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BIOCHEMIA GLUTACJONU

Historia odkrycia glutacjonu wigze si¢ przede wszystkim z nazwiskiem
G. Hopkinsa, mimo Ze pierwsza wzmianke o glutacjonie zawdzigczamy
De Rey Paillhade’mu z r. 1888. G. Hopkins otrzymat glutacjon w stanie
krystalicznym z drozdzy piekarskich, watroby i migéni ssakéw. Opierajac
sic na elementarnej analizie pierwiastkébw otrzymanego zwiazku autor przy-
puszczal poczatkowo, ze ma do czynienia z dwupeptydem y-glutamylo-cysteing.

Cickawa wlasno$cia tego «dwupeptydu» byla obecnos¢ y-peptydowego
wiazania w czasteczce, ktéra zostata stwierdzona niezaleznie od Hopkinsa
przez Quastelo i wspotpracownikow (1923). Dalsze badania Hopkinsa
(1929 r.), Kendalla, Masona i Mac Kenziego w 1930 r. ustalily, Ze jest
to peptyd, zbudowany z trzech aminokwaséw: kwasu L-glutaminowego,
L-cysteiny i glicyny. Wolna grupa a-aminowa pochodzi od kwasu L-gluta-
minowego, a sulfhydrylowa od cysteiny.

Skiad aminokwasowy glutacjonu zostal potwierdzony réwniez na drodze
hydrolizy enzymatycznej przez Grassmanna i wspotpracownikéw (1930),
ktorzy wykazali, ze glutacjon ulega hydrolizie do 3 aminokwaséw pod wply-
wem karboksypeptydaz i aminopeptydazy drozdzowe;j.

Budowa tego zwiazku jako y-L-glutamylo-L-cysteinyloglicyny zostala
ostatecznie ustalona przez poréwnanie wlasnosci fizyko-chemicznych gluta-
cjonu wyizolowanego z tkanki watrobowej ze zwiazkiem optycznie czynnym,
otrzymanym syntetycznie po raz pierwszy przez Haringtona i Meeda
w 1935 r. W pozniejszych latach du Vigneaud i Miller (1936) oraz Hegediis
(1948) podali inne metody syntezy glutacjonu.

COOH CH,—SH
/ |
H,N.CH—CH,CH,CO—NH—CH—CO—NH—CH,—COOH  zredukowany glutacjon
Obecnie glutacjon jest jednym z najlepiej poznanych naturalnych pepty-
dow. Cechuje si¢ on nastepujacymi wilasnosciami fizyko-chemicznymi: po-
tencjal normalny glutationu w pH = 7 wynosi — 0,4 V wedlug C. A, Maw-
sona (1935).

Bernal (1932) Carawfooti Hodgkin (1933) podali nastgpujace wymiary
elementarnej komorki glutacjonu w satnie suchym:

a =874 b=557 c = 2,84.
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Gesto$¢ wynosi 1,46, a ciezar czasteczkowy 305. Widmo absorpcyjne
glutacjonu wykazuje maksimum przy dlugodci fali $wietlnej 280 my., nato-
miast, jak podaje Patterson i wspolpr. (1949), kompleks glutacjonu z al-
loksanem posiada silne maksimum przy 305 my.

Skrecalno$¢ whasciwa 2 9%, wodnych roztwordéw glutacjonu zredukowanego
w $wietle sodowym A = 589 mp w temp. 27° wynosi — 21,3°, wg Haringtona
i wspotpracownikow (1935), a glutacjonu utlenionego przy 4 = 546 my. wy-
nosi — 108° (wg du Vigneaud i wspétpracownikow 1936).

METODY OZNACZANIA GLUTACIONU

Do wydzielania glutacjonu z tkanek stosowano poczatkowo najczesciej
kwas tréjchlorooctowy i wolframowy, jednakze w roztworach tych kwaséw
glutacjon zredukowany utlenia si¢ (Tunnicliffe (1925), King(1930), Pel-
zweig (1927), Gabbe (1929). .

Woodward i Fry, Fujita i Iwatake wykazali, ze kwas sulfosalicy-
lowy lub metafosforowy zapewniaja catkowita ekstrakcje glutacjonu, chro-
niac go réwnocze$nie przed samoultenianiem.

Najczesciej stosowana metoda oznaczania glutacjonu jest metoda jodo-
metryczna. Zasada jej oparta jest na iloSciowym utlenianiu jodem wolnych
grup sulfhydrylowych (Glick, 1955).

Zastosowanie tej metody do wyciagdw z tkanek budzi wiele zastrzezen,
poniewaz podczas miareczkowania jodem oznacza si¢ rowniez wszystkie zwig-
zki o wlasnosciach redukujacych. Azeby tego uniknaé, wprowadzono szereg
modyfikacji. W jednej z nich przed miareczkowaniem wyciagu, wytraca si¢
glutacjon w pH = 6,5—7,0 mleczanem kadmu. Wytracony kompleks odwi-
rowuje si¢ i po rozpuszczeniu w kwasie fosforowym miareczkuje roztworem
jodu. Jednakze, jak wykazali, Fujita i Numata (1939) wytracanie glutationu
w tym pH nie jest kompletne. W pH = 6,8—7,0 wytraca si¢ w tych warun-
kach 829 glutacjonu i 25% cysteiny. Metoda ta byla swego czasu bardzo
popularna w Europie, natomiast mniej na innych kontynentach.

Inna czesto stosowana metoda oznaczania glutacjonu w materiale biolo-
gicznym jest metoda kolorymetryczna, oparta na barwnej reakcji zwiazkoéw
sulfhydrylowych z nitroprusydkiem sodowym (Fujita i wspolpr. 1938).

Wada tej metody jest rowniez mata specyficzno$¢ w stosunku do innych
zwiazkéw sulfhydrylowych.

Specyficzna metoda oznaczania glutacjonu jest metoda glioksalazowa.
Glutacjon jest koenzymem glioksalazy, ktéra katalizuje powstawanie kwasu
mlekowego z metyloglioksalu (Neuberg, 1913; Dakin i wspolpr. 1955).
Przemiana ta w okre$lonych warunkach zalezy od stezenia glutacjonu. Prze-
bieg reakcji moze by¢ mierzony: manometrycznie, przez pomiar dwutlenku
wegla, ktory wyzwala si¢ z dwuweglanu pod wplywem powstajacego kwasu
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mlekowego (Glick, 1955), lub miareczkowo przez oznaczanie ubytku metylo-
glioksalu (Schroeder i wspélpr. 1939),

Jak wykazaly badania Woodwarda (1935) i Behrensa (1941), cysteina,
kwas tioglikolowy, siarkowodér, cjanowodér, hydrochinoidyna, cytrynian,
kwas askorbinowy, ergotioneina i pirofosforan nie moga zastapi¢ glutacjonu
w tej reakcji. Natomiast aspartion iizoglutacjon moga cz¢$ciowo, jak wykazaty
prace Behrensa (1941), Wielanda i wspélpr. (1956) zastepowaé glutacjon
w systemie glioksalazowym. Hamujacy wpyw na reakcj¢ glioksalazowa wy-
wieraja cysteina i cysteinylo-glicyna. Efekt ten mozna znie$¢ przez inkubacje
probek w atmosferze azotu lub wodoru. W reakcji glioksalazowej prze-
szkadzaja drobne iloéci cyjankéw, katalizujac reakcje Canizzaro pomiedzy
czasteczkami metyloglioksalu (Smythe, 1932).

Ostatnio coraz czgSciej do wykrywania glutacjonu stosuje si¢ metode
alloksanowa (Glick, 1955). Podstawa do iloSciowej analizy glutacjonu jest
pomiar ekstynkcji przy A= 305 mp. kompleksu glutacjonu z alloksanem.
Jednakze duzym ograniczeniem, szczegdlnie w stosunku do materialu biolo-
gicznego i systemOw enzymatycznych, badanych in vitro, jest obecno$¢ cy-
steiny i kwasu askorbinowego, ktére reagujac z alloksanem daja kompleksy
o podobnym maksimum absorbcji (Racker, 1954).

Wyzej wspomnianymi metodami mozna oznacza¢ bezposrednio glutacjon
zredukowany. Glutacjon utleniony natomiast oznacza si¢ posrednio, jako
réznice pomiedzy glutacjonem catkowitym a zredukowanym. Glutacjon
calkowity oznacza si¢ przez poddanie probki badanego wyciagu procesowi
elektroredukcji, na katodzie rteciowej (Dohan i wspolpr. 1939). Elektro-
redukcje przeprowadza si¢ w roztworze co najmniej 29, roztworu kwasu
sulfosalicylowego lub metafosforowego (Battacharya i wspolpr. 1955).

Pélilosciowa metoda pozwalajaca na wykrycie 50 mp glutacjonu jest
rozdzielcza chromatografia bibulowa. Wedlug Rackera i Krimsky’ego
(1952) Rf w fenolu, na bibule Whatman Nr 1, w temperaturze pokojowej
dla glutacjonu zredukowanego wynosi 0,55, a dla utlenionego 0,12. Hanes,
Hird i Isherwood (1952) blokowali grupy sulfhydrylowe N metylo-imidem
kwasu maleinowego, chroniac w ten sposéb zwiazki tiolowe przed utlenia-
niem podczas rozdzialu chromatograficznego. -

WYSTEPOWANIE GLUTACJONU W PRZYRODZIE

Glutacjon jest zwiazkiem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie.
Jest on przede wszystkim skladnikiem ziarnisto$ci wewnatrzkomérkowych.
Obecno$¢ jego stwierdzono w jadrze komoérkowym, w aparacie Golgiego,
w mitochondriach, mikrosomach i cytoplazmie (Bricas i wspolpr. 1953).
Glutacjon krwi znajduje si¢ prawie wylacznie w erytrocytach, natomiast
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plyn mézgowo-rdzeniowy, tak jak i ptyn migdzykomérkowy zawieraja bardzo
mate iloSci glutacjonu. Stgzenie glutacjonu jest wyzsze w tkankach embrio-
nalnych, regenerujacych i roslinnych tkankach merystematycznych niz w po-
zostatych. Wedlug Tunnicliffe (1925) stgzenie glutacjonu w $wiezych
drozdzach waha si¢ od 0,01 %—0,039. W watrobie i mig$niach ssakow
wynosi 0,034 %,. We krwi poziom glutacjonu catkowitego wynosi okoto 0,043 9,
a zredukowanego okoto 0,0339; (Illing i wspdtpr. 1951). W nasionach gro-
chu wg Lawrance (1950) stezenie glutacjonu wynosi 0,05%, wedlug Pro-
skuriakowa i Mosolowej (1952) okoto 0,2%.

METABOLIZM GLUTACJONU W ZYWEJ KOMORCE

W latach 1939—1948 istnialy 2 hipotezy o syntezie glutacjonu.

W pierwszej hipotezie zaktadano, ze glutacjon powstaje w komorce z trzech
wolnych, budujacych jego czasteczke aminokwasow. Zwolennicy drugiej
hipotezy stali na stanowisku, ze glutacjon odrywa si¢ od wyzszego peptydu
lub czasteczki biatkowe;.

Pierwsze badania nad przemiana glutacjonu pochodza z pracowni Wael-
scha i Rittenberga z 1939 r. Badali oni wlaczenie znakowanej glicyny N'*
do glutacjonu i bialek watroby szczura. Badania te wykazaly, ze znakowana
glicyna ulegala szybszemu wbudowaniu do glutacjonu niz do bialek. Ba-
dania ze znakowanym kwasem glutaminowym (C') wykazaly, ze metabolizm
glutacjonu jest bardzo szybki, jego polokres trwania w watrobie wynosi
2—4 godziny.

Eksperymentalnym potwierdzeniem slusznosci pierwszej hipotezy byly
badania Braunsteina i wspolpr. w 1948 r. Autorzy wykazali syntez¢ gluta-
cjonu z wolnych aminokwasow w oddychajacych skrawkach watroby szczura.
Bloch (1947, 1949) otrzymal bezkomoérkowe ekstrakty enzymow z watroby
golebia, ktore mialy zdolnos¢ prowadzenia syntezy glutacjonu z aminokwa-
sOw po dodaniu nukleotydu adenozynotrojfosforowego (ATP) i jonu Mg"™*
(60, 61). W tym okresie badan interesujace bylo zagadnienie, czy kwas glu-
taminowy, cysteina i glicyna tworza glutacjon w toku jednej reakcji, czy tez
kilku z udzialem zwiazkéw posrednich.

Bloch i wspolpr. (1947, 1951) stosujac znakowana glicyng na weglu C*
wykazali, ze synteza glutacjonu przebiega w skrawkach watroby szczura,
homogenatach lub wyciagach z proszku acetonowego watroby golebia w obec-
nosci tlenu i ATP. Inhibitory tlenowej fosforylacji (azydki, 2,4-dwunitro-fe-
nol) hamowaly syntez¢ glutacjonu. W r. 1952 Bloch i wspolpr. wydzielili
systemy enzymatyczne prowadzac dwustopniowa synlezg glutacjonu z wol-
nych aminokwasow w obecnosci ATP i jonow Mg**, K'.

Schemat biosyntezy glutacjonu przedstawia sig¢ wn@c nastepujaco:
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kwas L-glutaminowy -+ L-cysteina

syntetaza glutamylo-cysteinowa
ATP, Mgt

¥
y-L-glutamylo-L-cysteina + ADP + P

y-L-glutamylo-L-cysteina + glicyna

syntetaza glutationu
ATP. Mgt T

glutacjon 4+ ADP + P

Bloch i wspotpr. (1953, 1955) i Snoke (1953) stwierdzili, ze istota udziatu
ATP w tym procesie polega na fosforylacji syntetaz.

Jak wykazat G. Webster w 1953 r. w tkankach roSlinnych znajduje
si¢ rowniez system enzymatyczny potrzebny do syntezy glutacjonu. Nastep-
nie autorowi i wspotpracownikom (1954) udato si¢ 50-krotnie oczysci¢ enzym
syntezujacy y-L-glutamylo-L-cysteing z kietkow pszenicy. Synteza glutacjonu
prowadzona przez wyciagi z tkanek wyzszych roslin wymagala réwniez obec-
nosci ATP, Mg*+ i K*.

Najbogatszym zroédlem enzymow syntetyzujacych glutacjon sa kietki
pszenicy, jednakze kietki grochu, bobu, owsa, korzeni marchwi, bulw ziem-
niaka i liscie szpinaku sa zdolne réwniez do syntezy glutacjonu z wolnych
aminokwasow.

Synteza' glutacjonu u roslin wyzszych przebiega tak samo jak u zwierzat.
Dos$wiadczenia powyzsze wykazuja, ze utworzenie wigzania peptydowego
podczas biosyntezy glutacjonu nie jest prostym odwréceniem hydrolitycznego
dzialania peptydaz. Zjawisko to jest zwigzane z reakcjami wysokoenerge-
tycznymi, przy czym rola oddychania komérkowego sprowadza si¢ do do-
starczania ATP droga tlenowej fosforylacji.

Do niedawna mechanizm syntezy glutacjonu byt uwazany za typowy
model powstawania wigzaf peptydowych podczas syntezy bialek. Obecnie,
jak wynika z nowszych badan, synteza wiazan peptydowych odbywa si¢ z udzia-
lem ATP, kwasu rybonukleinowego (RN) lub dezoksyrybonukleinowego
(DRN) (Haurowitz 1959).

Problem enzymatycznego rozkladu glutacjonu byl badany przez Gras-
smanna i wspélpracownikow (1930). Autorzy stwierdzili rozklad glutacjonu
pod wplywem protcohtycznych enzyméw, takich jak pepsyna, papaina,
karboksypeptydaza i drozdzowa aminopeptydaza.

Schroeder i Woodward (1937) wykazali, ze krew i wyciagi tk_ankowe
z nerek szczurzych rozkladaja glutacjon, uwalniajac cysteing. Enzym prowa-
dzacy te reakcje nazwali «antyglioksalaza». Binkley i wspotpracownicy (1951)
badajac rozne tkanki zwierzece na obecno$¢ enzyméw rozkladajacych gluta-
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cjon, opisali dwa rézne enzymy: glutacjonaze (GSH-aza) i cysteinyloglicynaze
(CG-aza). Obecno$¢ cysteinyloglicynazy w przeciwienstwie do glutacjonazy
mozna bylo stwierdzi¢ we wszystkich tkankach. Dalsze badania Binkleya
i Olsona (1951) wykazaly, ze glutacjonaza jest aktywowana przez glutamine,
a hamowana przez bromosulfoftaleing i benzylopenicyling. Autorzy ci za- -
proponowali ponizej naszkicowany mechanizm rozkladu glutacjonu z udzia-
lem glutaminy:

Enzym-COONa + glutamina = enzym—CONH, + glutaminian Na

Enzym-CONH; + GSH
Enzym-COOH + L-glutamina -+ L--cysteinylo-glicyna

L-cysteinylo-glicyna
‘1 l, cysteinylo-glicynaza
cysteina + glicyna

Po6zniejsze prace Waelscha i wspotpracownikow (1953) wykazaly, ze ami-
nokwasy przyspieszaja rowniez rozktad glutacjonu, prowadzony przez prepa-
raty enzymatyczne z nerek i watroby szczura. Doswiadczenia te s3 zgodne
z wykrytym przez Hanesa, Hirda i Isherwooda w 1950 r. udzialem glu-
tacjonu w réakcjach transpeptydacji. Autorzy w dalszych swoich pracach (1952)
wracaja do reakcji z udzialem y-glutamylotranspeptydaz z trzustki i nerek.
Enzymy te katalizuja bezposrednie przylaczanie reszty kwasu glutaminowego
z glutacjonu do innych aminokwaséw lub peptyd6éw. Ponadto cecha charaktery-
styczna dla rekacji katalizowanych przez transpeptydazy jest udziat reszty
y-glutamylowej, a nie a-glutamylowej i ATP. Mechanizm powstawania pro-
duktéw posrednich w czasie rozktadu enzymatycznego glutacjonu jest w dal-
szym ciaggu dyskutowany.

GLUTACJON JAKO KOENZYM

Przemiana metyloglioksalu w kwas mlekowy w tkankach zostala spo-
strzezona przez Neuberga w 1913 r. Enzym przeprowadzajacy t¢ reakcje
nazwano glioksalaza (Neuberg 1913, Dakin i wspotpracownicy 1913). Loh-
mann w 1932 r. wykazal, ze glioksalaza wypreparowana z tkanek zwierzecych
i roflinnych wymaga dla swojej aktywnoéci glutacjonu zredukowanego.
Badania Rackera (1951), Hopkinsa, Morgana (1948) i Rose (1957)
wyjasnily mechanizm dziatania glioksalazy. Autorzy ci wykazali, ze glioksa-
laza sklada si¢ z dwoch enzymdw, dajacych si¢ od siebie oddzieli¢, glioksa-
lazy I i glioksalazy II.

Glioksalaza I katalizuje reakcj¢ kondensacji formy enolowej metyloglio-
ksalu z glutacjonem, w efekcie ktérej tworzy sie zwiazek posredni — L-lak-
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tylo-glutacjon. Ten ostatni pod wplywem glioksalazy II ulega hydrolitycznemu
rozkladowi do kwasu mlekowego i glutacjonu. Rozklad metyloglioksalu
w reakcji glioksalazowej z udzialem glutacjonu wedlug Rackera (1951) przed-
stawia si¢ nastgpujaco:

CH, CH, CH,
| | . |
co C—OH + GSH slicksalaza I C_OH
[ — |
é,o =C=0 C—OH
\ |
H GS
CH,
| CH,
C—OH glioksalaza II |
Il + HO ———— H—C—OH + GSH
C—OH [
| COOH
GS

Dalsze prace Wielanda i wspotpracownikéw (1956) nad mechanizmem
reakcji glioksalazowej wykazaly, ze glioksalaza II rozklada 4,5 razy szybciej
forme D-S-laktylo-glutacjonu niz form¢ L tego zwigzku. Naturalnym pro-
duktem glioksalazy II jest wigc forma D. Glutacjon zredukowany i fosforany
dzialaja w tej reakcji jak inhibitory kompetycyjne.

Lohmann (1932) i Woodward (1935) przebadali szereg zwigzkéw na
aktywno$¢é koenzymatyczna w systemie glioksalazowym i wykazali, ze glu-
tacjon utleniony, kwas tioglikolowy, cysteina, siarkowodor, cyjanki, cytry-
nian, pirofosforan, tioneina, kwas askorbinowy nie dzialaja jako koenzymy.
Natomiast, jak wykazal Behrens i wspolpracownicy (1941), analogi gluta-
cjonu, takie jak izoglutacjon (a-L-glutamylo-cysteinylo-glicyna) i aspartion
(B-aspartylo-cysteinylo-glicyna) moga zastgpowaé glutacjon zredukowany
w reakcji glioksalazowej. Jednakze, jak wykazaly pomiary statych Michaelisa,
glutacjon jest najefektywniejszym koenzymem systemu glioksalazowego.

Pozornie aktywujacy wplyw na system glioksalazy, ktérego aktywno$¢
mierzy si¢ ubytkiem metyloglioksalu posiadaja cyjanki katalizujace reakcje
Canizzaro, w ktorej z metyloglioksalu powstaje kwas pirogronowy i aldehyd
kwasu mlekowego.

Fizjologiczna rola ukladu glutacjon-system glioksalazowy polega wedlug
Meyerhofa na usuwaniu metyloglioksalu, ktory jest silnym inhibitorem
enzymoéw tiolowych, bioracych udzial w cyklu glikolitycznym i oddychaniu
komoérkowym. Poza tym fizjologiczna funkcja tego systemu nie jest jeszcze
calkowicie wyja$niona.

Rola glutacjonu jako koenzymu dehydrogenazy aldehydu 3-P-glicero-
lowego zostala wyjasniona przez Krimsky’ego i Rackera w 1952 r. i jest
uwazana za najistotniejsza funkcje glutacjonu w zywej komorce.
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Funkcje te ilustruje nastgpujacy schemat:

yol H DPN

R—-C —-—-/‘
“H

¢« DPNH

o)
R—C
\O ~ P + HS—Enzym

Schemat ten pokazuje rozklad acylomerkaptanu na drodze fosforolitycz-
nej. Mechanizm ten zostal potwierdzony przez Harrisona (1955) w obec-
nosci fosforanu — O, Tlen fosforanu wlacza si¢ w calosci do grupy karbo-
ksylowej bez wymiany z tlenem wody, co wskazuje na to, ze jest to reakcja
fosforolityczna.

Morgan i Friedmann (cyt. wg Rackera, 1954) odkryli udzial gluta-
cjonu jako koenzymu w cis-trans-izomerazie kwasu meleilo-aceto-octowego.

Dehydrogenaza formaldehydowa wyizolowana z watroby wotlu wg Strit-
tmattera i wspolpracownikéw (1955) wymaga réwniez katal:tycznych ilosci
glutacjonu. Inne zwiazki sulfhydrylowe nie zastepuja go.

Heppel i Hilmoe (1950) wydzielili z watroby reduktaz¢ nitroglicery-
nowa, w ktorej koenzymatyczna funkcj¢ spetnia glutacjon. Mechanizm dzia-
lania tego enzymu nie zostal blizej poznany.

ROLA GLUTACJONU W ODDYCHANIU KOMORKOWYM

Hopkins przypuszczal, ze biologiczna funkcja glutacjonu jest udzial
jego w procesach oksydo-redukcyjnych komarki. Obserwacje lat pozniejszych
wykazaly, ze glutacjon utlenia si¢ wolno tlenem atmosferycznym, a zatem
nalezy do tych systemow oksydoredukcyjnych, ktére nie przenosza elektro-
néw wprost na tlen atmosferyczny.

Redukcja glutacjonu przez tkanki zwierzece zostala opisana w r. 1922
przez Hopkinsa i wspolpracownikow. Meldrum i Tarr w 1935 r. wyka-

zali, ze krew i wyciagi z drozdzy redukuja glutacjon utleniony w obecnosci
TPN.
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W latach 1937—1938 Kohman, Samborn i Ganapathy stwierdzili,
7e tkanki roslinne sa zdolne do redukowania glutacjonu utlenionego. Powsta-
wanie zwiazkow sulfhydrylowych w napecznialych i kietkujacych nasionach
~ grochu opisane przez Firketa, i innych (cyt. wg Mapson, 1951) Hopkinsa
i Morgana w 1943 r. przemawia rowniez za istnieniem systemu enzyma-
tycznego redukujacego glutacjon utleniony. W 1951 r. Mapson i Goddard,
Cohn i Vennesland wyizolowali reduktaze glutacjonowa z napgczniatych
nasion grochu i kielkéw pszenicy. Enzym ten wykazywal swoista aktywno$¢
tylko w obecnosci zredukowanego nukleotydu tréjfosforopirydynowego
(TPNH) i okazal si¢ bardzo specyficzny dla glutacjonu. Cysteina, homo-
cysteina, y-L-glutamylo-cysteina i utleniony aspartion nie ulegaja oksydore-
dukcji w obecnosci reduktazy glutacjonowej.

Znany jest bliski zwiazek glutacjonu z kwasem askorbmowym (AA)
w tkankach ro$linnych. Szent Gydrgyi w 1931 r. proponowal schemat,
w ktorym te substancje moglyby dziala¢ jako katalizatory oddychania. Na-
stepnie Mapson i Goddard (1951), stwierdzajac w kietkujacych nasionach
grochu obecno$¢ szeregu metabolitéw z cyklu kwaséw trdjkarboksylowych,
zaproponowali nastepujacy system enzymatyczny, przenoszacy elektrony na
tlen atmosferyczny;
dehydrogenaza
Substrat H, + TPN* = TPN.H, + substrat

_reduktaza glulatmncwa i

TPN.H; + GSSG = TPN*+ + 2GSH
reduktaza DHA
2 GSH + DHA* ———_———— AA + GSSG
_ oksydaza . askorbmowa
——— DHA + H,0

AA 4+ 12 0, T

Warunkiem sprawnego funkcjonowania systemu jest z jednej strony
odtwarzanie zredukowanego nukleotydu tréjfosforopirydynowego (TPN. H),
a z drugiej obecno$¢ glutacjonu utlenionego.

Powstawanie wiec glutacjonu utlenionego w tkankach roélinnych moze
odbywa¢ sie z udzialem systemu podanego przez Mapson i Goddard
lub na innej drodze.

W 1938 r. Snow i Zilvo stwierdzili obecno$¢ ukladu enzymatycznego
utleniajacego glutacjon w wyciagach z ogorka. Nastgpnie Mapson i Mou-
stafa w 1955 r., badajac role glutacjonu w oddychaniu roélin, zaobserwowali
szybkie utlenianie glutacjonu przez wyciagi z napegczniatych nasion grochu
po uprzednim dodaniu do nich pewnych alkoholi (oktan -2-ol, heptan-1-ol).
Dodatek alkoholi do wyciagu inicjuje utlenianie kwaséw tluszczowych w re-
akcji lipooksydazowej, poprzez ktéra utlenia si¢ glutacjon. Poniewaz wyciagi
z szcsc:odmowych kielkéw grochu nie wymagaly alkoholi do enzymatycznego

* DHA-dehydroaskobinowy kwas.
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utleniania glutacjonu, autorzy przypuszczaja, ze w trakcie rozwoju pewne
enzymy uwalniaja kwasy tluszczowe z nieczynnych kompleksow, ktore w ten
sposoOb staja sie dogodnymi substratami w reakcji lipooksydazowej. Mapson
i Moustafa wykazali, ze utlenianie glutacjonu moze przebiega¢ na drodze
dwéch reakcji enzymatycznych; pierwszej, wrazliwej na cyjanki — z udzialem
reduktazy kwasu dehydroaskorbinowego lub oksydazy polifenolowej i dru-
giej, niewrazliwej na cyjanki — z udzialem systemu lipooksydazy. Mozna
przypuszczad, ze system przenoszacy elektrony z udzialem glutacjonu i kwasu
askorbinowego odgrywa znaczna rol¢ we wczesnym okresie pecznienia i kiel-
kowania roélin. Réwniez we wczesnym okiesie rozwoju roslin oksydaza kwasu
askorbinowego osiagga maksymalna aktywnos$¢ i wzrasta stezenie metaboli-
tow cyklu kwasow tréjkarboksylowych. Udziat systemu Mapsona i God-
darda w catkowitym oddychaniu tkanek roslinnych ilustruja prace Eichen-
berga i Thimanna (1957). Autorzy ci wykazali, ze okoto 80% oddychania
komérkowego normalnej tkanki roSlinnej przebiega poprzez ukiad cyto-
chromowy, a reszta, tj. okoto 209, moze przebiega przez system «Mapson
Goddard».

AKTYWACJA HORMONOW I ENZYMOW PRZEZ GLUTACJON

Hopkins wigzal czynno$¢ biologiczna glutacjonu z obecno$cia grupy
tiolowej w czasteczce i przypuszczal, ze moze on by¢ aktywatorem calego
szeregu enzymOw i hormonéw wymagajacych dla swej aktywnosci wolnych
grup sulfhydrylowych. Glutacjon wykazuje duze powinowactwo do metali
ciezkich, wskutek czego posiada konkurencyjna zdolno$¢ wypierania fer-
mentdéw ze zwiazkéw kompleksowych z metalami. Barron i Singer (1945)
przypuszczaja, ze glutacjon utrzymuje CoA w formie aktywnej in vitro poprzez
stale reaktywowanie sulfhydrylowej grupy tego koenzymu.

Obok aktywujacego wplywu glutacjonu na takie enzymy i hormony,
ktére dla swojej aktywnos$ci wymagaja wolnych grup sulfhydrylowych, znane
sa przypadki hamujgcego dzialania; np. arginaza, peroksydaza traca swoja
aktywno$¢ w obecnosci glutacjonu, ktéry wiaze metale konieczne dla ich
aktywacji. Innym przykladem jest inaktywowanie insuliny polegajace na re-
dukowaniu dwusiarczkowego mostku przez glutacjon. Udziat glutacjonu
w aktywowaniu hormonéw nie jest funkcja specyficzna i daje si¢ zastapic
przez inne zwiazki sulfhydrylowe.

ROLA GLUTACJONU W PODZIALE I WZROSCIE KOMORKOWYM

Stezenie glutacjonu w komoérkach ulega znacznym wahaniom w czasie
rozwoju. Rapkin (1931, 1937) zaobserwowal, ze w zaptodnionych jajach
jezowca morskiego poziom glutacjonu spada bezposrednio po zaptodnieniu,
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osiagajac swoje minimum w 30 minucie, nastgpnie wzrasta gwaltownie i juz
w 45 minucie, to jest tuz przed podzialem komorki, osiaga maksymalny
poziom. Stwierdzil on réwniez zalezno$¢ podziatu mitotycznego od obecnoscei
grup sulfhydrylowych. Dodatek cysteiny, glutacjonu, lub kwasu tioglikolo-
wego znosi zahamowanie mitozy wywolane drobnymi iloSciami chlorku
rteciowego.

Pet juz w 1936 r. podaje, ze podczas kietkowania bulw ziemniaczanych
w temp. 5°C obserwuje si¢ poczatkowo duzy przyrost glutacjonu i kwasu
askorbinowego, a nastepnie spadek obydwu. Hopkins i Morgan (1943)
zaobserwowali, ze w czasie pecznienia nasion grochu stezenie glutacjonu
szybko wzrasta, a nastgpnie po kilku godzinach maleje. Lawrance w 1950
roku stwierdzit, ze stezenie glutacjonu podczas pierwszych 6 dni kietkowania
nasion grochu zmienia si¢ od 430p.g do 690ug/g.

Dynamike glutacjonu w czasie kietkowania nasion grochu opisali Pros-
kuriakow i Mosotowa w 1952 r. W liScieniach grochu poziom glutacjonu
w ciagu pierwszych 8 dni nie ulegal prawie zmianom, a sita redukujgca wzrastata
dwukrotnie. Natomiast w samych kietkach grochu w tym okresie poziom
glutacjonu wzrastal dwukrotnie, a nastgpnie w dalszych fazach rozwoju spa-
dal. Spadek ten autorzy uwazaja za wzgledny, poniewaz pomigdzy 13 a 21
dniem rozwoju sucha masa roélin wzrasta 2-, 3-krotnie. Spragg i Yemm
w 1954 r. badali réwnoczeénie zmiany poziomu glutacjonu, intensywno$¢
oddychania i poziom kwasu askorbinowego u kietkujacych nasion grochu.
W ciagu pierwszych szeéciu godzin kietkowania nasion w temp. 22° nastgpuje
szybka przemiana glutacjonu utlenionego w zredukowany. Caltkowita ilo$¢
glutacjonu w tym czasie i przez dalsze 20 godzin pozostaje bez zmiany.

Poziom glutacjonu w czasie 3-tygodniowego rozwoju Pisum sativum
i Lupinus luteus badala Morawiecka (1959). Zaobserwowala, ze poziom
glutacjonu podczas pecznienia i kietkowania nasion fubinu wzrasta gwaltow-
nie z 700 pg/g suchej masy do dwukrotnie wyzszej wartodci, osiggajac maksi-
mum w okresie calkowitego zazielenienia si¢ liScieni. W dalszych fazach
rozwoju tubinu ilo$¢ glutacjonu stopniowo obniza si¢ do 26 %, ilosci wyjécio-
wej. Zachowanie si¢ poziomu glutacjonu wgrochu ma odmienny charakter
niz w lubinie. W poczatkowym okresie rozwoju ilo§¢ glutacjonu obniza si¢
z 1800 p.g/g suchej masy do 54 9 tej wartosci. Réznice te sa wywolane odmien-
nym zachowaniem si¢ glutacjonu w licieniach grochu i tubinu. Okazalo si¢
bowiem, ze zmiany glutacjonu w siewkach grochu pozbawionych lidcieni
sa analogiczne do zmian w calych ro§linach tubinu. Jest to wyrazem odrgbnej
funkgji fizjologicznej asymilujacych liScieni tubinu i liScieni grochu petnigcych
raczej funkcje rezerwy materiatlow zapasowych.
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FUNKCJA BIOLOGICZNA GLUTACJONU A JEGO STRUKTURA

Pomimo wielkiej liczby badan nad glutacjonem rola jego w metabolizmie
komérkowym nie jest jeszcze dostatecznie wyjasniona. Aktywnos¢ biologiczna
i wlasnosci fizykochemiczne glutacjonu wynikaja z obecnosci wolnej grupy
sulfhydrylowej i y-peptydowego wigzania.

Glutacjon dzigki obecnoéci grupy sulfhydrylowej bierze udzialt jako ko-
enzym w kilku specyficznych reakcjach enzymatycznych szeroko rozpow-
szechnionych w $wiecie zywym. Poprzez te reakcje glutacjon moze by¢
regulatorem metabolizmu komoérkowego, np. w systemie dehydrogenazy
aldehydu 3-P-glicerolowego, acylomerkaptan powstaly z udzialem gluta-
cjonu rozklada si¢ na drodze fosforolitycznej dajac zwiazek wysokoener-
getyczny.

Niespecyficzna funkcja glutacjonu zwiazana z obecnoscia reaktywnej
grupy sulfhydrylowej polega na chronieniu enzyméw tiolowych przed szkodli-
wym wplywem promieniowania jonizujacego, cigzkimi metalami i czynnikami
utleniajacymi.

Biologiczna rola glutacjonu wynikajaca z obecnosci wiazania y-peptydo-
wego w czasteczce laczy si¢ z reakcjami transpeptydacji.

Obserwacje Hanesa i wspotpr. (1952) nad udzialem glutacjonu w tych
reakcjach sklonily autoréw do przyjecia hipotezy, ze glutacjon moze by¢
donatorem peptydu lub rezerwy wiazania peptydowego w reakcjach trans-
peptydacji.

Racker w 1954 r. biorac pod uwage specyficzny udzial glutacjonu jako
koenzymu w kilku znanych reakcjach enzymatycznych poréwnuje jego funkcje
metaboliczna do roli nukleotydéw fosfopirydynowych (DPN i TPN), koen-
zymu A (CoA) i nukleotydéow flawinowych (FAP, FMN) w metabolizmie
komoérkowym.
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