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INFORMACJA DLA AUTOROW

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

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrotéw i popro-

wek nie wptywajacych na tre$¢ pracy.
Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢é w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwojng interliniag, z marginesem ok. 4cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i na-
zwiska autoréw, ich stopnie i tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek
naukowych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omoéwie-
nie tematu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszyno-
pisu ).

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

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

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

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotaczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajacym uzytemu w teks-
cie np. Tablica 1, Wzo6r I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczyé
u goéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisac
na maszynie nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczyé¢ ,,gére” i ,,dot”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT*

Drogi biosyntezy pterydyn i tetrahydrofolanu

The Pathways of Biosynthesis of Pteridines and Tetrahydrofolate

The new hypotesis dealing with the biosynthesis of different kinds of pteri-
dines and tetrahydrofolate are reviewed.

I. Biosynteza pterydyn

Podobienstwo strukturalne uktadéw: pterydynowego, purynowego
i flawinowego od dawna nasuwato przypuszczenie o wspdélnej drodze ich
biosyntezy**.

Juz w latach 1924-1925 Schopf stwierdzit, ze substancje barwne
ze skrzydet motyli z rodziny Pieridae majg wiele podobnych wiasnosci
do moczandw, rdznig sie jednak od nich skiadem pierwiastkowym (79).
Fakt znajdowania ztogéw kwasu moczowego (38, 58, 73, 93, 113, 114) oraz
réznych barwnikéw pterydynowych w tkankach owadéw (4, 25, 26, 42,
43, 95, 109, 115, 116) zdawat sie réwniez wskazywaé¢ na mozliwos¢ wspol-
nej drogi biosyntezy tych zwigzkéw. Chemiczna przemiana puryn w pte-
rydyny przeprowadzona przez Alberta wzmocnita prawdopodobien-
stwo tej hipotezy (1, 2. Weygand (100, 102) wprowadzajac do pocz-
warek Pieris brassicae zwigzki znakowane MC wykazal, ze niektdre ato-
my N i C w uktadach pterydynowym i purynowym pochodza z tych
samych prekursorow: mrowczanu, dwutlenku wegla i glicyny.

@] wzajemnych powigzaniach biosyntezy puryn i pterydyn S$wiadczy-
fo pojawienie sie radioaktywnych pterydyn po dodaniu puryn znako-
wanych 1C do Srodowiska, w ktdrym rosty Eremothecium ashbyii (61,
62), Corynebacterium sp. (78, 96, 106) i E. coli (76, 77) oraz po wstrzyki-
waniu znakowanych puryn kijankom Xenopus (112). Na uwage zastu-

* Dr, adiunkt Zaktadu Biochemii Instytutu Biologii DosSwiadczalnej PAN
im M. Nenckiego, Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétéw: PGP — 2-amino-4-hydroksy-6-pterydynylo-gli-
cerofosforan, pAB— kwas p-aminobenzoesowy.

** Flawinogeneza i jej powigzania z biogeneza puryn i pterydyn sg tematem
artykutdw przegladowych Buthak (39) i Jezewskiej (48) w Postepach Bio-
chemii.
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guje fakt, ze w pierScieniu pterydynowym syntetyzowanym de novo
nigdy nie odnajdywano wegla z pozycji 8 puryny (87).

Nasuwa sie zatem pytanie, jakie zwigzki moga by¢ prekursorami
C-6 i C-7 rdzenia pterydynowego. Weygand (103) i Brenner-
Holzach (9, 10) doszli do wniosku, ze atoméw tych dostarczajg atomy
C-1 i C-2 rybozy. Badajgc wbudowywanie 1C z rybozy i glukozy do
pterydyn u P. brassicae i u Drosophila melanogaster autorzy ci wykazali
réwniez, ze najwiecej 14C wbudowywato sie do uktadu pterydynowego
po wstrzyknieciu 2-14C-rybozy oraz 2-1C-glukozy, przy czym C-2 glu-
kozy jest wbudowywany dopiero po przeksztatceniu glukozy w ryboze.

o OH OH
NH, H,N NH
/CH~
NH
V OHOHOH
N T T
H,N
y Y Y nh
| |
OH H
Oksydaza
ksantynowa
H.N OH
Oksydaza
21 ksantynowa W
N OH
VII

Schemat 1. Hipotetyczny przebieg biosyntezy prostych pterydyn. Zachowano nu-
meracje pozycji atoméw w pierScieniu, stosowang w oryginale (wg 103)
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Weygand (103) zaproponowal nastepujgcg droge biosyntezy Kilku
prostych pterydyn, spotykanych u owadéw (schemat 1).

Wyjsciowym zwigzkiem w tym procesie jest guanozyno-monofosfo-
ran (I). W pierwszym etapie nastepuje rozerwanie pierscienia imidazo-
lowego GMP potaczone z jednoczesnym usunieciem atomu wegla z pozy-
cji 8 i utworzeniem 5(5'-fosforybozylo-amino)-2,4-dwuamino-6-hydroksy-
pirymidyny (Il). Usuniecie C-8 z rdzenia purynowego podczas biosynte-
zy pterydyn postulowali rdwniez u Corynebacterium sp. Forrest (24)
oraz Vieira i Shaw (96).

Dalsze przegrupowania dotycza fragmentu cukrowego omawianej po-
chodnej pirymidyny. Po pojawieniu sie formy tancuchowej rybozy (ll1)
tworzy sie w wyniku tzw. przegrupowania Amadori’ego pierscien ptery-
dynowy zawierajacy w pozycji 6 taAcuch trojweglowy, z resztg fosfo-
ranowg przy ostatnim atomie wegla (fosforan 2-amino-4-hydroksy-6-(D-
erytro)-trojhydroksypropylo)dwuhydropterydyny (IV). Z tego zwigzku
po odszczepieniu bocznego tanicucha i odwodorowaniu lub odwodorowa-
niu potgczonym z dehydratacjg powstajg pterydyny, ksantopteryna (2-
amino-4,6-dwuhydroksypterydyna) (V), izoksantopteryna (2-amino-4,
7-dwuhydroksypterydyna) (VI), i leukopteryna (2-arnino-4,6,7-tréjhy-
droksypterydyna) (VII). W utlenieniu ksantopteryny do leukopteryny
oraz intermediatu A (schemat 1) do izoksantopteryny bierze udziat oksy-
daza ksantynowa (oksydoreduktaza ksantyna: 02 (1.2.3.2) (27, 38, 44,
57) — enzym, dla ktérego witasciwym substratem sg pochodne purynowe
(22). Mozliwos$¢ zuzytkowania rybozydu aminopirymidyny do chemicz-
nej syntezy ksantopteryny (91) potwierdza hipoteze Weyganda.

I1. Prekursory purynowe pterydyn

U Escherichia coli (76, 77) i Lactobacillus plantarum (86) prekurso-
rem pterydyn jest nukleotyd guanylowy (GMP). Guanina stuzyta jako
substrat w tym procesie tylko w obecnosci 5-fosforybozylo-2-pirofosfo-
ranu, guanozyna za$ w obecnosci ATP. U Salmonella typhimurium
i Pseudomonas cocovenans (56) wiasciwym prekursorem pterydynowym
okazat sie GTP. Dalal i Gots (21) zwracajg uwage, ze nukleotydy
adenylowe hamujg u S. typhimurium przemiane GTP w pochodng pte-
rydynowa.

Jak juz wspomniano, znakowany C-8 puryny nie jest wbudowywany
do rdzenia pterydynowego, co pozwalato przypuszczaé, ze przemiana
prekursora purynowego zaczyna sie od rozbicia wigzan i usuniecia C-8
z pierscienia imidazolowego. Townsend i Robins (94) wykazali,
ze metylacja pierScienia imidazolowego puryn utatwia jego chemiczne
rozerwanie. Pfleiderer i wsp. (71) (schemat 2) wysuneli hipoteze,
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ze metylacja lub tez hydroksymetylacja pierscienia imidazolowego jest
pierwszym etapem w przemianach puryn w pterydyny.

Proces ten zachodzacy by¢ moze przy udziale pochodnych tetrahy-
drofolanu (N-5-metylotetrahydrofolanu i N-5,J0-metylenotetrahydro-
folanu) prowadzitby do zmiany rozmieszczenia fadunkéw elektronowych
w czasteczce puryny (I) i powstania zwigzku B, co mogtoby utatwiaé
rozbicie wigzania pomiedzy C-8, a N-9. Wowczas powstawataby ufor-
mylowana pochodna aminowa (C), ktéra po odszczepieniu grupy for-
mylowej i demetylacji (dehydroksymetylacji) przechodzitaby w 5(5-fos-
forybozylo)-amino-2,4-dwuamino-6-hydroksypirymidyne (II). Dotych-
czas jednak badania enzymatyczne nie potwierdzity udzialu metylo-
wych pochodnych puryn w biosyntezie pterydyn. Metylowe pochodne
guanozyny, tatwo ulegajace degradacji chemicznej, nie sg bowiem, jak
wykazali Reynolds i Brown (77) prekursorami pterydyn w bio-
syntezie folanu u E. coli.

IIR

Schemat 2. Rozbicie piersScienia imidazolowego w GMP (wg 71)

Wysuwane sg takze sugestie udzialu Cu++ w procesie rozerwania
pierscienia imidazolowego (23, 86). Esposito (23) przypuszcza, ze
wskutek utworzenia zwigzku kompleksowego pochodnej purynowej
z Cu++, wigzania pomiedzy C-8 i atomami N w pierScieniu imidazolo-
wym ulegaja ostabieniu, co mogtoby utatwiac rozbicie pierscienia.

Stwierdzono, ze u wielu mikroorganizmoéow (E. coli, L. plantarum,
S. typhimurium, P. cocovenans) eliminowany z pier$cienia imidazolowe-
go fragment jednoweglowy pojawia sie w Srodowisku reakcji w formie
mréwczanu (17, 56, 86). Burg i Brown (17) wyizolowali z E. coli
i oczyscili 570-krotnie uktad enzymatyczny rozszczepiajacy pierscien imi-
dazolowy puryny i usuwajacy C-8. Dane tych autoréw, jak réwniez wy-
niki prac Levenberga (56) nad biosyntezg pterydyn u P. cocovenans
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sugeruja, ze po usunieciu z GTP wegla z pozycji 8 pozostaje rybozylowa
pochodna 2,4,5-tr6jamino-6-hydroksypirymidyny (II).

I11. Prekursory pirymidynowe pterydyn

Eksperymentalne stwierdzenie wykorzystania aminowych pochodnych
pirymidyny do biosyntezy de novo rdzenia pterydynowego, bytoby do-
wodem przemawiajagcym za przemiang zwigzkéw purynowych w ptery-
dyny wg schematu 1. Pojawienie sie radioaktywnych pterydyn po poda-
niu znakowanej MC pirymidyny (2,4,5-tréjamino-6-hydroksypirymidy-
ny, VIII) stwierdzono wprawdzie u bakterii (5), u pierwotniaka Crithidia
fasciculata (65) i u owaddéw (100). Okazato sie jednak, ze w bezkomorko-
wych ekstraktach z E. coli pirymidyny nie stanowig bezposrednich pre-
kursoréw ukiadu pterydynowego. Co wiecej, 2,4,5-tr6jamino-4-hydroksy-
pirymidyna hamowata zuzytkowanie guanozyny do biosyntezy ukiadu
pterydynowego u tej bakterii. Zahamowanie to ustepowato po podaniu
wigkszych iloSci guanozyny (77).

IV. Intermediaty pterydynowe

W wyniku przemian wedtug schematu 1 z GMP powstaje pochodna
pterydynowa z bocznym taficuchem weglowym. Zwigzek tego typu,
(2-amino-4-hydroksy-6-pterydynylo-)glicerolo-fosforan (PGP, IX), wy-
izolowano z E. coli (33). Mozliwosci dalszych przemian tego intermediatu
przedstawia schemat 3.

Sadzac z podobienstwa budowy PGP mogtby by¢ zwiazkiem posred-
nim w biosyntezie niektérych pterydyn owadzich, odznaczajgcych sie
obecnoscig bocznego tancucha weglowego: biopteryny (XIV) (19, 74, 75),
drosopteryny (XV), sepiapteryny (XVI) i izosepiapteryny (XVII, 97).

Z drugiej strony, obecno$¢ bocznego taricucha weglowego przy C-6
rdzenia pterydynowego w PGP nasuwa przypuszczenie, ze moze on takze
by¢ intermediatem w biosyntezie pterydynowego skiadnika czasteczki
folanu.

Przejscie PGP w pochodne typu biopteryn mogtoby polega¢ na usu-
nieciu grupy fosforanowej i réznych przegrupowaniach oksydo-reduk-
cyjnych w bocznym #tancuchu weglowym. Wskazujg na to doswiadczenia,
w ktérych larwy D. melanogaster zywiono uwodorowang pochodna PGP,
znakowang MC w pozycji 10 (37), a nastepnie z dorostych owadéw wyizo-
lowano radioaktywne pochodne pterydynowe: 2-amino-4-hydroksy-6-tréj-
hydroksypropylopterydyne (XVIII) oraz 2-amino-4-hydroksy-6-metylo-
pterydyne (XII) (schemat 3). Nie wykazano natomiast radioaktywnosci
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w drosopterynach, zawierajgcych trojweglowy boczny tancuch. Przemia-
na PGP w tkankach D. melanogaster nie jest zatem jedyng drogg prowa-
dzaca do powstawania pterydyn z bocznym tafncuchem.

Zdaniem Goto (37) pojawienie sie 6>-metylo pochodnej pterydy-
ny (XII, schemat 3) jest szczeg6lnie interesujgce, poniewaz po przepro-
wadzeniu jej w pochodng hydroksymetylowg, uwodorowaniu, a nastepnie
ufosforylowaniu, mogtaby ona by¢ wiaczona w cigg przemian prowadzga-
cych do syntezy dwuhydrofolanu. Wyizolowanie radioaktywnych sepia-
pteryny, biopteryny, drosopteryny po podaniu larwom Drosophila 2-ami-
no-4-hydroksy-¢é>-hydroksymetylopterydyny (XIIl, schemat 3) znakowa-
nej MC w pozycji 2 wskazuje na jej udziat w syntezie pterydyn z bocz-
nym tancuchem (75).

H,N. N. H H H.N N. OH
S i H
X s6-6-ch,
N OH OH CH3
OH OH OH
XIV Biopteryna XV  Drosopteryna
H
H,N N. .OH
Y i °h
"C_ -ch3
N G
OH H OH

XVI Sepiapteryna
H,N

XVIII

Inng hipoteze o przemianie PGP (IX) wysuneli Forrest i Na-
wa (29). Uwazaja oni (p. schemat 3), ze taincuch boczny PGP uwodoro-
wanego (X) ulega odszczepieniu i powstaje 2-amino-4-hydroksypterydyna
uwodorowana w pozycji 7 i 8 (XI). Pochodne takie rzeczywiscie znale-
ziono w materiale biologicznym (3, 28, 45, 63, 90).

Forrest i Nawa (29), jak rowniez Viscontini (97) stwier-
dzili, ze zwigzek ten (XI) zdolny jest do przytaczenia podstawnikéw
anionowych w pozycji 6. Tego typu potgczenie, kwas pterydyno-2-amino-
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-4-hydroksy-6-sulfonowy wyizolowano ze $srodowiska, w ktérym rost Azo-
tomonas insolita (35).

Ponadto wykazano u Drosophila, ze wegiel izotopowy z 2-amino-4-
-hydroksytetrahydropterydyny znakowanej w pozycji 5 pojawia sie w izo-
ksantopterynie (VI) i w drosopterynie (XV) (29, 92). Wydaje sie zatem, ze
uwodorowane pochodne 2-amino-4-hydroksypteryny znajdujg sie w wez-
towym punkcie przemian prowadzacych do utworzenia nie tylko ptery-
dyn prostych, lecz rowniez zwigzkéw typu biopteryny (XIV) (92, 104)
oraz pochodnych folanu (29), droga przytaczania odpowiednich bocznych
fancuchow.

Nasuwa sie pytanie, jakie zwigzki moga by¢ prekursorami bocznego
taricucha weglowego powstajacych ta droga pterydyn i jaki jest mecha-
nizm przytaczania tego tancucha. Forrest i wsp. (34, 66) stwierdzili,
ze w syntezie pterydyn typu biopteryny u Drosophila mogg by¢ wyko-
rzystane kwas a-keto-(3-hydroksymastowy oraz kwas propionowy, synteza
ta wymaga jednak obecnosdci tiaminy. Zdolno$¢ reagowania pterydyn
z anionami nasuneta przypuszczenie, ze atom C dotgczony do rdzenia
pterydynowego, mogtby wystepowaé¢ w formie karboanionu. Karboanion
taki maégtby powstaé w wyniku wspoétdziatania z tiaming, ktéra #aczac
sie z roznymi tancuchami weglowymi bierze udziat w wielu przegrupowa-
niach wewnatrzczasteczkowych, prowadzacych do powstawania stosun-
kowo stabilnego karboanionu (29).

Forrest i Nawa (29), przeprowadzajac chemiczng synteze nie-
ktorych pterydyn, wykazali nastepnie, ze w wypadku dotgczania kwasu
a-ketomastowego przy udziale tiaminy do rdzenia pterydynowego po-
wstawata izosepiapteryna (XVII). Schemat 4 przedstawia hipotetyczny
mechanizm tej syntezy.

Do C-2 pierScienia tiazolowego w tiaminie (X1X) dofacza sie ketokwas.
Na skutek obecnosci w czasteczce tiaminy centrum dodatniego przy ato-
mie N nastepuje wewnatrzczasteczkowe przegrupowanie powstatego
zwigzku (XX) potgczone z dekarboksylacjg ketokwasu i utworzeniem
karboanionu. Karboanion zwigzany z tiaming (XXI) tgczy sie nastepnie
z centrum dodatnim, ktore na skutek elektronowych przesunie¢ powstaje
przy C-6 w czgsteczce pterydyny (XI). Utworzony kompleks (XXII) rozr-
pada sie i powstajg czasteczka tiaminy oraz pterydyna z bocznym ftancu-
chem w pozycji 6 (XX,III). Przez odwodorowanie tego zwigzku (XXIII)
tworzy sie czasteczka izosepiapteryny (XVII).

Maclean, Forrest i Myers (59) wykazali, ze z glonu Ana-
cystis nidulans, rosngcego w obecnosci treoniny znaczonej 14C, mozna
wyizolowa¢ glukozyd radioaktywnej biopteryny. Autorzy ci sadza, ze
treonina drogg deaminacji i dekarboksylacji, przeksztatca sie w pochod-
ng aldehydu propionowego, ktora dotgcza sie do uwodorowanej 2-amino-
-4-hydroksypterydyny. Whbudowanie 14C z treoniny w pochodng ptery-
dynowag przemawia za hipotezg Forresta i Nawy o mozliwosci biosyntezy
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pterydyn z bocznym tancuchem weglowym drogg przytaczenia tego tan-
cucha do uktadu pterydynowego.

Analogiczng drogg mogtaby powstawac tez ufosforylowana hydroksy-
metylowa pochodna dwuhydropterydyny, zwigzek posredni w biosyntezie
dwuhydrofolanu (36, 46, 49, 84, 85), okazato sie bowiem, ze u D. melano-
gaster uwodorowane 2-amino-4-hydroksypterydyny sg wykorzystywane
do biosyntezy pochodnych folanu (110, 111).

Grupa hydroksymetylowa intermediatu mogtaby pochodzi¢ z frag-
mentu jednoweglowego, dotgczona przy udziale kwasu foliowego lub tez
z kwasu glioksalowego dotgczonego przy wspoétudziale tiaminy. Na sche-
macie biosyntezy tetrahydrofolanu przedstawiono obie mozliwosci, jak-
kolwiek nie uzyskano dotgd biologicznego potwierdzenia sugestii For-
resta i Nawy (29) (schemat 5).

XVl XX

Schemat 4. Synteza izosepiapteryny (wg 29)

V. Biosynteza tetrahydrofolanu

Zdolnos$¢ syntetyzowania de novo i przeksztatcania w tkankach owa-
déw réznych pochodnych pterydynowych nie jest wystarczajgcym do-
wodem syntetyzowania folanu przez te organizmy. Co wiecej, wyniki
doswiadczen, w ktérych hodowano larwy réznych owaddw w warunkach
sterylnych wskazujg, ze wsrod szeregu witamin z grupy B réwniez folan
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jest niezbedny dla zapewnienia normalnego wzrostu i rozwoju owadow
(15, 20, 30, 31, 60, 80). Dotychczas procesy biosyntezy pochodnych folanu
poznano jedynie u bakterii.

Enzymatyczng synteze folanu wykazat Katunuma (51) w 1957 r.
Stwierdzit on, ze ekstrakty z bakterii rodzaju Mycobacterium przeprowa-
dzajg synteze folanu z prekursora pterydynowego, kwasu p-aminoben-
zoesowego i kwasu glutaminowego. Katunuma wykazat ponadto, ze
pochodna pterydynowa #gczy sie z preformowanym kwasem p-aminoben-
zoiloglutaminowym (pABGIu), enzymatyczna za$ synteza tego zwiazku
zachodzi przy udziale ATP i CoA (reakcja 1—3). Jak dotad tylko u tego
mikroorganizmu stwierdzono udziat koenzymu A w syntezie pABGIu.

pAB + ATP -> pAB-AMP + PPi 1
pAB-AMP + CoA -> pAB-CoA + AMP 2
pAB-CoA + Glu pAB-Glu + CoA 3

Jako prekursor pterydyny dla Mycobacterium stuzyta ksantoptery-
na (V) oraz kwas 2-amino-4-hydroksypterydyno-6-karbonowy. Wykorzy-
stywanie ksantopteryny do syntezy folanu stwierdzili réwniez Korte
i wsp. (53, 54) u Pichia membranae-jaciens, Streptococcus jaecalis i Es-
cherichia coli. W przypadku zuzytkowywania ksantopteryny, ktéra nie
zawiera bocznego tancucha przy C-6, pozostaje niewyjasnione pochodze-
nie atomu wegla w pozycji 9 w czasteczce folanu. Mikroorganizmy: Lacto-
bacillus arabinosus (81), E. coli (11, 12, 14, 101), St. jaecalis R (98), Micrc-
coccus aerogenes oraz Corynebacterium sp. (47) syntetyzujg pochodng
folanu z pAB i kwasu glutaminowego (w obecnosci ATP i jonbw Mg++),
wykorzystujac pterydyny z bocznym faricuchem weglowym w pozycji 6.

Dzieki pracom Browna i wsp. (11, 12, 13, 39, 40, 49, 77, 99) najdo-
ktadniej poznano biosynteze pochodnych folanu u E. coli (schemat 5).

Jak sie okazato, biosynteza dwuhydrofolanu zachodzi co najmniej
w trzech etapach. Pierwszy polega na ufosforylowaniu 2-amino-4-hydro-
ksy-6-hydroksymetylopterydyny (XIIl) przy udziale ATP; w drugim,
w wyniku potagczenia pirofosforanu pochodnej pterydynowej (XIV) z kwa-
sem p-aminobenzoesowym, tworzy sie kwas dwuhydropteroinowy (XXV);
w trzecim za$ kwas dwuhydropteroinowy taczy sie z glutaminianem da-
jac dwuhydrofolan (XXVI). Sulfonamidy hamujg synteze kwasu dwu-
hydropteroinowego z pterydyny, ATP i pAB (12, 13). Pierwsze dwie re-
akcje katalizuje uktad enzymatyczny skladajgcy sie z dwdch frakcji —
A'i B (99). Frakcja A katalizuje fosforylacje pterydyny, za$ B — konden-
sacje z pAB.

Prekursorami pterydynowymi w syntezie dwuhydrofolanu u E. coli
moga by¢ oprécz pochodnej hydroksymetylowej takze pterydyny z bocz-
nym tréjweglowym tahcuchem o konfiguracji przestrzennej 1 i D-treo
oraz L i D-erytro (rys. 1) (49).
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Jones, Reynolds i Brown (49) przypuszczajg, ze pterydyny
te kondensujg z pAB dopiero po przeksztatceniu w XIIl. Dotychczas jed-
nak nie wyjasniono, czy odszczepianie fragmentu dwuweglowego, byé
moze aldehydu glikolowego, nastepuje pod dziataniem jednego enzymu,
czy tez ztozonego ukitadu enzymatycznego.

H H

” hch HAy nV nY
HCra-COOH N*y A~ N ii“"CH2OH
OH OH

X1 X1
H

H2N . /

aw |Imp NV  kN” CH2°-® r©
OH

XXIsr

ATP AMP

(pOOH

ch2 ATP
ch2 My K

nh2 ch
COOH

OOH
H,NA CiHZ
CfHZ
H
OH COOH
XXVI

Schemat 5. Biosynteza dwuhydrofolanu (wg 29, 40)

ATP
Mg+ N.

Wyjasnienie roli ATP przy syntezie kwasu pteroinowego jest sprawg
ostatnich kilku lat. Shiota i Disraeli (82) stwierdzili, ze ATP nie
jest niezbedny w biosyntezie folanu, gdy substratami sg ufosforylowane
pochodne pterydyny. Co wiecej, Jaenicke i Chan (47) stosujac réz-
ne, czeSciowo oczyszczone preparaty enzymatyczne z E. coli, Corynebacte-
rium sp. i z drozdzy piekarnianych wykazali za pomocg znakowanego 3P
ortofosforanu i ADP pojawianie sie w srodowisku pirofosforanu pochod-
nej pterydynowej. Wyizolowanie przez Weismana i Browna (99
uktadu enzymatycznego zdolnego do katalizowania fosforylacji pterydyny
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z podstawnikiem weglowym w pozycji 6 potwierdzito ostatecznie udziat
tego zwigzku w biosyntezie dwuhydrofolanu u E. coli. Pirofosforan dwu-
hydropterydyny stanowit takze substrat pterydynowy w biosyntezie fo-
tanu przeprowadzonej przez Lb. arabinosus (81, 83, 84, 85) oraz przez
rézne szczepy Pneumococcus (68).

Rys. 1. Biosynteza kwasu dwuhydropteroinowego z réznych prekursoréw ptery-
dynowych (wg 49)

Nie wyjasniono ostatecznie czy pirofosforan pterydynowy powstaje
w drodze dwdch kolejnych fosforylacji, czy tez grupa pirofosforanowa
zostaje przeniesiona w cato$ci. Za tg drugg mozliwoscig przemawia obser-
wacja, ze u E. coli monofosforan pterydyny nie jest wykorzystywany do
syntezy kwasu dwuhydropteroinowego (99).

Frakcja B uktadu enzymatycznego z E. coli (99) katalizujgca synteze
kwasu dwuhydropteroinowego z pirofosforanu pochodnej pterydynowej
i pAB zuzytkowuje réwniez pABGIlu, jednak ze znacznie nizsza wydaj-
noscig (10%); w tym przypadku powstaje wprost dwuhydrofolan. Nie
wiadomo zatem, czy u E. coli wystepujg dwa oddzielne enzymy, jeden
katalizujgcy synteze kwasu dwuhydropteroinowego, drugi — dwuhydro-
foliowego, czy tez obie reakcje przeprowadza jeden enzym, zdolny do
wykorzystywania dwéch réznych substratow.

Griffin i wsp. (40) wyodrebnili z E. coli uktad enzymatyczny ka-
talizujgcy trzeci etap procesu syntezy dwuhydrofolanu. Enzym ten — li-
gaza kwasu dwuhydropteroinowego i kwasu glutaminowego wystepuje
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takze u wielu innych gatunkow bakterii (40). Enzym z E. coli charaktery-
zuje sie znaczng specyficznoscig substratowg, wykorzystuje bowiem tylko
kwas dwuhydropteroinowy i kwas glutaminowy. Kwasy pteroinowy i te-
trahydropteroinowy, jak rowniez kwasy dwuglutaminowy i tréjglutami-
nowy nie sg jego substratami. Dziatanie ligazy wymaga obecnosci ATP
oraz jedno i dwuwartosciowych kationéw. ATP moze by¢ zastgpione
przez ITP lub GTP, wydajno$¢ reakcji maleje jednak woéwczas 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 réwniez enzym redukujacy folan do dwuhydrofolanu — oksy-
doreduktaza 7,8-dwuhydrofolan:NADP (1.5.1.4) rozpowszechnione sg
w materiale bakteryjnym (8, 18, 52, 67, 88, 89, 105) oraz w niektorych
tkankach zwierzecych (6, 7, 32, 64, 69, 107).

Z materiatu biologicznego izolowano ponadto rézne poliglutamylowe
pochodne folanu: z wielu gatunkéw bakterii — kwas pteroilotréjglutami-
nowy (41, 50, 72, 108), z drozdzy za$§ — kwas pteroiloheptaglutamino-
wy (70). Dotychczas jedynie u E. coli wykryto uktad enzymatyczny kata-
lizujagcy synteze poliglutamylowych pochodnych tetrahydrofolanu (40),
niewiele jednak wiadomo o jego witasnosciach.

Z przedstawionych danych o biosyntezie uktadu pterydynowego i cza-
steczki folanu wynika, ze wszystkie atomy wegla i azotu w pterydyno-
wym fragmencie folanu pochodzg z puryny oraz rybozy kwasu guanylo-
wego, a zatem z nukleotydu, w ktdrego biosyntezie wspdtuczestniczg po-
chodne folanu. Wynika z tego zatem, ze pochodne folanu moga w pewnej
mierze kontrolowa¢ biosynteze swego prekursora pterydynowego (55).
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GRAZYNA PALAMARCZYK-LESZCZYNSKA*,
ANNA MARIA KONECKA™**

D(-)mleczanowe dehydrogenazy drozdzy

D(-)Lactic Acid Dehydrogenases of Yeast

The structure and properties of D(-)lactate dehydrogenase from anaerobic

yeast, as well as of D(-)lactate:cytochrom ¢ and D(-)lactate:ferricyanide oxido-
reductases from aerobic yeasts are reviewed.

Badania nad budowg i funkcjg enzymdéw stanowig istotny etap wy-
jasnienia mechanizmu ich dziatania, a co za tym idzie ich biologicznego
znaczenia. SzczegOlnie interesujace jest wystepowanie w tej samej ko-
mdrce grupy enzymoéw o podobnych funkcjach katalitycznych. Taka
witasnie grupa sa dehydrogenazy D(-)mleczanowe drozdzy (18). Jedna
z nich wystepuje w komoérkach drozdzy hodowanych beztlenowo i na-
zywana jest przez niektérych autorow dehydrogenazg D(-)a-hydroksy-
kwaséw (E.C.1.1.9.9.a) ze wzgledu na zdolno$¢ utleniania oprécz d(-)
mleczanu roéwniez innych D(-)a-hydroksykwaséw (2, 11, 6). Dwie pozo-
state to oksydoreduktaza D(-)mleczan:cytochrom ¢ (E.C.1.1.3.4)) i oksy-
doreduktaza D(-)mleczan:zelazicyjanek (inaczej dehydrogenaza D(-)mle-
czanowa), charakterystyczne dla drozdzy tlenowych (11, 28, 31, 35).

I. Metody izolowania

Dehydrogenaza T>(-)mleczanowa z drozdzy beztlenowych. W r. 1957
Lindenmayer i Smith (21) stwierdzili, ze ekstraty z drozdzy bez-
tlenowych redukowaty zelazicyjanek w obecnosci D(-)mleczanu jako sub-
stratu. W r. 1958 niezaleznie od siebie Stonimski i Tysarowski
(37) oraz Boeri i wsp. (2) podali metody wyodrebniania tego enzymu.
Metoda opisana przez Stonimskiego i Tysarowskiego polegata na auto-
lizie komorek drozdzy, negatywnej adsorpcji biatka enzymatycznego na
zelu fosforanu wapnia, frakcjonowaniu siarczanem amonu i denaturacji
cieplnej biatek towarzyszagcych w obecnosci mleczanu. Metoda Boeri’ego

*
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** Mgr, st. asystent, Zaktad Biochemii Akademii Medycznej, Warszawa
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byta podobna, roznita sie tylko zastosowaniem acetonu do frakcjonowa-
nia biatka. W r. 1961 Iwatsubo i Curdel (17) uzupetnili metode
Stonimskiego i Tysarowskiego dalszym oczyszczeniem enzymu na ko-
lumnie z wypetniaczem Sephadex G-75 i DEAE-Sephadex A-50. W trzy
lata pézniej Cremona (6) podat inng metode (tablica 1), za pomocg
ktorej otrzymat enzym oczyszczony okoto 70 razy o specyficznej aktyw-
nosci 28 jLtmoli mleczanu utlenionego /min./ mg biatka.

Tablica 1

Oczyszczanie dehydrogenazy D (-) mleczanowej z drozdzy beztlenowych metoda
Cremony (6)

Aktywno$é

specyficzna
[zmole mleczanu
utlenionego/mg

Etap catkowita
ji.mole mleczanu
utlenionego/min

biatka/min

Ekstrakt wodny z komérek mechanicznie

rozbitych 1770 0,40
Inaktywacja cieplna w 45° 1725 0,48
Po zelu alumina Cy 1725 0,70
Po frakcjonowaniu siarczanem amonu 1600 2,64
Po kolumnie z wypetniaczem Sephadex

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

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

Rytka i Tysarowski (34) otrzymali enzym oczyszczony 150 ra-
zy o specyficznej aktywnosci 31 pmoli mleczanu utlenionego /min./mg
biatka. Ich metoda (tablica 2) polegata na rozbijaniu zawieszonych w bu-
forze komorek drozdzowych przez zamrazanie i rozmrazanie. Nowym
elementem bylo wprowadzenie trypsyny, ktéra usuwa biatka towarzy-
szace, nie dziatajac na dehydrogenaze D(-)mleczanows.

Rytka i Tysarowski (34) zbadali rowniez wptyw rdznych spo-
sobow rozbijania komérek drozdzy na aktywnos$¢ ekstraktow. Poréwnujac
autolize komoérek drozdzy w temperaturze 37°C, ekstrakcje z proszku
acetonowego, rozcieranie z piaskiem oraz zamrazanie i rozmrazanie,
stwierdzili, ze ta ostatnia metoda dawatla ekstrakt o najwiekszej stabilno-
§ci i aktywnosci.

Zadna z wymienionych metod izolowania nie doprowadzita jednak do
otrzymania krystalicznej dehydrogenazy D(-)mleczanowe;.

Oksydoreduktaza r>(-)mleczan:cytochrom c¢. Enzym ten zwigzany jest
Scisle z tancuchem oddechowym drozdzy (12, 28). Metody jego otrzymy-
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Tablica 2

Oczyszczanie dehydrogenazy D (-) mleczanowej z drozdzy beztlenowych metoda
Rytki i Tysarowskiego (34)

Aktywnos$¢
Etap catkowita specyficzna
i¢mole mleczanu [¢mole mleczanu
utlenionego/min min/mg biatka
Ekstrakt w buforze fosforanowym 300 0,2
Trawienie trypsyng i adsorpcja na zelu
fosforanu wapnia 275 0,55
Osad po siarczanie amonu, 0,35—0,75
nasycenia 315 1,0
Ogrzewanie w obecnosci DL-mleczanu
i ZnS04(53°C, 3 min.) 240 5,0
Drugie trawienie trypsyna i adsorpcja na
zelu fosforanu wapnia 224 8,0
Osad po siarczanie amonu 0,50—0,55
nasycenia 140 15,5
Ogrzewanie w obecnosci DL-mleczanu
i ZnSo4 (53°C, 3 min.) 93 31,0

wania podali Nygaard (28) oraz Singer i wsp. (14, 16) niezalez-
nie od siebie. Nygaard (28) ekstrahowat wodg proszek acetonowy
z mechanicznie rozbitych komoérek i oczyszczal wyciagg przez dwukrotng
chromatografie na kolumnie z DEAE-celuloza. Otrzymat on enzym oczy-
szczony okoto 150 razy o aktywnosci specyficznej 5200 i-imoli cytochro-
mu c¢ zredukowanego (godz./mg biatka). W dwa lata p6zniej Singer
i wsp. (14, 16) otrzymali preparat enzymu, oczyszczony 4100 razy, ktdre-
go specyficzna aktywnos$¢ wynosita 1670 urnoli D(-)mleczanu utlenione-
go/min./mg biatka. Poszczeg6lne etapy oczyszczania stosowanego przez
Singera iwsp. przedstawione sg w tablicy 3.

Aktywnos¢ preparatu oksydoreduktazy D(-)mleczan:cytochrom c otrzy-
manej przez Nygaarda stanowita zaledwie 28% aktywnos$ci preparatu
Singera. Roéznica ta moze by¢ spowodowana zastosowaniem przez Ny-
gaarda kolumn z DEAE-celuloza, na ktérych nastepuje czeSciowa dyso-
cjacja flawiny od enzymu, oraz stosunkowo wysokiej temperatury (55°C),
podczas gdy najwyzsza temperatura stosowana przez Singera wyno-
sita 22°C.

Oksydoreduktaza T>(-)mleczan:zelazicyjanek. Enzym ten jest rowniez
zwigzany z czasteczkami oddechowymi drozdzy i izoluje sie go podobnie
jak oksydoreduktaze D(-)mleczan:cytochrom c. Aktywnosci obu tych en-
zymOw towarzyszg sobie podczas pierwszego frakcjonowania na kolum-
nie DEAE-celulozowej ale podczas powtdrnej chromatografii aktywnosé
oksydoreduktazy D(-)mleczan:zelazicyjanek zanika (28). Enzym ten jest
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trwaty w ciggu 1—2 godz. w temp. 5°C. Po okoto 20 godzinach aktywno$¢
jego zanika catkowicie, podczas gdy aktywno$¢ oksydoreduktazy D(-)mle-
czan:cytochrom c pozostaje niezmieniona.

Tablica 3

Oczyszczenie oksydoreduktazy D (-) mleczan:cytochrom ¢ (wg 16)
Aktywnosé

specyficzna
catkowita pecy

Etap pimole mleczanu
i¢mole mleczanu

i . utlenione/min/mg
utlenione/min. .

biatka

Czasteczki oddechowe drozdzy 115 000 0,4
Ekstrakcja tritonem X-100 z proszku

acetonowego 97 200 7,0

Eluat z zelu fosforanowo-wapniowego 84 000 32,0
Po trawieniu fosfolipazg A z Naja naja

i bakteryjng proteinazg 69 600 75,0

Eluat z kolumny z DEAE-celulozy 62 400 300,0
Frakcja wytrgcona 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

I1. Wiasnosci fizyko-chemiczne

Koenzymy. Wszystkie dehydrogenazy D(-)mleczanowe drozdzy sg fla-
woproteidami. Koenzymem dehydrogenazy D(-)mleczanowej z drozdzy
beztlenowych i oksydoreduktazy D(-)mleczan:cytochrom c¢ jest FAD, na-
tomiast oksydoreduktazy D(-)mleczan:zelazicyjanek — FMN.

Obecnos¢ FAD jako koenzymu w preparatach dehydrogenazy D(-)mle-
czanowej drozdzy beztlenowych zostata stwierdzona niezaleznie przez
kilku autoréw réznymi metodami. Boeri i wsp. (2, 3) badajagc widmo
enzymu stwierdzili odpowiadajgce flawinie maksimum absorpcji w prze-
dziale 420—450 min. Stonimski i Tysarowski (37) wykazali, ze
inkubacja z FAD chroni enzym przed inaktywacjg, FMN natomiast nie
daje tego efektu. Na tej podstawie wysunieto wniosek, ze FAD jest praw-
dopodobnie koenzymem dehydrogenazy D(-)mleczanowej, co potwierdzity
dalsze badania (1, 38). Iwatsubo i Curdel (17) otrzymali apo-
enzym, ktdry nie utleniat mleczanu, a uzyskiwat aktywno$¢é po inkubacji
z FAD. Réwniez Rytka i Tysarowski (34) inkubujac z FAD zin-
aktywowane cieplnie preparaty enzymu odzyskiwali 3§—50% aktywnosci

Flawoproteidowg nature oksydoreduktazy D(-)mleczan:cytochrom c
wykazat Nygaard po zbadaniu widma tego enzymu (22, 28). Widmo rdzni-
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cowe wykazywato maksimum absorpcji w 450 mix, w pH 3,0 pojawiata
sie silna fluorescencja zwigzana z oddysocjowaniem flawiny. Badania
widma emisji fluorescencyjnej oraz test z oksydaza D-aminokwaséw i me-
tody chromatografii bibutowej potwierdzity identyczno$¢ flawiny
z FAD (28). Do tego samego whniosku doszli rowniez Gregolin i Sin-
ger (16). Wykazali oni, ze apoenzym otrzymany przez wytrgcanie
w kwasnym S$rodowisku siarczanem amonu reaktywuje sie FAD, podczas
gdy FMN nie przywraca aktywnosci.

Badania fluorometryczne nad oksydoreduktazg D(-)mleczan:zelazicy-
janek wskazujg na obecno$¢ FMN zwigzanego z tym enzymem (28). Nie
jest jednak zupetnie jasne czy oksydoreduktaza D(-)mleczan:zelazicyjanek
jest rzeczywiscie odrebnym enzymem wspétdziatajacym z FMN. Stwier-
dzono bowiem, ze preparatom wykazujgcym aktywno$¢ obu oksydore-
duktaz: D(-)mleczan:cytochrom c i D(-)mleczan:zelazicyjanek towarzysza
enzymy proteolityczne i pirofosfatazy, ktére moga powodowaé hydrolize
FAD do FMN. Wobec tego mozna przypuszczaé, ze oksydoreduktaza
D(-)mleczan:zelazicyjanek jest produktem degradacji oksydoreduktazy
D(-)mleczan:cytochrom c.

Dehydrogenaza D(-)mleozanowa drozdzy beztlenowych i oksydore-
duktaza D(-)mleczan:cytochrom ¢ sg metaloflawoproteidami. Stwierdzo-
no, ze obydwa te enzymy sg hamowane w odwracalny sposdb przez zwigz-
ki chelatujace (3, 4, 5, 6, 7, 8 9, 11, 12, 15, 16, 38). Identyfikacje metalu
zwigzanego z dehydrogenaza D(-)mleczanowg drozdzy beztlenowych prze-
prowadzano jedynie metodami kinetycznymi. Dlatego tez zapewne Cur-
del, Labeyrie i wsp. (8 9 17, 38) identyfikujg metal jako cynk,
a Cremona (6) uwaza, Zze réwniez kobalt moze odgrywac takg samg
role. Curdel, Labeyrie i wsp. (8 9 28) inaktywowali enzym
przy pomocy EDTA i osiggali petng reaktywacje po dodaniu cynku. Po
dodaniu nasycajacych stezen kobaltu maksymalna aktywno$¢ byta w po-
réwnaniu z cynkiem czterokrotnie mniejsza (9), przy czym Kmdla cynku
wynosito 6 j¢moli, a dla kobaltu 20 Mjnoli D(-)mleczanu. Inne badane dwu-
wartosciowe metale: Mn, Ni, Mg, Ca, V, nie reaktywowaly enzymu (8).
Ponadto wykazano, ze nieaktywny apoenzym odzyskiwat aktywnos$¢ po
dodaniu FAD i cynku (10, 17). Natomiast Cremona (6) uzyskat petng
reaktywacje enzymu zinaktywowanego przez EDTA zardwno po dodaniu
cynku jak i kobaltu. Wartosci Kmbyty identyczne dla obu metali (9,3 X
X10~4 M przy utlenianiu D(-)mleczanu i 4,8X10~3 M przy utlenianiu
D-a-hydroksymaslanu, co sugeruje ich jednakowy udziat w katalizowanej
reakcji.

Hamowanie enzymu przez EDTA zaobserwowane przez badaczy fran-
cuskich (8, 9, 38) byto ich zdaniem zwigzane z usunieciem przez chelator
metalu z czasteczki enzymu. Cremona (6) stwierdzit jednak reakty-
wacje nie tylko po dodaniu metalu, lecz rowniez po dializie i ogrzewaniu
zinaktywowanego preparatu, co pozwolito na postawienie wniosku o od-
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miennym mechanizmie dziatania chelatoréw na ten enzym. Polega on na
utworzeniu nieaktywnego kompleksu: enzym-Zn-chelator, ktéry wskutek
ogrzewania lub dializy moze ulega¢ reaktywacji i rozpadowi wg naste-
pujacych reakcji (4, 5, 6):

Enzym-Zn -f chelator <»Enzym-Zn-chelator <>

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

Rola metalu w dehydrogenazie D(-)mleczanowej polega raczej na wig-
zaniu substratu niz na udziale w przenoszeniu elektronéw. Wskazuje
na to fakt, ze obecno$¢ mleczanu chroni enzym przez inaktywacjg spowo-
dowang przez EDTA ((20, 38). Reaktywacja cieplna nieaktywnego kom-
pleksu: enzym-Zn-chelator sprowadzataby sie do uwolnienia dwdéch
miejsc koordynacyjnych cynku, ktére moga przytaczy¢ substrat.

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

Oksydoreduktaza D(-)mleczan:cytochrom ¢ réwniez zawiera cynk (5,
7, 11, 12, 15, 16). W najbardziej jednorodnych preparatach tego enzymu
stwierdzono obecno$¢ trzech gramoatoméw cynku na jeden mol FAD,
z ktérych dwa znajdujg sie w centrum aktywnym (7, 16). Trzeci atom
cynku moze odgrywaé role w utrzymywaniu drugorzedowej struktury
biatka. Wniosek ten potwierdza fakt, ze przediuzenie inkubacji enzymu
ze zwigzkiem chelatujgcym uniemozliwia odzyskanie peinej aktywnosci
po zastosowaniu ktoregokolwiek z czynnikéw reaktywujgcych (7). Jak
juz wspomniano zwigzki chelatujgce jnaktywujg oksydoreduktaze D(-)mle-
czan:cytochrom ¢ w sposdb odwracalny. Mechanizm ich dziatania polega
réwniez na utworzeniu nieaktywnego kompleksu enzym-Zn-chelator (4,
5 6). Hamowanie to zachodzi wedtug reakcji | rzedu. Wigzanie cynku
z FAD mozna wykluczyé, gdyz usuniecie catej flawiny nie powoduje dy-
socjacji cynku (7). Rola cynku, podobnie jak w dehydrogenazie D(-)mle-
czanowej drozdzy beztlenowych polega na wigzaniu substratu, poniewaz
substrat chroni enzym przed inaktywujgcym dziataniem chelatora (7).

Specyficznosé substratowa i akceptorowa. Obecno$¢ FAD i cynku w de-
hydrogenazie D(-)mleczanowej drozdzy beztlenowych i oksydoreduktazie
D(-)mleczan:cytochrom c¢ Swiadczg o podobieAstwie tych dwdch enzyméw.
RoOznig sie one jednak zasadniczo specyficzno$cia substratowg i akcepto-
rowg (13).

Dotychczas nie znaleziono naturalnego akceptora elektronow, ktéry
bytby redukowany przez dehydrogenaze D(-)mleczanowg drozdzy beztle-
nowych. Enzym ten redukuje w obecnosci substratu zelazicyjanek,
2,6-dwuchlorofenoloindofenol, biekit metylenowy i menadion. Cyto-
chrom c nie jest redukowany przez enzym. Z danych przedstawionych
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w tablicy 4 wynika, ze zelazicyjanek jest najlepszym akceptorem elek-
tronéw.

Oksydoreduktaza D(-)mleczan:cytochrom ¢ wykazuje aktywno$¢ w sto-
sunku do cytochromu c i metasiarczanu fenazyny. 2,6-dwuchlorofenolo-
indofenol moze by¢ redukowany jedynie w obecnosci metasiarczanu fe-
nazyny jako posrednika. Szybkosci maksymalne uzyskane z metasiarcza-
nem fenazyny sg o$miokrotnie wieksze niz z cytochromem c (12). State
Michaelisa dla cytochromu c¢ i metasiarczanu fenazyny wynoszg odpo-
wiednio 5,4X10-6 M i 4,45X10-3 M (16).

Tablica 4

Aktywno$¢ dehydrogenazy D(-)mleczanowej z drozdzy beztlenowych wobec réznych
akceptoréw elektronéw (wg 6)

Akceptor Wzgledna szybkos$¢ reakcji
Zelazicyjanek 100
2,6-dwuchlorofenoloindofenol 5,6
Biekit metylenowy 0,3
Menadion 9,8
Cytochrom c 0
Metasiarczan fenazyny 0
i,2-naftochinono-4-sulfonian 0

Oksydoreduktaza D(-)mleczan:zelazicyjanek utlenia substrat jedynie
w obecnosci zelazicyjanku i 2,6-dwuchlorofenoloindofenolu jako akcep-
torow (28).

Jest rzeczg interesujaca, ze specyficznos¢ akceptorowg oksydoredukta-
zy D(-)mleczan:cytochrom ¢ mozna zmieni¢. Dodanie siarczanu protaminy
powoduje zanik zdolnosci redukcji cytochromu c i pojawianie sie zdol-
nosci redukcji zelazicyjanku (31, 32) (rysunek 1).

Rys. 1. Zmiana specyficznosSci akceptorowej oksydoreduktazy D(-)mleczan:cyto-
chrom c¢ pod wptywem siarczanu protaminy (wg 31)
0 -0 -0 - K3Fe(CN),)
X—X—X— cytochrom ¢
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Zmiana wywotana przez siarczan protaminy jest odwracalna przez
DNA i wielowarto$ciowe aniony. To zaobserwowane przez Nygaarda zja-
wisko jest jeszcze jedng wskazowka, ze oksydoreduktaza D(-)mleczan:ze-
lazicyjanek z drozdzy tlenowych moze by¢ produktem degradacji oksydo-
reduktazy D(-)mleczan:cytochrom c.

Dehydrogenaza D(-)mleczanowa drozdzy beztlenowych jest enzymem
0 do$¢ szerokiej specyficzno$ci substratowej. Utlenia ona szereg D-a-hy-
droksykwaséw (3, 6, 19, 34), najwieksze powinowactwo wykazuje jednak
w stosunku do kwasu D(-)mlekowego (tablica 5).

Tablica 5

Specyficzno$¢ substratowa dehydrogenazy  D(-)mleczanowej
z drozdzy beztlenowych (wg 6)

Substrat K mXIO-3M
D-mleczan 1,0
D-jabtczan 4,9
DL-a-hydroksymastowy 5,0
DL-glicerynian 115

Oksydoreduktaza D(-)mleczan:cytochrom c ma do$¢ ograniczong spe-
cyficzno$¢ substratowg i oprécz D(-)mleczanu (Km 2,8X10-4 M) utlenia
jedynie DL-a-hydroksymaslan (Km1,4X10-3 M) (12, 16) i kwas D-a-hydro-
ksywalerianowy (Km2,5X10-3 M) (28).

Taka sama specyficzno$¢ substratowa wykazuje oksydoreduktaza
D(-)mleczan:zelazicyjanek, przy czym szybkos$ci utleniania D(-)mleczanu,
DL-hydroksymaslanu sg jednakowe, a kwas D-a-hydroksywalerianowy
utleniany jest dwa razy wolniej (28).

Zalezno$¢ od pH. Optimum pH dehydrogenazy D(-)mleczanowej droz-
dzy beztlenowych wynosi 8,0 (6). Preparaty otrzymane przez Rytke
i Tysarowskiego (34) przejawialy najwiekszg aktywnosé w zakre-
sie pH 8,6—8,9. Jednoczesnie enzym ten byt bardziej stabilny w alkalicz-
nym $rodowisku, odmiennie niz preparaty Cremony (6), ktore wy-
kazywaty najwiekszg stabilno$¢ w pH 6,8.

Dla oksyreduktazy D(-)mleczan:cytochrom c¢ optimum pH zalezy od
rodzaju uzytego akceptora elektronéw i wynosi dla cytochromu c¢ 8,0,
a dla metasiarczanu fenazyny 7,5. Enzym byt stabilny w $rodowisku obo-
jetnym i stabo kwasnym, gwattowna inaktywacja nastepowata w pH po-
wyzej 8,0 (12).

Oksydoreduktaza D(-)mleczan:zelazicyjanek wykazuje najwiekszg ak-
tywnos¢ w pH 6,0, czym rozni sie od dwdéch poprzednich enzymow (28).

Inhibitory. Dehydrogenaza D(-)mleczanowa drozdzy beztlenowych jest
hamowana kompetycyjnie przez kwasy monokarboksylowe i kwas szcza-
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wiowy, ktéry wykazuje najwieksze powinowactwo do enzymu (34). Kom-
petycyjne hamowanie powoduje tez wiele a-ketokwasow takich jak: piro-
gronian, a-ketoglutaran, szczawiooctan, przy czym najsilniej hamuje
a-ketoglutaran. Hydroksykwasy: DL-a-hydroksymastowy, DL-jabtkowy
i mezowinowy nie wptywajg na aktywno$¢ enzymu. Na podstawie badan
kinetycznych wykazano, ze na jedng czasteczke enzymu przypada jedna
czasteczka inhibitora (34). Cremona stwierdzit hamujacy wplyw
L(+ )mleczanu i L(-)jabtczanu (6). Rowniez odczynniki na grupy -SH sa
bardzo silnymi kompetycyjnymi inhibitorami enzymu (34).

W przeciwienstwie do enzymu z drozdzy beztlenowych oksydoreduk-
taza D(-)mleczan:cytochrom c jest mato wrazliwa na analogi substratéw
i odczynniki na grupy -SH. Pirogronian, L(+ )mleczan, L(-)jabtczan nie
hamujg wcale enzymu, a dziatanie szczawianu jest stabsze w pordéwnaniu
do jego hamujacego wptywu na dehydrogenaze D(-)mleczanowg drozdzy
beztlenowych (16). Oksydoreduktaza D(-)mleczan:cytochrom c jest wraz-
liwa na kationy, ktore jak wynika z kinetycznych badan Nygaar-
da (29, 30, 32) dziatajg kompetycyjnie w stosunku do akceptora. Ny -
gaard (33) sadzi, Ze w miejscu wigzania akceptora znajdujg sie ujem-
nie natadowane grupy karboksylowe, ktore reagujg z kationami wedtug
reakcji:

Enzym -f 31 -> Enzym-13
Ten typ reakcji sugeruje tréjpunktowe przytgczenie akceptora do en-
zymu.

I11. Centrum aktywne i mechanizm dziatania dehydrogenaz

Rytka i Tysarowski (34) zaproponowali schemat budowy cen-
trum aktywnego i reakcji mleczanu z dehydrogenazg D(-)mleczanowg
drozdzy beztlenowych (schemat 1). Postulujg oni udziat grupy karboksy-
lowej substratu, a nie grupy hydroksylowej, poniewaz po zastgpieniu
a-ketokwaséw hydroksykwasami nie obserwowano hamowania. Na pod-
stawie wartosci pK réwnej 7,0 i ciepta jonizacji — 6000 cal wnioskowano
0 obecnosci histydyny w centrum aktywnym i jej udziale w wigzaniu
substratu. Z prac Curdel, Labeyr.ie i wsp. wynika jednakze, ze
réwniez cynk moze bra¢ udziat w wigzaniu mleczanu (20, 38). Poniewaz
enzym jest wrazliwy na PCMB prawdopodobnie zatem grupy -SH biorg
udziat w reakcji enzymatycznej. Wniosek ten potwierdzajg prace Ty-
sarowskiego i Palamarczyk (39, 40) nad modyfikacjg grup
-SH znajdujgcych sie w centrum aktywnym dehydrogenazy z drozdzy
beztlenowych. Zablokowanie grup -SH enzymu przez utlenienie, powo-
duje utrate jego aktywnos$ci w stosunku do zelazicyjanku, nie narusza
natomiast zdolnosci redukcji 2,6-dwuchlorofenoloindofenolu. Mozna wiec
przypuszczac, ze podczas utlenienia substratu zelazicyjanek reaguje z gru-
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pami -SH znajdujacymi sie w centrum aktywnym, a 2,6-dwuchlorofeno-

loindofenol moze by¢ redukowany przy udziale innych grup funkcyjnych
enzymu np. flawiny.

1

Schemat 1. Proponowany schemat utleniania D(-)mleczanu przez dehydrogenaze
D(-)mleczanowg w obecnosci zelazicyjanku jako akceptora elektronéw (wg 34)

0 mechanizmie dziatania i budowie centrum aktywnego dwoch pozo-
statych enzymoOw nie ma na razie blizszych danych. Dotychczasowe do-
$wiadczenia (5, 7, 11, 12, 15, 16) wskazujg na obecno$¢ cynku w centrum
aktywnym oksydoreduktazy D(-)mleczan:cytochrom c, ktérego rola polega
prawdopodobnie na reakcji z substratem. Ponadto prace Nygaarda

sugeruja obecno$¢ grup karboksylowych odpowiedzialnych za reakcje
enzymu z akceptorem elektronéw (33).

1V. Dehydrogenazy mleczanowe podczas adaptacji tlenowej drozdzy

Wielu badaczy (17a, 23, 24, 25, 27, 37) sugerowato mozliwos¢ konwer-
sji dehydrogenazy D(-)mleczanowej drozdzy hodowanych beztlenowo
w tlenowe dehydrogenazy mleczanowe w czasie adaptacji oddechowe;j.
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Nygaard stwierdzit, ze w czasie aeracji drozdzy beztlenowych aktyw-
nos¢ dehydrogenazy D(-)mleczanowej obniza sie, a jednoczesnie pojawia
sie i wzrasta aktywnos$¢ oksydoreduktaz 4 i L-mleczan:cytOchrom c (27).
Indukcja tych enzymow nie byta hamowana przez aminokwasy i ich ana-
logi, podczas gdy w tych warunkach hamowana byta aktywnos$¢ innych
enzymOw oddechowych jak oksydaza cytochromowa i dehydrogenaza
jablczanowa. Na tej podstawie Nygaard uwaza, ze podczas adaptacji
tlenowej drozdzy oksydoreduktazy o i L-mleezan:cytochrom ¢ powstajg
w odmienny sposdb niz inne enzymy oddechowe, a mianowicie kosztem
dehydrogenazy D(-)mleczanowej (24). POzniejsze prace Singera (12,
36) wykazaty jednak, ze wprawdzie podczas adaptacji tlenowej drozdzy
zachodzi gwattowna degradacja dehydrogenazy D(-)mleczanowej, ale nie
towarzyszy jej pojawianie sie aktywnosci oksydoreduktaz o i L-mle-
czan:cytochrom c. Mozliwos¢ konwersji tych enzymoOw pozostaje wiec
nadal otwarta.

Dehydrogenazy D(-)mleczanowe drozdzy nie zostaly wyodrebnione
w stanie krystalicznym, co znacznie utrudnia mozliwo$é ich doktadnego
zbadania. Otrzymywane metodami kinetycznymi dane bardzo czesto nie
sg ze soba zgodne. Z niepublikowanych prac Singera oraz Ghi-
retti-Magaldi i Kearney (6) wynika, ze np. wiasnosci dehy-
drogenazy D(-)mleezanowej drozdzy beztlenowych zalezg od wielu roéz-
nych czynnikéw takich jak warunki hodowli drozdzy i metody otrzymy-
wania enzymu. Nasuwa sie wniosek, ze by¢ moze w drozdzach beztleno-
wych wystepujg rozne formy dehydrogenazy D(-)mleczanowej.
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ANNA MARIA KONECKA *
GRAZYNA PALAMARCZYK-LESZCZYNSKA **

Budowa i mechanizm dziatania cytochromu b2
The Structure and Function of Cytochrome b2

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

Cytochrom b2 jest jedyng sposréd czterech znanych dotychczas dehy-
drogenaz mleczanowych drozdzy, zdolng do utleniania izomeru I(+)
kwasu mlekowego; pozostate trzy katalizujg utlenianie izomeru d(-).

Enzym ten, ktérego petna nazwa brzmi oksydoreduktaza L(+ )mle-
czan:cytochrom ¢ (E.C. 1.1.2.3), zostat po raz pierwszy wyizolowany
z Saccharomyces cerevisiae przez Dixon a i wsp. (11, 12, 13, 22).

I. Metody izolowania

Metoda izolowania cytochromu b2 stosowana przez Dixona i wsp.
(11, 12, 13, 22) polegata na autolizie Swiezych komérek drozdzowych
w temperaturze 37°C, kilkakrotnej adsorpcji i elucji z zelu fosforanu wap-
nia i wysalaniu siarczanem amonu. Otrzymany w ten sposob cytochrom b2
nie zawierat wprawdzie cytochromu c, ale nie byt biatkiem krystalicznym.

W latach 50-tych prace nad izolowaniem i krystalizacjg cytochro-
mu b2 prowadzono gtéwnie w pracowni Mortona i tam tez udato sie
otrzymac preparat krystaliczny (2, 3, 4). Jako zrodio enzymu stuzyty
w tych badaniach wysuszone komorki drozdzowe odtluszczane n-butano-
lem w ciggu 20 min. w temperaturze pokojowej (28). Cytochrom b2 wraz
z towarzyszacym cytochromem c ekstrahowano roztworem mleczanu z do-
datkiem EDTA i frakcjonowano acetonem w temperaturze -5°C. Po dia-
lizie w warunkach beztlenowych wobec roztworu mleczan-EDTA w pH 6,8
cytochrom b2 wytrgcat sie w postaci rézowych, tetragonalnych kryszta-
téw (rysunek 1), podczas gdy cytochrom c pozostawat w roztworze. Tg

* Mgr, st. asystent Zakladu Biochemii Akademii Medycznej, Warszawa.

** Mgr, doktorant Zaktadu Biochemii Akademii Medycznej, Warszawa.

Wykaz stosowanych skrotéw: NEM — imid kwasu N-etylomaleinowego, PCMS —
kwas p-chlororteciowo-sulfonowy.
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metodg otrzymano okoto 10—20 mg krystalicznego biatka z 1 kilograma
suchych drozdzy.

Inng metode otrzymywania krystalicznego cytochromu b2opisat Rip -
pa (38). Frakcjonowat on biatka mechanicznie rozbitych komérek droz-
dzy réznymi stezeniami acetonu w temperaturze 0°C. Cytobrom b2 wy-
tragcat sie w postaci krystalicznej po kilkakrotnej dializie wobec roztworu
mleczan-EDTA o pH 6,8.

Prace nad oczyszczaniem cytochromu b2 prowadzili rowniez Boer i
i wsp. (14) oraz Yamanaka i wsp. (41). Stosowali oni frakcjonowanie
siarczanem amonu oraz wielokrotng adsorpcje i elucje z zelu fosforanu
wapnia lub alumina cy. Yamashita i wsp. (42) oraz Hasega-
w a (24) stosowali autolize komorek drozdzowych dziatajagc na nie octa-
nem etylu w temperaturze 0°C. Nygaard (34, 35) zaproponowat me-
tode polegajacag na mechanicznym rozbiciu komérek drozdzy, frakcjono-
waniu acetonem i chromatografii rozdzielczej na kolumnie z DEAE-celu-
lozg. Wszystkie te metody nie doprowadzity jednak do otrzymania kry-
stalicznego enzymu.

1. Budowa cytochromu b2

Cytochrom b2 jest dezoksyrybopolinukleoproteidem, zawierajgcym
ekwimolarne ilosci fosforanu ryboflawiny i protohemu (5, 14, 29, 35, 28)
w stosunku 2:2 (9, 10). O jednorodnosci biatka enzymatycznego Swiadczg
wyniki diugotrwatej elektroforezy w buforze o wysokiej sile jonowej.
W zakresie pH 5,0—8.0 stwierdzono obecno$¢ pojedynczego skiadnika
wedrujgcego do anody (7, 9). Réwniez w analizie sedymentacyjnej
w pH 6,8 uzyskano tylko pojedynczy szczyt (7, 9, 25).

Ciezar czasteczkowy cytochromu b2 okreslono w oparciu o analize za-
wartosci hemu jako réwny 81 800+900, z oznaczenia zawartosci flawiny
wynikato, ze ciezar ten wynosi 83 300+1700, a z zawartosSci zelaza henro-
wego— 67900 (5, 9). Najczystsze frakcje enzymu otrzymanego przez
Nygaarda (35 miaty ciezar czgsteczkowy 97 000 (36). Boeri i wsp.
opierajac sie na analizie zawarto$ci hemu w niekrystalicznym cytochro-
mie b2 podawali, ze jego ciezar czasteczkowy wynosi 230 000 i 140 000 (14,
16). Z pomiaréw szybkosci sedymentacji i dyfuzji wynika, ze ciezar cza-
steczkowy krystalicznego cytochromu b2wynosi 183 400+3900 (9) tzn. jest
dwa razy wigkszy niz warto$¢ obliczona na podstawie analizy chemicznej.
Prawdopodobnie zatem krystaliczny cytochrom b2 jest dimerem zawie-
rajagcym dwie grupy hemowe i dwie flawinowe w czasteczce (9). Badania
kinetyczne (29, 17) wykazaty, ze w pewnych warunkach redukcja enzy-
mu przez mleczan wymaga wiecej niz dwoch moli substratu na grupe
hemowag, co potwierdza wniosek o dimerycznej strukturze cytochromu b2



Rys. 1. Krysztaty cytochromu b2 typu | (wg 4)

Rys. 3. Krysztaly cytochromu b2 typu Il (wg 30)
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Krystaliczny cytochrom b2 zawiera skladnik niebiatkowy — dezoksy-
rybopolinukleotyd (DNA) powodujacy silng absorpcje Swiatta w 265 mix
(1,5, 29, 39). DNA wystepuje w cytochromie b2 w statych ilosciach i sta-
nowi okoto 6% jego suchej masy. Analiza sktadu nukleotydowego (7, 27)
wykazata obecnos$¢ 15 nukleotydéw na mol protohemu: 6 nukleotyddéw
adenylowych, 5 tymidylowych, 2 guanylowe i 2 cytydylowe. Ciezar cza-
steczckowy DNA zwigzanego z cytochromem h2 wynosi 10 000 (31) co
potwierdza dimeryczng budowe enzymu. Rola DNA w cytochromie b2
nie jest znana. Skiadnik ten mozna usung¢ bez straty aktywnosci enzy-
mu (7, 27, 30), a wigczanie P 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 rybonukleotydéw zwigzanych z tym biatkiem (7). Ny-
gaard znalazt wprawdzie rybonukleotydy zwigzane z niekrystalicznym
cytochromem b2 (34), jednak Morton (29) wykazat, ze pozostawaly
one w roztworze po krystalizacji enzymu.

Tablica 1
Sktad aminokwasowy krystalicznego cytochromu b2 (wg 6)
Nazwa Azot aminowy jako % 110$¢ reszt aminokwaso-
suchej masy 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

Sktad 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 Postgpy Biochemii
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przy dtugosci fali 556, 528, 424, 330 i 265 miLi (5). Utleniony enzym ma ty-
powe ferrichromowe widmo ze stabym, szerokim pasmem pomiedzy 530
i 560 mu- i maksimum przy dtugosci fali 413 i 359 m~.

Zmiana pH w zakresie od 5,0—7,0 nie powoduje przesunie¢ w pozy-
cjach gtéwnych pasm absorpcji zredukowanego cytochromu b2 W pH 10
pojawia sie natomiast nowy szczyt przy dtugosci fali 450 nut spowodowa-
ny prawdopodobnie oddysocjowaniem flawiny od enzymu (5).

Rys. 2. Widmo absorpcji utlenionej i zredukowanej formy cytochromu b2 (wg 5)
A — zredukowany cyt. b2, B — utleniony cyt. b2 C— FMN

Grupe flawinowa zidentyfikowano jako FMN metodami fluorome-
trycznymi i chromatograficznymi po cieplnej lub kwasnej denaturacji
biatka (1, 5). Grupa ta tatwo ulega dysocjacji. Dysocjacje flawiny powo-
dujg niektére metale, np. miedz, ktdra katalizuje autooksydacje enzymu.
Procesowi temu zapobiega dodanie EDTA chelatujagcego metal, lub do-
danie substratu, ktdry powoduje redukcje flawiny i w ten sposéb obniza
jej stalg dysocjacji (29). Czynniki dziatajgce na grupy -SH, np. PCMB,
PCMS, NEM powodujg dysocjacje flawiny i zwigzang z tym fluorescen-
cje cytochromu b2 (1, 8, 10, 14, 29). Fakt ten Swiadczy o podstawianiu fo-
sforanu ryboflawiny przez te zwigzki. Inkubacja enzymu w warunkach
tlenowych powoduje réwniez pojawienie sie fluorescencji i spadek lub
catkowity zanik aktywnos$ci enzymu (5, 8). Fluorescencji flawin induko-
wanej przez tlen towarzyszy powstawanie agregatéow biatka, ktérych
obecno$¢ zostata potwierdzona na podstawie analizy sedymentacyjne;j.
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Dodanie odczynnikéw na grupy -SH zapobiega tworzeniu sie agregatow.
Na podstawie tych danych Mor ton i wsp. (10, 29) doszli do wniosku,
ze flawina zwigzana jest mostkami wodorowymi z grupami -SH biatka,
przy czym ze strony FMN reaguje grupa iminowa pierscienia izoalloksa-
zyny. W cytochromie b2wykazano obecno$¢ 18 reszt pdicystyny na 1 mol
hemu (6), z ktérych cztery do szeSciu sg tatwo dostepne dla odczynnikow
tiolowych. Dwie z tych grup znajdujg sie w centrum aktywnym i biorg
udziat w wigzaniu flawiny (10). Wnioski te potwierdza rowniez obserwa-
cja, ze mocznik w stezeniu 0,5—5,0M inaktywuje gwattownie cyto-
chrom b2na skutek rozerwania mostkéw wodorowych pomiedzy flawing,
a resztami cysteiny (10, 18).

Grupa hemowa cytochromu b2 jest identyczna z protohemem, ktory
podobnie jak w innych cytochromach jest silnie zwigzany z biatkiem
i mozna go oddzieli¢ przez dziatanie na enzym acetonem zakwaszonym
kwasem solnym (29). Widmo zredukowanego cytochromu b2 (rysunek 2)
sugeruje, ze pozycje 5 i 6 zelaza hemowego sg zwigzane z silnie zasadowa
grupa (29), ktérg jest prawdopodobnie azot imidazolowy histydyny.

Boeri iwsp. (15) znalezli w niekrystalicznym cytochromie b2 osiem
gramoatomow zelaza niehemowego na jeden gramoatom zelaza hemowe-
go, jednakze dializa wobec czynnikéw chelatujgcych nie powodowata
zmniejszenia sie aktywnosci enzymu. Analiza krystalicznego preparatu
wykonana przez Mortona i wsp. (5 29) wykazata, ze niechemowe ze-
lazo oraz kobalt, nikiel, miedz i srebro nie wystepujag w cytochromie b2
Dodanie siarczanu zelazawego do krystalicznego preparatu nie stymulo-
wato jego aktywnosci. Prawdopodobnie zatem znalezione przez Boeri’ego
niehemowe zelazo byto jedynie zanieczyszczeniem niekrystalicznego pre-
paratu.

Biatko
1
SH Histydyna
FMN Proiochem
Protohem FMN
Histydyna SH
|

Biatko

Schemat 1. Model centrum aktywnego cytochromu b2 (wg 9)

Morton i wsp. zaproponowali nastepujagcy model centrum aktyw-
nego cytochromu b2 (Schemat 1). Nalezy podkresli¢, ze krystaliczny cy-
tochrom b2 w ktérym badacze ci znalezli ekwimolowe ilosci FMN i pro-
tohemu byt jednorodny i wykazywat zdolno$¢ utleniania mleczanu, oraz,
ze obecno$¢ flawiny i hemu stwierdzono w aktywnych preparatach otrzy-
mywanych réznymi metodami.

3
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Badacze japoniscy (26, 42, 43) wyizolowali z drozdzy krystaliczny he-
moproteid, ktory nie miat zdolnosci utleniania mleczanu i nie zawierat
flawiny i sugerowali, ze w drozdzach wystepujg dwa odrebne biatka: fla-
woproteid — dehydrogenaza mleczanowa i hemoproteid, ktéry dziata jako
specyficzny akceptor elektronow dla flawoprotgidu. Prawdopodobnie
jednak warunki izolowania enzymu zastosowane przez Yamashi-
ta (42) (siedmiodniowa autoliza drozdzy w pH 8,5) powodowaly dysocja-
cje grupy flawinowej i zwigzang z tym utrate aktywnoS$ci, a otrzymany
hemoproteid byt zmodyfikowanag pochodng cytochromu b2

Il. Modyfikacje cytochromu b2

W pracowni Mortona otrzymano kilka zmodyfikowanych form
cytochromu b2 (31, 32).

Tablica 2

Nomenklatura i wtasnosci réznych form cytochromu bz (wg 31)

Aktywnos$é L-mle-  Gioéwne pas-

Nazwa Grupy niebiatkowe ~ czan: cytochrom ¢ ma absorpcji
reduktazy m[x
Typ | cytochrom b2 DNA (5—6%) Aktywny a-557
Flawoproteid + FMN _ (3-528
dezoksyrybopolinukleotyd protohem Y-423,5
UV. 265
Typ Il cytochrom b2 FMN _ Aktywny a-557
Flawohemoproteid protohem (3-528
y-423.5
UV. 269,5
Typ I DNA Nieaktywny a-550
hemoproteid 550 zelazoporfiryna c (3-521
Y-415
uUV. 257
Typ IV protohem Nieaktywny a-557
hemoproteid 557 (3-528
y-423,5
uvVv.276
Typ V DNA Nieaktywny Utleniony
flawoproteid FMN 445,375
Typ VI U 7.266
apoenzym DNA Nieaktywny UV 260

Naturalng formg enzymu jest cytochrom b2 (typ 1) zawierajacy DNA
oraz dwie grupy protohemowe i dwie grupy flawinowe zwigzane z jedng
czasteczky biatka (9, 10, 31).
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Morton i Shepley (30) otrzymali krystaliczng forme cytochro-
mu b2 pozbawiong DNA, ale zawierajgca ekwimolarne ilosci FMN i pro-
tohemu (typ Il). Otrzymywano jg przez trzykrotng krystalizacje typu |
i 15—25-godzinng dialize wobec siarczanu amonu (0,5 i 0,7 nasycenia,
pH 8,0). Supernatant po dializie zawierat DNA, a wytracone biatko po-
zbawione byto tego sktadnika. Biatko ponownie dializowano wobec roz-
tworu mleczan-EDTA — siarczan magnezu w pH 6,8. Po okoto 24 dniach
pojawiaty sie heksagonalne krysztaty typu Il cytochromu b2 ktére roz-
nity sie znacznie od krystalicznego typu li (rysunek 3; poréwnaj z rysun-
kiem 1).

Usuniecie DNA nie zmieniato aktywnosci specyficznych enzymu z réz-
nymi akceptorami elektronéw, a w niewielkim tylko stopniu obnizato
statg sedymentacji i przesuwato maksimum absorpcji w ultrafiolecie.

Hemoproteid 550 (typ Ill) jest enzymatycznie nieaktywng formg cyto-
chromu b2nie zawierajagcg FMN (31). Otrzymano jg w postaci nieregular-
nych, krystalicznych ptytek. Hemoproteid 550 zawiera jedng grupe he-
mowg na czasteczke biatka, jego ciezar czgsteczkowy jest prawdopodob-
nie mniejszy niz cytochromu b2 a podczas elektroforezy podobnie jak
natywny enzym wedruje jako pojedynczy skiadnik. Widmo absorpcji
zredukowanej i utlenionej formy hemoproteidu 550 jest podobne do wid-
ma cytochromu ¢ z migénia serca konskiego i drozdzy, a niewielka réz-
nica w ultrafiolecie spowodowana jest obecnoscia 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 usuniecie FMN i wytracenie biatka siarczanem amonu w pH 3.2
krystalizowat wolno w postaci prostokagtnych ptytek. Analiza sedymenta-
cyjna wykazata jednorodnosé biatka. Potozenie maksiméw absorpcji wska-
Zuje, ze grupg prostetyczna, podobnie jak w cytochromie b2 jest proto-
hem. Strata aktywnos$ci tej formy cytochromu b2 jest proporcjonalna do
ilosci usunietego FMN-u. Inkubacja z fosforanem ryboflawiny powoduje
przywrocenie aktywnosci (31).

Otrzymanie flawoproteidu (typ V) przez selektywne usuniecie grupy
hemowej z cytochromu b2 nastreczato duze trudnosci ze wzgledu na labil-
nos¢ flawiny. Morton (31) zastosowat z powodzeniem metode opartg
na rozpuszczaniu cytochromu b2w 0,1M KCN i dziataniu acetonem w -5°C.
Aktywnos$ci nieczynnego enzymatycznie flawoproteidu nie udato sie przy-
wréci¢ przez inkubacje w 0°C z protohemu. Flawoproteid byt nietrwaty
i tatwo ulegatl denaturacji z jednoczesng dysocjacjag grupy flawinowej.

Rownoczesne odtgczenie grupy flawinowej i hemowej uzyskat Mor -
ton (31) dziatajgc na typ I cytochromu b2zakwaszonym acetonem w tem-
peraturze -40 do -50°C. Bezbarwny apoenzym (typ VI) miat maksimum
absorpcji przy 260 mu-. Inkubacja z protobemem i fosforanem ryboflawi-
ny przywracata aktywno$¢ enzymatyczng.
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1V. Mechanizm utleniania mleczanu

Cytochrom b2katalizuje reakcje utleniania kwasu mlekowego do kwa-
su pirogronowego w obecnosci odpowiednich akceptoréw elektronéw: ze-
lazicyjanku, cytochromu c, biekitu metylenowego, 2,6-dwuchlorofenolo-
-indofenolu, 2-naftochinono-4-siarczanu oraz tlenu (1, 5 13, 15, 29).

Zprac Alberty i Chance’a (1, 20) wynika, ze utlenienie kata-
lizowane przez enzymy flawinowe moze przebiegaé¢ trzema réznymi dro-
gami:

1 Utlenienie podwdjnego kompleksu:

E4S ES
ES-A0K>E ) S + Azet

(E —enzym, P — produkt, S— substrat, Aox, Azred— formy utleniona
i zredukowana akceptora).
2. Powstanie kilku podwdéjnych (a) lub potréjnych (b) komplekséw:

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 posrednich zredukowanych form enzymu:

E+S->ES

ES —>Ezed - P

1 J A F1o | A
wmizred. "I' L ox Liox" | “wmzred.

Z pierwszych badan kinetycznych Mortona i wsp. (29) wynikato, ze
mechanizm utleniania mleczanu przez cytochrom b2 zmienia sie w zalez-
nosci od akceptora elektronéw. W przypadku zelazicyjanku jako akcep-
tora reakcja miata przebiega¢ z utworzeniem potréjnego kompleksu (we-
dtug drogi 2b) i zelazicyjanek byitby redukowany tylko przez flawine.
Jednak plzniejsze badania Mortona i Sturtevanta (33) wska-
zuja, ze podczas redukcji zelazicyjanku podobnie jak cytochromu c po-
wstaja posrednie zredukowane formy enzymu (wedtug drogi 3) i kompleks
flawina-mleczan jest utleniany przez protohem, ktéry oddaje elektrony
na zelazicyjanek lub cytochrom c. Badania reakcji z 2,6-dwuchlorofenolo-
-indofenolem i innymi akceptorami réwniez sugeruja mechanizm zacho-
dzacy wedtug drogi 3 (29). Bezposredni udziat flawiny jako pierwszego
akceptora elektronéw z mleczanu stwierdzili Hasegawa i Ogu-
ra (23). Po kilkugodzinnej inkubacji cytochromu b2z ryboflawing i na-
stepnym wytraceniu biatka siarczanem amonu, enzym nie ulegat redukcji
przez mleczan, a jedynie przez dwutionian, co wykluczato udziat proto-
hemu jako bezpos$redniego biorcy elektronéw z substratu. Chance



[9] CYTOCHROM b2 39

i wsp. (19) miareczkujac cytochrom b2 mleczanem obserwowali redukcje
flawiny i hemu. Przeniesienie elektronéw zachodzi wiec wewnatrzcza-
steczkowo z jednej grupy prostetycznej na druga.

Reakcja cytochromu b2z zelazicyjankiem jest rzedu zerowego (5, 25,
33), za$ z fizjologicznymi akceptorami elektronéw takimi jak cytochrom c
przebiega wedlug kinetyki reakcji pierwszego rzedu (5).

Optimum pH dziatania enzymu zalezne od rodzaju akceptora elektro-
néw wynosi: dla zelazicyjanku — 8,0, dla cytochromu ¢ — 7,0, a dla bie-
kitu metylenowego — 6,8 (4, 5).

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

2CHXCHOHCOO- + 02-> 2CH3COCOO0- + 2HaO

Poniewaz dodanie katalazy nie zwieksza szybkosSci reakcji w tych wa-
runkach, mozna wykluczy¢ mechanizm prowadzacy do powstawania wody
utlenionej (16). Optymalne pH dla tlenu jako akceptora jest zblizone do
obojetnego. Boeri i Rippa (16) stwierdzili, ze szybko$¢ redukcji 02
jak réwniez cytochromu c, zalezy od sity jonowej, podczas gdy redukcja
zelazicyjanku nie jest od niej zalezna. Jony zelaza, kobaltu, magnezu,
molibdenu, aktywujg redukcje tlenu przez cytochrom b2 miedZz wywiera
efekt przeciwny.

Utlenianie mleczanu przez cytochrom b2 jest reakcjg odwracalng.
W warunkach $ci$le beztlenowych uzywajac zredukowanego fosforanu
ryboflawiny Boeri i wsp. przeprowadzili w obecnosci cytochromu b2
redukcje pirogronianu do mleczanu (15).

Schemat 2. Reakcja mleczanu z centrum aktywnym cytochromu b2 (wg 21)

Dickstein badajagc wptyw hydroksykwaséw oraz kwaséw ttusz-
czowych (21) na aktywno$¢ cytochromu b2 podal miejsca przytgczania
mleczanu do powierzchni enzymu. Zgodnie z teorig tréjpunktowego przy-
czepiania substratu (40) czynnymi miejscami ze strony enzymu sg atomy
azotu Nx i N1 pierscienia izoalloksazyny oraz 5 guanidynowe grupy argi-
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niny. Ze strony substratu reaguja grupy H i OH w pozycji a i grupa
karboksylowa (schemat 2).

Cytochrom b2 jest jedynym znanym obecnie enzymem posiadajagcym
dwie grupy prostetyczne, biorgce prawdopodobnie réwnorzedny udziat
w utlenianiu mleczanu. Obydwie te grupy znajdujg sie obok siebie w sze-
regu komorkowych przenos$nikow elektrondw.

Fizjologiczna rola cytochromu b2w drozdzach nie jest znana. W lite-
raturze brak jest dotychczas danych dotyczagcych mechanizmu powsta-
wania kwasu L-mlekowego w drozdzach (37). Badania nad funkcjg cyto-
chromu b2 nalezatoby zatem, by¢ moze, skierowaé na poszukiwanie drog
metabolicznych prowadzacych do powstawania kwasu L-mlekowego w ko-
morkach drozdzy.
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ZBIGNIEW PRASAL *

Ceruloplazmina

Ceruloplasmin

The isolation, determination, physico-chemical properties and enzymatic activity
of ceruloplasmin are reviewed.

Ze wszystkich pierwiastkow wystepujacych w zywych organizmach
w ilosciach sladowych miedz wykazuje najwieksze powinowactwo do bia-
tek, a miedzioproteidy wykryto u bakterii, roslin i w rdznych tkankach
zwierzat. Wiekszo$¢ miedzioproteidow posiada wiasnosci enzymatyczne.
Duze zainteresowanie w tej grupie zwigzkdw budzi ceruloplazmina, mie-
dzioproteid zwierzecy o funkcji oksydazy. Jest ona gtéwng oksydazg oso-
cza krwi (101, 125), kontroluje uktad hematopoezy (115), jest no$nikiem
transportujagcym miedz i usuwajagcym szkodliwy jej nadmiar z krwi do
z6kci (44, 63) oraz petni funkcje regulatora wchianiania miedzi z przewo-
du pokarmowego (110, 123). W chorobie Wilsona (126) i w schizofrenii (146)
poziom ceruloplazminy jest obnizony, a sg sugestie, ze podwyzszenie po-
ziomu ceruloplazminy moze sie okaza¢ skutecznym lekiem (8, 47). O roli
ceruloplazminy w zagadnieniach klinicznych pisali Wald, Muraw -
ski i Schajbel (123). Wiasnosci fizyko-chemiczne i enzymatyczne
ceruloplazminy nie zostaly jeszcze dokiladnie zbadane. Nie znamy jej
struktury pierwotnej i wtérnej ani budowy jej centrow aktywnych. Nie
wiadomo tez, czy wystepowanie ceruloplazminy w krwi ssakéw jest cechg
swoistg i czy heterogennos¢ tego biatka jest uwarunkowana genetycznie.
Niepetne, a niekiedy dyskusyjne wiadomosci o ceruloplazminie skianiajg
do rozpatrywania jej wilasnosci na tle irinych miedzioproteiddw. Dane
0 wystepowaniu i budowie miedzioproteidow naturalnych zebrano w ta-
blicy 1.

Na szczegélng uwage zastuguja miedzioproteidy o funkcji enzymatycz-
nej.

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

* Dr adiunkt Katedry Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie.
Wykaz stosowanych skrétéw: ESR — elektronowy rezonans spinowy, PPD —
p-fenylenodwuamina, DIECA — dwuetylodwutiokarbaminian.
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Nazwa

Hemocjanina

Cerebrokupreina
Erytrokupreina
Hepatokupreina

Hemokupreina

Azurina

Niebieskie
biatko
Niebieskie
biatko

Plastocjanina

Tyrozynaza

Lakaza

Oksydaza kw.
L-askorbinowego
Oksydaza
cytochromowa

Oksydaza
monoaminowa

Oksydaza
galaktozowa
Urykaza
Transsulfuraza
[3-merkaptopiro-
gronianu
(3-hydroksylaza
3, 4-dwuhydro-
ksyfenyloetylo-
aminy

Ceruloplazmina
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Wiasno$ci miedzioproteidéw

Wystepowanie

homary
Slimaki

mozg
erytrocyty
watroba wolu
erytrocyty,
watroba

bakterie
Bordetella,
Pseudomonas
aeruginosa

fasola

(Phaseolus aureus)

drzewo zywicz-
ne (Rhus verni-
cifera)
chloroplasty

ziemniaki, grzyby,
czerniaki, pocz-
warki motyla Ce-
lerio euphorbiae
sumak garbar-
ski, grzyby
moszcz

serce, watroba

mitochondria
watroby, osocze
krwi, rosliny
plesnie Polipo-
rus circinatus

watroba

surowica ludzka
i zwierzeca

m. czgst.
X103

780

6700

35

33
30—40

30

23

25

130

120

150

530

247

75

120

35—40

151—162

% miedzi flos¢ Cu
w czasteczce
0,16 20
0,19 200
0,30 2
0,32—0,36 2
0,30—0,40 2
0,35 2
1
0,28
0,33 1
0,20 4
0,22 4
0,25 6
3
atomy na mol
cytoheminy
4
1
0,007 1
1
4—7
0,32 8
0,34

[2]

Tablica 1

PiSmiennict-
wo

38, 41
64

100

63, 80
78
78

17, 77

114

41

58

29, 60, 61
65, 74

87, 88, 89

99

56

120, 72

39

75

36, 37

68

51
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przypuszczano, ze tyrozynaza zawiera tylko miedZ dwuwarto$ciows, jed-
nak Kertesz wykazat metoda dwuchinolilowg takze obecno$¢ miedzi
jednowartoSciowej (62). Rodzima forma tyrozynazy zawiera wedtug
Flinga i wsp. (40) jedynie miedZ jednowarto$ciowg. Zmienne ilosci
Cu2+ znajdowane metodg elektronowego rezonansu spinowego (ESR)
w niektérych preparatach przypisano czeSciowej denaturacji enzymu (13).

Lakaza (oksydaza p-dwufenolowa, EC— 1.10.3.2) katalizuje przeno-
szenie czterech elektronéw z p-dwufenoli i p-dwuamin na tlen czastecz-
kowy. Badania spektrofotometryczne (76) i pomiary ESR (17) wykazaty,
ze w czasie reakcji miedZz enzymu zmienia wartosciowos$é podobnie jak
w ceruloplazminie.

Oksydaza kwasu L-askorbinowego (EC — 1.10.3.3) znana jest od
1930 roku (119). W czasie dziatania enzymu odbywa sie wymiana jego
miedzi z jonem miedziowym $rodowiska (73). Zjawisko to ttumaczono
zmiang wartosciowosci miedzi enzymu, gdyz Cu+ winna wymienia¢ sie
fatwiej niz Cu2+ (96). Okazato sie jednak, ze nawet w nieobecnosci sub-
stratu enzym zawiera nie tylko miedZz dwuwartosciowa, lecz takze jed-
nowartosciowg, a stosunek Cu+ do Cu2+ wynosi 1:1, a nie 1:3, jak suge-
rowaty wyniki uzyskane metoda dwuchinolilowg (99). Obecnos$¢ miedzi
jednowartosciowej w oksydazie kwasu askorbinowego powoduje tworze-
nie sie HA 2 ktéra inaktywuje enzym, nie warunkuje natomiast jego nie-
bieskiej barwy ani tez aktywnoSci (99).

Oksydaza cytochromowa (EC— 1.9.3.1) katalizujgca utlenienie zredu-
kowanego cytochromu c sktada sie z cytochroméw a i a3w stosunku mo-
lowym 1.1 (67). Jako grupy prostetyczne zawiera ona 5 moli cytohemi-
ny (56). MiedZz dwuwartoSciowa tego enzymu przypuszczalnie ulega re-
dukcji przez cytochrom q i ponownej oksydacji przez tlen czasteczko-
wy (87). Redukcja Cu2+ jest tak szybka, ze nie mozna jej stwierdzi¢ spo-
sobem Bray’a opartym na pomiarze ESR (14). Ostatnio dyskutuje sie
mozliwos¢ wzajemnego oddziatywania pary: Cu+— Cu2+ w enzymie (5).

Oksydaza monoaminowa (EC—ml.4.3.4) znana jest od 1928 roku (45).
Enzym jest mato swoisty, dos¢ trwaty w niskiej temperaturze, lecz wraz-
liwy na ciepto (28). R6zowy enzym roslinny traci aktywno$¢ pod wpty-
wem 2,2'-dwupirydylu i 2,10-fenantroliny (79). Serotonina nie jest sub-
stratem dla oksydazy monoaminowej. Dwudodatnia wartosciowos¢ miedzi
enzymu nie zmienia sie podczas utleniania monoamin alifatycznych
pierwszo-, drugo i trzeciorzedowych (127).

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

Urykaza (EC — 1.7.3.3) katalizuje rozktad kwasu moczowego.

Transsulfuraza P-merkaptopirogronianowa (EC — 2.8.1.2) katalizuje
odtgczenie siarki z substratu (HS-CH = COH-COOH) i jej przeniesienie na
SOjrz utworzeniem S203-, jak rowniez na CN- z utworzeniem SCN~ (37).
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(3-hydroksylaza 3,4-dwuhydroksyfenyloetyloaminy (EC — 1.14.2.1)
przeksztatca substrat w noradrenaline (68). Enzym ten jest drugg obok ty-
ronazy hydroksylazg ssakéw otrzymang w formie jednorodnej i zawie-
rajacg miedz. Mimo zawartosci Cu+ i Cu2+ enzym jest bezbarwny. Pod-
czas dziatania enzymu Cu2+ podlega cyklicznej redukcji i oksydacji, po-
dobnie jak w ceruloplazminie.

Ceruloplazmina jest a2miedzioglobuling o witasno$ciach oksydazo-
wych. Holmberg i Laurell w 1948 roku wykryli ja w surowicy
ludzkiej i wieprza (51). Zawarto$¢ ceruloplazminy w surowicy ludzkiej
waha sie w granicach 15—30mgffo, a w innych ptynach i narzadach jest
nieznaczna (123). W surowicy ludzkiej wykrywa sie ja w immunoelektro-
forezie we frakcji a2globulinowej IV (49).

I. Otrzymywanie i oznaczanie ceruloplazminy

Ceruloplazmine otrzymywano z surowicy wieprza (51, 97), z surowicy
ciezarnych (51), z frakcji IV Cohna (33, 86, 108, 118), z surowicy pozatozy-
skowej (16), frakcji G2 (27) i frakcji resztkowej B osocza ludzkiego (107).
Biatko towarzyszgce usuwano za pomocg frakcjonowania siarczanem amo-
nu (33, 51, 93, 97) i zimnym etanolem (51, 93, 104, 107, 117), a takze dena-
turacji cieplnej (93) lub mieszaning chloroformu i 9% etanolu (1:9) (51,
83, 97), mieszaning eteru i 90% etanolu (1:9) (107) oraz rywanolem (117).
Stosowano tez niskonapieciowg (93) i wysokonapieciowag (109) elektrofo-
reze kolumnowg oraz chromatografie kolumnowg na DEAE-celulozie (27,
33, 83, 107, 118), na hydroksyloapatycie (16, 33, 107), DEAE-Sepha-
dex (16) i Sephadex G-100 (16) z elucjag wedtug liniowego gradientu so-
li (35, 66). Do sterylizacji frakcji uzywano j*-propionolaktonu (118).

Najstarsza metoda Holmberga i Laurella (51) nie pozwalata
uzyska¢ jednorodnej ceruloplazminy z tatwo dostepnego materiatu wyj-
Sciowego jakim jest krew wieprza. Metode te modyfikowano w celu uzy-
skania jednorodnego produktu, zmieniajac kolejnos¢ etapdw (93), zaste-
pujac etanolowo — chloroformowe wytracanie biatek towarzyszacych
chromatografia na DEAE-celulozie (97, 107) lub wprowadzajagc wysoko-
napieciowg elektroforeze kolumnowag na nos$niku celulozowym w apara-
cie LKB 3340 zamiast izoelektrycznego strgcania biatek i ich frakcjono-
wania chloroformem i etunolem (104).

Jako zrodto ceruloplazminy wykorzystywano tez wzbogacone w a2glo-
buliny frakcje odpadkowe przy produkcji y-globulin i albumin (16, 33, 85,
108, 118).

Krystaliczng ceruloplazming z frakcji 1V-1 Cohna otrzymali
Deutsch i wsp. (33). Richterich i wsp. (107) wyizolowali izoen-
zymy C-C i C-D ceruloplazminy z frakcji resztkowej B osocza ludzkiego,
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otrzymywanej wedtug Nitschmana i wsp. (90). R6znice wiasnosci
izoenzyméw podano w tablicy 2.

Rynek krajowy nie rozporzgdza wiasnymi preparatami ceruloptazmi-
ny. Handlowa amerykanska ceruloplazmina RC zawiera w Iml 10,95mg
biatka i 22"g miedzi (czysto$¢ 60%), ceruloplazmina M z firmy Merck
zawiera w Iml 11,94mg biatka i 32(tg miedzi (czystos¢ 80°/0).

Tablica 2

Wiasnosci fizykochemiczne izoenzymoéw
ceruloplazminy (wg 107)

Izoenzymy ceruloplazminy

Cc-C C-D

Masa czgsteczkowa 148 000 125 000
llo§¢ atomoéw Cu/mol 8 6
Cu/N, % 2,10 1,80
Cul/biatko, % 0,34 0,32
heksoza/biatko, % 7 3,2
p 280 m[i

1%, 1 cm 17,6 15,7
P 605 m[1

1%, 1cm 0,56 0,54
KmPPD 5,9 «10-“ 4,2 -10-“

Do oznaczania ceruloplazminy stosuje sie: pomiar spektrofotome-
tryczny przy 610mia jej biekitnego zabarwienia (31, 111), oznaczanie za-
wartosci miedzi (83, 94) lub pomiar aktywnos$ci enzymatycznej metoda
manometryczng (52) lub kolorymetryczng (53, 105).

Widma absorpcyjne niektérych zwiazkéw chemicznych (salicylan ze-
lazowy (43), fiolet Pontacyl 6R (48) oraz zasada Bandrowskiego (6)) sa
prawie identyczne z widmem absorpcyjnym produktu utlenienia p-feny-
lenodwuaminy (PPD) przez ceruloplazmine. Rice (106) opracowat me-
tode standaryzacji aktywnosci ceruloplazminy w jednostkach miedzyna-
rodowych za pomoca wzorcowych roztworéw zasady Bandrowskiego.

Najczulsze sg metody immunochemiczne pozwalajgce na wykrycie
5—I0ng ceruloplazminy (8). Oznaczanie polega na precypitacji cerulo-
plazminy przy uzyciu kroliczej surowicy antyceruloplazminowej i ozna-
czeniu ilosci biatka w precypitacie (109).

1. Wiasnosci fizyko-chemiczne preparatéw ceruloplazminy

Na podstawie sktadu aminokwasowego krystalicznej ceruloplazmi-
ny (33) obliczono jej mase czasteczkowg na 152 000, z oznaczeh miedzi
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i danych sedymentacyjnych na 160 000, réznice przypisujac obecnosci
weglowodanow.

Widmo absorpcyjne rodzimej ceruloplazminy wykazuje dwa maksima:
przy 610m~ i 280m~. lloraz wartosci absorpcji przy 610mu i 280mM\+ sta-
nowigcy miare oczyszczenia preparatu waha sie dla najlepiej oczyszczo-
nych preparatéw od 0,0318 (107) do 0,043 (16, 33).

Zawarto$¢ miedzi w preparatach ceruloplazminy wynosi od 0,32 do
0,34°/o, co w przeliczeniu na mase czasteczkowg 152 000 daje osiem ato-
moéw miedzi w czasteczce. lloraz Cu:N oscyluje okoto wartosci 0,02.

Szczego6lnie intensywna w poréwnaniu do sztucznych miedzioproteidéw
niebieska barwa ceruloplazminy wzbudzita zainteresowanie wielu auto-
réow (10, 22, 91). Najintensywniejsza jest barwa (EjI*™m= 0,68) rodzimej
formy ceruloplazminy. Pierwotnie niebieskg barwe przypisywano kom-
pleksowi miedzi ceruloplazminy z tlenem czasteczkowym (91). Pomiary
jadrowego rezonansu magnetycznego sugerujg, ze chromoforem jest Cu2+,
a réznica intensywnos$ci barwy w porownaniu do biatek zawierajgcych
Cu2+ spowodowana jest obecnoscig w ceruloplazminie przynajmniej jed-
nej sprzezonej pary: Cu2+—Cu+, w ktdrej elektron z Cu+ przeskakuje
na luke w orbicie 3d atomu Cu2+ (10). Niebieska barwa jest trwata w 25°
w pH 4,93 — 7,05. Odbarwienie nastepuje po dodaniu czynnika reduku-
jacego lub przy zmianie pH. W pH 7,95 — 9,08 intensywno$¢ barwy przy
610mjx maleje w czasie zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego rzedu.
W pH 3,59—4,27 szczyt przy 610mio, zanika, a rdwnocze$nie pojawia sie
przejsciowo w widmie absorpcyjnym nowy szczyt przy 435mhi (22, 23).
Odwracalne pojawianie si¢ i zanikanie szczytu przy 610mi-i zachodzi za-
rowno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych, co wskazuje, ze od-
barwienie nie jest spowodowane dysocjacja kompleksu miedzi cerulo-
plazminy z tlenem czasteczkowym (25). Odwracalnie odbarwiona cerulo-
plazmina denaturuje sie z tg samg szybkoscig jak rodzima ceruloplazmina,
co wskazuje, ze atomy miedzi sg jeszcze silnie zwigzane z biatkiem (25).
EDTA 0,1M i stezone roztwory mocznika powodujg spadek wartosci ab-
sorpcji przy 610mu., proporcjonalny do utraty miedzi w ceruloplazmi-
nie (81).

Izotop miedzi 64Cu wprowadzony do ustroju wigze sie poczgtkowo
z albuming surowicy, a potem przenosi sie do frakcji globulinowej i wia-
cza sie w nowo syntetyzowang czasteczke ceruloplazminy (7). Sposob
powigzania miedzi z albuming surowicy jest odmienny niz z ceruloplaz-
ming (39). Kompleks Cu — albumina reaguje bezposrednio z dwuetylo-
dwutiokarbaminianem i traci podczas dializy jony miedzi. Natomiast ce-
ruloplazmina nie reaguje bezposrednio z tym odczynnikiem i nie odszcze-
pia jonéw miedzi podczas dializy przy pH okoto 7 (104). Z o$miu atomow
miedzi w ceruloplazminie tylko cztery mogg sie wymieniaé w obecnosci
askorbinianu z izotopem miedzi 64Cu (110). Dtuzsze trawienie chymotryp-
syna ceruloplazminy ludzkiej (19) i zwierzecej (104) powoduje, ze potowa
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ilosci atomow miedzi dializuje. Badania jadrowego rezonansu magnetycz-
nego i ESR dowiodty, ze potowa atom6éw miedzi w ceruloplazminie istnieje
jako Cu2+, a potowa jako Cu+,zasredukcji jonéw miedzi towarzyszy zmia-
na ksztattu czasteczki ceruloplazminy (10). Obserwacje te wskazujg, ze
z oSmiu atomOw miedzi cztery sg labilnie zwigzane z biatkiem, a pozo-
state sg umieszczone w glebi czasteczki i usztywnione przez elementy
wtdrnej struktury biatka. Atomy miedzi utrwalajg trzeciorzedowg struk-
ture ceruloplazminy. Znaczne ostabienie wigzania miedzi z biatkiem ulat-
wia denaturacje enzymu (25).

Osiem atomow miedzi mozna usung¢ odwracalnie z czasteczki cerulo-
plazminy za pomocg dwuetylodwutiokarbaminianu (DIECA) w obecnosci
askorbinianu (85) lub cysteiny (84). Reakcja z DIECA przebiega powoli,
mozna ja zahamowaé podwyzszajac pH z 5,0 do 6,0, a ilos¢ wytworzonego
kompleksu miedzi z DIECA mozna mierzy¢ spektrofotometrycznie (1).
Odtworzenie ceruloplazminy w maksymalnym stopniu nastepuje po do-
daniu 68j-ig Cu2+ i 20LAg kwasu askorbinowego do 2ml r°/o roztworu apo-
ceruloplazminy w 0,2M buforze octanowym o pH 54. Przy uzyciu mniej-
szych ilosci miedzi intensywno$¢ odtworzonej niebieskiej barwy jest
w przyblizeniu proporcjonalna do ilosci dodanej miedzi. Wiasno$ci od-
tworzonej w ten sposéb ceruloplazminy odpowiadajg wiasnosciom formy
rodzimej (1). Po usunieciu za pomocag EMNECA okoto potowy atoméw mie-
dzi i poddaniu preparatu swobodnej elektroforezie, obserwuje sie dwa
wierzchotki odpowiadajace dwu frakcjom biatkowym. Dodanie rodzimej
ceruloplazminy do mieszaniny zawierajgcej apoceruloplazmine i jony
miedzi nie wplywa na jakoSciowy obraz elektroforetyczny. Nie zaobser-
wowano dotychczas trwatych form ceruloplazminy zawierajgcych wiecej
niz zero, a mniej niz osiem atomow Cu w czasteczce, ani podczas odszcze-
piania miedzi ani w czasie odtwarzania ceruloplazminy. Przypuszcza
sie (1), ze pierwszy uwalniajacy sie, albo wigzacy jon miedzi wplywa na
konformacje czasteczki biatka co utatwia odszczepianie lub przytaczanie
nastepnych jonéw Cu. *

Frieden i Walter (41, 125) badajac kinetyke reakcji oraz wptyw
CN~ i EDTA wysuneli koncepcje dwdch centréw katalitycznych w ceru-
loplazminie. Jedno z nich miatoby by¢ odpowiedzialne za utlenienie
p-fenylenodwuaminy (PPD) i askorbinianu, a drugie — wytgcznie za utle-
nienie PPD. Budowa centrow aktywnych w ceruloplazminie nie jest zna-
na. Grupy sulfhydrylowe nie biorg zapewne udziatu w wigzaniu miedzi,
gdyz zaréwno ceruloplazmina jak i apoceruloplazmina zawierajg jedng
tylko grupe sulfhydrylowg (57). Miareczkowanie acydymetryczne wska-
zuje natomiast na udziat reszt histydyny, lizyny lub tyrozyny w ksztat-
towaniu centrow (57).

Zaréwno ceruloplazmina ludzka (57) jak i zwierzeca (104) zawieraja
18 aminokwaséw. N — koricowymi aminokwasami sg: walina (0,9 reszty)
i lizyna (0,3 reszty) (57). Zawarto$¢ poszczegélnych aminokwaséw w kry-

4 Postepy Biochemii
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stalicznej ceruloplazminie ludzkiej oznaczono w analizatorze aminokwa-
sowym (116).

Tablica 3

Sktad aminokwasowy ceruloplazminy
ludzkiej (wg 57)

1lo$¢

Aminokwasy
reszt/gramoczasteczka

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

* Uwzgledniajgc cze$ciowe straty podczas 20 godzinnej hydro-
lizy w 6N HCL w temp. 110°C wprowadzono poprawki dla:
Tre — 6%, Ser — 10%, Tyr — 5%.

Ceruloplazmina rozpuszczona w 6M lub 8M roztworze mocznika traci
barwe i w elektroforezie na zelu skrobiowym daje jedng szybko i trzy
wolniej wedrujgce frakcje (103). Po zredukowaniu i zalkilowaniu cerulo-
plazminy ilo$¢ frakcji maleje do dwdch kosztem wolno wedrujacych, na-
tomiast apoceruloplazmina wykazuje w tych warunkach sze$¢ wyraznych
frakcji. Obserwacje te dowodzg obecnosci kilku r6znych podjednostek (57).
Potraktowanie ceruloplazminy merkaptoetanolem w stezeniu 0,01 — 1,0M
nie powoduje powstania pasm w elektroforezie zelowej. Nie wydaje sie
azeby dziatanie mocznikiem i nastepnie dializa, jak rowniez redukcja'
i alkilowanie ceruloplazminy powodowaly znaczne zmniejszenie zawar-
tosci miedzi (103). Metodg sedymentacji okreslono masy czasteczkowe
podjednostek ceruloplazminy w przyblizeniu na 5000 (57). Rozszczepienie
czasteczki ceruloplazminy w obecnosci mocznika na kilka podjednostek
potwierdzono drogg ultrawirowania oraz wykazujac obecno$¢ przynaj-
mniej dwu immunologicznie czynnych skiadnikéw (102, 103). Réwniez
krystaliczna ceruloplazmina okazala sie kompleksem antygenowym (57).
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Obecnos¢ komponenty weglowodanowej w czasteczce ceruloplazminy
potwierdzito wielu autoréw (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 wypetniaczu Sephadex G-25 cerulo-
plazminy trawionej proteazg doprowadzito do wyodrebnienia frakcji gli-
kopeptydowej ztozonej w 65% z weglowodanéw, kwasu asparaginowego
i kwasu glutaminowego. Frakcje te rozdzielono na DEAE-celulozie przy
niskim pH i sile jonowej na kilka podfrakcji, w ktorych wystepowaty
dwie lub trzy reszty aminokwas6w, najczesciej kwasdw asparaginowego
i glutaminowego oraz treoniny, proliny i glicyny. Dla wiekszosci tych
frakcji stosunek kwasu asparaginowego do sialowego byt bliski jednosci,
a treoniny do kwasu sialowego wynosit 1:3.

Zagadnieniem wystepowania ceruloplazminy w wielorakich formach
(izoenzymy) zainteresowano sig, kiedy Broman (15) frakcjonujac ten
enzym na kolumnie wypetnionej hydroksyloapatytem otrzymat dwie frak-
cje o aktywnosci oksydazowej. Moreli i Scheinberg (86) frak-
cjonujac na kolumnach z hydroksyloapatytem i DEAE-celulozg cerulo-
plazmine (z frakcji IV-1 Cohna surowic od 9109 dawcow) wykazali elek-
troforetycznie obecno$¢ co najmniej czterech ,,ceruloplazmin”. Oznaczyli
oni frakcje homogenng literg C, a frakcje mikroheterogenng literg D i dla
odréznienia od transferyny wprowadzili skroty C-C (ceruloplazmina) i C-D
(ceruloplazmina mikroheterogenng). Analiza elektroforetyczna innego pre-
paratu ceruloplazminy o symbolu firmowym DWZ 71 potwierdzita istnie-
nie pieciu wyraznych frakcji o wtasnosciach ceruloplazminy (2). Tq sama
technikg w jednej z czterdziestu trzech surowic ciezarnych kobiet wykry-
to pasmo ceruloplazminy o anormalnej, zwiekszonej migracji. Wyodreb-
nione z frakcji resztkowej B osocza ludzkiego frakcje C-C i C-D uznano
za izoenzymy ceruloplazminy (107). Dalsze ciekawe badania przeprowa-
dzono w oparciu o elektroforeze na zelu skrobiowym, immunoelektrofo-
reze i ultrawirowanie. Dysponujac probkami ceruloplazminy z réznych
zrodet (Francja, USA) stwierdzono w kazdym wypadku ich niejednorod-
no$¢ (103). Ostatnio za pomocg chromatografii kolumnowej na hydroksy-
loapatycie krystalicznej, homogennej ceruloplazminy otrzymano w elua-
tach frakcje rdéznigce sie ruchliwosciami elektroforetycznymi, masg cza-
steczkowg i zawartoScig miedzi (32).

Badania nad biatkami i enzymami surowicy wykazaty, ze niektore
z nich uznawane pierwotnie za homogenne sg w istocie heterogenne. He-
terogennosé biatek (enzymoéw) moze oznaczac istnienie form spolimeryzo-
wanych powstatych z macierzystych czasteczek i pozostajacych ze sobg
w rownowadze (albumina surowicy i haptoglobina Il), lub wystepowanie
izoenzymow danego enzymu powstatych w wyniku kontrolowanej gene-
tycznie biosyntezy (dehydrogenaza kwasu mlekowego, fosfataza zasado-
wa, esteraza cholinowa) (103). W przypadku ceruloplazminy zdania sg



52 Z. PRASAL [10]

podzielone, jedni autorzy sadza (10), ze otrzymane przez nich frakcje sa
polimerami, inni (86, 107) przypuszczajg, ze majg do czynienia z izoen-
zymami, wiekszos¢ za$ (27, 30, 103) przyjmuje, ze heterogenno$é ceru-
loplazminy wywotana jest polimeryzacjg czasteczek zachodzacg pod wpty-
wem réznych czynnikbw w czasie wyodrebniania, oczyszczania i prze-
chowywania preparatdw. Immunoelektroforegramy normalnej ludzkiej
surowicy wykazujg jedng wyrazng smuge precypitacyjng odpowiadajg-
cg ceruloplazminie (49). W niektérych przypadkach (surowice ciezarnych
lub probki przechowywane przez kilka tygodni) daje sie zaobserwowac
dodatkowo stabo dostrzegalna smuge, ktérej znaczenie nie jest dotych-
czas wyjasnione.

Analiza przebiegu chromatografii kolumnowej biatlek na DEAE-ce-
lulozie, a szczegdlnie na hydroksyloapatycie wskazuje na mozliwos¢
powstawania artefaktow, ktére moga sta¢ sie podstawg mylnych wnios-
kow o heterogennosci frakcji (12, 50). Wydaje sie, ze wyodrebnianie
»izoenzymoéw” C-C i C-D za pomocg chromatografii kolumnowej na hy-
droksyloapatycie, jak réwniez rozdziat krystalicznej, homogennej ceru-
loplazminy na frakcje (32) mogag by¢ traktowane jako artefakty. Zato-
zenie, ze rozdziat biatek na hydroksyloapatycie jest wyjatkowo selek-
tywny i dzieki temu udaje sie wyizolowa¢ izoenzymy ceruloplazminy,
trudno pogodzi¢ z faktem, ze nie sg one wykrywalne w krwi zdrowego
cztowieka metodg immunoelektroforezy.

I11. Wiasnosci enzymatyczne ceruloplazminy

Ceruloplazmine zalicza sie do lakaz zwierzecych, ktérych specyficz-
nos¢ jest stabo zdefiniowana. Lakazy, podobnie jak katecholaza i oksy-
daza kwasu L-askorbinowego katalizujg przenoszenie z o- lub p-dwufe-
noli czterech elektrondw na jedng czasteczke tlenu, przy czym powstaje
bezposrednio woda. Ceruloplazmina katalizuje utlenianie dwufenoli
i fenoli wielowodorotlenowych, a ponadto réwniez niektérych hydro-
ksyindoli, dwuamin i ich pochodnych metylowych oraz kwasu askorbi-
nowego (9, 95). Niska specyficzno$¢ komplikuje klasyfikacje ceruloplazmi-
ny i z tych wzgledéw nie umieszczono jej dotychczas w miedzynarodo-
wym wykazie enzymoéw.

Najlepszym substratem ceruloplazminy jest p-fenylenodwuamina
(PPD), a optimum dziatania enzymu przypada na pH 5—6. Wrazliwos$¢
substratu na dziatanie enzymu uwarunkowana jest obecnoscig w zwigz-
kach aromatycznych dwéch grup oddajacych elektrony: wodorotlenowej
lub aminowej w potozeniu orto lub para. Zwigzki z tymi grupami w po-
tozeniu meta sg o wiele mniej podatne, podobnie jak zwigzki zawiera-
jace w pierscieniu chlor i grupy nitrowe. N-alkilopochodne dwuamin
aromatycznych jak np. N,N-dwumetylo-p-fenylenodwuamina trudno
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ulegaja utlenieniu przy udziale ceruloplazminy, a jeszcze gorszymi sub-
stratami sg o-alkilopochodne dwufenoli (p-metoksyfenol nie jest w ogéle
utleniany).

Niska specyficzno$¢ substratowa ceruloplazminy jest powodem kon-
trowersyjnych pogladéw na jej role fizjologiczng. Jedni autorzy (95,
125) uwazajg ceruloplazmine za oksydaze askorbinianowg ustroju zwie-
rzecego, inni za$ (83) kwestionujg ten poglad i wiasnosci oksydazy kwa-
su askorbinowego przypisujg jonom miedzi zanieczyszczajagcym preparaty.
W tablicy 4 przedstawiono réznice miedzy utlenianiem askorbinianu ka-
talizowanym przez ceruloplazmine i jony miedzi. Przemawiajg one na
korzy$¢ pogladu, ze ceruloplazmina jest oksydazg kwasu askrobinowego
u zwierzat.

Tablica 4

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

Utlenianie askorbinianu katalizowane przez

ceruloplazming jony Cu(ll)
Km (jJtM) 13 7000
Stata szybkosci | rzedu 0,053 0,023
(minuty/jJ-M Cu)
Rzad reakcji przy 1005M zerowy pierwszy
askorbinianu
Optimum pH 6,0 7,5
Tworzenie H202 nie tworzy sie stechiometrycznie

H202 : askorbinian = 1

Hamowanie (%) przez:
10 jJM cytrynian 94 3
16 [i.M neokupreine 0 100

Z pomiaréw ESR wynika, ze kwas askorbinowy redukuje Cu2+ do
Cu+, a tlen odtwarza Cu2+ w ceruloplazminie (17), co wskazywatoby, ze
ma ona przynajmniej niska aktywno$¢ oksydazy kwasu askorbinowego.

Na aktywnos$¢ ceruloplazminy dziatajg hamujgco: aniony jedno i wie-
lowarto$ciowe (cyjanki, azydki, cyjaniany, cytryniany, dwuetylodwutio-
karbaminian, kwas etylenodwuaminoczterooctowy (EDTA), jony metali
amfoterycznych (Fe2+, Fe3+, Cu2+, Ni2+, Co3+, Mn2+, Zn2+, Cr3+) w steze-
niach powyzej 10-2M oraz promieniowanie ultrafioletowe (4, 94). Jony
chlorkowe oraz jony Fe2+ w niskich stezeniach sg aktywatorami ceru-
loplazminy (52, 124).

Kwas cytrynowy hamuje kompetycyjnie dziatanie ceruloplazminy na
kwas askorbinowy, p-fenylenodwuamine i IV,IV-dwumetylo-p-fenyleno-
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dwuamine (94, 104). Znaczne stezenie cytrynianu w surowicy ludzkiej
(1,4—3,2mg/100 ml) utrzymuje aktywnos$¢ oksydazy askorbinianowej ce-
ruloplazminy na niskim poziomie, co umozliwia zaoszczedzenie zredu-
kowanej formy kwasu askorbinowego (94). Metody bezposredniego po-
miaru aktywnos$ci oksydazowej ceruloplazminy w surowicy (48, 53, 105,
111) sg obarczone btedem wynikajagcym z wptywu cytrynianu.

Hamujacy wptyw azydkow zalezy od temperatury: 50°/0 zahamowa-
nie ceruloplazminy w 25° wymaga ich obecnosci w stezeniu 3*10~GM,
aw 7,5°—w stezeniu 4,610-6M (24).

Aktywno$¢ oksydazowa ceruloplazminy jest hamowana przez zwigzki
chelatowe (17, 21, 70). EDTA hamuje aktywno$¢ ceruloplazminy w 50%
przy stezeniu 10_8V. Hamowanie przez EDTA wzrasta ze spadkiem pH,
a mozna je cofng¢ zwiekszajgc stezenia jonéw metali amfoterycznych do
10-5M (98). Aktywnos¢ ceruloplazminy praktycznie nie zmienia sie pod
wptywem chlorkéw w stezeniu 10 _2M, jednak przy stezeniu IM naste-
puje catkowite zahamowanie. Podobnie jak EDTA, NaCl hamuje sku-
tecznie przy nizszych pH. Wptyw KC1, MgCl2 CaCl2 CsCl, LiCl jest po-
dobny do NaCl, natomiast A1C13 juz w stezeniu 3*10~3V1 hamuje w 50%
aktywno$¢ ceruloplazminy (98).

Holmberg i Laurell (52) oraz Curzon (20) probowali wy-
jasni¢ hamujacy wptyw aniondéw na czynno$¢ oksydazowa ceruloplazmi-
ny. W 0,5M NaCl i w okoto 0° ceruloplazmina zmienia swojg barwe
z niebieskiej na zielong i wykazuje zmiany w widmie elektronowym (11).
Jesli do ukiadu ceruloplazminy dodawaé¢ anionéw azydkowych, rodan-
kowych, cyjanianowych lub cyjankowych, to znika charakterystyczny
szczyt przy 610mju. Efekt ten wystepuje intensywniej przy pH 57 niz
przy pH 7. Holmberg i Laurell ttumaczyli inhibicje anionowg blokowa-
niem centréw kationowych istniejacych w czasteczce ceruloplazminy.
Curzon ttumaczyt to hamowanie utworzeniem sie kompleksu anionu
z miedzig ceruloplazminy, a dodatkowo zatozyt, Ze w procesie utlenia-
nia nastepuje anionowa stabilizacja miedzi enzymu na poziomie jedno-
warto$ciowym. Nienasycone ligandy anionowe N3~ i CNO- wykazujg
szczeg6lng daznos¢ do utrwalania nizszego stopnia utlenienia metali
amfoterycznych (92). W Swietle pogladéw na mechanizm enzymatyczne-
go dziatania ceruloplazminy, wedtug ktérych Cu2+ enzymu redukuje sie
przyjmujac jeden elektron z substratu i utlenia sie ponownie tlenem
czasteczkowym (17, 97), koncepcje Curzona zadowalajgco ttumaczg ha-
mujacy wplyw aniondw.

Jak juz wspomniano, utlenienie przy wspotudziale ceruloplazminy
jest stymulowane przez Fe2+ w nizszych stezeniach, natomiast wyzsze
stezenia dziatajg hamujgco. Wplyw jonoéw zelaza zalezy od pH; przy
nizszych pH wymagane jest wieksze stezenie Fe2+ dla maksymalnej sty-
mulacji. Stwierdzono (26), ze ceruloplazmina katalizuje szybkie utle-
nienie Fe2 do Fe3+. Jak nalezy zatem tlumaczy¢ aktywujace dziatanie
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Fe2+ w ukladzie ceruloplazmina — PPD? Okazato sie (97), ze w obecnosci
PPD nie dochodzi do utlenienia Fe2+ przez ceruloplazmine. Powino*-
wactwo Fe2+ jest znacznie wigksze w stosunku do PPD niz do cerulo-
plazminy i powstaje kompleks Fe2+— PPD. Podczas utleniania PPD
miedz ceruloplazminy jest w stanie zredukowanym i nie moze utlenié
zelaza. Po utlenieniu PPD jon metalu uwalnia sie z kompleksu i na-
tychmiast, zanim zostanie utleniony przez ceruloplazmine, wigze sie
z nastepng czasteczka substratu. Levine i wsp. (69) sa zdania, ze ato-
my miedzi ceruloplazminy wigzg sie z n elektronami utlenianego sub-
stratu tworzac aktywny kompleks enzym — substrat. Atomy miedzi enzy-
mu mogg réwniez wigzaé sie z grupami funkcyjnymi (wodorotlenowa,
aminowaq) substratu, ale wtedy tworzy sie kompleks nieaktywny. Jony
metali dodane do ukiadu tworzg kompleksy z grupami funkcyjnymi
substratu i zapobiegajg tworzeniu nieaktywnego kompleksu. Dzigki te-
mu liczba czasteczek substratu mogacych utworzy¢ aktywne kompleksy
z enzymem jest wieksza i wzrasta ogdlna aktywnos$¢ uktadu. Na po-
parcie swojej tezy autorzy przytaczajg fakt, ze efekt stymulacyjny Fe2+
maleje ze spadkiem pH i uwazajg, ze zwigkszona asocjacja PPD z pro-
tonami zmniejsza kompleksowanie Fe2+z PPD. Rola zwigzkdéw chelato-
wych polega na ich wspdétzawodnictwie z substratem o jony metali.
Zwigzek chelatowy w uktadzie enzymatycznym: ceruloplazmina — sub-
strat — stymulujacy jon metalu usuwa metal zwigzany z substratem
i w ten sposéb umozliwia tworzenie nieaktywnych komplekséw enzym —
substrat. Dodanie jonéw metali moze cofng¢ to hamowanie. Humoller
i wsp. (54) wyjasniajg hamowanie dziatania ceruloplazminy za pomocg
EDTA bezposrednim wigzaniem sie zwigzku chelatowego z miedzig ce-
ruloplazminy. Ostatnio (10) wykazano jednak, ze EDTA nie wigze sie
bezposrednio z miedzig ceruloplazminy.

Badania nad mechanizmem dziatania ceruloplazminy (18, 97) wyka-
zaty, ze reakcja przebiega poprzez tworzenie wolnych, posrednich rod-
nikdw podobnie jak w przypadku lakazy. Postugujac sie metodg Line-
weavera i Burka (71) lub innymi metodami (34) mozna wyzna-
czy¢ state Michaelisa, state inhibitorowe itp. Nowsze metody oznacza-
nia szybkosci reakcji w stanie réwnowagi (rezonans paramagnetyczny
i ESR) pozwalajg wyznaczy¢ $redni czas trwania wolnych rodnikéw lub
jonéw paramagnetycznych wynoszacy od tusek do Isek. Miedz, jako
amfoter o wilasnosciach paramagnetycznych, jest szczeg6lnie dogodnym
obiektem badan ESR, gdyz daje bardzo QiStry i silny sygnat (77). W obec-
nosci substratu sygnat pochodzacy od miedzi ceruloplazminy stabnie
lecz nie znika, co wskazuje na powstawanie kompleksu enzym — sub-
strat (97). Obnizenie szybkosci reakcji ceruloplazminy z aminami ka-
techolowymi alkilowanymi na azocie przemawia za udziatem grupy ami-
nowej w tworzeniu kompleksu enzym — substrat (122). W reakcji amin
katecholowych z ceruloplazming pierwszym produktem utlenienia jest
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wolny rodnik dwuhydroksyfenyloetyloaminy (121). W ukladzie enzyma-
tycznym ceruloplazminy i PPD zaobserwowano réwniez tworzenie sie
i rozpad dodatniego rodnika powstajgcego z PPD (17, 97). Zapropono-
wano (97) nastepujacy schemat reakcji:

PPD S=+PPD* PPD* -* 1/2 PPD: + 1/2 PPD; PPD: produkt czerwony.

Po utworzeniu kompleksu enzym — substrat powstaje z6ty rodnik
PPD w wyniku przejscia elektronu z substratu na Cu'2ceruloplazminy;
z rodnika tego odtgcza sie nastepnie drugi elektron w reakcji dysmutacji
i tworzy rodnik PPD: , ktory przeksztatca sie w trwaty, czerwony produkt
o0 dotychczas nieznanej budowie. Mechanizm tego przeksztatcenia nie
jest znany. Przypuszcza sig, ze PPD: ulega przegrupowaniu wewnetrzne-
mu do iminy lub tez reaguje z nadmiarem PPD.
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JULIAN GRUDA *

O mechanizmie enzymatycznej hydrolizy ATP przez miozyne
On the Mechanism of ATP Hydrolysis by Myosin

Recent data and views concerning the mechanism of ATP-ase activity of
myosin are described.

Mechanizm enzymatycznej hydrolizy ATP przez miozyne (fosfohydro-
laza ATP, EC 3.6.1.3) jest jednym z kluczowych zagadnien biochemii,
skurczu miesniowego. Niemalze od chwili, gdy Engelhardt i Lju-
bimova stwierdzili w 1939 r., ze kurczliwe biatko mieSniowe — miozy-
na jest rownoczesnie ATP-azg (41).

Badania ostatnich lat potwierdzity (4, 23, 94, 95) udziat ATP jako
bezposredniego Zrédta energii przy skurczu miesni i pomimo pewnych
watpliwo$ci wysuwanych w latach 1955—58 (37, 93, 117) jest on obec-
nie powszechnie uznawany. Nalezy przypuszczaé, ze rola miozyny,
gtownego obok aktyny sktadnika miofibrylli, nie ogranicza sie do
przytaczenia ATP i jego hydrolizy. Prawdopodobnie miozyna badz sama,
badz w potgczeniu z aktyng, ulega ponadto na ktéryms$ etapie reakcji en-
zymatycznej takim zmianom wewnatrzczasteczkowym, ktére umozliwiajg
»przechwycenie” energii chemicznej zawartej w wigzaniu pirofosforano-
wym ATP i jej przeksztatcenie w mechaniczng energie skurczu.

I. Badania kinetyczne

Jednym z ciekawych zjawisk, wyjatkowym dla reakcji enzymatycz-
nych, jest tzw. ,wybuchowa” faza hydrolizy ATP przez miozyne. Zjawi-
sko to, stwierdzone po raz pierwszy przez Webera i Hasselba-
ch a (141), a nastepnie zbadane przez grupe Tonomury (75, 127, 128,
131) i przez Bowena (15), polega na tym, ze Vnex hydrolizy ATP jest

Wykaz stosowanych skrétéw: NEM — imid kwasu N-etylomaleinowego, HEDD —
dwusiarczek P-hydroksyetylo-IM-dwunitrofenylowy, Salyrgan — amid kwasu salicy-
lo-(Y-hydroksy-|3-metoksypropylo)octowego, CED — dwusiarczek bzs-karboksyetlo-
wy, TBS — 2,4,6-tréjnitrobenzenosulfonian, Oksarsan —tlenek Aslll m-amino-p-
-oksyfenylu.

* Dr, adiunkt Zaktadu Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-
ckiego PAN, Warszawa.



62 J. GRUDA [21

wielokrotnie wieksza w pierwszych 10—20 sekundach po zetknieciu sie
enzymu z substratem niz w p6zniejszym okresie, przy czym stata Michae-
lisa jest niemal identyczna (127). Uwalniajgca sie na poczatku reakcji
dodatkowa ilos¢ Pn pochodzi catkowicie z dodanego ATP, a wystepujacy
po kilkunastu sekundach spadek szybkosci hydrolizy nie jest spowodo-
wany, wbrew pewnym sugestiom (7), ani zmniejszeniem sie stezenia ATP,
ani hamujacym dziataniem produktéw reakcji (15, 127). Jezeli po wy-
czerpaniu substratu dodawano $wiezg porcje ATP, obserwowano ponow-
nie ,wybuchowgq” faze hydrolizy. Dodatkowa ilos¢ uwalniajagcego sie P,
zalezy od warunkow inkubacji. W obecno$ci EDTA, lub w obecnosci GTP
czy UTP jako substratéw reakcji ,,wybuchowej” wcale nie obserwuje sie
(127, 128). Roznice miedzy ,,wybuchowa” i p6zniejsza szybkoscig hydro-
lizy stwierdzono drogg pomiarow przyrostu stezenia obu produktéw re-
akcji, mianowicie ADP i Pn. Natomiast pomiary przyrostu stezenia jonow
wodorowych wskazywaty na liniowy przebieg reakcji, bez poczatkowej
fazy ,wybuchowej” (75, 131).

Wiekszos¢ badan nad hydrolizg ATP przez miozyne byta przeprowa-
dzona przy zastosowaniu dtuzszych czaséw inkubacji enzymu z substra-
tem i omoOwione dalej wyniki badan nad kinetyka tej reakcji dotyczg
wytgcznie drugiego etapu hydrolizy ATP.

ATP-aza miozynowa podlega prawu Michaelisa i Mentena
(107, 140). Wartosci statych kinetycznych uzyskane przez r6znych auto-
réw roznia sie jednak znacznie, nawet o dwa rzedy wielkosci. Rozbiezno-
§ci te nalezy przypisywaé roznym warunkom, w ktérych badano hydro-
lize ATP (4, 108). Zarowno Km Vmx jak i energia aktywacji zaleza
w znacznym stopniu od pH, temperatury, stezenia kationéw dwuwarto-
$ciowych, sity jonowej oraz zanieczyszczen. Uwzgledniajagc wptyw tych
czynnikdw uzyskano w pracowni Tonomury (4 wartos¢ Km=
—6X10-5M a w pracowni Quelleta (108) wartos¢ 4X10-5M, a wiec
wyniki dos¢ zgodne.

W obecnosci Ca2+ wartosci zaréwno Vnex, Km jak i energii aktywacji
ATP-azy miozynowej wykazujg charakterystyczne obnizenie (pessimum)
przy pH 7,5, nie obserwowane dla zadnej z innych poznanych ATP-az.
Miozyna nie wykazuje pessimum pH, jezeli jej aktywnos$¢ jest oznaczana
w obecnosci EDTA lub ponizej pewnej temperatury krytycznej: poni-
zej 15° w 0,5M KC1, czy ponizej 25° w 0,075M KC1 (74). Sita jonowa wpty-
wa znacznie na wartos¢ Km w 0,5M KC1 wzrasta ona wraz ze wzrostem
temperatury (4), natomiast w 0,15M KC1 spada, co wskazuje na ujemng
energie aktywacji przy tym stezeniu KC1 (140). Miozyna jest tez jedyng
ATP-aza, dla ktérej Mg2+ jest inhibitorem, przy czym Mg2+ obniza znacz-
nie Vmex, niewiele zmieniajgc statg Michaelisa (105). Na podstawie tych
danych oraz badan nad wpltywem pH na VmN i Km Pelletier
i Quellet (108), a takze Azuma i Tonomura (4 wysuneli hi-
poteze o obecnosci w centrum aktywnym enzymu dwoch reszt amino-



[3] ATP-AZA MIOZYNOWA 63

kwasowych o statej dysocjacji zblizonej do statej grupy sulfhydrylowej
cysteiny i grupy imidazolowej histydyny. Uwzgledniajgc hamowanie
ATP-azy miozynowej przez nadmiar substratu Pelletier i Quel-
let (108) sugerujg ponadto, ze hydroliza ATP odbywa sie w dwoch eta-
pach: w pierwszym ATP przytgczatby sie do grupy imidazolowej i sulf-
hydrylowej, w drugim za$, limitujacym szybkos$¢ reakcji, powstajace
jako produkt przejSciowy wigzanie -S-P ulegatoby hydrolizie.

Dzieki zastosowaniu wyjatkowo czutej metody oznaczania stezenia
wolnego ATP za pomocag lucyferyny i lucyferazy, Nanninga
i Mommaerts (99, 100, 101) ustalili, z2 1 mol ATP wigze sie
z 400 000 g miozyny, oraz oznaczyli bezposrednio state kxi k2dla reakcji:

k k
E-fS ES—E + produkty

Okazato sie, ze k_! k2 co pozwolito uprosci¢ klasyczne réwnanie dla Km
do postaci Km="-. Wynika stad, ze stata Michaelisa miozyny oznaczana

klasyczng metoda nie jest miarg powinowactwa enzymu do substratu
lecz wyraza stosunek statej szybkosci rozktadu kompleksu ES do stalej
szybkosci taczenia sie enzymu z substratem. Okazato sie ponadto, ze
ki k2 a zatem ze szybkos$¢ catej reakcji jest okreslana przez szybkosé
odigczania sie produktéw reakcji od enzymu. Uzyskana przez Nan -
ninge i Mommaertsa wartos$¢ Kmw pH 7,0 (1,25X10-6M) rozni
sie znacznie od wartosci obliczonych w pracowniach Quelleta (108)
i Tonomury (4). Rozbieznos¢ ta spowodowana zostata prawdopodob-
nie specyficznymi warunkami niezbednymi dla pomiaréw przy pomocy
lucyferazy. Przyjecie wyzszych wartosci Kmnie podwaza jednak stuszno-
§ci wniosku Nanningi, zeo szybkosci hydrolizy ATP decyduje szyb-
kos¢ uwalniania miozyny od produktéw reakcji.

I1. Hydroliza enzymatyczna analogéw ATP

Modyfikacja czesci polifosforanowej. Miozyna moze przejawi¢ swoje
enzymatyczne wilasciwosci tylko wéweczas, gdy jej substraty (polifosforan
nieorganiczny lub nukleotyd) zawieraja tafncuch ztozony z co najmniej
trzech reszt fosforanowych. Pirofosforan i nukleozydodwufosforany nie
sg przez nig hydrolizowane, przytgczajg sie jednak do enzymu, praw-
dopodobnie w tym samym miejscu co trdjfosforany (41). Trojpolifosforan
jest hydrolizowany z niewielka szybkoscig (3), a Kmdla tej reakcji jest
dziesieciokrotnie wyzsza niz dla ATP (3, 39). Z substancji, zawierajacych
wiecej niz trzy reszty fosforanowe, zbadano jedynie adenozynotetra-
i pentafosforan (58) i wykazano, ze trzy reszty fosforanowe stanowig
ilos¢ minimalng, a zarazem optymalng dla procesu hydrolizy nukleotydu:
im diuzszy jest lancuch polifosforanowy substratu, tym mniejsza jest
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szybko$é hydrolizy. Podczas hydrolizy tych analogéw nastepuje kolejne
odtaczanie grup fosforanowych i produktami reakcji sg ADP i ortofosfo-
ran. Analogi ATP, w ktdrych 7P zostat zastgpiony grupg siarczanowg (61)
lub tlen tgczacy grupe fosforanowag @z y — grupg -CH2 (96) nie sg hy-
drolizowane przez miozyne.

Modyfikacja czesci weglowodanowej. Przytaczenie rybozy do trojpoli-
fosforanu powoduje zmniejszenie szybkosSci jego hydrolizy przez miozy-
ne (3). Badania nukleozydotrdjfosforanow o rozmaicie modyfikowanej
czesci weglowodanowej pozwalaja przypuszczaé, ze gtdwna rolg rybozylu
w reakcji tych substratow z miozyng jest utrzymanie nalezytej odlegtosci
miedzy zasadg azotowa i tafcuchem polifosforanowym (62). Poza tym jest
mozliwe, ze atom tlenu przy trzecim weglu rybozylu ma pewne specy-
ficzne znaczenie przy hydrolizie (63).

Modyfikacja zasady azotowej. Obszernie badano hydrolityczne dzia-
tanie miozyny na nukleozydotréjfosforany o réznych zasadach azotowych
zarbwno 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 zwigzki ulegajg hydrolizie przez miozyne, przy czym szybko$¢ hy-
drolizy zalezy od rodzaju zasady oraz od obecnosci jonow wapnia i ma-
gnezu. Poréwnujgc szybkos$¢ hydrolizy nukleotyddw w obecnosci jonow
wapnia mozna je uszeregowa¢ w nastepujacy sposéb: ITP > GTP >
>mUTP > ATP !> CTP (9, 57). W tej samej kolejnosci maleje tez Km
dla poszczeg6lnych nukleotydéw (9), przy czym Kmdla ITP jest okoto
dziesieciokrotnie wyzsza niz dla ATP (4, 71). Mniejsze powinowactwo
miozyny do ITP niz do ATP udowodniono tez bezposrednio hydrolizujac
w tej samej probie ekwimolarne ilosci 3 ATP i nieradioaktywnego
ITP (88). Uwolniony przez miozyne ortofosforan pochodzit wylgcznie
z ATP. Charakterystyczne dla ATP-azy miozynowej pessimum Vmex
i Kmprzy pH 75 nie wystepuje w przypadku hydrolizy ITP przez
miozyne (4). Uszeregowanie nukleotydow wedtug szybkosSci ich hydro-
lizy w obecnosci jonéw magnezu jest inne: GTP > ITP > UTP >
> CTP >'ATP (57); jony Mg2+ hamujg hydrolize ATP, aktywujg za$
hydrolize GTP i ITP. Wprowadzenie EDTA catkowicie odwraca przy-
toczong kolejnos¢ (57, 105); hydroliza ATP i CTP jest w tych
warunkach silnie aktywowana, a hydroliza ITP i GTP — hamowana.
Dziatanie EDTA polega zapewne na usuwaniu zwigzanych z biatkiem ka-
tionow dwuwartosciowych (98, 106). Wptyw stezenia KC1 na hydrolize
réwniez zalezy od budowy zasady w nukleotydzie. Optymalne steze-
nie KC1 przy hydrolizie ATP przez miozyne wynosi 0,1M, a przy hydro-
lizie ITP — 0,5M (114).

Pomiary energii aktywacji hydrolizy ATP przez miozyne w niskiej
sile jonowej wykazaty, ze krzywa Arrheniusa (wyrazajgca zaleznos¢ lo-

garytmu szybkosci hydrolizy wobec ,,-) jest w badanym zakresie 0°—37°
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linig prostg, a zatem energia aktywacji jest stata (ok. 12 Kcal/mol). Na-
tomiast, odpowiedni wykres dla ITP i innych 6-OH nukleotydéw skiada
sie z dwéch prostych, o r6znym nachyleniu: w zakresie od 0° do 15° ener-
gia aktywacji jest bliska warto$ci dla ATP; w zakresie od 15° do 37° jest
ona dwukrotnie wyzsza (4, 88).

Wydaje sie, ze przebieg hydrolizy nukleotydéw zalezy od rodzaju
podstawnikéw w pozycji 6 zasady azotowej (70). Zwigzki, w ktérych gru-
py 6-OH lub 6-NH2sg zablokowane (na przyktad morfoling lub metylo-
merkaptydem), hydrolizowane sg z szybkos$cia zblizong do szybkosci hy-
drolizy tréjpolifosforanu (61, 62, 63). Przypuszcza sie, ze nukleotyd pury-
nowy tgczy sie z enzymem w dwoch miejscach: w jednym — swojg skraj-
na grupa fosforanowa, w drugim za$ — zasada, najprawdopodobniej po-
przez grupe znajdujaca sie w pozycji 6. Obecno$¢ podstawnika (NH2
lub OH) w pozycji 6 ma zasadnicze znaczenie dla przyspieszenia hydro-
lizy yP nukleozydotréjfosforanu, za$ rodzaj wigzacej sie z enzymem gru-
py wplywa na charakter enzymatycznego procesu.

I11. Wplyw modyfikacji miozyny na jej wiasnosci enzymatyczne

Juz w r. 1944 Singer i Barron (116) i nastepnie Bailey
i Perry (5 uzyskali zahamowanie ATP-azy miozynowej pod wply-
wem bardziej lub mniej specyficznych odczynnikéw na grupy sulfhy-
drylowe. Okazato sie, ze zwiagzki te dziatajg w dwu fazach. Jesli z 7,5
réwnowaznikéw SH/105 miozyny* (77, 125) zablokowac¢ lub utleni¢ nie
wiecej niz 15 do 2 réwnowaznikow nastepuje dwu—trzykrotna akty-
wacja ATP-azy miozynowej oznaczanej w obecnosci Ca2+. Zablokowanie
wiekszej ilosci grup SH powoduje stopniowy spadek aktywnos$ci enzy-
matycznej, a po przereagowaniu okoto 6 réwnowaznikéw, czyli wszyst-
kich grup SH w rodzimej miozynie, dostepnych dla wiekszosci odczyn-
nikow sulfhydrylowych, enzym praktycznie traci aktywno$é. Dwufazo-
wa reakcje z miozyng dajg nastepujace zwigzki: PCMB, NEM (70), fe-
nylorteciooctan (46), ekwimolarna mieszanina arsenianu i 2,3-dwumer-
kaptopropanolu (38), Zn2+ (43), Cu2+, Cd2+ (10), bromek S-"-aminoety-
loizotiuronowy (97), hydrazon Kkarbonylocjanido-p-chlorofenylu (12),
p-arsenofenylo-n-maslan (13), N-4-dwumetyloamino-3,5-dwunitrofeny-

*Ciezar czasteczkowy miozyny nie zostat dotagd jednoznacznie okres$lony. Obecnie
przewaza poglad, ze czasteczka miozyny ma ciezar molekularny okoto 600 000 i skia-
da sie z 3 jednakowych podjednostek. Kazda z tych jednostek zawiera fragment
enzymatycznie czynnej H-meromiozyny i nieczynnej L-meromiozyny (71). W dal-
szym ciggu pracy wszystkie przeliczenia bedg umownie odnoszone do 100 000 g mio-
zyny.

5 Postepy Biochemii
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lomaleimid (143), HEDD (8, 67, 68), kwas dwutioglikolowy i jego ester
metylowy (40). Podobny wplyw wywiera fotooksydacja miozyny (115,
120) i promienie rentgenowskie (124). Dziatanie niektérych z wymienio-
nych odczynnikéw sumuje sie zarbwno w fazie aktywacji, jak i hamo-
wania ATP-azy (11).

Aktywacja miozyny w wyniku zablokowania niewielkiej liczby grup
SH wystepuje jedynie przy hydrolizie CTP i ATP, tj. nukleotydéw po-
siadajacych grupe aminowag w pozycji 6, natomiast hydroliza ITP lub
GTP jest w tych warunkach hamowana. Faza aktywacji miozyny po-
jawia sie tylko w Scisle okreslonych warunkach i to w takich samych,
w ktérych wystepuje pessimum pH (przy pH 7,5) i niezaleznos¢ energii
aktywacji od temperatury (10, 11, 44, 47). Ponizej pewnej krytycznej tem-
peratury, zaleznej od sity jonowej nie obserwuje sie fazy aktywacji (12,
114, 129). Réwniez w obecnosci EDTA faza ta nie wystepuje. W tych wa-
runkach nawet zablokowanie tylko 1 réwnowaznika SH w miozynie
znosi catkowicie jej aktywnos$¢ wobec ATP (112, 114, 67).

Hydroliza ATP lub CTP przez enzym o matej ilosci zablokowanych
grup -SH upodabnia sie do hydrolizy ITP lub GTP przez rodzimg mio-
zyne. Szybko$¢ hydrolizy ATP przewyzsza nawet, a warto$¢ Kmdla ATP
zbliza sie do wartosci dla ITP (10, 114), energia aktywacji zalezy od
temperatury, podobnie jak dla ITP (88); optymalne stezenie KC1 prze-
suwa sie z 0,1M do 0,5M, to znaczy do optimum dla hydrolizy 6-OH nu-
kleotydow (114); znika charakterystyczne dla 6-NH2 nukleotydéw pes-
simum przy pH 7,5 (11, 69, 114); Mg2+ przestaje by¢ inhibitorem i staje
sie nawet aktywatorem (69, 112), EDTA za$, jak juz wspomniano, staje
sie inhibitorem funkcji ATP-azowej zmodyfikowanego biatka.

Wszystkie te obserwacje nasunety mys$l o bezposrednim udziale
w hydrolizie ATP dwdch réznych rodzajéow grup SH miozyny (10, 44,
70). Grupy SH jednego rodzaju, mniej reaktywne w stosunku do od-
czynnikéw sulfhydrylowych wiazatyby sie z tancuchem polifosforano-
wym substratu. Zablokowanie tych grup w miozynie musi powodowac
petng utrate jej aktywnosci enzymatycznej w stosunku do wszystkich
substratow. Drugi rodzaj grup SH, bardziej reaktywnych wobec odczyn-
nikéw sulfhydrylowych wytwarzatby prawdopodobnie przy udziale Mg2+
(jak wskazuje aktywujacy wpltyw EDTA na ATP-aze miozynowg) wig-
zanie z grupg aminowag w pozycji 6 zasady nukleotydu. Wigzanie takie
,usztywnia”zapewne strukture czasteczki miozyny i chroni jej centrum
aktywne przed odwracalnymi zmianami, wystepujagcymi po przekrocze-
niu pewnej krytycznej temperatury (88). Wigzanie sie 6-OH nukleoty-
déw z miozyng nie wywotuje tego efektu ochronnego. Zablokowanie
grupy SH reagujacej z grupg 6-NH2 substratu powoduje, ze 6-NH2 nu-
kleotydy facza sie z enzymem i sg hydrolizowane w taki sam sposéb jak
6-OH nukleotydy.
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Tonomura i wsp. (4 105) zaproponowali schemat, wedtug Kkto-
rego moga powstawaé dwa rézne kompleksy miozyna-substrat.

E-fS E¥ E+P

I
EXS

Tylko jeden z komplekséw (EjS), wytwarzany zaréwno przez 6-NH2 jak
i 6-OH nukleotydy moze ulega¢ hydrolizie. Drugi kompleks (EXS) wy-
twarzajacy sie tylko z 6-NH2nukleotydami nie ulega hydrolizie, co spra-
wia, ze szybko$¢ hydrolizy ATP i CTP jest mniejsza niz 6-OH nukleo-
tydow. Hamujacy wplyw takich czynnikow, jak jony magnezu, pH 7,5,
wyzsza sita jonowa, ttumaczytby sie tym, ze przesuwajg one rownowage
reakcji w kierunku tworzenia EZXS. Aktywacje ATP-azy pod wpltywem
niewielkich stezen odczynnikéw sulfhydrylowych nalezatoby przypisaé
zablokowaniu grupy SH odpowiedzialnej za tworzenie kompleksu EZS.

Sekineiwsp. (112) oraz Groschel-Stewart i wsp. (48, 49)
zastosowali blokowanie grup SH miozyny przy pomocy [M4C] NEM. Oka-
zato sie, ze w warunkach, w ktérych ATP-aza jest aktywowana w obec-
nosci Ca2+, a hamowana w obecnosci EDTA, NEM wigze sie wybiorczo
z jedng tylko resztg cysteinowg miozyny, umieszczong w jednym z pep-
tydowych produktéw enzymatycznej proteolizy tego biatka. Trojpeptyd
zawierajacy te bardziej reaktywng grupe SH (SX wyodrebniono i usta-
lono w nim sekwencje lleu-Cys-Arg (143). Zdotano takze zablokowac
wybibrczo drugi rodzaj grup SH (S2, odpowiedzialnych za hamowanie
ATP-azy w obecnosci Ca2+ (50, 144). Grupy te wystepujag w innym
trojpeptydzie o sktadzie: Cys-Asp-Gly (144).

Fakty te przemawiajg wprawdzie za bezposrednim udziatem w hyd-
rolizie ATP dwoch rodzajéw grup SH jako grup kontaktowych, nie sg
jednak bezposrednim dowodem. Nie mozna bowiem wykluczy¢, ze spet-
niajag one pomocniczg role w procesie katalizy, bgdZ tez biorg udziat
jedynie w utrzymaniu odpowiedniej struktury centrum aktywnego (79).
W mysl teoretycznej analizy hamowania enzymow (2) jednym z zasad-
niczych warunkéw uznania danej grupy SH miozyny jako grupy kon-
taktowej bytoby wykazanie, ze ATP lub jego analogi chronig ja przed
zablokowaniem odczynnikami sulfhydrylowymi. Uzyskane dane sg jed-
nak sprzeczne: wedlug Gilmoura i wsp. (44 oraz Bluma (11)
obecno$¢é ATP w czasie blokowania grup SH przy pomocy PCMB op0z-
nia i zmniejsza zaréwno faze aktywacji jak i faze hamowania ATP-azy,
natomiast Sekine i wsp. (113) twierdza, ze obecno$¢ ATP znacznie
przyspiesza drugg hamujacg faze oddziatywania NEM na miozyne.

5*
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Stracher (119, 121) stwierdzit, ze zablokowanie symetrycznym
dwusiarczkiem (3-karboksyetylowym (CED) okoto 6 rdwnowaznikow
SH/105g miozyny powoduje catkowitg utrate aktywnosci ATP-azy ozna-
czanej w obecnosci Ca2+, a merkaptoetanol przywraca utracong aktyw-
nosé. Jezeli jednak na zmodyfikowang przy pomocy CED miozyne po-
dziata¢ duzym stezeniem jodoacetamidu, merkaptoetanol nie reaktywu-
je enzymu. Stracher wykazal, ze [lAC]ljodoacetamid reaguje z jedng
grupa cysteinowa i jedng grupa histydynowg w przeliczeniu na 2X 105¢g
miozyny. Obecno$¢ ATP nie wplywa na reakcje z jodoacetamidem gru-
py imidazolowej histydyny w zmodyfikowanej CED miozynie, chroni
natomiast grupe cysteinowg przed taka reakcjg i umozliwia reakty-
wacje enzymu merkaptoetanolem. Wyniki te $wiadcza, ze grupy SH
miozyny trudno poddajgce sie zablokowaniu odgrywajg istotng role
w procesie hydrolizy ATP. Ostatnio wykazano (69), ze wbrew przyje-
temu pogladowi, zablokowanie wszystkich grup SH miozyny dostepnych
dla HEDD lub jodoacetamidu (tj. okoto 6 réwnowaznikéw SH/105g mio-
zyny) nie hamuje catkowicie aktywno$ci ATP-azy oznaczanej w obec-
nosci jonéw wapnia lub magnezu. Miozyna, w kt6rej przy pomocy dwu-
siarczku zablokowano sze$¢ grup SH (,,6 S-S miozyna”), zachowuje 2—3"%
swojej aktywnosci ATPazowej w obecnosci Ca2+ i ponad 50% w obecnos-
ci Mg2*. W Swietle badan Strachera mozna przypuszczaé, ze obecnosc
15 rédwnowaznika grup SH/105g miozyny, trudno poddajacych sie za-
blokowaniu, nie tylko umozliwia reaktywacje enzymu merkaptoetano-
lem, lecz takze pozwala katalizowa¢ hydrolize ATP, aczkolwiek ze
zmniejszong szybkoscia.

Zablokowanie innych grup w miozynie rdwniez zmienia jej aktyw-
nos¢ enzymatyczng. Tonomura i wsp. (63, 82, 135 wykazali, ze
2,4,6-tréjnitrobenzenosulfonian (TBS), odczynnik reagujacy dos¢ wy-
biérczo z wolnymi grupami aminowymi biatek (81) wywotuje w niskich
stezeniach aktywacje ATP-azy miozynowej i zanik pessimum przy pH
7,5, w wyzszych za$ — stopniowy spadek aktywnosci. Dodatek ATP lub
PP zmniejsza powinowactwo TBS do miozyny. W przeciwienstwie do
rodzimej miozyny ATP-aza enzymu zmodyfikowanego niskimi stezenia-
mi TBS nie jest aktywowana przez PCMB. Japonscy autorzy uwazaja,
ze dowodzi to bezpos$redniego zaangazowania grupy e-NH2lizyny w pro-
cesie hydrolizy ATP, co sugerowal tez wczesniej Barany (6).

Szereg danych $Swiadczy réwniez o bezposrednim udziale grupy imi-
dazolowej histydyny w centrum aktywnym miozyny (60, 65). Stra-
cher donidst ostatnio (122), ze whrew wynikom jego poprzednich prac
(119, 121), grupa imidazolowa moze odgrywa¢ zasadniczg role w zacho-
waniu podatnosci zmodyfikowanej przy pomocy CED miozyny na re-
aktywacje merkaptoetanolem. Miozyne zmodyfikowang przy pomocy CED
poddat on fotooksydacji z udzialem biekitu metylenowego i stwierdzit
wybiorcze utlenienie grup imidazolowych, podczas gdy w rodzimej mio-
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zynie w tych warunkach réwnoczes$nie utleniajg sie tez grupy -SH
(115, 120). Zmodyfikowana CED i poddana fotooksydacji miozyna nie
odzyskiwata aktywnosci ATP-azowej pod wptywem merkaptoetanolu.
Obecnos¢ ATP w czasie fotooksydacji chronita grupe imidazolowg od
utleniania i pozwalata zachowaé¢ zdolnos¢ enzymu do reaktywacji mer-
kaptoetanolem.

Interpretacje wynikéw uzyskanych z miozyng o zmodyfikowanych
resztach aminokwasowych utrudnia fakt, ze szereg odczynnikéw, nie
reagujacych z tymi resztami, wywiera na ATP-aze miozynowg podobny
wplyw jak odczynniki na grupy sulfhydrylowe i aminowe.

EDTA, ktory nie reaguje z zadng reszta aminokwasowg biatka (33),
dziata na miozyne podobnie do odczynnikéw na grupy sulfhydrylowe.
W zblizony spos6b dziataja tez: mocznik, guanidyna, formamid, dioksan,
chloroetanol (19) oraz alkohole alifatyczne (34). Odczynniki te nie reagu-
ja z resztami aminokwasowymi, wywotujg natomiast zmiany w dru-
gorzedowej strukturze biatek: na przyktad, maksymalnej aktywacji
ATP-azy przez glikol etylenowy towarzyszy zmiana dyspersji skrecal-
nosci optycznej $wiadczaca o ubytku zawartosci struktur a-heliksowych
(66), a podczas aktywacji enzymu dioksanem obserwuje sie wzrost za-
wartosci tych struktur (132, 134).

Dwunitrofenol (DNP), ktérego mechanizm dziatania na biatko nie
jest wyjasniony, uzyty w odpowiednim stezeniu aktywuje réwniez
ATP-aze miozynowg (24, 43, 46, 109). Aktywacja ta zachodzi w tych
samych warunkach temperatury, sity jonowej, stezenia Mg2+ lub Ca2r,
w jakich dziata aktywujgco zablokowanie niewielkiej ilosci grup -SH.
Przy badaniu wptywu temperatury w obecnosci DNP otrzymuje sie
dwufazowg krzywg Arrheniusa (84, 88), a zmiany Vnex i Kmdla ATP,
CTP, UTP, GTP i ITP wywotane przez DNP sg réwniez analogiczne do
wywotywanych odczynnikami na grupy sulfhydrylowe (9). W wyniku
zmiany Km wywotanej dwunitrofenolem, nieorganiczny pirofosforan
i ADP stajg sie poteznymi inihibitorami kompetytywnymi ATP-azy, po-
mimo wielokrotnie zwigkszonej Vmex (90)- Aktywujgce dziatania DNP
i niewielkich stezen PCMB nie sg jednak addytywne, co nasuneto przy-
puszczenie o obecnosSci w natywnej miozynie dwoch niezaleznych od
siebie grup hamujacych hydrolize 6-NH2 nukleotydéow (87). Levy
i wsp. (90) badajac wptyw DNP na ATP-aze miozynowg po preinkuba-
cji miozyny z DNP, zaobserwowali szybka, nieodwracalng utrate aktyw-
nosci enzymatycznej dochodzacg nawet do 90%. Autorzy ci wyka-
zali, ze DNP reaguje co najmniej w trzech miejscach czasteczki biatka
i ze zwigzanie jednego mola ATP, ADP, TP lub pirofosforanu na pod-
jednostke enzymatyczng miozyny catkowicie chroni enzym przed in-
aktywacjg, natomiast AMP lub ortofosforan nie wykazujg efektu ochron-
nego.
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Aktyna rowniez moze by¢ uwazana za modyfikator miozyny. ATP-
aza rodzimej lub rekonstytuowanej aktomiozyny, badana w niskiej sile
jonowej (tj. w warunkach, w ktérych nie zachodzi dysocjacja aktomio-
zyny na miozyne i aktyne) wieloma wtasnos$ciami przypomina ATP-aze
miozyny zmodyfikowang zablokowaniem niewielkiej iloSci grup SH. Po
dodaniu aktyny do miozyny hydroliza 6-NH2 nukleotydow ulega akty-
wacji, a 6-OH nukleotydow — zahamowaniu; Mg2+ staje sie aktywato-
rem; EDTA za$ inhibitorem enzymu; zanika pessimum przy pH 7,5
a Vna hydrolizy poszczeg6lnych nukleotydéw mozna uszeregowa¢ w ko-
lejnosci: ATP > CTP> UTP> ITP > GTP (57). Dziatanie substancji,
ktore w matych stezeniach aktywujg ATP-aze miozynowg imituje za-
tem w pewnej mierze, jak to zauwazyt Kielley (73), wptyw aktyny
na ten enzym. Wiadomo, ze aktyna nie wigze sie z miozyng ani poprzez
te grupy -SH, ktérych zablokowanie wywotuje aktywacje ATP-azy, ani
przez grupy -SH, ktérych zablokowanie powoduje hamowanie enzymu,
lecz byé moze, przez jakie$ jeszcze inne grupy sulfhydrylowe miozyny
(6). Przylaczenie sie do miozyny tak duzej czasteczki biatkowej, jak
F-aktyna powoduje zapewne gtebokie zmiany w strukturze drugorzedo-
wej biatka i to mogtoby ttumaczy¢ réznice miedzy ATP-azag miozynowg
i aktymiozynowag.

Podobny wplyw wywierany przez substancje o tak réznych witasci-
wosciach sugeruje, ze przy aktywacji ATP-azy miozynowej moze graé
role niekoniecznie blokowanie reaktywnych grup -SH, lecz niewielkie
nawet zmiany w strukturze przestrzennej centrum aktywnego enzymu
lub orientacji substratu w tej strukturze (88). Ciekawe w zwigzku z tym
wydaje sie spostrzezenie Tonomury i wsp. (132), ze przy maksy-
malnie aktywujacych ATP-aze stezeniach PCMB, podobnie jak po dio-
ksanie wzrasta zawarto$¢ struktur a-heliksowych biatka, a przy wyz-
szych stezeniach PCMB hamujacych ATP-aze zawarto$¢ tych struktur
staje sie mniejsza niz w rodzimej miozynie. O zmianach drugo- lub
trzeciorzedowej struktury miozyny pod wptywem blokowania grup -SH
Swiadczy posrednio fakt, ze £5-(dwunitrofenylo)lizyna, ktéra nie wigze
sie z miozyng rodzima, reaguje jednak z miozyng zmodyfikowang znacz-
nie przez PCMB lub NEM (21). Ko min z zaobserwowat (77a) pewng
korelacje miedzy stopniem inaktywacji ATP-azy miozynowej za pomo-
cg PCMB, a towarzyszacg jej stopniowg agregacjg czasteczek biatka
i wysunat hipoteze, ze inaktywujace enzym blokowanie grup -SH, do-
tyczy grup, ktére moga sie znajdowaé nawet w dos¢ duzej odlegtosci
od centrum aktywnego miozyny. Sadzi on, ze nawet zaobserwowany
ochronny wptyw ATP Ilub pirofosforanu nie $wiadczy bynajmniej
0 obecnosci chronionych grup -SH w centrum aktywnym, gdyz wplyw
tych substancji moze mie¢ charakter niespecyficzny.

Analogia miedzy wptywem EDTA i odczynnikdw na grupy sulfhy-
drylowe oraz spostrzezenie, ze PCMB usuwa magnez i wapn zwigzane
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z miozyng (74, 130, 135) nasuwajg przypuszczenie, ze hamowanie ATP-,
azowej aktywnosci miozyny odczynnikami na grupy sulfhydrylowe mo-
ze by¢ spowodowane nie zablokowaniem grup -SH, lecz usunieciem
kationéw dwuwartosciowych.

IV. Zmiany w strukturze miozyny w czasie hydrolizy ATP

Hipoteza D avies’a zakltada, ze w czasie defosforylacji ATP przez
miozyne w mieéniu zmienia sie struktura drugorzedowa H-meromiozy-
nowej czesci miozyny (27). Dotychczasowe dane doswiadczalne sg jednak
sprzeczne. Tonomura i wsp. (133, 134) mierzagc dyspersje skrecal-
nosci optycznej stwierdzili, ze pod wptywem-ATP zwigksza sie nieco
zawarto$¢ a-heliksowych struktur miozyny i H-meromiozyny. Zjawisko
to jest dos¢ specyficzne, gdyz z jednej strony nie wywotujg go ani piro-
fosforan ani ADP, z drugiej za$ strony a-heliksowa struktura L-mero-
miozyny nie ulega zmianom pod wptywem ATP. Natomiast Davies
i wsp. (64) oznaczajgc widmo absorpcji w dalekim ultrafiolecie stwier-
dzili spadek zawartosci a-heliksowych struktur H-meromiozyny pod
specyficznym wptywem ATP. Te zaledwie dwie i to sprzeczne ze sobg
prace, stanowig dopiero poczatek badan nad zmianami konfiguracji enzy-
mu w czasie jego dziatania.

V. Produkty przejSciowe enzymatycznej hydrolizy ATP

Ulbrecht i wsp. (137, 138) wychodzagc z zatlozenia, ze enzyma-
tyczna hydroliza ATP jest w pewnym stopniu odwracalna, inkubowali
naturalng aktomiozyne w obecnosci substratu z 3Pn, badz [ZP] ADP
aby ustali¢ ktéry z produktow tworzy przejsciowy kompleks z enzy-
mem. Stwierdzili oni pojawienie sie radioaktywnego ATP jedynie
w przypadku wprowadzenia [3P] ADP i wysnuli stad wniosek, ze produk-
tem przejsciowym reakcji jest ufosforylowana aktomiozyna. Na tej pod-
stawie Weber w swym schemacie skurczu miesniowego przypisat
powstawaniu ufosforylowanej miozyny zasadniczg role (142). Jednakze
pézniej Ulbrecht (139) doniést, ze wynik doswiadczen z naturalng
aktomiozyna mozna ttumaczy¢ obecno$cia mikrosomoéw w preparacie.
Tak wiec podobnie jak miozyna, lub rekonstytuowana aktomiozyna (137,
138), réwniez i naturalna aktomiozyna wolna od mikrosomdéw nie daje
odwrdcenia reakcji hydrolizy ATP. Nie Swiadczy to jednak, ze produkt
przejsciowy enzymatycznej hydrolizy ATP nie powstaje, a jest tylko
potwierdzeniem wynikbw Mommaertsa i Nanningi (99, 100,
101), zgodnie z ktorymi warto$¢ statej szybkosci odtgczenia sie substra-
tu od enzymu (k_X jest bardzo niska.
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Tonomura i wsp. (75 131) wysuneli rowniez hipoteze o fosfory-
lacji miozyny, nie wigza jednak tej reakcji z powstawaniem produktu
przejsciowego hydrolizy ATP. Jak juz wspomniano, autorzy ci zauwa-
zyli, ze w ,,wybuchowej” fazie hydrolizy ATP przez miozyne podczas
pierwszych kilkunastu sekund ilos¢ powstatego ortofosforanu przewyz-
sza kilkakrotnie ilo$¢ pojawiajgcych sie protonéw. Zatozyli oni, ze w po-
czatkowym etapie hydrolizy ATP nastepuje przytaczenie ortofosforanu
do biatka, przy czym proton nie uwalnia sie do $rodowiska. Srodki od-
biatczajgce stosowane przy oznaczaniu ortofosforanu rozbijajg to wig-
zanie fosfobiatkowe i uwalniajgcy sie ortofosforan stanowi witasnie ,do-
datkowg” ilos¢ fosforu (okoto 1 mol PwW105g miozyny) charakterystyczng
dla ,wybuchowej” fazy reakcji (75, 131). Tonomura i wsp. nie wy-
odrebnili wprawdzie ufosforylowanego biatka, stwierdzili jednak, ze nu-
kleofilny odczynnik, p-nitrotiofenol (NTP), faczy sie z miozyng jedy-
nie w obecnosci ATP i Mg2+. llo$¢ zwigzanego z biatkiem NTP odpo-
wiada ok. 80% ilosci ,ekstra” ortofosforanu (75, 131). Przytaczenie NTP
w obecnosci ATP zmienia wiasno$ci enzymatyczne miozyny w taki sam
sposdb jak przytgczenie niewielkich iloSci PCMB. NTP tgczy sie prawdo-
podobnie z miozyng wigzaniem tioestrowym z grupg karboksylowa
asparaginy lub glutaminy (76). Cysteina lub siarkowod6r uwalniajg mio-
zyne od NTP. Poczatkowo Tonomura i wsp. (75 przypuszczali, ze
NTP atakuje to miejsce w czasteczce miozyny, do ktdérego przytacza
sie ortofosforan w fazie ,wybuchowej”. Poniewaz jednak okazato sie,
ze NTP-miozyna zachowuje w petni zdolno$¢ do ,wybuchowej” reakcji
po ponownym dodaniu ATP (131), przyjeli oni, ze w czgsteczce miozyny
nastepuje wtorna wedrowka badZz reszty NTP, badZz tez co uwazajg za
bardziej prawdopodobne, reszty fosforanowej (76).

Tonomura i wsp. sg zdania, ze przytaczenie ortofosforanu do
miozyny w fazie wybuchowej jest jak gdyby bocznym torem hydro-
lizy ATP, przypisuja jednak tej reakcji olbrzymie znaczenie: proces ten
jest wedtug nich warunkiem koniecznym skurczu aktomiozyny. Poglad
swoj opierajg na duzym podobienstwie warukéw, w ktérych obserwuje
sie maksymalny przyrost ,ekstra” Pn do warunkéw, w ktorych naste-
puje maksymalny skurcz miofibrylli (76, 136). Autorzy ci nie wyklu-
czajg jednak mozliwosci ttumaczenia reakcji ,,wybuchowej” zmianami
konfiguracji miozyny pod wptywem ATP, w wyniku ktdrych spada
szybkos$¢ hydrolizy ATP i odstaniajg sie grupy zdolne do reagowania
z NTP. Liniowy charakter wyzwalania protonéw maégtby byé spowodo-
wany wigzaniem sie z miozyng pewnej ilosci powstajagcych jondw wo-
dorowych. Za takg koncepcja przemawiajg wyniki Bo wena (15), kto-
ry obserwowat wybuchowg reakcje powstawania ADP i Pn mimo sto-
sowania tak tagodnego srodka odbiatczajacego jakim jest siarczan mie-
dzi w $rodowisku obojetnym.
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Koshland i wsp. natomiast, badajac przebieg hydrolizy ATP
w wodzie wzbogaconej H2AsO doszli do wniosku, ze fosfomiozyna jest
prawdopodobnie produktem posrednim reakcji. Przy kwasnej hydroli-
zie ATP kazda czasteczka uwalniajgcego sie ortofosforanu zawiera w tych
warunkach jeden atom ciezkiego tlenu (78), podobnie jak przy enzy-
matycznej hydrolizie ATP pod wplywem apyrazy z Kkartofli (26).
Przy hydrolizie ATP pod wptywem miozyny (83, 85, 86, 89) w obec-
nosci jonébw wapnia uwolniona z ATP czasteczka ortofosforanu zawiera
rébwniez tylko jeden atom IsO, w obecnosci jonéw magnezu natomiast
zawarto$¢ IsO dochodzi do trzech atomdéw na czasteczke ortofosforanu.
Poniewaz miozyna nie katalizuje ani wymiany tlenu miedzy HD i Pn—
koricowym produktem reakcji, ani miedzy H2 i niezhydrolizowanym
ATP — substratem reakcji, przyjeto zatem, ze istnieje przejsciowy pro-
dukt, ufosforylowany (najprawdopodobniej fosfomiozyna), ktérego orto-
fosforan jest zdolny do wymiany dwdch dodatkowych atomow tlenu
z tlenem wody. Aktyna dodana do miozyny zmniejsza te wymiane o je-
den atom. Warunki, w ktorych wystepuje maksymalna wymiana tlenu
sq podobne do warunkéw optymalnych dla skurczu miofibrylli, nato-
miast nie zawsze odpowiadajg warunkom maksymalnej szybkosci hydro-
lizy substratu.

Dempsey i Boyer (29, 30) doszli jednak do wniosku, ze dodat-
kowag wymiane tlenu miedzy ortofosforanem, a wodg mozna réwnie do-
brze wyttumaczy¢, przyjmujac, ze miozyna katalizuje wymiane miedzy
wolnym nieorganicznym ortofosforanem, a wodg wytacznie w obecno-
§ci ATP. Inkubacja miozyny z ATP w obecnos$ci ortofosforanu nieorga-
nicznego wzhogaconego IsO wykazata, ze istotnie w tych warunkach za-
chodzi wymiana tlenu miedzy Pni H2 (29, 30). W pracowni Kosh -
land a skontrolowano (89, 145) te obserwacje i po konfrontacji wyni-
kéw uzgodniono, ze podczas hydrolizy ATP przez miozyne zachodzg
jednoczes$nie, aczkolwiek z rdzng szybkosScig oba zjawiska: wymiana
z produktem przejsciowym i wymiana z ortofosforanem $rodowiska (16,
80). Wymiana tlenu miedzy wodg i produktem przejSciowym jest szybsza
niz wymiana z ortofosforanem dodanym do $rodowiska, co pozwolito
opracowa¢ warunki, w ktérych ta ostatnia nie odgrywa praktycznie zad-
nej roli (80, 89, 145, 123). Fakt, ze wymiana tlenu miedzy ortofosforanem
i woda zachodzi jedynie w obecnosci ATP i enzymu moze réwniez prze-
mawia¢ za powstawaniem fosfomiozyny, jesliby przyjaé, ze reszta fos-
foranowa zwigzana z miozyng ulega powolnej wymianie z nieorganicz-
nym ortofosforanem.

Préby bezposredniego udowodnienia powstawania fosfomiozyny w re-
akcji hydrolizy ATP przeprowadzili jeszcze w 1946 r. Szdrenyi
i Chepinoga metoda dializy wyréwnawczej (126), lecz, jak wyka-
zano pozniej (45), znaleziony przez nich ortofosforan towarzyszacy mio-
zynie przypisa¢ nalezy zanieczyszczajgcej preparat miokinazie. O uzy-
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skaniu ufosforylowanej miozyny po jej inkubacji z ATP donie$li rowniez
Buch tal i wsp. (20, Brahms i wsp. (17, 18) potwierdzili te ob-
serwacje. Stwierdzili oni, ze po krétkiej inkubacji miozyny lub H-mero-
miozyny z ATP mozna stosujagc tagodne $rodki odbiatczajgce uzyskac
biatko zawierajace ortofosforan rozpuszczalny w kwasie trojchloroocto-
wym lub nadchlorowym. Zgodnie z opracowang metodyka (102) uznano,
ze ortofosforan ten jest zwigzany z biatkiem. W miare trwania hydrolizy
enzymatycznej ATP ilos¢ zwigzanego ortofosforanu stopniowo malata,
a po inkubacji nieorganicznego ortofosforanu z miozyng w nieobecno-
§ci ATP ilos¢ zwigzanego ortofosforanu byta znacznie mniejsza niz po
krétkiej inkubacji enzymu z ATP. Obserwacje te nie dowodzg jednak
wystarczajaco, ze fosfomiozyna jest produktem przejsciowym w reakcji
hydrolizy. Sam fakt wigzania ortofosforanu przez miozyne nie jest zja-
wiskiem specyficznym, gdyz inne nieczynne enzymatycznie biatka jak
kazeina czy albumina surowicy réwniez w wiekszym lub mniejszym
stopniu maja te zdolnos¢ (31, 32). Natomiast specyficzny wpltyw ATP na
ten proces mozna przypisa¢ wywotywaniu zmian w konfiguracji miozyny,
w wyniku ktérych ro$nie powinowactwo tego biatka do nieorganicznego
ortofosforanu (42).

Zastosowanie [3P]JATP lub [¥P]ortofosforanu dla wyjasnienia pocho-
dzenia ortofosforanu wigzacego sie z miozyng w czasie hydrolizy ATP
dato sprzeczne wyniki. Z doswiadczern Gergely i Maruyamy (42)
wynikato, ze radioaktywnos$¢ wiasciwa ortofosforanu zwigzanego z mio-
zyng jest taka sama jak ortofosforanu wolnego, co przemawia przeciwko
koncepcji produktu przejsciowego. Natomiast inni autorzy stwierdzili,
ze w pierwszych minutach po rozpoczeciu reakcji okoto 80%—90%
zwigzanego ortofosforanu pochodzi bezposrednio z ATP (51, 52, 53, 54)
oraz, ze miozyna wigze oprécz ortofosforanu rowniez pewng ilos¢ ADP
(53). Wigzanie sie¢ ADP z H-meromiozyng w czasie hydrolizy ATP wyka-
zali uprzednio Burton i wsp. (22). Negatywny wynik Gergely
i Maruyamy (42) mogt by¢ spowodowany warunkami, w ktérych
prowadzili oni doswiadczenia (zbyt dtugi okres inkubacji oraz niewystar-
czajagce odmycie ortofosforanu zaadsorbowanego na osadzie biatkowym).

Zjawisko powstawania ufosforylowanego enzymu jako przejsciowego
produktu hydrolizy ATP stwierdzono réwniez dla ATP-azy aktywowa-
nej jonami sodu i potasu (25, 36, 59, 111) i wykazano, ze jednym z pro-
duktéw kwasnej hydrolizy tej ATP-azy jest fosfoseryna (1). Wyczerpu-
jace blokowanie grup -SH miozyny przy pomocy PCMB lub CuS04 nie
wplywa na ilo$¢ wigzacego sie z biatkiem ortofosforanu pochodzacego
bezposrednio z ATP (53). Réwniez ,6 S-S miozyna” (sze$¢ grup -SH mio-
zyny zablokowane przez HEDD) pomimo catkowitej utraty aktywnosci
ATP-azy w nieobecnosci kationow dwuwarto$ciowych zachowuje w pekni
zdolno$¢ do wigzania zaréwno ortofosforanu jak i ADP, pochodzacych
bezposrednio z ATP (55). Niedawno stwierdzono tez, ze peitne zahamo-
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wanie odczynnikami na grupy -SH enzymatycznej aktywnosci ATP-azy
aktywowanej jonami Na i K nie wptywa na ilos¢ powstajagcego fosfoen-
zymu (110).

Na pozér paradoksalne zjawisko wigzania przez miozyne produktéw
hydrolizy ATP przy petnym zahamowaniu jej zdolnosci do tejze hydro-
lizy moznaby ttumaczy¢ przyjmujac, ze ,6 S-S-miozyna” zdolna jest do
spowodowania jakby jednorazowej hydrolizy substratu oraz, ze zabloko-
wanie szesciu grup SH przerywa proces enzymatyczny przed odigcze-
niem sie obu produktow reakcji, tj. Pni ADP od enzymu. Interpretacja
taka zaktada réwniez, ze mimo zablokowania szedciu grup SH miozyna
moze taczy¢ sie z substratem. Ostatnio Martonosi 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 towarzysza zadne zmiany w powinowactwie miozyny
do ATP lub PP; pewien spadek powinowactwa nastepuje dopiero w dru-
giej fazie (hamowanie ATP-azy), lecz jest on znacznie op6Zniony w sto-
sunku do spadku aktywnosci enzymatycznej. Nawet po praktycznie pet-
nej inaktywacji ATP-azy, ilos¢ wigzacego sie z miozyng ATP spada tylko
0 30—40%o, ilos¢ za$ wiagzacego sie pirofosforanu spada o niecate 20%.

Przeniesienie wynikéw uzyskanych z NEM na ,6 S-S miozyne” prze-
mawia za hipoteza, ze wywotane zablokowaniem grup -SH zahamowa-
nie aktywnosci ATP-azowej miozyny nastepuje na etapie poprzedzaja-
cym odigczenie produktow hydrolizy od enzymu. Przyjecie tej hipotezy
pociaga za sobg uzupeinienie tancucha reakcji: M+ ATP -> M—ATP ->
-> MpDP-> M+ADP + Pn(gdzie M oznacza miozyne) jeszcze jednym ogni-
wem, a mianowicie reakcja wewnatrzczasteczkowego przeniesienia ADP
1ortofosforanu z tych miejsc w miozynie, do ktérych te grupy poczatko-
wo sie przytagczyly, na takie miejsca, z ktérych moga sie one samorzutnie
i szybko odtgczyé od biatka w wyniku reakcji z woda. Zatozenie istnie-
nia tego ogniwa wyjasniatoby zarazem mechanizm wigczania az trzech
atoméw tlenu z wody do jednej czasteczki ortofosforanu, odszczepianego
przez miozyne od ATP (schemat 1).

Jak wida¢ ze schematu, istnienie ufosforylowanej miozyny jako pro-
duktu przejSciowego uzasadnia wigczenie tylko dwéch atoméw tlenu
z wody do ortofosforanu, przeniesienie ortofosforanu w czasteczce mio-
zyny z Rxna R2wyjasnia wigczenie trzeciego atomu. Nie jest wykluczo-
ne, ze grupa ortofosforanowa (lub cata czasteczka ATP) moze reagowac
jednocze$nie z grupami i R2 a powstawaniu mostka miedzy dwiema
strefami w czasteczce miozyny mogtyby towarzyszyé zmiany w jej kon-
figuracji, lezace by¢ moze u podstaw skurczu mig$niowego.

Wigzanie sie ADP z miozyng wyjasniatoby tez, dlaczego nieznaczna
modyfikacja miozyny pod wptywem rdznorodnych odczynnikéw akty-
wuje, dalsza modyfikacja natomiast hamuje hydrolize ATP. Konfigura-
cja rodzimej miozyny umozliwia wigzanie nukleotydu poprzez jego gru-
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pe 6-NH2 przy czym po odszczepieniu P, ADP byloby trwalej zwigzane
z miozyng niz ortofosforan. Czynnikiem ograniczajgcym szybkos$¢ hydro-
lizy ATP przez rodzimg miozyne bylaby zatem reakcja uwolnienia en-
zymu od ADP. Hamowanie ATP-azy miozyny jonami magnezu, oraz
pessimum przy pH 7,5 ttumaczytoby sie spadkiem szybkosci odtgcza-
nia ADP w tych warunkach.

1A

0=P —OH+ ADP

Schemat 1» Mechanizm dziatania ATP-azy miozynowej

Niewielka natomiast modyfikacja struktury miozyny uniemozliwitaby
powstanie wigzania poprzez ¢>-NH2 tak ze ADP bytoby potgczone z mio-
zyng bardziej labilnym wigzaniem charakterystycznym dla 6-OH nukleo-
tydéw. Czynnikiem ograniczajgcym szybkos$¢ reakcji byloby woéwczas
uwolnienie miozyny od stosunkowo stabo zwigzanego ortofosforanu; stad
zmiana charakterystyki enzymatycznej aktywnosci.



17] ATP-aza MIOZYNOWA 77

Stopniowa zmiana konfiguracji miozyny w miare dalszej modyfikaciji,
uniemozliwiataby reagowanie ortofosforanu z hipotetyczng grupg R2
(schemat 1), katalizujgca jego odigczanie od enzymu. W wyniku tego ma-
lataby stopniowo aktywno$¢ enzymatyczna miozyny. Po zablokowaniu
szesciu grup -SH reakcja przebiegataby po skréconym torze; reszta orto-
fosforanowa odigczataby sie z miejsca RIt nie przechodzac przez etap
przytaczenia do miejsca R2 Wthasnosci ATP-azowe ,6 S-S miozyny” po-
legatyby wiasnie na reakcji hydrolizy wigzania Rx—P. Charakterystycz-
na dla tej hydrolizy jest nieodzowno$¢ jondw wapnia lub magnezu, oraz
jednakowy aktywujgcy efekt obu jonoéw i znaczny wzrost Km (69).
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Obrady Komitetu Wykonawczego Comité International de Photobiologie (C.I1.P.)

W dniu 26 czerwca 1966 roku odbyto sie w Cortinie D’Am-pezzo przy
okazji Il Miedzynarodowego Kongresu Badah Radiacyjnych kolejne po-
siedzenie Komitetu Wykonawczego C.I.P. z udzialem delegatéw naro-
dowych komitetdw fotobiologicznych. W obradach uczestniczyli ze stro-
ny polskiej prof. dr D. Shugar, v-przewodniczacy C.I.P. oraz doc. dr
K. L. Wierzchowski jako delegat sekcji fotobiologicznej P.T. Bioch. Na
posiedzeniu tym sekcja fotobiologiczna PTBioch zostata oficjalnie afi-
liowana przy C.I.P. Dokonano réwniez wyboru kilku nowych cztonkow
Komitetu Wykonawczego na lata 1966—1970. Wybrani zostali prof.

G. 0. Schen¢k (NRF), prof. L. R. Caldas (Brazylia) dr Maria Draculi¢
(Jugostawia), prof. G. Porter (Anglia) oraz dr K. C. Smith (USA). Gtow-

nym tematem obrad Komitetu byta dyskusja programu naukowego pia-
tego Miedzynarodowego Kongresu Fotobiologicznego, ktéry odbedzie sie
w sierpniu 1968 roku w Dartmouth College, Stan New Hampshire, USA.
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Zwigzki fosforanowe krwinek czerwonych cztowieka i zwierzat
Phosphate Compounds of Human and Animal Erythrocytes

The phosphate compounds contained in human and animal red blood cells are
reviewed and the data obtained by différent authors and by différent methods,
are compared.

Krwinka czerwona stanowi stosunkowo dogodny model do niekt6-
rych badan, totez zestawienie danych o jakosciowym oraz ilosciowym
sktadzie zwigzkéw fosforowych w krwinkach réznych zwierzat wydaje
sie przydatne. Krwinki réznych zwierzat mimo podobienstwa budowy
i petnionych funkcji rézniag sie jednak stezeniem i przemiang zwigzkow
fosforowych. Uwzglednienie tych osobliwosci jest konieczne w pewnych
pracach doswiadczalnych na zwierzetach. Ponadto badania nad fosfora-
nami, a zwilaszcza nukleotydami krwinek czerwonych rzucajg pewne
Swiatto nie tylko na przemiane tych zwigzkéw w samej krwince, ale
i na ich metabolizm w innych komdrkach ustroju.

Juz w roku 1914 Bass (8) stwierdzit, ze nukleotydy wystepuja
tylko wewnatrz krwinek, brak ich natomiast w osoczu. Dane te po-
twierdzit Bishop (9), ktory szukajagc nukleotydéw w osoczu stwier-
dzit chromatograficznie obecno$é dwoch substancji: kwasu moczowego
oraz zwigzku, ktéry nie byt pochodng puryny ani pirymidyny.

Poczatkowo oznaczano tylko sume adeniny, co mogto daé jedynie
0golny poglad na intensywno$é przemian w krwince czerwonej (8, 11,
46). Dopiero bardziej doktadna i selektywna analiza enzymatyczna (15,
40, 41, 42, 43, 62), a szczegdlnie zastosowanie chromatografii kolumno-
wej (3, 4, 5 6,7, 9, 10, 38, 51, 53, 55, 63) pozwolity doktadniej bada¢ nie-
ktore procesy metaboliczne krwinki czerwonej.

Z procesami glikolizy i cyklu pentozowego przebiegajagcymi w krwin-
kach czerwonych wigze sie nagromadzanie w tych komorkach niekté-
rych nukleotydéw, jak np. ATP, NAD, NADP.

Wiadomo, ze ATP i ADP wywierajg wptyw regulujgcy na glikolize.
ATP bierze udziat takze w aktywacji aminokwaséw (12, 57), w syntezie
peptydéw i biatek oraz w syntezie wielocukrow (18) i mocznika (14)

* Dr, adiunkt Katedry Fizjologii WAM, L6dz.
** Doc. dr med., szef Katedry Fizjologii WAM, t6dz.
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w krwince. Wiele przemawia za tym, ze ATP jest istotnym czynnikiem
w transporcie jondw.

Przesuniecia jonéw miedzy komoérka, a $rodowiskiem zewnetrznym
przebiegajg bardzo czesto przeciw gradientowi stezen, co wymaga na-
ktadu energii. Szereg autoréw (39, 45, 56) sugeruje, ze taki aktywny
transport jonow jest zwigzany z procesami fosforylacji, a jako zrédio
energii stuzy ATP. Ponadto wydaje sig, ze ATP wplywa na zachowanie
ksztattu erytrocytu (47). ATP gra zasadniczg role w praktyce konser-
wacji krwi (6, 7, 16, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 65). W krwince czerwonej,
w miare jej przechowywania, spada znacznie zawarto$¢ fosforanéw orga-
nicznych przede wszystkim ATP i 2,3-DPG, ros$nie natomiast zawartos¢
fosforan6w nieorganicznych. Po dodaniu adenozyny lub inozyny nastepuje
ich estryfikacja kosztem fosforanéw nieorganicznych i odnowa estréow
organicznych, przede wszystkim ATP, co przedituza zycie krwinki.

Synteza ATP w krwince czerwonej przebiegawg Yoshikawy (66)
w sposob przedstawiony na schemacie 1.

Glukoza

Schemat 1. Synteza ATP w krwinkach czerwonych (wg 66)

W wyniku dziatania kinazy na rybozo-5-fosforan (R-5-P) powstaje
fosforybozylopirofosforan (P-R-P~P), kt6ry taczy sie z adening i po-
wstaje AMP. AMP w wyniku dziatania swoistej kinazy daje ADP, ktory
w procesie glikolizy zostaje ufosforylowany na ATP. Rozpad za$ ATP
prowadzi do utworzenia rybozo-1-fosforanu (R-I-P), ktdry pod wpty-
wem fosforybomutazy przeksztatca sie w R-5-P, ten za$ w cyklu pento-
zowym rozktada sie do triozofosforanu, ktory bierze udziat w procesie
glikolizy. Czynniki, ktére wptywaja hamujgco na glikolize lub cykl pento-
zowy hamujg zatem rdwniez regeneracje ATP. Nie wyjasniono dotych-
czas jak przebiega regulacja tego ztozonego procesu zapewniajgca utrzy-
mywanie statlego stezenia ATP w krwince.

Oprécz AMP, ADP i ATP oraz NAD i NADP Bartlett i wsp. (6,
7) znalezli w krwince frakcje zawierajgcg jeszcze inng pochodnag adeni-
ny, ktérg nazwali AXP. Pochodna ta okazata sie (schemat 2) potaczeniem
kwasu 2,3-dwufosfoglicerolowego (2,3-DPG) z AMP (28).
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Uczeni japonscy przeprowadzili doktadng analize i dokonali synte-
zy AXP (28, 29, 30, 31, 32). Wedtug nich zwigzek ten wystepuje u tych
zwierzat, ktérych krwinki czerwone zawierajg duza ilos¢ DPG.

Oprocz pochodnych adeniny w krwinkach czerwonych znaleziono
takze nukleotydy guaniny, cytozyny i uracylu.

Adenina

OH OH

Schemat 2. Budowa kwasu adenylo-2,3-dwufosfoglicerolowego (wg 26)
Klamra we wzorze oznacza dwie mozliwe pozycje przytaczenia.

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

1,3-DPG, jako zwigzek wysokoenergetyczny, moze w pewnych wa-
runkach przerzuca¢ swojg grupe fosforanowg na zwigzki adenylowe
wspotuczestniczac 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

Schemat 3. Cykl kwasu glicerolowego (wg 57)
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dwufosfogliceromutaze, totez zuzywanie 1,3-DPG w reakcji, w ktorej
jest on dawca reszty fosforanowej, spowoduje obnizenie poziomu 2,3-DPG.
0 mozliwosci tego rodzaju przemian Swiadczg obserwacje Rohdewald
1Weber (59, 60), ze krwinki czerwone dzieci zawierajg wiecej ATP
i odpowiednio mniej 2,3-DPG niz krwinki dorostych; zwiekszenie za-
wartosci ATP zachodzi przypuszczalnie kosztem 2,3-DPG. Podobnie
Hitynczak i Leyko (34) stwierdzity, ze w przypadkach methemo-
globinemii réwnolegle z podwyzszeniem poziomu ATP w krwince czer-
wonej, wystepuje spadek 2,3-DPG. 2,3-DPG wystepuje w krwinkach
czerwonych wielu ssakéw i stanowi okoto potowy wszystkich estrow
fosforanowych rozpuszczalnych w kwasach (58); brak go natomiast
w krwinkach czerwonych (32, 61), a takze innych tkankach (68) bydta
i owiec oraz w erytrocytach gadéw i ptakéw, gdzie jego odpowiedni-
kiem jest kwas fitynowy (68).

Wyzej omdwione zwigzki fosforowe znaleziono takze w otoczce krwin-
ki czerwonej. Po rozdzieleniu na kolumnie jonowymiennej frakcji kwa-
sorozpuszczalnej z otoczki krwinki otrzymujemy chromatogram zblizo-
ny do chromatogramu zwigzkéw fosforanowych krwinek czerwonych
(rysunek 1i 2) (61).

Rys. 1. Kwasorozpuszczalne nukleotydy z inkubowanej mieszaniny [3P] lipopro-
teidow ekstrahowanych z cieni 600 ml krwinek czerwonych cztowieka (wg 61)

Poréwnanie jakosciowe i iloSciowe zwigzkdw fosforanowych, zwiasz-
cza nukleotydow, wystepujacych w krwinkach czerwonych réznych
zwierzat laboratoryjnych, przedstawiono w formie tablic (tablica 1, 2
i 3). Zebrano dane uzyskane przez réznych autoréw, ktérzy niejedno-
krotnie postugiwali sie r6znymi metodami.

| tak np. Dennemann (15) oraz Rottino i wsp. (62) (tablica 2)
stosowali w swoich badaniach metode enzymatyczng, inni natomiast —
metode chromatografii kolumnowej. Zaczerpniete z piSmiennictwa war-
tosci bylty podawane w réznych jednostkach, to tez dla ujednolicenia
w niektérych wypadkach, przeliczono je umieszczajac znak o ile nie
byta znana liczba hematokrytowa (2). Niewielkie réznice w stezeniach
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poszczegllnych zwigzkéw u tego samego zwierzecia wystepujg prawdo-
podobnie wskutek stosowania przez autoréw réznych metod.

Analiza tych danych nasuwa mys$l, ze pod wzgledem zawartosci
zwiagzkdéw fosforowych krwinka czerwona cztowieka jest najbardziej zbli-
zona do krwinki krolika. Krwinka krélika jest niejako modelem ludzkiej
krwinki czerwonej (7).

Rys. 2. Kwasorozpuszczalne nukleotydy z krwinek czerwonych czlowieka (wg 61)

lloSci ATP w krwince sg rézne w zaleznosci od gatunku zwierzecia,
a nawet réznig sie nieco w ramach tego samego gatunku (15, 54). Wy-
daje sie, ze w zaleznosci od stezenia ATP w krwinkach czerwonych,
badane zwierzeta mozna podzieli¢ na dwie grupy. W jednej grupie
poziom ATP w erytrocytach wynosi ok I*"M/1 ml krwinek czer-
wonych, u drugiej zas — ok. 0,5*M/1 ml krwinek czerwonych. Do pierw-
szej grupy zaliczyé mozna krolika i cztowieka, do drugiej — kota, psa
i Swinke morska. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze Kar on (44) podaje dla
ATP krwinek krolika warto$¢ ok. 0,5[.iM/l ml krwinek czerwonych. War-
tosci dla ATP w krwinkach czerwonych psa podane przez Karon
(44) sa natomiast duzo wyzsze, anizeli u innych autoréw. Mozna by
to ttumaczyé stosowaniem metod lub uzyciem do doswiadczen réznych
ras zwierzat.

Zwraca uwage fakt, ze w krwinkach czerwonych psa i kota naleza-
cych do grupy o nizszym stezeniu ATP w stosunkowo duzych ilosciach
wystepuje Na+. Nizszy poziom ATP moze by¢ zwigzany z aktywnym
transportem jonéw. W krwinkach czerwonych psa stosunek K+/Na+ =
= 0,08, podczas gdy u cztowieka stosunek ten wynosi 9,1 (13). Frasier
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Tablica 1

Zawarto$¢ adeniny we krwi réznych zwierzat wg Buella i Perkinsa
(11) (w mg/100 ml)

o* 9
$rednia ilos¢ $rednia ilos¢
(wartosci skrajne) oznaczen (wartosci skrajne) oznaczen
Szczur 8,4 ($r.z 4 ozn.)
(6,5—9,0)
Kurcze 15,0 1 10 2
(7,5—12,5)
Kaczka 32,3 ' 2 33,5 2
(32,5—32,0) (32,0—35,0)
Gotab 60,5 4 70,8 4
(55,0—85,0) (64,0—84,0)
Z6tw wodny 28,5 2 36,0 1
(25,0—32,0)
Swinia 30,3 ($r. z 11 ozn.)
(24,5—36,0)
Wt 2,8 (§r. z 4 ozn))
(2,0—3,5)
Cztowiek 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
(7-16)
Krolik 8,5 1 8,5 1
Swinka
morska 10,5 (1 ozn.)

i wsp. (19a) wykazali, ze transport K+ do wnetrza krwinki u cztowieka
jest niezalezny od stezenia K+ w S$rodowisku zewnetrznym i odbywa
sie z natezeniem w przyblizeniu siedemnascie razy wiekszym, anizeli
w krwinkach psa. Natezenie aktywnego transportu Na+ w krwinkach
psa jest rowniez odpowiednio mniejsze niz w krwinkach czerwonych
cztowieka, poniewaz na miejsce jednego jonu K+ moze wchodzi¢ jeden
jon Na+ (26). Zmniejszenie natezenia aktywnego transportu jonow K+
i Na+ w krwinkach czerwonych psa w poréwnaniu z krwinkami ludz-
kimi wymaga mniejszych wydatkéw energetycznych. By¢ moze znaj-
duje to swoj wyraz w odpowiednio mniejszym gromadzeniu zapasow
energii w postaci ATP.

Poziom ATP w krwinkach czerwonych zalezy rowniez od wieku.
Wedlug Rohdewald i Weber (59, 60) u dzieci wystepuje okoto
31°/o wiecej ATP w krwinkach czerwonych niz u ludzi dorostych. Na-
tomiast Zachara, Kedziora i Leyko (67) wykazali u dzieci
nizszy poziom ATP w krwinkach czerwonych, wynoszacy tylko 22°/
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Tablica

Zawarto$¢ zwigzkoéw fosforanowych w 1 ml krwinek czerwonych

psa, kota, $winki morskiej (zestawione wg 13, 35, 37 i 44)
Pies Pies Kot Swinka morska

[iM P fiM (iM [

AMP

ADP

ATP

AXP
NAD
NADP
GMP
GDP
GTP
UDP-Co
UDPG

Adenozynodwufos-
foran rybozy

Mono fosforany
heksoz

Dwufosforany

hekso*
Glu-/,tf-DP
Fru-/,6-DP

Fosfor
nieorganiczny

T riozofosforany

Kwas fosfoenolo-
pirogronowy

Kwas monofosfo-
glicerolowy

2,3-DPG

0,03—0,07 (13)

0,25—0,31 (13)

0,37—0,97 (13)

0,01 (13)

0,07—0,11 (13)

0,10—0,20 (13)

0,04 (13)

0,04—0,01 (13)

0,01—0,02 (13)

0,08—0,22 (13)
"0,11—0,18 (13)
0,20—0,35 (13)

0,01 (13)

0,01 (13)

0,07 (13)

9,67—10,1 (13)

0,03—0,07 (13)
0,059+0,012 (44)

0,13—0,16 (13)
0,16 (35)
0,198+0,030 (44)

0,12—0,32 (13)
0,22 (35)
0,0524+0,064 (44)

0,17 (35)

0,019+0,010 (44)
0,051 +0,015 (44)
0,204+0,037 (44)

0,022+0,007 (44)

0,36 (35)

0,30 (35)

0,19 (35)

9,4 (35)

0,054+0,019 (44)

0,154+0,030 (44)

0,487 +0,087 (44)

0,020+0,007 (44)
0,039+0,011 (44)
0,204+0,067 (44)

0,042+0,013 (44)

Uwaga: Ilo$¢ badanych osobnikéw wynosita: psy — 3(13) i 6(44); koty — 8(37); $winki morskie

37(44)
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wartosci znalezionych przez Greger a dla ludzi dorostych (27). Dysku-
towana jest takze sprawa zawartosci nukleotydéw adeninowych u tego
samego gatunku zwierzecia w zaleznosci od pici. Dane z piSmiennictwa
sg rozbiezne, niemniej jednak niektoérzy autorzy sugeruja, ze w krwin-
kach czerwonych u samcOw poziom ATP jest wyzszy (15, 36, 54). Zwigzki
fosforowe sg niezmiernie labilne i ilos¢ ich zmienia sie w réznych sta-
nach czynnosciowych (17, 64, 50, 33). Poziom tych zwiazkéw oscyluje
jednak wok6t pewnej S$redniej wartosSci i znaczniejsze jej przekrocze-
nie in plus, jak i in minus Swiadczy o stanie chorobowym (19, 48, 53).
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TADEUSZ MIKULSKI*

Widma absorpcyjne fotoreceptorow siatkowki oka ludzkiego
Absorption Spectrum of Retinal Photoreceptors in the Human Eye

The photoreception of the retina with reference to the absorption spectrum
of the single retinal cones of human eye is discussed.

Fala Swiatta, odbita od przedmiotu i pochtonieta przez elementy
Swiattoczute siatkéwki, wywotuje impuls przekazywany poprzez widkna
nerwowe do centrow mozgu. Siatkéwka oka ludzkiego posiada dwa ro-
dzaje Swiattoczutych komérek: preciki i czopki. Preciki reaguja przy
oSwietleniach mniejszych od 0,1 luksa i nie dajg wrazen barwnych (wi-
dzenie skotoptyczne). Czopki sg czynne przy os$wietleniach wigkszych
od 0,1 luksa i umozliwiajg odczucie réznorodnych barw (widzenie fo-
tooptyczne). Czuto$¢ precikbw na oswietlenie osigga maksimum przy
dtugosci fali réwnej okoto 510 rmt, za$ czopkdéw— przy 570 min.

I. Biochemicznie czynne substancje siatkéwki

W zewnetrznych cztonach precikéw pod wptywem absorpcji kwantu
Swiatta rodopsyna (purpura wzrokowa) rozklada sie na neoretynine b
i biatko — opsyne. Powstaje wtedy potencjat czynnoSciowy, a neorety-
nina b/11 cis izomer aldehydowy vitaminy Ax przeksztatca sie w trans-
retynine (izomer trans). Regeneracja rodopsyny moze nastgpi¢ tylko
wtedy, gdy forma trans retyniny przejdzie z powrotem w forme cis.
Proces wigzania sie neoretyniny b z opsyng i jej odbarwianie sie pod
wptywem Swiatta szczegétowo badat Wa ld (7) podajac na podstawie
zmian absorpcji Swiatta przy 380 mu- (maximum absorpcji dla neorety-
niny b) i 498 m~ (maximum absorpcji dla rodopsyny) kinetyke tego zja-
wiska. Poza tym wykazal, ze w czasie rekombinacji tworzy sie w czop-
kach jodopsyna zbudowana z neoretyniny b, oraz z biatka podobnego
do opsyny. Reakcja tworzenia sie jodopsyny przebiega kilkakrotnie szyb-
ciej niz reakcja tworzenia sie rodopsyny. Ostatnio Wald i Brown
(1, 2) wykazali, ze istniejg inne chromoproteidy siatkdwki zbudowane

* Dr med., mgr fil.,, adiunkt Katedry Fizyki Lekarskiej Pomorskiej Akademii
Medycznej, Szczecin.
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z neoretyniny b i biatek typu opsyny, posiadajgce maksimum absorpcji
w czesci zielonej i czerwonej widma.

Ciezar czasteczkowy opsyn wynosi okoto 40.000. Przy oswietleniu
rodopsyny w opsynie powstajg swobodne grupy SH. Blokowanie tych
grup hamuje przebieg reakcji. Powstanie potencjalu czynnosciowego
ttumaczy sie wigzaniem jonéw metali ciezkich przez swobodne grupy SH
wolnych opsyn; nadmiar jonéw ujemnych zmieniajgc tadunek na btonie
fotoreceptora prowadzi do powstania impulsu elektrycznego.

Trojchromatyczna teoria Helmholza powstawania wrazen barwnych
zaktada istnienie trzech pigmentéw o maksimum absorpcji S$wiatta
w czesci niebieskiej, zielonej i czerwonej widma. Nie wiadomo byto do
niedawna czy chromoproteidy te znajdujg sie osobno w réznych czop-
kach, czy tez wystepujg razem w jednym czopku.

Rys. 1. Widmo absorpcyjne pojedynczego precika siatkowki oka ludzkiego (wg 3)

Talbot (5 twierdzit, ze ukiad, w ktérym powstaje wrazenie bar-
wne skitada sie z dwoch rodzajow czopkéw i z precikow. Natomiast ba-
dania Granita (4 sugerowaty istnienie trzech rodzajow czopkdw.
Rowniez Starkiewicz (16) w swej kinetycznej teorii widzenia w ce-
lu wytlumaczenia powstawania barw, kontrastu obocznego powidokow
i elektroretinogramu przyjat istnienie trzech czopkdéw: czerwonego, zie-
lonego i niebieskiego. Stusznos$ci tego zatozenia dowiedli doswiadczalnie
Brown i Wald (3). Przeprowadzajac badania na siatkéwce uzyskali
oni widmo absorpcyjne poszczegdlnych precikéw (rys. 1) o maksimum
przy 505 mia, identyczne z widmem rodopsyny.
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Badajagc czopki w czesci siatkowki odlegtej o 1 do 2 mm od fovea,
autorzy mogli traktowac je jako izolowane komoérki. Poréwnujgc widmo
absorpcyjne komdérki zaadaptowanej do ciemnosci z widmem po os$wiet-
leniu danego fotoreceptora otrzymali oni réznicowe widmo absorpcyjne
(rysunek 2).

Rys. 2. R6znicowe widmo absorpcyjne poszczeg6inych pojedynczych czopkéw pa-
rafovealnej czesci siatkowki oka ludzkiego (wg 3)

Uzyskane trzy krzywe absorpcyjne o maksimum przy diugosci fali
Swietlnej rownej odpowiednio 450, 525, 555 mu, potwierdzity postulo-
wane przez Starkiewicza istnienie 3 rodzajéw czopkéw: czerwonych,
zielonych i niebieskich.
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WIESLAW MAKAREWICZ*

Powstawanie i wydalanie produktéw azotowych u ryb
Production and Excrétion of Waste Nitrogen Compounds in Fishes

The production and excretion of waste nitrogen compounds in fishes is reviewed.
The hvpothesis of évolution of ureotelism in vertebrates in discussed.

Przyjeta powszechnie klasyfikacja zwierzgt na amonio-, ureo- i ury-
koteliczne (2) zaleznie od rodzaju gtéwnego koncowego produktu prze-
miany biatek jest dosy¢ wzgledna. W rzeczywistosci wiekszo$¢ zwierzat
wydala réwnocze$nie amoniak, mocznik i kwas moczowy, a wzajemny
stosunek iloSciowy tych zwigzkdw zalezy w znacznej mierze od wpty-
wow Srodowiska i stadium rozwoju osobniczego zwierzecia.

Przemiany azotowe u ryb i sposoby wydalania koncowych produktéw
tych przemian sg doskonatym przykladem przystosowania na drodze
ewolucji do warunkéw Srodowiska. Wydalanie produktow przemian
u ryb odbywa sie nie tylko przez nerki, ale rowniez przez skrzela. Ryby
jako zwierzeta wodne sg w przewazajgcej wiekszosci amonioteliczne,
jakkolwiek u pewnych gatunkéw wymogi $rodowiska spowodowaty roz-
wo0j ureotelizmu; jeszcze inne gatunki zachowaty zdolno$¢ przestawiania
sie z amoniotelizmu na ureotelizm i odwrotnie w zaleznosci od zaopa-
trzenia w wode.

Od czasu pionierskich badan prowadzonych w latach 30-tych przez
fizjologa i biochemika Homera Smitha dopiero ostatnie lata przy-
niosty istotny postep w zrozumieniu mechanizmdw powstawania i wy-
dalania zwigzkéw azotowych. Szereg danych dotyczacych tego zagadnie-
nia zawierajg wydawnictwa monograficzne (6, 10, 11, 31). Celem tego
artykutu jest przedstawienie przemian azotowych u ryb z punktu wi-
dzenia biochemii ewolucyjnej.

Przy omawianiu ewolucji ureotelizmu przedstawiono schemat rozwoju
kregowcoéw wedtug Browna i Cohena (8). Jest to jeden z licznych
réznigcych sie dos¢ znacznie od siebie schematow podawanych w lite-
raturze; blizsze zajecie sie spornymi poglagdami na temat filogenezy
kregowcow wykraczatoby jednak poza ramy tego artykutu. Mimo tych
sporéw powszechnie przyjmuje sie, ze ryby staly na drodze ewolucji
wyzszych kregowcow. Nie wiadomo czy ryby rozwinety sie w wodzie

* Dr med., adiunkt Zaktadu Chemii Fizjologicznej AM w Gdansku.
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stodkiej i wtérnie opanowaly morza, czy tez byto odwrotnie (6, 25, 31).
Przewaza jednak poglad, ze kolebkag pierwotnych ryb byty zbiorniki
stodkowodne.

Wspoiczesnie zyje okoto 20 000 gatunkoéw ryb tworzac najliczniejszg
i najbardziej r6znorodng gromade kregowcow. Ogromna wiekszos¢ (oko-
fo 95%) nalezy do rzedu kostnoszkieletowych (Teleostei). Do ryb kosci-
stych zalicza sie tez ryby dwudyszne (Dipnoi) reprezentowane wspot-
cze$nie jedynie przez trzy rodzaje (7). Ryby chrzestnoszkieletowe (Chon-
drichtyes), z ktorych wiekszo$¢ nalezy do spodoustych (Elasmobranchii)
s3 grupa wymierajaca; obecnie zyje, przewaznie w morzach, zaledwie
86 rodzajow i 150 gatunkdw tych ryb (40). Tablica 1 przedstawia pozycje
omawianych grup ryb w systematyce zwierzat.

Tablica 1

Systematyka strunowcow ze szczeg6lnym uwzglednieniem systematyki ryb wedtug
Bobrinskiego i Matwiejewa (7)

Gro-:
Typ Podtyp Gromada ma- j Grupa Podgromada Rzad
da
Pétstrunowce 2 . Spodouste
(Hemichordata) g‘ .l.oi (Elasmobranchii)
Ostonice ° Zrostogtowe
(Tunicata) ”% S) /\g (Holocegphali)
Bezczaszkowce O« 2
(Acrania) Chrzestnokostne
G Kregowce Smoczkouste (Chonarostei)
(Vertebrata) (Cyclostomata) © Promienioptetwe Ganoidy kos-
u Ryby (Pisces) X (Actinopterygii)  tne (Holostei)
9 Ptazy (Amphibia) £ 0 W ieloptetwe Kostnoszkie-
i Gady (Reptilia) u (Polypteri) letowe (Tele-
«© Ptaki (Aves) G ostei)
Ssaki (Mammalia) ¢ Trzonoptetwe
t (Crossopterygii)
@z Dwudyszne
(Dipnoi)

I. Ryby kostnoszkieletowe

Ryby kostnoszkieletowe, zaréwno morskie jak i stodkowodne, sg ty-
powymi zwierzetami amoniotelicznymi. Homer Smith w 1929 ro-
ku (36) zastosowat pomystowy sposéb badania wydalania zwigzkéw azo-
towych przez ryby. Umieszczat on rybe w podtuznym naczyniu w ten
sposéb, ze gumowa przegroda oddzielata wode kontaktujaca sie z gtowa,
od wody w kt6rej byta zanurzona reszta ciata. Pozwolito mu to stwier-
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dzi¢, ze znaczna wiekszo$¢ zwigzkéw azotowych wydalana jest przez
skrzela — gtéwnie jako amoniak. Skéra i przewdd pokarmowy ryb nie
uczestnicza w wydalaniu amoniaku. PdéZniejsze badania potwierdzity
w catej rozciggtosci obserwacje Smitha. W tablicach 2 i 3 zestawiono
niektére dane dotyczace udziatu amoniaku w ogélnej ilosci wydalanych
zwiazkéw azotowych oraz ilo$¢ azotu wydalang przez nerki i drogg poza-
nerkowsg.

Tablica 2
Udziat procentowy azotu amoniaku i mocznika w azocie
catkowitym wydalanym przez ryby kostnoszkieletowe
Gatunek N—NH3 N-—mocznika Literatura
Salmo gairdneri 55—60 (14)
Carassius auratus 73 (41)
Myoxocephalus scorpius 90 (17)
Leptocottus armatus 63 21 (43)
Cyprinus carpio 50—60 6 (36)
Platichtbys stellatus 84 12 (43)
Taeniotoca lateralis 48 38 (43)

Tablica 3

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

Przez Przez

Gatunek ) Literatura
skrzela nerki
Salmo gairdneri 97 3 (14)
Cyprinus carpié 90 10 (30, 36)
Leptocottus armatus 7 23 (43)

Wsréd produktow azotowych wydalanych przez morskie ryby kost-
noszkieletowe jako wazny sktadnik wymieniany jest tez tlenek tréjme-
tyloaminy. Baldwin podaje (2), iz zwigzek ten stanowi trzecig czes¢
azotu catkowitego wydalanego przez te ryby. Wood (43) stwierdzit jed-
nak, ze u glowacza jako tlenek tréjmetyloaminy wydala sie znikoma
cze$¢ azotu catkowitego. Podawane w podrecznikach wartosci (2, 31) sa
jego zdaniem nieporozumieniem wyniklym z odnoszenia zawartosci tego
zwigzku do substancji azotowych wydalanych w moczu, a nie do catko-
witej ilosci zwigzkéw azotowych, wydalanych gtdwnie przez skrzela.
Zawarty w tkankach ryb tlenek trojmetyloaminy jest substancjg egzo-
genng pochodzaca z pokarmu. Tkanki wszystkich kregowcéw maja zdol-
nos$¢ utleniania trojmetyloaminy do N-tlenku (1), nie jest jednak jasne
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czy zwigzek ten moze powstawaé endogennie z azotu biatkowego i jaki
jest jego ewentualny udziat w catkowitej puli metabolizowanego azotu.

Interesujacy jest mechanizm wydalania amoniaku przez skrzela i je-
go pochodzenie. Wydaje sie najbardziej prawdopodobne, ze wydalanie
amoniaku ze skrzel do wody odbywa sie na drodze prostej dyfuzji wsku-
tek znacznej rdznicy stezeh i swobodnej przepuszczalnosci nabtonka
skrzel dla tego zwigzku (15, 17). Stezenie amoniaku we krwi doptywa-
jacej do skrzel wynosi okoto 04 mg°/o jest wiec stosunkowo wysokie
w poréwnaniu z stezeniem we krwi u innych kregowcow (15, 17, 26, 29).
Smith (36) pierwotnie przypuszczat, ze amoniak powstaje obwodowo,
a skrzela sg jedynie miejscem jego wydalania na drodze dyfuzji do ota-
czajacej wody. Pdzniej zmienit swdj poglad i sadzit, ze amoniak powstaje
w samych skrzelach z odpowiednich prekursor6w. Goldstein
i Forster w 1961 roku podjeli systematyczne badania (15) i na pod-
stawie nieznacznej réznicy stezen amoniaku we krwi doptywajacej i od-
ptywajacej ze skrzel doszli do wniosku, ze okoto 10% wydalanego amo-
niaku pochodzi z krwi, a pozostate 90% powstaje w skrzelach. Poniewaz
obserwowano spadek stezenia glutaminy we krwi przeptywajacej przez
skrzela, a skrzela zawierajg glutaminaze i dehydrogenaze kwasu gluta-
minowego, przypuszczano, ze okoto 50% wydalanego amoniaku powstaje
w skrzelach z glutaminy i kwasu glutaminowego. Obok glutaminazy i de-
hydrogenazy kwasu glutaminowego skrzela zawierajg réwniez AMP-ami-
nohydrolaze, dezaminujgcg kwas adenylowy do kwasu inozynowego.'
Aktywno$¢ AMP-aminohydrolazy w skrzelach ryb kostnoszkieletowych
przewyzsza wielokrotnie aktywnos$¢ glutaminazy. Na tej podstawie M a-
karewicz i Zydowo (20, 21), wysuwali przypuszczenie, ze u ryb
istotnym Zrédtem wydalanego amoniaku moze by¢é grupa 6-aminowa
nukleotydéw adeninowych.

Ostatnie badania wskazujg jednakze, ze znaczna wiekszo$¢ amoniaku
wydalanego przez skrzela pochodzi wprost z krwi —a wiec amoniak nie
tworzy sie ,,de novo” w tkance skrzelowej. Pequin (26) stwierdzit, ze
u karpia krew przechodzgc przez skrzela oczyszcza sie prawie catkowicie
z zawartego w niej amoniaku. Goldstein i wsp. (17) w opublikowa-
nych w 1964 roku doswiadczeniach zrewidowali takze swdéj poglad na
role skrzel w wytwarzaniu amoniaku. Autorzy ci badajgc rybe morska
Myoxocephalus scorpius stwierdzili, ze okoto 60% wydalanego amonia®
ku pochodzi z amoniaku zawartego we krwi przeptywajacej przez skrze-
la. Pozostate 40% powstaje w skrzelach z azotu a-aminowego o0socza.
Dezaminacja glutaminy osocza w skrzelach nie ma znaczenia w powsta-
waniu amoniaku, gdyz nie obserwowano zmniejszenia stezenia glutaminy
we krwi po przejsciu przez skrzela. Wyniki wczesniejszych doswiadczen
tych autoréw (15) byty btedne wskutek mylnego traktowania krwi po-
bieranej z ogona ryby jako krwi tetniczej, podczas gdy tak pobrana
krew jest mieszaning krwi tetniczej i zylnej.
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Narzagdem wytwarzajgcym najwieksze ilosci amoniaku jest watroba.
W doswiadczeniach na perfundowanej watrobie karpia zaobserwowano,
ze najwiecej amoniaku powstaje z glutaminy i asparaginy jak rowniez
z dezaminacji nukleotydéw i nukleozydéw purynowych (27, 29). Wa-
troba ryb zawiera bardzo aktywne ukiady enzymatyczne uwalniajgce
amoniak z tych substratéw (35). U ryb stodkowodnych wydalanie jonu
amonowego zwigzane jest z wchtanianiem przez skrzela jonu sodo-
wego (33).

Warto tez zwr6ci¢ uwage na koniecznos$¢ odpowiedniego przygoto-
wania ryb do badan i ostroznego interpretowania wynikéw w badaniach
poziomu' amoniaku we krwi i wydalania zwigzkéw azotowych. Czynni-
kiem bardzo istotnie wptywajacym na ilos¢ wydalanego amoniaku i jego
stezenie we krwi jest temperatura Srodowiska (29). W wynaczynionej
krwi ryb obserwuje sie szybki wzrost stezenia amoniaku (29). Pobieranie
krwi u ryb powinno odbywaé sie w wodzie, gdyz nawet krétkotrwate
niedotlenienie zwierzecia znacznie zmienia stezenie amoniaku we
krwi (28). llos¢ wydalanych zwigzkéw azotowych szybko spada podczas
pierwszych szeSciu dni gtodzenia, potem za$ utrzymuje sie na wzglednie
statym poziomie (14).

Il1. Ryby chrzestnoszkieletowe

Ryby chrzestnoszkieletowe stanowig grupe dos¢ wyjatkowa, gdyz bez
wyjatku sa zwierzetami ureotelicznymi. Mocznik bedac gtéwnym konco-
wym produktem przemian azotowych speinia u nich istotng role w utrzy-
maniu réwnowagi osmotycznej. Krew i tkanki ryb chrzestnoszkieleto-
wych zawierajg mocznik w stezeniu okoto 1°/0 u ryb stodkowodnych
i 2—25% u ryb zyjagcych w morzach. Sg to stezenia bardzo wysokie
w poréwnaniu z innymi zwierzetami ureotelicznymi jak ptazy, niektére
gady i ssaki. Utrzymanie tak wysokiego stezenia mocznika mozliwe jest
dzieki wchianianiu zwrotnemu tej substancji w kanalikach nerkowych
i ztej przepuszczalno$ci nabtonka skrzel dla mocznika. Tak wysokie ste-
zenie mocznika we krwi chroni ryby przed ciggtg utratag wody na drodze
osmotycznej.

U gatunku Torpedo 85% azotu wydalane jest w postaci mocznika,
a zaledwie 1,7% jako amoniak (31). Homer Smith (38, 39) jako je-
den z pierwszych podjat badania nad wydalaniem zwigzkéw azotowych
przez ryby chrzestnoszkieletowe i stwierdzit, iz wydalanie mocznika
i amoniaku u tych ryb odbywa sie gtdwnie przez skrzela na drodze dy-
fuzji. U gatunku Pristis microdon przez skrzela wydala sie 77% mocznika
i 89% amoniaku, a w moczu takze gtéwnym skladnikiem azotowym jest
mocznik.

Ustalenie drogi biosyntezy mocznika u ryb chrzestnoszkieletowych
miato donioste znaczenie dla zrozumienia ewolucji ureotelizmu u zwie-
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rzat. Przypuszczano, ze mocznik powstaje na drodze cyklu ornitynowego
Krebsa—Henseleita; w watrobie tych ryb wykazano ponad wszelka wat-
pliwos¢ aktywno$é transkarbamylazy ornityny, uktadu syntetyzujgcego
arginine i arginazy. Przez dluzszy czas nie udawato sie wykaza¢ aktyw-
nosci syntetazy karbamylofosforanu (3, 8). Sprzeczne doniesienia na ten
temat rozstrzygneli ostatnio Walls i wsp. (42) z pracowni Baldwina,
wykazujgc aktywnos$¢ tego enzymu w homogenatach watroby Scylliorhi-
nus canicula i Raia circularis. Zrédtem azotu dla syntezy karbamylofos-
foranu moze by¢ amoniak, glutamina, a takze inne aminokwasy. Aktyw-
nos¢ tego enzymu jest znacznie nizsza w porownaniu z ptazami i ssakami,
ale nalezy pamietaé, ze bardzo wysokie stezenie mocznika w tkankach
ryb chrzestnoszkieletowych moze byé uwarunkowane gtdwnie stabg prze-
puszczalno$cig skrzel i sprawnym wchianianiem w kanalikach nerko-
wych. Tak wiec biosynteza mocznika u ryb chrzestnoszkieletowych od-
bywa sie na tej samej drodze, co u innych zwierzat ureotelicznych. Ryby
te sg rowniez zdolne wytwarza¢ mocznik na drodze enzymatycznej de-
gradacji kwasu moczowego (9, 13).

Rola fizjologiczna mocznika u chrzestnoszkieletowych nie polega jak
sie wydaje na wydalaniu azotu pochodzacego z przemian aminokwaséw.
W alls iwsp. (42) sugeruja, ze réwniez rola mocznika w utrzymywaniu
réwnowagi osmotycznej nie jest tak istotna jak dotad powszechnie uwa-
zano. Staty, wysoki poziom mocznika w tkankach ryb chrzestnoszkiele-
towych, kontrolowany hormonalnie, jest zdaniem tych autoréw bardzo
istotnym czynnikiem regulacji wewnatrzustrojowej.

Pomimo tak duzych réznic w sposobie wydalania azotu, tkanki ryb
chrzestnoszkieletowych i kostnoszkieletowych majg bardzo podobng
zdolno$¢ dezaminowania L-aminokwaséw (34). Ogo6lne przemiany azotu
aminokwas6w przebiegajg wiec zapewne bardzo podobnie; $rodowisko
za$ wywarto wptyw na koncowe produkty tych przemian i ich réznorod-
ne wykorzystanie.

I11. Ryby dwudyszne

Przemiany zwigzkéw azotowych u tych ryb sg szczeg6lnie interesu-
jace, gdyz zwierzeta te moga by¢ przez dtuzszy czas pozbawione wody,
korzystajac w tym czasie z tlenu atmosferycznego. Pozostajg one wow-
czas W zupetnym spoczynku, otoczone szczelnie warstwg wyschnietego
mutu co zabezpiecza je przed nadmierng utratg wody. W tym stanie nie
pobierajg pokarmu, a wydalanie moczu zupetnie ustaje. Taki stan ,zy-
cia utajonego” musi niewatpliwie tgczy¢ sie z przestawieniem metabo-
lizmu tych ryb na specjalne tory.

Smith (37) badat wszechstronnie metabolizm afrykanskiej ryby
dwudysznej Protopterus aethiopicus. W S$rodowisku wodnym jest to
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zwierze amonioteliczne, 30—70% azotu wydalane jest wéwczas w formie
amoniaku. Gdy ryba zostaje pozbawiona wody, wydalanie catkowicie
ustaje, nie obserwuje sie w tkankach nagromadzania amoniaku, nato-
miast stezenie mocznika wzrasta 100-krotnie. Po umieszczeniu zwierze-
cia w wodzie nastepuje szybkie wydalanie mocznika i po uplywie
8—12 dni stanowi on juz tylko okoto 30% catkowitego azotu wydalanego.
W zaleznosci wiec od zaopatrzenia w wode ryba ta jest amonioteliczna
lub ureoteliczna, przy czym wydalanie zwigzkéw azotowych mozliwe jest
tylko w wodzie i nastepuje prawdopodobnie przez skrzela. Zwierze to
gdy jest pozbawione wody czerpie energie niemal wylgcznie z rozktadu
biatka (18, 37). Organizm Protopterus aethiopicus przystosowuje sie do
ograniczonej ilosci wody w S$rodowisku przeksztatcajgc azot aminokwa-
sow w mocznik. Podobne mozliwosci przystosowawcze obserwuje sie
réwniez wsrod ptazéw, a mianowicie u zaby afrykanskiej Xenopus lae-
vis (4).

Brak jest danych dotyczacych wystepowania enzymow cyklu ornity-
nowego u ryb dwudysznych. Brown i Cohen (8) w swojej hipote-
zie o ewolucji ureotelizmu u kregowcOw przyjmuja, ze mocznik u ryb
dwudysznych powstaje w cyklu Krebsa—Henseleita. Jednakze Jans-
sens (18) badajac u Protopterus aethiopicus powstawanie mocznika
z amoniaku w skrawkach watroby stwierdzit, ze ilos¢ mocznika jest sto-
sunkowo niewielka i ze dodanie ornityny nie przyspiesza tej syntezy.
Na podstawie faktu, ze watroba tej ryby zawiera enzymy przeksztatca-
jace kwas moczowy w mocznik (13), Goldstein i Forster (16)
wysuneli przypuszczenie, ze zrodtem mocznika nagromadzanego przy
ograniczonej ilosci wody w $rodowisku jest kwas moczowy. W $rodo-
wisku wodnym amoniak powstajagcy z dezaminacji aminokwaséw bez
przeszk6d wydala sie do wody. W okresie braku wody azot a-aminowy
aminokwasow stuzy do syntezy kwasu moczowego, ktdry pod dziataniem
urykazy, allantoinazy i allantoikazy moze nastepnie przeksztatca¢ sie
w mocznik.

By¢ moze jednak, ze ryby dwudyszne podobnie jak Xenopus laevis
posiadajg potencjat genetyczny umozliwiajgcy biosynteze mocznika na
drodze cyklu ornitynowego (42). Droga ta w S$rodowisku wodnym nie
jest wykorzystywana ale moze zosta¢ uruchomiona przez dziatanie $ro-
dowiska.

IV. Ewolucja ureotelizmu u kregowcéw

Wsréd wspdiczesnych kregowcdw zwierzetami ureotelicznymi sg ryby
chrzestnoszkieletowe, ryby dwudyszne, ptazy, niektdre gady i ssaki. Ryby
kostnoszkieletowe sg amonio-, a ptaki i wiekszo$¢ gadow — urykoteliczne.

W 1960 roku niezaleznie od siebie Brown i Cohen (8) oraz
Baldwin (3) wysuneli hipoteze, ze w przesztosci wszystkie prymityw-
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ne ryby byty ureoteliczne, a w trakcie ewolucji wyzszych kregowcow na
pewnych szczeblach rozwoju nastgpita utrata zdolnosci syntezy moczni-
ka. Hipoteze te ilustruje rysunek 1

. Mammalia +
Squamata - Crocodilia Aves -
Therapsida (+)
Chelonia Pelycosauria ()
Anura +
Urodela +
Apoda (+)
Labirinthodontia (+)
) t
Teleostei - Crossopterygii (9
Holostei - L~Dip/ioi +
Actinopterygii (-) Choanichtyes ()

Os}ce7ic/t1tyes J
Prymitywne ryby (+)
(Placodermi)

Chondrichtyes +

| mutacje
Przodkowie ryb i*)

Rys. 1. Hipoteza o ewolucji ureotelizmu u kregowcéw (wg 8)

Znaki-)- i —oznaczajg stwierdzong, a wziete w nawias —postulowang obecno$¢ lub nieobecno$¢ kom
pletnego cyklu ornitynowego. Linie przerywane oznaczajg miejsce utraty jednego lub wiecej enzyméw
tego cyklu.

Hipoteza ta przyjmuje, ze u prymitywnych ryb (Placodermi) funkcjo-
nowat cykl ornitynowy wyksztatcony na drodze mutacji. Przodkowie
prymitywnych ryb mogli posiada¢ juz niektére enzymy cyklu ornityno-
wego wykorzystywane w innych przemianach. Dalsza ewolucja przebie-
gata w dwoch kierunkach. Z jednej strony rozwinety sie ryby promie-
nioptetwe (Actinopterygii), z ktérych wyodrebnita sie wspo6tczesna grupa
ryb kostnoszkieletowych (Teleostei). U promienioptetwych nastapita
utrata zdolnosci syntezy mocznika i rozwingt sie amoniotelizm. W dru-
gim kierunku wyksztatcity sie ryby chrzestnoszkieletowe (Chondrichtyes)
i trzonoptetwe (Crossoptryegii), ktdre zachowaty zdolno$é syntezy mocz-
nika. Z tej gatezi rozwinety sie plazy, a nastepnie gady, ptaki i ssaki.
W rozwoju gaddéw i ptakéw nastgpita utrata cyklu ornitynowego i roz-
winat sie urykotelizm.
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Hipoteza ta zaktada, ze u form przejSciowych funkcjonowat cykl orni-
tynowy biosyntezy mocznika. Wedtug W allsa i wsp. (42) natomiast
wystarczy przyjac, ze istnieje jedynie potencjat genetyczny dla takiego
procesu, ktéry moze by¢ lub nie by¢ wykorzystywany. Wiele obserwa-
cji przemawia za takim ujeciem. Reakcje ujmowane jako cykl moczni-
kowy sa $ciSle zwigzane z wieloma kierunkami przemian zywych orga-
nizméw jak np. biosynteza pirymidyn, argininy, fosfagendw. Enzymy
katalizujgce te reakcje wystepuja u wielu zwierzat, a takze u roslin
i bakterii (8, 32). Gdyby zdolno$¢ syntezy mocznika wyksztatcita sie
u pewnych grup zwierzat niezaleznie od siebie, to nalezatoby spodziewac
sie znacznych réznic w mechanizmie syntezy i wiasnosciach enzymoéw
katalizujgcych ten proces. Tymczasem wiadomo, ze taki sam jest mecha-
nizm syntezy mocznika u ssakéw i u ptazéw. Ponadto transkarbamylaza
ornityny u ryby chrzestnoszkieletowej i u zaby wykazujg daleko idace
podobienstwo wiasnosci (19). Wykazano réwniez znaczne podobienstwo
immunochemiczne syntetazy karbamylofosforanu z tkanek réznych zwie-
rzat ureotelicznych (22). Aktywnos¢ enzyméw katalizujgcych trzy pierw-
sze etapy cyklu ornitynowego, to jest syntetazy karbamylofosforanu,
transkarbamylazy ornityny i ukladu syntetyzujgcego arginine, zmienia
sie réwnolegle na réznych szczeblach rozwoju filogenetycznego. Suge-
ruje to jeden i ten sam mechanizm regulacji u odlegtych od siebie ga-
tunkdw (23). Koncepcje te potwierdza obserwacja, iz arginaza watroby
zwierzat ureotelicznych rozni sie wiasnosciami od arginazy z tkanek zwie-
rzat urykotelicznych (24).

Wszystko wskazuje, ze cykl ornitynowy wyksztatcit sie stosunkowo
dawno w rozwoju filogenetycznym zwierzat. Interesujacy jest fakt, ze
u bezkregowca dzdzownicy (Lumbricus terrestris) stwierdzono ostatnio
funkcjonowanie kompletnego cyklu ornitynowego powstawania moczni-
ka (5).

Metabolizm i wydalanie azotu u zwierzat sg procesami bardzo pla-
stycznymi. Wydalanie amoniaku jako kohcowego produktu przemian azo-
towych jest najbardziej ekonomiczne, przeksztatcanie go w mocznik czy
tez kwas moczowy wymaga zuzytkowania na ten cel znacznych ilosci
energii. Jednakze swobodne wydalanie amoniaku mozliwe jest tylko
w $rodowisku wodnym —ryby dwudyszne narazone okresowo na brak
wody majag mozliwos¢ syntezy mocznika. Wydaje sie, ze zdolno$¢ syn-
tezy mocznika i aktywnego jego wydalania przez nerke, byty nieodzow-
nymi warunkami dla rozwoju zwierzat lgdowych-

Zwraca uwage doniostos¢ funkcji jakie u ryb spetniajg skrzela. Na-
rzad ten zapewnia wymiane oddechowa gazéw, uczestniczy w utrzyma-
niu réwnowagi osmotycznej i dzieki statemu kontaktowi z woda wyko-
rzystywany jest jako narzad wydalniczy. U larwy ptaza Necturus macu-
losus, ktory utracit zdolno$¢ metamorfozy i cate zycie spedza w wodzie,
skrzela sg narzadem szczatkowym, a funkcje narzagdu wydalniczego spet-
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nia skéra (12). Jest to potwierdzenie tezy, iz w procesie ewolucji utrata
funkcji wyprzedza modyfikacje struktury.

U ryb chrzestnoszkieletowych koncowy produkt przemian azoto-
wych — mocznik, speinia dodatkowo istotng dla tych zwierzat funkcje
czynnika utrzymujacego réwnowage osmotyczng i jest elementem che-
micznej homeostazy ustroju. Amoniak ze wzgledu na swoja tatwos¢ prze-
nikania przez btony nie mogtby speiniaé tego zadania. Zrozumiaty jest
wiec ureotelizm tych zwierzat, jakkolwiek warunki $Srodowiska pozwa-
lajg rowniez na swobodne wydalanie amoniaku.

LITERATURA

1. Baker J R, Struempier A, Chay kin S, Biochim. Biophys. Acta
71, 58 (1963).

2. Baldwin E. Biochemia dynamiczna. Warszawa, 1959, str. 334, 368.

3. Baldwin E., Comp. Biochem. Physiol. 1, 24 (1960).

4. Balinsky J. B, Cragg M M, Baldwin E. Comp. Biochcm. Physiol.
3, 236 (1961).

5 Bishop S. H, Campbell J W, Comp. Biochem. Physiol. 15 51 (1965).

Black S. V. w The Physiology of Fishes, t. I, red. M. E. Brown, New York,

1957, str. 163.

Bobrinski N, Matwiejew B. Zoologia, t IlI, Warszawa, 1952.

Brown G. W. Jr.,, Cohen P. P, Biochem. J. 75 82 (1960).

Brunei A. Bull. Soc. Chim. Biol. 19, 805 (1937).

10. Cohen P. P, Brown G. W. Jr., Comparative Biochemistry t. |II, red.
M. Florkin, H. S. Mason, New York, London, 1960; str. 161.

11. Cohen P. P, Brown G. W. Jr, Proceedings of the Fifth International
Congress of Biochemistry, Moscow 1963, t. Ill, str. 129.

12. Fanelli G. M, Goldstein L. Comp. Biochem. Physiol. 13, 193 (1964).

13. Florkin M, Duchateau G. Arch. Inter. Physiol. 53, 267 (1943).

14, Fromm P. O, Comp. Biochem. Physiol. 10, 121 (1963).

15. Goldstein L, Forster R. P, Am. J. Physiol. 200, 1116 (1961).

16. Goldstein L, Forster R P, Comp. Biochem. Physiol. 14, 567 (1965).

17. Goldstein L, Forster R P, Fanelli G. M. Jr, Comp. Biochem.
Physiol. 12, 489 (1964).

18. Janssens P. A, Comp. Biochem. Physiol. 11, 105 (1964).

19. Joseph R L, Watts D. C, Baldwin E. Comp. Biochem. Physiol. 11,
119 (1964).

20 Makarewicz W. Acta Biochim. Polon. 10, 363 (1963).

21. Makarewicz W., Zyd owo M., Comp. Biochem. Physiol. 6, 269 (1962).

22. Marshall M, Cohen P. P, J. Biol. Chem. 236, 718 (1961).

© © N

23. Mora J, Martuscelli J, Ortiz-Pineda J, Soberon G. Bio-
chem. J. 96, 28 (1965).

24, Mora J., Tarrab R, Martuscelli J, Soberon G. Biochem. J. 96,
568 (1965).

25. Muntz F. N, McFarland W. N., Comp. Biochem. Physiol. 13, 381 (1964).
26. Pequin L. C. R. Acad. Sei. (Paris), 255, 1795 (1962).

27. Pequin L., C. R. Acad. Sei. (Paris), 257, 2734 (1963).

28. Pequin L, Serfaty A. C. R. Soc. Biol. (Paris) 156, 1167 (1062).



[11]

29.
30.

3L

32.
33.
34.

35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.

WYDALANIE AZOTU U RYB 109

Pequin L, Serfaty A. Comp. Biochem. Physiol. 10, 315 (1963).

Pora A. E, Prekup O, Woprosy Ichtiol. 14, 119 (1960), cyt. za Biol. Abstr.
37, 13390 (1962).

Prosser Ladd C. w Comparative Animal Physiology, red. C. Ladd Pros-
ser, Frank A. Brown Jr., Wyd. drugie, Philadelphia, London 1962, str. 135.
Ratner S. Adv. Enzymol. 15, 319 (1954).

Romen F. G, Maetz J, J. Gen. Physiol. 47, 1209 (1964).

Salvatore F, Zappia V., Costa C. Comp. Biochem. Physiol. 16, 303
(1965).

Schmidt G. Zool. Jb. Abt. Phys. 67, 151 (1957).

Smith H. W. J. Biol. Chem. 81, 727 (1929).

Smith H. W, J. Biol. Chem. 88, 97 (11930).

Smith H. W, Am. J. Physiol. 98, 279 (1931).

Smith H W, Smith C. G, Am. J. Physiol. 98, 296 (1931).

Suworow E. Podstawy Ichtiologii, Warszawa 1954,

Thornburn C C, Matty A. J, Comp. Biochem. Physiol. 8 1 (1963).
Watts D. C, Watts R. L., Comp. Biochem. Physiol. 17, 785 (1966).
Wood J. D, Canad. J. Biochem. Physiol. 36, 1237 (1958).

8 Postepy Biochemii



NAGRODY PRZYZNANE W 1966 ROKU

Zarzad Gitowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z prawdzi-
wa przyjemnoscig powiadamia czytelnikbw o przyznaniu dorocznych
nagréd Towarzystwa:

NAGRODA IMIENIA BOLESELAWA SKARZYNSKIEGO

w wysokos$ci 3000 zt. zostata przyznana dr Irenie Szumielza arty-
kut pt. ,,Mechanizm dziatania enzyméw” opublikowany w Postepach
Biochemii, 11, 1965

NAGRODA IMIENIA JAKUBA KAROLA PARNASA

w wysokosci 4000 zt. zostata przyznana dr Celinie Janioni Prof,
dr Davidowi Shugarowi za prace eksperymentalng pt. ,Muta-
genicity of hydroxylamine: reaction with analogues of cytosine, 5/6/-
substituted cytosines and some 2-keto-4-ethoxypyrimidines” opubliko-
wang w Acta Biochimica Polonica, 12, 333 (1965).



RECENZJE

Progress in the Chemistry of Fats and other Lipids, tom VIII, czesé 1,

Phospholipids and Biomembranes, L. L. M. Van Deenen pod red. R. T. Hol-

mana. Pergamon Press. Oxford, London, Edinburgh, New York, Frank-
furt 1965, str. 127.

Omawiana ksigzka stanowi kolejny tom z zapoczatkowanej w 1952 r. serii wy-
dawniczej pod tytutem: Progress in the Chemistry of Fats and other Lipids, maja-
cej na celu dostarczenie czytelnikowi monograficznych opracowan z dziedziny ba-
dania lipidéw. Cze$¢ pierwsza tomu VIII poswiecona jest fosfolipidom i roli tych
zwigzkéw jako sktadnikéw bton biologicznych. Celem tej monografii jest przed-
stawienie i przeanalizowanie danych na temat budowy i metabolizmu fosfolipidow
w powigzaniu z funkcjg biologiczng bion. Ksigzka sktada sie z trzech rozdziatow.

W rozdziale pierwszym przedstawiono stan badan nad sktadem lipidowym bton,
gdyz doktadne zanalizowanie poszczegélnych sktadnikéw jest niezbednym wste-
pem dla zrozumienia budowy molekularnej btony. Omoéwiono skitad lipidowy bton
komoérkowych oraz wewngtrzkomoérkowych struktur. Nastepnie przedstawiono che-
miczng budowe fosfolipidéw oraz ich wystepowanie w btonach komérkowych. Za-
gadnieniem udziatu czesci polarnej fosfolipidéw w wigzaniu sie z innymi sktadni-
kami bton posSwiecono osobng cze$¢. Wydaje sie jednak, ze tworzenie si¢ lipidowo-
-biatkowych agregatéw jest wynikiem dziatania nie tylko sit jonowych. Wiele
uwagi autor poswiecit czesci apolarnej fosfolipidéw, omawiajgc szczegétowo rodzaje
kwaséw ttuszczowych. Uwaza on bowiem, ze rodzaj parafinowego tancucha fosfo-
lipidu blony komoérkowej moze by¢ jednym z wazniejszych czynnikéw regulujacych
przenikanie przez lipidowa bariere bton. Uktad tego rozdziatu jest jasny i przej-
rzysty. Szczego6towy spis rzeczy utatwia czytelnikowi zorientowanie sie w mate-
riale. Warte podkreslenia sg uwagi autora na temat krytycznego oceniania wyni-
kéw oraz koniecznos$ci daleko idacej ostroznosci w wycigganiu wnioskéw na temat
zalezno$ci miedzy funkcja biologiczng btony, a skiadem lipidowym. Ostroznos¢ ta
jest konieczna przede wszystkim ze wzgledu na niedoskonato$¢ istniejgcych metod
izolacji bton w stanie nienaruszonym. Szkoda, ze uwadze autora i korektoréw
uszedt biagd we wzorze strukturalnym fosfolipidow (strona 18).

W rozdziale drugim autor omawia zagadnienie molekularnego uktadu lipidéw
w btonie. Rozdziat ten jest bogato ilustrowany zaréwno pieknymi zdjeciami uzyska-
nymi w mikroskopie elektronowym jak i schematami utatwiajgcymi czytelnikowi
zrozumienie omawianych teorii. Szczeg6lnie interesujgca wydaje sie teoria zapro-
ponowana przez Kavanau, ktérej najistotniejszym elementem jest jej dynamiczny
charakter. Wg tej teorii kompleks biatko-lipoproteidy-lipidy istnieje w paru sta-
nach, tatwo nawzajem przechodzacych w siebie. Stan ,otwartej konfiguracji”
przypomina model oparty na teorii mozaikowej, a stan ,zamknietej konfigura-
cji”— model dwumolekularnej warstwy lipidowej. Niezbednos$¢ fosfolipidow dla
funkcjonowania wielu enzyméw omodéwiono krdtko ze wzgledu na obfito$¢ prac
na ten temat.

g*



112 RECENZIJE [2]

Rozdziat trzeci i ostatni dotyczy biosyntezy i metabolizmu fosfolipidéw. Za-
gadnienia te przedstawiono zwiezle i jasno. Przejrzyste schematy utatwiajg zo-
rientowanie sie w temacie. W rozdziale tym omoéwiono role fosfolipidéw w proce-
sie aktywnego transportu.

Cytowana literatura, obejmujgca przeszto 500 pozycji zawiera prace publiko-
wane do roku 1963 wtacznie.

Na zakonczenie warto zwréci¢c uwage na fakt, ze rozdzialy pierwszy i trzeci
moga byé zrozumiate nawet dla czytelnika nie wprowadzonego w omawiane za-
gadnienia. Natomiast rozdziat drugi wymaga pewnego przygotowania.

D. Hulanicka

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

Autorem ksigzki jest Dr Evans, cztonek Kroélewskiego Instytutu Chemii, pra-
cownik naukowy firmy Glaxo w Anglii. Omawiana praca odnosi sie tylko do
chemii tych rodzajow antybiotykéw (tgcznie okoto trzydziestu), ktore =znalazty
zastosowanie w lecznictwie. Jest to zwiezty, jasno podany wyktad przede wszyst-
kim o budowie chemicznej i dowodach struktury antybiotykéw. Poniewaz szcze-
gb6towe sprawozdanie z tresSci poszczegbélnych rozdziatdéw ukazato sie w Acta Bio-
chimica Polonica (13, R7, 1966) recenzja obecna obejmuje tylko kilka uwag specjal-

nych.
Dr Evans przyjat typowo biochemiczng klasyfikacje antybiotykéw zapropono-
wang przez Abrahama i Newtona przed kilku laty. Zostata ona oparta na

klasyfikacji gtéwnych prekursoré6w w biosyntezie antybiotykéw. Prekursorami
tymi moga by¢ aminokwasy (jeden, dwa lub wiecej), cukry, jednostki dwu i troj-
weglowe (kwas octowy, lub propionowy). Klasyfikacje te mozna z powodzeniem
stosowaé¢ tylko do tych substancji — ktérych tak struktura jak i drogi biosyntezy
zostaty poznane.

Znaczna cze$¢ ksigzki zostata poswiecona antybiotykom pochodzacym od ami-
nokwasow. Antybiotyki te sktadajg sie z kilku do kilkunastu reszt aminokwaso-
wych, ktére roéznig sie nie tylko jako$ciowo od reszt spotykanych w biatku, ale
czesto i ich wzajemne wigzania odbiegaja od zwykiego wigzania peptydowego.
Na sprawe te autor zwrdcit specjalng uwage. Interesujgco i szczegétowo omowit
niezwykte wigzania spotykane w czasteczce bacytracyny A. W sekwencji lleu-Cys
powstaje pierscien tiazolinowy przez zwigzanie siarki cysteiny z weglem karbo-
nylowym izoleucyny; wigzanie powstate z acylowania obydwu grup aminowych
lizyny powoduje rozgatezienie tancucha, ponadto na koncu karboksylowym pep-
tydu znajduje sie a-amid kwasu asparaginowego, a nie (5-amid (asparagina) jak
to spotyka sie z reguty w biatkach. Sprawa wigzan miedzy aminokwasami w po-
limiksynie zostata przez Autora obszernie przedstawiona z podkres$leniem dowo-
déw na istnienie wigzania peptydowego miedzy karboksylowa grupg jednego ami-
nokwasu i y-aminowg grupa innego (a,Y-dwuaminomastowego), przez co zamyka
sig pierscien peptydowy; natomiast druga (a) aminowa grupa tego kwasu jest
zacylowana koncowa grupa karboksylowg bocznego tahncucha peptydowego. W in-
nych grupach antybiotykéw zastuguje na uwage jasny spos6b przedstawienia po-
dobienstw struktury miedzy pokrewnymi neomycynami (A, B, C), paromomycy-
nami (I, Il) i kanamycynami (A, B, C). W rozdziale omawiajacym peptydy znajduje
sie uproszczony i bardzo przejrzysty sposob przedstawienia syntezy gramicydy-
ny S.



3] RECENZJE 113

Ksigzke zaopatrzono w kilka schematéw ciggéw reakcji ilustrujgcych drogi
degradacji lub biosyntezy poszczegélnych grup antybiotykéw. Przejrzysty sposéb
przedstawienia materiatu stanowi¢ moze znaczne utatwienie dla czytelnika pragna-
cego zapozna¢ sie z budowg omawianych zwigzkéw. WartoSciowa jest tablica
zawierajaca gtéowne dane o fizycznych wiasnosciach antybiotykow.

Mimo, ze ksigzka zostata wydana w 1965 roku, to literatura przedmiotu tylko
w pojedynczych przypadkach obejmuje rok 1964. Ujemng strong jest takze brak
skorowidza autoréw cytowanego piSmiennictwa.

Prosty i jasny sposéb przedstawienia zagadnien strukturalnych sprawia, ze
ksigzke Ev ansa mozna poleci¢ jako pozyteczne Zrddto podstawowych wiadomosci
z chemii antybiotykéw stosowanych w lecznictwie.

Tadeusz Korzybski

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

»A course in Organie Chemistry” wydawany pod redakcja Sir Roberta Ro-
binsona dzieli sie na sekcje og6lng (General Section) i zaawansowang (Advanced
Section). Recenzowana ksigzka stanowi XXVI tom Advanced Section i podobnie
jak poprzednie jest krotka, zwartag monografia z okreSlonej dziedziny chemii orga-
nicznej, napisang przez doskonalego znawce przedmiotu. K. W. Bentley pra-
cuje w dziedzinie alkaloidéw izochinolinowych przez blisko 20 lat, a jego osiagniecia
w tej dziedzinie sg imponujace.

Ksigzka jest przeznaczona dla studentéw chemii specjalizujgcych sie w chemii
organicznej.

Alkaloidy izochinolinowe dzieli sie zwyczajowo na kilkanascie podgrup w opar-
ciu o sciste podobienstwo strukturalne i ich spos6b tworzenia w roSlinie.

W recenzowanej ksigzce autor stara sie dokona¢ prezentacji kazdej podgrupy
na podstawie pokrewienstwa do tych wpierw opisanych. Praca nie miata ambicji
zamieszczenia wyczerpujacego przegladu wszystkich zwigzkéw tej klasy, nato-
miast dgzyta do uwypuklenia metod stosowanych do ustalenia struktury nowych
zwigzkéw pochodzenia naturalnego. Tak wiec w kazdej podgrupie zostat wytypo-
wany odpowiedni reprezentant dla przeprowadzenia dedukcji strukturalnej, a z nim
z kolei powigzano pozostatych przedstawicieli podgrupy.

Chemiczna budowa alkaloidéw jest dedukowana w oparciu o klasyczne me-
tody chemii organicznej, a wiec z degradacji zwigzku do prostych fragmentow,
ktérych budowe tatwo ustali¢, z danych analizy elementarnej i ze znajomoSci
przebiegu stosowanych reakcji chemicznych.

Autor wspomina we wstepie do swej pracy, ze dobrze jest, a nawet konieczne
uwypukli¢ w dniu dzisiejszym olbrzymiag skuteczno$¢ i historyczng wage metod
chemicznych, gdyz nie mozna dopusci¢ zeby byly one zapomniane w dobie ma-
sowej ingerencji metod fizycznych do badan strukturalnych. Zdaniem autora—
nowe metody fizyczne stosowane w badaniach strukturalnych napewno ufatwiaja
i skracaja czas tychze, a nawet doprowadzaja do rozwigzan precyzyjniejszych —
jednakowoz sa to metody uzupeiniajgce, a wiec nie powinny eliminowa¢ metod
chemicznych, gdyz ostatecznym dowodem poprawnos$ci struktury wydedukowanej
z komplektu danych eksperymentalnych— pozostaje do dnia dzisiejszego — jedno-
znaczna synteza chemiczna.

Przed przystapieniem do omoéwienia poszczeg6lnych podgrup — autor zapozna-
je nas z gtdwnymi zabiegami chemicznymi uzywanymi do degradacji alkaloidéw
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izochinolinowych i prowadzacymi do prostych rozpoznawalnych zwigzkéw. Pro-
cesy te, to: utlenianie, wyczerpujace metylowanie, piroliza aminotlenkéw oraz
degradacje: Emde i Braun’a. KonhAcowy rozdziat ksigzki poswiecony jest dotych-
czasowym poglagdom na temat biogenezy alkaloidéow izochinolinowych.

Ksigzka jest napisana jasno i ilustrowana duzg ilosciag wzoréw strukturalnych
(do niektérych zakradty sie niestety biedy, np. do wzoru morfiny i kodeiny na
str. 91).

Ksigzka jest bardzo cenna dla kazdego chemika majgcego zamiar pracowac
w chemii produktéw naturalnych.

Pewnym mankamentem jest zupeiny brak odno$nikéw literaturowych. Co
prawda w wiekszo$ci wypadkdéw dedukcje strukturalne wywodzg sie z precyzyj-
nych danych eksperymentalnych i prowadzg do wnioskéw bezbtednych, ale na-
wet w takich wypadkach stuszniej bytoby utatwi¢ czytajacemu dotarcie do prac
zrodtowych. Dezyderat ten jest szczeg6lnie aktualny przy rozwazaniach struktu-
ralnych opartych na pracach o watpliwej wartosci i prowadzacych do wynikéw
dyskusyjnych lub nawet biednych (taki przypadek ma miejsce w podgrupie: rea-
dyna).

Mimo tych wusterek ksigzka jest doskonatym podrecznikiem uniwersyteckim
dla studentéw (doktorantéw) specjalizujgcych sie w chemii produktéw naturalnych.

Maciej Wiewidrowski
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Uktady enzymatyczne z tkanek owaddw czynne w aktywacji fragmentow
jednoweglowych 4

BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT

Prace wykonano w Zaktadzie Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego, PAN, w Warszawie.

Promotor: Prof. dr ZOFIA ZIELINSKA

Uchwata Rady Naukowej Instytutu im. M. Nenckiego nadajaca stopiei naukowy
doktora nauk przyrodniczych z dnia 4.V1.19%66 r.

Fragmenty jednoweglowe aktywowane i przenoszone przez tetrahydrofolan,
biotyne oraz S-adenozylometioning uczestniczg odpowiednio w biosyntezie sktad-
nikéw purynowych i pirymidynowych kwaséw nukleinowych, w biosyntezie i in-
terkonwersji wielu aminokwaséw oraz reakcjach transmetylacji. Jako ,aktywne
fragmenty jednoweglowe” okresla sie na ogét potaczenia z tetrahydrofolanem.’
W organizmach fragmenty jednoweglowe pojawiajg sie w wyniku interkonwersji
oraz przemian szeregu aminokwaséw (gtdwnie seryny i glicyny oraz histydyny),
podczas degradacji rdzenia purynowego, jak réwniez w wyniku przemian puryn
w pterydyny.

W pracy wykazano, ze w supernatancie postmitochondrialnym z tkanek owa-
déw (z rzedéw Lepidoptera, Orthoptera i Hymenoptera) wystepujg niektore ukia-
dy enzymatyczne czynne w syntezie ,,aktywnych fragmentéw jednoweglowych”,
a mianowicie: uktad oksydoreduktaz folanowych (E.C. 15.14. i E.C. 1513) ka-
talizujgcy redukcje folanu do tetrahydrofolanu oraz ukitady enzymatyczne uczest-
niczace w syntezie formylotetrahydrofolanu, przy wykorzystaniu mréwczanu
wzglednie grupy hydroksymetylowej seryny, jako Zzrédet fragmentéw jednoweglo-
wych (E.C. 6.3.43. oraz E.C. 2.1.21. i E.C. 15.15). Nie udato si¢ natomiast wy-
kry¢ aktywnosci uktadu enzymatycznego przenoszacego na tetrahydrofolan grupe
CH = NH z formiminoglutaminianu (E. C. 2.1.2j5. i E.C. 4.3.1.4).

Scharakteryzowano doktadniej wtasnosci ligazy mrowczan: tetrahydrofolan
(ADP) (E.C. 6.34.3), ktéra przejawiata najwyzszg aktywno$¢ sposréd enzymow
biorgcych udziat w syntezie ,,aktywnego mréwczanu”. Enzym z tkanek Galleria
mellonella (Lepidoptera), wykazujacy najwyzszg aktywnos¢ przy pH 8,0—81
i w temperaturze 37°C, charakteryzujg nastepujgce wartosci statych Michaelisa
dla substratow Km(FH4— 0,57X 10~3M; Km(HCOONa) — 17,0X10-3M; KmATP) —
0,13X10-3M, oraz synergistycznie dziatajagcych kationdw — Km(Mg2+) — 0,18X10~3M;
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Km(NH4+) — 14,0XM)-3M. Zblizone wartosci statych Michaelisa dla ATP i jondw
Mg2+ oraz dla mréwczanu i jonéw Mg2+ nasuwajg przypuszczenie, ze mecha-
nizm syntezy formylotetrahydrofolanu w reakcji katalizowanej przez enzym z tka-
nek owadoéw, zblizony jest do mechanizmu postulowanego dla ligazy mréwczan:
tetrahydrofolan z Clostridium cylindrosporum. O odmiennych w pewnym stopniu
wiasciwosciach badanej ligazy z tkanek owadéw $wiadczy natomiast znaczna
termolabilno$¢, pewna wybidrczos¢ w stosunku do czynnikéw redukujgcych oraz
hamowanie przez 4-aminoanalog folanu — aminopteryne. Aminopteryna hamuje
dziatanie ligazy mréwczan: tetrahydrofolan (ADP) z tkanek larw szeregu owadow,
nie wywiera za$ wpltywu na dziatanie tego enzymu z poczwarek i form imaginal-
nych owadéw. Rozpatrzono ewentualne mozliwosci wyjasnienia tego zjawiska.

Fragmenty pracy referowano na IlIl i IV Sympozjum Towarzystwa Bioche-
micznego (1964 i 1965) oraz na Ill Zjezdzie FEBS (1966).

Whptyw Myotriphos Polfa Amp. na niektore katalityczne wiasnosci krwi ludzkiej

KONSTANTY CHMIELEWSKI

Prace wykonano w Katedrze Chemii Ogo6lnej Pomorskiej Akademii Medycznej
w Szczecinie.

Promotor: Prof, dr STEFAN KOTKOWSKI

Uchwata Rady Wydzialu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w Poznaniu na-
dajaca stopien naukowy doktora nauk farmaceutycznych z dnia 10.VI1.1966 r.

Celem pracy byto stwierdzenie, w jakim stopniu Myotriphos Polfa uzupetnia
lub zmienia niektére enzymatyczne witasnosci krwi i czy mozliwa jest na tej
podstawie charakterystyka leku. Wtasnosci Myotriphos Polfa réznych serii, oraz
preparatu ATP-Homburg badano in vitro zaréwno bez dodatku jak tez i w obec-
nosci rozcienczonej zhemolizowanej krwi ludzkiej, lub surowicy.

Oba leki, takze w obecnosci krwi, zaleznie od pochodzenia i serii, w réznym
stopniu wptywajg na szybko$¢ katalitycznego rozktadu nadtlenku wodoru nie
naruszaja jednak doswiadczalnie sprawdzonego mechanizmu reakcji opisanego

_oodx
réwnanlemgtklx(l —X)

Wyliczone warto$ci pozorne energii aktywacji wskazujg na znaczne ciepto
adsorpcji HX 2 na koloidalnych czagstkach krwi.

Myotriphos Polfa i ATP-Homburg badane w reakcjach: benzydynowej, gwa-
jakolowej, purpurogalinowej i indygokarminowej rdznig sie znacznie od siebie
aktywnos$cig peroksydatywng. Najwyrazniej roznice te zaznaczajg sie w reakcji
gwajakolowej, w ktorej Myotriphos Polfa dziata bardzo silnie w przeciwieAstwie
do ATP-Homburg.

Oba leki wptywajg na utlenianie kwasu L-askorbinowego tlenem powietrza
(badane w aparacie opisanym w Rocznikach Chemii 38, 1397 (1964)), przy czym
Myotriphos Polfa zwigksza szybko$¢ utleniania, ATP-Homburg za$ poczatkowo
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znacznie przyspiesza reakcje, po pewnym czasie jednak efekt ten zanika. W ukta-
dzie z krwig Myotriphos Polfa nieco aktywuje, ATP-Homburg natomiast wybitnie
hamuje utlenianie kwasu Il-askorbinowego. Zauwazono takze rdznice w dziata-
niu preparatu Myotriphos Polfa z réznych okreséw produkcji.

Ceruloplazmina surowicy krwi ludzkiej jak i surowicy z dodatkiem Myotriphos
Polfa i ATP-Homburg zachowuje mechanizm dziatania opisany rdéwnaniem

F = kj x (1 —x). Leki te wptywaja jednak na zmiane wspotczynnika kx szybkosci
t

reakcji. W przypadku utleniania parafenylenodwuaminy dostrzezono powazne réz-
nice w oddziatywaniu Myotriphos Polfa réznych serii i ATP-Homburg.

Oba leki nie wywieraly prawie zadnego wplywu na aktywno$¢ aminotransfe-
razy asparaginianowej, a stabo hamowaly fosfohydrolaze monoestréw ortofosfo-
ranowych.

Myotriphos Polfa aktywuje enzymatyczng hydrolize skrobi, natomiast hydro-
liza glikogenu jest aktywowana przez ATP-Homburg.

Zaobserwowane ro6znice w dziataniu identycznych pod wzgledem wskazanh
leczniczych i deklarowanego sktadu preparatéw réznej produkcji pozwalajg na
uchwycenie nieraz bardzo subtelnych odchylen od zatozonej normy i moga by¢
pomocne w badaniach nad jakoscig lekéw i ich wtasnosciami farmakologicznymi.
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m u (Katedra Biochemii UMCS, Lublin, ul. Akademicka 12). Beda one ogtaszane
w Postepach Biochemii w odpowiednim dziale Kroniki PTBioch.
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Sprawozdanie z pokazu aparatury spektrofotometrycznej UNICAM

Pokaz zorganizowany przez Podkomisje Analizy Spektralnej Komisji Anali-
tycznej PAN wspo6lnie z firmg Unicam Instruments Ltd. Cambridge, Anglia, odbyt
sie w Instytucie Wtékien Sztucznych i Syntetycznych w +todzi w dniach 15—
16.X1.1965 roku i obejmowatl wyktady oraz demonstracje dziatania przyrzadéw.
Podczas wyktadéw oméwiono zasady budowy spektrofotometréw firmy Unicam
do badan w podczerwieni, Swietle widzialnym i nadfioletowym oraz do badan
atomowej spektrofotometrii absorpcyjnej. Dokonano oceny mozliwosci przyrza-
déw, podano nowosci techniczne i udoskonalenia wprowadzone w ostatnim czasie.
Omowiono takze najczesSciej popetniane bitedy przy obstudze spektrofotometrow,
podano techniczne szczeg6ty przygotowania prébek do badan i na konfcu przedys-
kutowano zastosowanie poszczeg6lnych typow aparatéw. W ostatnim czasie wy-
produkowano nowe modele SP 200G i SP 800, a zaniechano produkcji préznio-
wego, rejestrujacego spektrofotometru do badan w podczerwieni, modelu SP 100G.

Na podstawie pokazu wydaje sie, ze wysitki zmierzajgce do rozwoju tego
typu aparatury idag w kierunku:

— uproszczenia obstugi przez czesSciowe zaprogramowanie pracy przez producenta
(przyrzady, ktére moze obstugiwaé kazdy chemik czy biochemik, a nie tylko
specjalista);

— obnizenia ceny, przez zastosowanie prostszych rozwigzan technicznych, co ob-
niza jednak klase doktadnosci (przyrzad podreczny do rutynowych analiz);
— budowania przyrzadéw, w ktorych oprécz podstawowego aparatu istnieje szereg
przystawek do specjalnych celéw, zmieniajacych go w wszechstronny lub zau-
tomatyzowany przyrzagd. Obserwuje sie nacisk odbiorcéw by dostarczane przy-
stawki umozliwiaty prace z mozliwie jak najmniejszymi iloSciami substancji.

Ta nowa klasa przyrzadéw znajduje zastosowanie do badan seryjnych, do
oznaczen, gdzie nie jest wymagana wysoka dokladno$¢ i precyzja, zastepujac
tutaj, nadal zreszta produkowane przyrzady klasy badawczej. Wydaje sie, ze per-
spektywy dalszego rozwoju sprowadzajg sie nie tyle do polepszenia optyki przy-
rzadu, ite do dalszego rozwoju urzadzen elektronicznych, co nie przeszkadza oczy-
wiscie wprowadzaniu przystawek wykorzystujagcych nowe metody spektrofoto-
metrowania, np. metody ATR. Rozw6j urzadzen elektrotechnicznych zmierza do
petnej automatyzacji pomiaru z podaniem wynikéw witgcznie. Obecnie przygoto-
wuje sie nowe modele, w ktérych wyniki podawane beda w postaci wynikéw
cyfrowych Ilub karty perforowanej, co umozliwi analize ich w maszynie~cyfrowej.

W dziedzinie spektrofotometréw do badan w podczerwieni nastgpit dalszy po-
step w pracy z mikroprébkami oraz z prébkami rozpuszczonymi w wodzie. Obecnie
mozna juz widmo w podczerwieni uzyska¢ z 1 (ig substancji, a takze korzystac
z kiuwet o wydrazonej ultradzwiekami komorze wielkosci 1 ul. Do badan frakcji
uzyskiwanych z chromatografu gazowego zastosowano polietylenowy kolektor mi-
kroprébek, przy czym widmo 2 (il frakcji, zdejmuje sie bezpos$rednio w kapilarze
polietylenowej bez przenoszenia préobki. Do standardowych przyrzadéw wprowa-
dzono przystawke SP 240, pozwalajagcag badaé¢ ,ostabione catkowite odbicie” (at-
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tenuated total reflectance —ATR). W opracowanej przez Fahrenforta
w 1958 roku metodzie ATR, bada sie widmo promieni odbitych od powierzchni ba-
danego osrodka w zjawisku catkowitego wewnetrznego odbicia. Metoda ta znalazta
zastosowanie do identyfikacji substancji, a czyni sie préby wykorzystania jej dla
celéw ilosciowych. Poniewaz widmo ATR pochodzi od powierzchniowych warstw
substancji, mozna bada¢ substancje nieprzezroczyste albo rozpraszajgce Swiatto.
Znalazto to zastosowanie do badania powtok np. lakieréw czy tworzyw sztucznych.
Nowszy model SP 200G jest podrecznym spektrofotometrem do prostych badan
identyfikacyjnych w podczerwieni. Jest podobny do modelu SP 200, zaopatrzony jest
w dwie siatki dyfrakcyjne, ma nieco wiekszg rozdzielczo$¢, ale i nieco mniejszy
zakres widma.

Z nowosci omawianych na pokazie w dziedzinie nadfioletu i Swiatlta widzial-
nego nalezy wymieni¢: spektrofotometr rejestrujacy, SP 800, do badan w nadfiolecie
i w Swietle widzialnym w zakresie 190—850 mu. W poréwnaniu z SP 700 jest to przy-
rzad bardziej uproszczony i dlatego tanszy, o mniejszym zakresie widma, mniej
doktadny (doktadno$¢ odczytu +0,02 jednostek absorpcji), a réwnoczes$nie tatwiej-
szy w obstudze i po zastosowaniu przystawek o znacznie zwigkszonych mozliwo-
§ciach pomiaru. Aparat ten stuzy do rutynowych prac jako$ciowych oraz do prac
ilosciowych wymagajacych dokonywania pomiaréw przy kilku diugosciach fal. Do
iloSciowej analizy mieszanin za pomocg analizy matematycznej krzywych absorpcji
lub do doktadnych badan kinetycznych nalezy jednak korzysta¢ z modelu SP 700.
Aparat posiada dwie pozycje do umieszczenia kiuwet: pierwsza, dalej od detektora,
przeznaczona jest do normalnych analiz, w drugiej za$, blisko detektora, Swiatto
zostaje zogniskowane w S$rodku kiuwety, a wiekszo$¢ promieniowania rozproszo-
nego pada na blisko potozone okienko detektora. Ta druga pozycja jest szczeg6lnie
przydatna do pomiaru rzeczywistej absorpcji préobek metnych lub rozpraszajgcych
Swiatto. Oprécz standardowego wyposazenia produkuje sie przystawki, ktore zmie-
niajg aparat w wszechstronny i zautomatyzowany przyrzad, nadajacy sie szczegél-
nie do badan biochemicznych (kinetyka reakcji, rozdzialy w gradiencie gestosci, re-
jestrowanie wycieku z kolumny chromatograficznej). Inne rodzaje produkowanych
przystawek stuza do rozszerzania skali, do badan w stalej temperaturze, oraz do
badan Swiatta odbitego, Swiatta rozproszonego i badan fluorymetrycznych. Podobng
idee uproszczonego modelu zasadniczego oraz szeregu przystawek realizujg rowniez
inne firmy, jak np. firma Beckmann, ktéra wypuscita model DB. Koszt zasadni-
czego przyrzadu SP 800 wynosi 1.875 funtdéw, a jednak zakup wigkszosci przystawek,
ktére czynig ten przyrzad peilnowartoSciowym zwieksza jego cene prawie o potowe.
Do spektrofotometrow punktowych SP 500 i SP 600 wyprodukowano nowe przy-
stawki: SP 525, ktéra pozwala prawie automatycznie przenosi¢ badany roztwér do
kiuwety, oraz SP 549 zastepujacg niewygodne suche bakterie.

Dalszy postep zaznacza sie takze w dziedzinie atomowej spektrofotometrii ab-
sorpcyjnej. Zastosowanie lampy wielopierwiastkowej oraz automatycznej gtowicy
z szeregiem lamp emisyjnych utatwia zmiane lampy. Jak wiadomo, dla kazdego
analizowanego pierwiastka potrzebna jest inna lampa emisyjna. Duza poprawa
czuto$ci aparatury nastgpita po opracowaniu impulsowych lamp modulowanych
o duzym natezeniu $wiatta. Wprowadzenie elektronicznego kodowania pradu de-
tektora i lampy o wyladowaniach impulsowych polepszyto oddzielenie promienio-
wania lampy od emisji tta ptomienia. Wprowadzono automatyczny zmieniacz probek.
Opracowano nowy model SP 90.

Zorganizowanie pokazu byto celowe, poniewaz umozliwito zebranym krytyczng
ocene wtlasnego postepowania przy oznaczeniach spektrofotometrycznych i pozwo-
lito na szybkie zorientowanie sie w nowosciach aparatury spektrofotometrycznej.

Jerzy Bogajewski
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lege de France, Laboratoire de Biochimie, Paryz, Francja.

7. Dr T. Szymczyk z Warszawy odbyta 8-miesieczny staz naukowy w Instituto
Superiore di Sanita, Centro Internationale di Chimica Microbiologica, Rzym,
Wiochy.
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