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Analiza transaminacji i dekarboksylacji kwasu glutaminowego
w liciach niektorych roélin metoda chromatogratficzna

Study of transamination and decarboxylation of glutamic acid in leaves

of various plants
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WSTEP

Odkrycie procesow transaminacji przez Braunsteina i Kritz-
manna w 1937 roku bylo znacznym postepem w poznaniu metabolizmu
azotu, a w szczegblnosei w poznaniu drég biosyntezy aminokwaséw i spo-
sobow ich degradacji.

Istota proceséw transaminacji polega na miedzyczasteczkowym prze-
noszeniu grup aminowych z aminokwaséw na odpowiednie ketokwasy
(Braunstein 1953, Braunstein i Azarch 1957 Krieto-
wicz i Bundiel 1949). Reakcje transaminacji katalizowane sg przez
enzymy aminoferazy, ktorych grupe prostetyczng stanowi fosfopirydok-
sal. Donatorami grup aminowych moga by¢ teoretycznie wszystkie ami-
nokwasy, jednak Wilson, King i Burris (1954) stosujgc metode
znakowanych pierwiastkow wykazali, iz grupa aminowa réznych amino-
kwasow przenoszona jest na ketokwasy z niejednakowsg predkoscia.

Po raz pierwszy znaczng aktywno$c¢ tych proceséw w rosSlinach wyka-
zali: Kritzmann (1939), Virtanem i Laine (1938), natomiast
" AlbaumiCohen wroku 1943 otrzymali preparat bardzo aktywnych
aminoferaz.

Transaminacja przebiega aktywnie w kietkach i mlodych roélinach
(Krietowicz i Bundiel 1949), stwierdzono ja réwniez w pozo-
stalych cze$ciach ro$lin: korzeniach, lodygach, lisciach (Ruggieri
1953). W wyce najwiekszg aktywnos¢ wykazano w brodawkach korzenio-
wych (Ruggieri1953).

Wedlug Cohena i Hekhiusa (1941) w tkankach zwierzecych
uklad transaminacyjny — kwas glutaminowy -+ szczawiooctowy = kwas
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ketoglutarowy + asparaginowy — posiada charakter odwracalny, prze-
biega w obu kierunkach i znacznie aktywniej niz odpowiednia reakcja ami-
nokwaséw dwukarboksylowych z kwasem pirogronowym. Leonard
i Burris (1947 wykazali wystepowanie tego ukladu w roslinach,
aWilson, KingiBurris (1954) potwierdzili te dane stosujgc zna-
kowane aminokwasy.

Wyjatkowe znaczenie aminokwasow dwukarboksylowych w posredniej
przemianie azotowej uwarunkowane jest trzema okolicznosciami
(Krietowicz i Bundiel 1949, Chibnall 1952):

a. udzialem tych aminokwasé6w w przemianie odpowiednich amidow;

b. funkcja dawcoéw grup aminowych w procesach transaminacji;

e, afninokwasy te tworza pomost miedzy synteza pozostalych amino-

kwasow a cyklem oddechowym.

Za duzym znaczeniem aminokwasow dwukarboksylowych przemawia-
ja réwniez doswiadczenia ze znakowanym azotem mineralnym.

Wedlug Turczyna, GuminskiejiPlyszewskie]j (1955)
po poétgodzinnym hodowaniu roslin na pozywece z azotem, najwigksza czesc
N5 wbudowana jest w alanine i kwasy dwukarboksylowe.

Na szczeg6lng uwage zastluguje kwas glutaminowy wykazujacy sto-
sunkowo wiekszg aktywno$é w omawianych procesach niz kwas asparagi-
nowy. Vicar i Burris (1948) stwierdzili, ze wlasnie kwas glutami-
nowy pomidoréw hodowanych w pozywce ze znakowanym azotem cha-
rakteryzuje sie najwieksza zawarto$cia N'. Virtanem i Laine
(1941) jeszcze w roku 1941 wykazali znacznie szybsza transaminacje
w ukladzie: kwas glutaminowy-pirogronowy niz w ukladzie kwas aspara-
ginowy-pirogronowy. Wynik ten potwierdzili Krietowicz i Bun-
diel (1949).

Obok transaminacji'w wielu ro§linach wykazano dekarboksylacje kwa-
su glutaminowego, w wyniku ktérego to procesu powstaje kwas amino-
mastowy (Schales, Mimsa. Schales 1946, Suzuki Yonezo
a.NaboruTakakaval957, Warburgu. Krippak]11957).

Aminokwasy dwukarboksylowe sa ciekawe jako mozliwe prekursory
niedawno zidentyfikowanych aminokwaséw: beta-alaniny i kwasu gam-
ma-aminomastowego. ktéorych funkcja w metabolizmie nie jest ostatecz-
nie wyjasniona. Szczegélnie ciekawa jest rola kwasu gamma-aminoma-
stowego, ktorego stezenie wynosi znaczny cdsetek ogélnej ilo$ci wolnych
aminckwasow w niektorych roslinach. Wystepowanie tego kwasu stwier-
dzono w wielu gatunkach, reprezentujacych rézne rodziny nie wyklucza-
jac roé§lin nizszych (Braunstein 1953, Steward, Thomson
a Dent 1946, Thomson, Pollard a. Steward 1953, Mc Vicar
a.Burris 1954, Westall 1950).
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Celem niniejszej pracy bylo zbadanie metoda chromatograficzng pro-
ceséw: dekarboksylacji kwasu glutaminowego i transaminacji kwas glu-
taminowy-pirogronowy w lisciach réznych roslin.

MATERIAL I METODA

Jako material postuzyly liscie roslin hodowanych w ogrodzie. Do do-
$wiadcezen brano material na oko zdrowy, wyréwnany. Prace wykonano
w miesigcach sierpien, wrzesien.

2 g $wiezych liéci rozcierano w mozdzierzu az do uzyskania jednorod-
nej masy, nastepnie dodawano 3 ml wody dest. i rozcierano do chwili
uzyskania jednorodnej zawiesiny. 1,5 ml tak przyrzadzonego homogeni-
zatu stanowilo wyjsciowa probke doswiadczalng, do ktérej dodawano
1 ml 0,025% kwasu bromooctowego, 1 ml 1% kwasu glutaminowego oraz
1 ml 1% kwasu pirogronowego. Kwasy przed uzyciem do do$wiadczenia
zobojetniano lugiem sodowym do pH — 7,5 wobec indykatora Kolthoffa.
- Po wymieszaniu prébke rozdzielono na dwie czesci, z ktérych jedng kon-
trolng celem zniszczenia enzymoéw zagotowano, po czym obie stawiano na
okres dwu godzin do termostatu o t = 37°. W trakcie inkubowania proébki
dwukrotnie wstrzasano dla pelniejszego przebiegu reakceji. Dzialanie enzy-
méw przerywano przez zagotowanie. Po tym zabiegu prébki filtrowano
przez bibule, przesacz brano do badania chromatograficznego.

W chromatografii aminokwaséw stosowane sg rézne rozpuszczalniki,
jednak do analizy produktéw transaminacji kwasu glutaminowego wyjat-
kowo dogodnym okazal sie rozpuszczalnik fenol nasycony woda (8,2).
Chromatografia trwata 6—8 godzin, po czym proces ten przerywano i zgod-
nie z przyjeta procedura suszono, a nastepnie bibule spryskiwano 0,1%
roztworem ninhydryny.

WYNIKI DOSWIADCZEN I ICH OMOWIENIE

W zalezno$ci od systematycznej przynaleznoSci roéliny na chromato-
gramach otrzymywano 2—3 plamy, podczas gdy kontrole dawaly tylko
jedna. Fakt ten wskazuje, ze nowe aminokwasy powstaja w wyniku prze-
mian enzymatycznych. Kwas glutaminowy (Rf — 0,27) zajmuje pozycje
najblizej punktu naniesienia. Plama o Rf — 0,53 wystepuje wylacznie
w probkach do$wiadczalnych i odpowiada alaninie. Identyczno$¢ powyz-
szych aminokwaséw potwierdzono chromatograficznie.

We wszystkich lisciach przebadanych roslin stwierdzono transamina-
cje w ukladzie kwas glutaminowy-pirogronowy z tym, ze aktywnos¢ tego
procesu zalezala od gatunku rosliny.
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Na aktywno$é transaminacji mogg wplywaé takie czynniki, jak wiek,
stan fizjologiczny itp. Parametry te byly w miare mozliwo$ci w do-
$wiadczeniach uwzgledniane.

2 2a £ 3a
Ryc. 1. Transaminacja i dekarboksylacja kwasu gluta-
minowego w homogenizatach lici N. tabacum i Can-
nabis sativa: 2,2a — Cannabis sativa; 3,3a — Nicotiana
tabacum; a — kwas glutaminowy; b — alanina; ¢ —
kwas gamma aminomasiowy.
Fig. 1. Transamination and decarboxylation of gluta-
mic acid in leavs of N. tabacum and Cannabis sativa:

22a — Cannabis sctiva; 3,3a — Nicotiana tabacum;
a — glutamic acid; b — alanine; ¢ — gamma-aminobu-
tyric acid

Na chromatogramach w przypadku wigkszo$ci roslin stwierdzono wy-
stepowanie jeszcze jednego aminokwasu o Rf znacznie wiekszym od Rf
alaniny a wiec najblizej czola rozpuszczalnika. Stosujac do dalszych badan
Nicotiana tabacum wykazano, ze jest to produkt enzymatycznych prze-
ksztalcen kwasu glutaminowego powstajacy tylko w jego obecno$ci nie-
zaleznie od dodawanego kwasu pirogronowego. Z doswiadczen mozna by-
lo wysungé przypuszczenie, iz jest to produkt dekarboksylacji kwasu glu-
taminowego — kwas aminomastowy. Wieksza ilo$¢ tego produktu nie-
zbedng dla identyfikacji wyizolowano na drodze chromatograficznej.
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W trzech rozpuszczalnikach: fenol-woda, izopropanol-kwas octowy-
woda (7:2:1) oraz izopropanol-etanol-woda (6:2:2) aminokwas ten posiadal
Rf identyczne z Rf wzorcowego kwasu gamma-aminomastowego, podczas
gdy alfa-aminomastowy kwas w tychze warunkach posiadal Rf badz wiek-
sze, badz mniejsze.

Wszystkie te proby wskazuja jednoznacznie, iz produktem dekarbo-
ksylacji kwasu glutaminowego jest kwas gamma-aminomastowy. Jakkol-
wiek przekonywajgce dowody przytoczono tylko dla N. tabacum, to jed-
nak mozna przypuszczaé, ze we wszystkich przebadanych roslinach pro-
duktem dekarboksylacji kwasu glutaminowego jest kwas gamma-amino-
mastowy, poniewaz w rozpuszczalniku fenol-woda odpowiedni aminokwas
posiadat Rf identyczne we wszystkich przebadanych roslinach.

ZESTAWIENIE WYNIKOW

Przebadany material ze wzgledu na wzajemny stosunek proceséw
transaminacji i dekarboksylacji kwasu glutaminowego mozna podzieli¢ na
dwie zasadnicze grupy.

Pierwsza stanowia ro$liny, w ktérych liSciach stwierdzono wylacznie
proces transaminacji. Naleza tu z rodziny Urticaceae Cannabis sativa
i Urtica dioica. Typowy obraz na chromatogramie (patrz Cannabis sativa).

Druga grupe stanowia roéliny, w ktérych lisciach stwierdzono procesy
zaréwno transaminacji i dekarboksylacji (typowy obraz na chromatogra-
mie, patrz N. tabacum). Naleza tu rosliny:

Solanaceae: Nicotiana tabacum, N. glutinosa, Datura stramonium, So-
lanum tuberosum, S. lycopersicum,

Gramineae: Lolium perenne,

Compositae: Taraxacum officinale,

Papilionaceae: Phaseolus vulgaris,

Cruciferae: Brassica napus,

Betulaceae: Carpinus betulus,

Aceraceae: Acer dasycarpum,

Salicaceae: Salix sp.

W roélinach: Solanum tuberosum, S. lycopersicum stwierdzono jednak
nieznaczng aktywno$¢ transaminacyjna, natomiast w roslinach Brassica na-
pus, Carpinus betulus, Salix sp., Acer dasycarpum stosunkowo malg aktyw-
noéé dekarboksylacyjna.

DYSKUSJA

Przedstawione wyniki ze wzgledu na'szczu-ploé(: przebadanego materiatu
oraz zastrzezenia podane poprzednio nie pozwalaja na wysuwanie zbyt
daleko idacych wnioskéw. Wyniki te jednak poparte szerszym materia-
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lem statystycznym moga rzuci¢ pewne Swiatto na procesy zwiazane z me-
tabolizmem azotu w roslinach.

W wyniku prac badaczy starszego pokolenia (Chibnall 1952) oraz
eksperymenté6w nowszych (Turczyn, Guminski, Plyszewska
1955, Mc Vicara. Burris 1948), zasadnicza rola aminokwaséw dwu-
karboksylowych w metabolizmie azotowym jest udowodniona.. Jedno-
czesénie niektérzy badacze przypisuja wigksze znaczenie kwasowi gluta-
minowemu w omawianych procesach niz kwasowi asparaginowemu.

Powyzsze zagadnienie wigze sie Sci$le z faktem wystepowania w rosli-
nach kwasu gamma-aminomaslowego. Schales i wsp. (1946) badajac
dekarboksylacje kwasu glutaminowego doszli do wniosku, iz w ro$linach
powstaje on w wyniku tego procesu. Na tej drodze tlumaczy sie réwniez
powstawanie kwasu gamma-aminomaslowego w tkance mozgowej (3).
Thomson i wsp. (1953), nie stwierdziwszy korelacji migedzy natezeniem
dekarboksylacji a zawartoscig kwasu gamma-aminomasiowego w réznych
roslinach, poddali w watpliwo$¢ te teze. Badacze ci opierajac si¢ na mo-
delowych do$wiadczeniach wysuwaja inng mozliwo$¢ powstawania tego
kwasu, a mianowicie na drodze ‘bezposredniej aminacji odpowiedniego
ketokwasu. Koncepcja ta nie zostala jednak wykazana in vivo. Teze te
trudno pogodzi¢ z duza ,,ruchliwo$cig’ kwasu glutaminowego. Stwierdzo-
no, ze w ziemniakach (w lisciach) w poréwmaniu z innymi roslinami proces
transaminacji kwas glutaminowy-pirogronowy jest stosunkowo staby, je-
dnocze$nie wykazano znaczng aktywno$¢ dekarboksylazy tegoz kwasu.
Jezeli przyjac procesy te za zasadniczg droge przemian kwasu glutamino-
wego, koncepcja Thomsona i wsp. nie da sie utrzyma¢. Za powstawa-
niem kwasu gamma-aminomastowego w procesie dekarboksylacji kwasu
glutaminowego przemawiaja rowniez prace najnowsze (25, 26).

Dalsze drogi przemian kwasu gamma-aminomastowego nie sa znane,
aczkolwiek bardzo ciekawe, poniewaz kwas ten nie wchodzi w skiad bia-
lek. Wedlug T h o m s o n a i wsp. kwas ten pobudza wzrost tkanek Daucus
carota in vitro. Ostatnio stwierdzono wystepowanie kwasu gamma-guani-
dynomastowego zaréwno w materiale ro§linnym, jak i zwierzecym oraz
wykazano, iz kwas ten powstaje na drodze enzymatycznej z kwasu
gamma-aminomastowego i argininy — w tkankach zwierzecych (Pisano
a. Mitoma Chozo 1957, Silber Irreverre a. Evans 1957).

W tym miejscu skladam serdeczne podziekowanie Prof. drowi
W. Moy ch o za kierownictwo, cenne uwagi oraz zachete do wykonania
niniejszej pracy, Prof. drowi J. Czosnowskiemu za dostarczenie
aminokwaséw niezbednych do identyfikacji kwasu gamma-aminomasto-
wego oraz koledze mgrowi H. Urbankowi za dostarczenie kwasu piro-
gronowego.
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STRESZCZENIE

Metoda chromatograficzng badano transaminacje i dekarboksylacje
kwasu glutaminowego w homogenizatach z lisci réznych roslin (w charak-
terze akceptora grup aminowych stosowano kwas pirogronowy). Przeba-
dany material ze wzgledu na wzajemny stosunek procesow transaminacji
i dekarboksylacji podzielono na dwie grupy. Do pierwszej zaliczono rosli-
ny, w ktérych stwierdzono wylacznie transaminacje (Cannabis sativa,
Urtica dioica), do drugiej rosliny, w ktérych stwierdzono oba procesy
(N. tabacum, N. glutinosa, Datura stramonium, Taraxacum officinale,
Brassica napus, Carpinus betulus, Salix sp., Acer dasycarpum, Solanum
tuberosum, S. lycopersicum).

Wykazano, ze produktem dekarboksylacji kwasu glutaminowego jest
kwas gamma-aminomastowy.

Zalklad Fizjologii Roslin
Uniwersytetu Eodzkiego (Wplynelo dn. 29 XI57 r.)

SUMMARY

Transamination and decarboxylation of glutamic acid (pyruvic acid was
applied as acceptor of the NH, — groups) has been studied chromato-
graphically in grinded leaves of various plants.

In such plants as: Urtica dioica and Cannabis sativa only transamina-
tion has been found. Besides transamination decarboxylation has been
demonstrated in the following plants: Sollanaceae — N. tabacum, N. glu-
tinosa, Datura stramonium; Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum,

Papilionaceae — Phaseolus wvulgaris; Gramineae — Lolium perenne;
Compositae — Taraxacum officinale; Cruciferae — Brasica napus; Betu-
laceae — Carpinus betulus; Salicaceae — Salix sp.; Aceraceae — Acer
dasycarpum.

It has been proved that gamma aminobutyric acid is the product of
decarboxylation of glutamic acid.
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