu:
27.IV.66 B iogeneza n iektórych m etabolitów  M yrothec ium  ror idum  (dr A. S i e - 

w  i ń s k i).

II. Kronika personalna

1. O ddział w  Lublinie:
S. S z c z e p a n i a k ,  adiunkt K atedry C hem ii Ogólnej A. M., uzyskał stopień  
doktora nauk przyrodniczych.

2. O ddział w  W arszawie:
doc. d r P .  W ł o d a w e r  i doc. dr Z. Z i e l i ń s k a  z Instytutu  B iologii D o­
św iadczalnej im. M. N enckiego PA N  uzyskały  ty tu ły  profesora nadzw yczajnego. 
Dr M a r i a  J. P i e c h o w s k a  z Instytutu  B iochem ii i B iofizyk i P A N  w  W ar­
szaw ie, d r J .  K o ś c i e l a k  i dr K.  M u r a w s k i  z Instytutu  H em atologii 
w  W arszaw ie, oraz dr S t .  L e w a k  z K atedry B iochem ii U. W. uzyskali stopień  
docenta biochem ii.
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III. Nagrody naukowe

Doc. dr J. K o ś c i e l a k  z Instytutu H em atologii, W arszawa, otrzym ał nagrodę 
naukow ą W ydziału VI P A N  za prace nad budową substancji grupow ych A i B 
z krw inek czerw onych.

IV. Staże zagraniczne

1. Dr S t .  B u r a c z e w s k i  z W arszaw y odbył d ługoterm inow y staż naukow y  
w  National Ins ti tu te  for Research in Dairying,  Shinfield , A nglia.

2. Dr E. G r o c h o w s k a  z W arszaw y przebyw ała przez rok w  Instytu cie  M edy­
cyny Zapobiegaw czej im . L istera, Londyn, A nglia.

3. Dr W. J a c h y m c z y k  z W arszaw y przebyw a na d ługoterm inow ym  stażu  
w  Indiana U nivers ity ,  L afayette, U SA.

4. Dr J. Ł o b a r z e w  s k i z L ublina odbył 8 m iesięczny staż naukow y w  In sty ­
tucie B iochem ii WAN, Budapeszt, kierow anym  przez prof. Strauba.

5. Dr J. M a l e c  z W arszaw y przebyw ała przez 3 m iesiące w  Z akładzie C hem ii 
Fizycznej C hester B e a tty  Intitute,  London, A nglia.

6. Dr Z. P o r e m b s k a  z W arszaw y odbyła długoterm inow y staż naukow y w  C ol­
lege de France, Laboratoire  de Biochimie,  Paryż, Francja.

7. Dr T. S z y m c z y k  z W arszaw y odbyła 8-m iesięczny staż naukow y w  Ins ti tu to  
Superiore d i Sanita, Centro  In ternationale d i  Chimica Microbiologica, Rzym , 
W łochy.
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N ależy podawać kolejno: L. p., nazw isko autora i p ierw sze litery im ion  
(podaje się nazw iska w szystk ich  autorów  w  kolejności podanej w  ory­
ginale), skrócony tytu ł czasopism a, tom (podkreślony), stronica i rok 
( w  naw iasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S., J. B iol. Chem. 202 
793 (1953). W ykaz skrótów  tytu łów  czasopism  podają Post. Biochem., 7, 
601 (1961). C ytując książki należy podać kolejno: nazw isko i p ierw sze li­
tery im ion autora(ów), tytuł, m iejsce i rok w ydania; np.: P rzyłęcki S. 
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