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Wplyw 8-azaadeniny na biosynteze niektorych zwiazkdw fosforowych
w grzybni Neurospora crassa

Influence of 8-azaadenine on biosynthesis of some phosphorus compounds
in mycelium of Neurospora crassa

HENRYK URBANEK

Juz okoto dziesig¢ lat temu zaobserwowano, Ze 8-azaadenina hamuje wzrost
mikroorganizméw (Smith, Matthews 1957). Dotad jednak nic nie wiadomo
o mechanizmie jej dziatania. Stwierdzono jedynie, Ze adenina znosi efekt wywierany
przez azaadening na ustroje. Na tej podstawie wyciagnigto wniosek, Zze azaadenina
dziala antagonistycznie w stosunku do adeniny (Hirono, Redei 1966). Faktem
ogodlnie znanym jest, ze nukleotydy adenilowe speiniaja centralna funkcje w proce-
sach pobierania nieorganicznego fosforu przez zywa komorke i1 przenoszenia go
na inne polaczenia. Stad tez wydaje sig, ze aktywnos$¢ biologiczna azaadeniny winna
by¢ zwigzana przede wszystkim z ujemnym jej wplywem na syntez¢ zwiazkow fos-
forowych.

W niniejszej pracy przebadano wplyw 8-azaadeniny na zawartos$¢ réznych zwiaz-
kéw fosforowych oraz na wlaczanie si¢ 2P w te zwiazki u grzybni Neurospora
crassa.

MATERIAL I METODY

Kulturg dzikiego szczepu grzyba N. crassa hodowano w kolbach na pozywce
plynnej wedhug Beadle’a i Tatum’a (1945) metoda wglebna na wytrzasarkach
o szybkosci obrotéw 100/min., w 25°C. Kazda kolbg¢ zakazano jednakowa iloscia
spor. Po 12 godzinach wprowadzano do czgsci kolb azaadening w ilosci 50 pg/ml
kultury i kontynuowano hodowlg w ciagu nastgpnych 6 godzin. Natychmiast po
wyro$nigciu grzybni wlaczano w nig 32P. W tym celu odpowiednia ilo$¢ kultury
zawierajaca 18g $wiezej masy grzybni doprowadzano do objetosci 600 ml pozywka
zawierajacg radioaktywny fosfor w postaci KH,P320,4(2mCu) i inkubowano w ciagu
10 minut w 25°C przy statym mieszaniu. Dla zahamowania wlaczania si¢ 32P wpro-
wadzano do mieszaniny inkubacyjnej 5 objetosci ochtodzonej do 0°C pozywki nie
zawierajacej fosforu. Biomase szybko odsaczano i przemywano ja 2 litrami tejze
zimnej pozywki az do calkowitego usuniecia niewlaczonego izotopu. Nastgpnie
grzybni¢ zamrazano plynnym azotem i przechowywano w —70°C.
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Zwigzki fosforowe rozpuszczalne w kwasach ekstrahowano z grzybni za pomoca
0,5N HCIOy4 o temperaturze 0° do 4°C w ciagu 90 minut. Frakcje nukleotydéw i ich
pochodnych adsorbowano na weglu aktywowanym firmy ,,Karboraffin”. Z wegla
eluowano ja za pomoca 507 etanolu w 0,39 amoniaku. Po usunieciu zwiazkdw
nukleotydowych ekstrakt frakcjonowano za pomoca soli baru i etanolu przy roznych
pH (Le Page 1949; Krickij i wspdlpr. 1965). Otrzymano: a) frakcje wytracaja-
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Rye. 1. Wplyw azaadeniny na wzrost grzybni N. crassa
Influence of azaadenine on the growth of the mycelium of N. crassa.

a — swieza masa grzybni przed dodaniem azaadeniny (fresh matter of mycelium before azaadenine added), b — $wieza
masa grzybni kontrolnej (fresh matter of control mycelium), ¢ — $wiea masa grzybni z azaadenina (fresh matter of
mycelium with azaadenine)

a; — sucha masa grzybni przed dodaniem azaadeniny (dry matter of mycelium before azaadenine added), b, — sucha
masa grzybni kontrolnej (dry matter of control mycelium), €y — sucha masa grzybni @ z azaadenina (dry matter of
mycelium with azaadenine).

ca si¢ barem przy pH 4,5, ktéra zawiera rozpuszczalne w kwasach polifosforany,
b) frakcje wytracajaca si¢ barem przy pH 8,2 — zawierajaca ortofosforany, ¢) frakcje
wytragcajacq si¢ barem przy pH 8,2 w obecnosci 809, etanolu — sa to gldwnie fos-
forany cukrow.

Pozostatos¢ tkankowa po usunigciu fosfolipidow przez kilkakrotne przymy-
wanie grzybni etanolem i mieszanina etanolowo-eterowa (3 : 1) ekstrahowano
dwukrotnie (odpowiednio w ciagu 40 i 20 minut) za pomoca 0,5N HCIO4 w 90°C.
Otrzymany ekstrakt zawieral kwasy nukleinowe oraz nierozpuszczalne w kwasach
polifosforany. Obecno$é polifosforanéw wykazano za pomoca chromatografii
bibutowej produktoéw czgsciowej hydrolizy wedlug Thilo i Wicker (1957), a za
miarg ich zawartosci przyjeto ilosé fosforu labilnego nieadsorbujacego sie na weglu
aktywowanym.

Frakcje nukleotydowa po wyeluowaniu z wegla rozdzielano za pomoca chroma-
tografii kolumnowej, stosujac Dowex 110 200—400 mesh w formie mréwczano-
wej wedhug metody Hurlberta i wspolpr. (1954). Na kolumne o wymiarach 1 % 10 cm
nanoszono roztwdr nukleotydéw w ilosci 500 jednostek OD przy 260 my. (po uprzed-
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nim zageszezeniu i doprowadzeniu pH do 7,5). Nukleotydy eluowano z zywicy
wzrastajacym gradientem stezen kwasu mréowkowego i mrowcezanu amonu (stgzenie
uktaddéw uzytych do elucji podano w objasnieniach do rysunku 1). Szybkos¢ wycieku
przy absorbcji i elucji wynosita 1 ml/l min. Zbierano za pomoca kolektora frakcji
do prébek po 5 ml. Mierzono ekstynkcje przy 260 my i radioaktywnos¢ kazdej
probowki 1 na podstawie otrzymanych danych wykreslano profile chromatogra-
ficzne. Otrzymane szczyty identyfikowano na podstawie: 1) potoZenia na profilu
chromatograficznym, 2) oznaczenia przy pH 2, 7 1 12 stosunkoéw pochlaniania przy
dhugosciach fali 250/260, 280/260, 290/260, 3) zawartosci fosforu labilnego i catko-
witego, 4) zawartosci rybozy, 5) chromatografii bibutowej przed i po kwasnej hydro-
lizie. Dla identylikacji poszczegdlne frakcje odpowiadajace danym szezytom liofili-
zowano. Do chromatografii bibutowej stosowano uklady rozpuszczalnikéw podane
w poprzedniej pracy (Urbanek 1957), a mianowicie: . izopropanol — woda —
amoniak (70—30-—-0,35), 2. 1Y% siarczan amonu — izopropanol (5—10), 3. etanol —
I M octan amonu (7—3), 4. izopropanol — HCI — woda (65 — 16,7 do 100 woda),
5. butanol — kwas octowy — woda (63 — 10 — 27). Zawarto$¢ nukleotydéw obli-
czano na podstawie pomiaru ekstynkeji przy 260 mp. i stosowania odpowiednich
wspolczynnikow molowych.

Fosfor oznaczano metoda Berenbluma i Chaina w modyfikacji Weil-Mal-
helbe’a i Greena (1951), a ryboze metoda Mejbaum (1939). Fosfor oznaczany
jako ortofosforan po 10 minutowej hydrolizie w 1 N HCI przy 100°C przyjmo-
wano za P labilny, a P stabilny obliczano z réznicy migdzy P catkowitym a orto-
fosforanem 1 P labilnym. Radioaktywnos¢ okreslano za pomoca licznika Geigera —
— Miillera.

WYNIKI T DYSKUSJA

Ustalono, Ze azaadenina jest silnym inhibitorem wzrostu grzybni N. crassa.
Zwiazek ten wprowadzano w ilosci 50 pg/l do 12-godzinnej kultury. Po 6 godzinach
hodowli kultury w obecno$ci azaadeniny wzrost zarowno $wieZej, jak i suchej
masy grzybni byl okoto dwukrotnie nizszy niz grzybni kontrolnej (ryc. 1).

Dane charakteryzujace zawartos¢ oraz radioaktywno$¢ wlasciwa roznych frakeji
fosforu w badanych grzybniach przedstawione sa w tabeli 1. Po 10-minutowej
ekspozycji 32P wlaczal si¢ we wszystkie otrzymywane frakcje, jednak najwigksza
radioaktywnoscia wlasciwa odznaczal si¢ labilny fosfor nukleotydowy, a nastgpnie
labilny fosfor frakcji rozpuszczalnej w kwasach i fosfor ortofosforanow. Azaadenina
nie wywierala wplywu na zawarto$¢ fosforu nieorganicznego i tylko nieznacznie
obnizala jego radioaktywnos¢ whasciwa. W duzym stopniu natomiast obnizata radio-
aktywnos¢ wlasciwa fosforu we frakceji rozpuszezalnej w kwasach. Zaréwno zawar-
tos¢, jak i radioaktywno$¢ wlasciwa labilnego fosforu nukleotydéw byta reduko-
wana przez azaadening prawie do potowy. W mniejszym stopniu ulegaly zmianom
omawiane wartosci charakteryzujace fosfor stabilny nukleotydéw oraz frakcje
fosforowg wytracajacy si¢ solami baru przy pH 8,2 w obecnosci 809 etanolu (fos-
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Ryc. 2. Chromatogram wolnych nukleotyddéw grzybni N. crassa
Elution curve of free nucleotides of mycelium of N. crassa

Szczyty (peaks): 1-x, 2-CMP i NAD, 3-AMP, 4-GMP, 5-UMP, 6-x;, 7-ADP, 8-UDPAG i UDPG, 9-ATP, 10-GTP,

11-UTP. Stgzenie uiytych eluentéw (concentration of eluents used): H,O = 0,IN HCOOH — 0,2N HCOOH - IN

HCOOH — 2N HCOOH —+ 4N HCOOH -+ 4N HCOOH +0,26N HCObNHq 4N HCOOH +0,53N HCOONH, -~

4N HCOOH +0,8N HCOONH,. Linia ciagla (solid line) — ekstynkeja (extinction); linia kreskowana (broken line) —

radioaktywnos¢ w imp/min oraz stezenie HCOOH i HCOONH, (radioactivity in imp/min and concentration
of HCOOH and HCOONH ).

forany cukréw). Ponadto w grzybni hodowanej w obecnosci azaadeniny zreduko-
wana zostala zawarto$¢ kwaséw nukleinowych o okolo 30%, a ich radioaktywnos$¢
o ponad 50 9% (fosfor stabilny frakcji 6).

Odwrotnie, azaadenina znacznie zwickszyla zawartos$é i radioaktywnosé wlasciwa
nieorganicznych polifosforanéw. Nalezy zwroci¢ uwage na silniejszy wzrost biosyn-
tezy polifosforanéw nierozpuszczalnych w kwasach (fosfor labilny frakcji 6) niz
polifosforanéw rozpuszczalnych (frakcja 3). Te ostatnie sa prawdopodobnie produk-
tami degradacji wysokoczasteczkowych polifosforandéw nierozpuszczalnych w kwa-
sach, charakteryzujacych si¢ duza aktywnoscig biologiczna (Zajcewa i wspolpr.
1959 i 1960; Kutajew i wspdlpr. 1960). O gromadzeniu si¢ nieorganicznych poli-
fosforanéw w czasie hamowania wzrostu organizmow oraz o odwrotnej zaleznosci
miedzy ich biosynteza a biosynteza kwaséw nukleinowych donosito juz wielu auto-
row (Kutajew, Bietozierskij 1962; Harold 1963).

Rozdzielajac chromatograficznie frakcje nukleotydowa (profil rozdziatu nukleo-
tydow grzybni kontrolnej N. crassa przedstawia rycina 2) oznaczono CMP, AMP,
GMP, UMP, ADP, UDPAG--UDPG, ATP, GTP i UTP. Szczyty 1 i 6 nie zostaly
zidentyfikowane. W sklad szczytu 2 obok CMP prawdopodobnie wchodzi takze
NAD. Zwraca uwage wyjatkowo duzy szczyt 8 zidentyfikowany jako UDP-N-acety-
loglukozamina (UDPAG) i UDP-glukoza (UDPG). Zawartos¢ UDPAG i UDPG
przewyzsza kilkakrotnie zawarto$¢ pozostalych potaczen nukleotydowych. Wysoki
poziom w komérkach cukrowych pochodnych urydyno-dwufosforanu stoi w zwiazku
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Zawartos¢ i radioaktywnos$¢ wiasciwa roznych frakcji fosforu grzybni N.

Tabela 1 — Table 1

351

crassa hodowanej

w normalnych warunkach i w obecnosci azaadeniny

The content and the specific radioactivity of various P-fractions of mycelium of N. erassa cultured
in the normal medium and in the presence of azaadenine

Frakcja

Fraction

Ekstrakt 0,5 N
HClO4, O°C
Extract 0,5 N
HClO4, O°C

Nukleotydy ad-
sorbowane na
weglu
Nucleotides ad-
sorbed on char-
coal

Fosforany wytrg-
cane Ba™t,pH 4,5
Phosphates preci-
pitated by Ba*t,
pH 4,5

Fosforany wytra-
cane Batt,pH 8,2
Phosphates preci-
pitated by Ba*™,
pH 8,2
Fosforany wytra-
cane Batt, pH8,2
<809, etanol
Phosphates preci-

forma P

P in the
form

orto
Ortho
labilny
labile
stabilny
stabile

labilny
labile

stabilny
stabile

catkowity,
|

total

catkowity

total

catkowity

pitated by Ba**, pH

8,24-80% ethanol

Ekstrakt 0,5 N
HClO4, 90°C
Extract 0,5 N
HCIOy4, 90°C

* Zawartos¢ P w ME/8 suchej masy
P content in HE/2 of dry matter

total

labilny

labile |
stabilny i
stabile |

kontrola control

|
|
[
|

P* Rw* % P*
3633 174 3785
578 202 639
2422 l 34 1938
119 400 61
734 29 558
850 10 1042
2817 146 2710
197 21 153
1995 13 2873
4326 15 3087

** Radioaktywnosé wlasciwa w imp/min/fg P

azaadenina azaadenine

% W sto- | ' % w sto-
sunku do | | sunku do
kontroli | kontroli
Rw** |
9, asrela- | | 9% asrela-
ted to ted to
control I control
104 | 150 86
1| 11s 57
80 |15 44
|
51 214 53
76 19 66
123 12 120
96 131 90
|
78 13 62
144 : 22 169
|
71 l 7 47

Specific radioactivity in imp/min/tg of P
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Tabela 2 — Table 2

Zawartos¢  wolnych nukleotydéw w grzybni N. crassa (w pmol/g
suchej masy)

Content of free nucleotides of the mycelium of N. crassa (in pmol/g
of dry matter)

Kultura z azaadenina

Nukleotyd Kultura kontrolna
Nucleotide Control culture Culture ?wlh
azaadenine

AMP 5 0,34 0,19
ADP ; 0,21 0,12
ATP i 0,39 0,15
CMP 0,08 0,08
GMP 0,05 0,04
GTP 0,10 0,08
UMP 0,19 0,17
uTP | 0,06 0,07
UDPG-+UDPAG 4,03 3.39

Tabela 3 — Table 3
Radioaktywnos¢ wlasciwa AMP, ADP i ATP (w imp/min/ug P)
The specific radioactivity of AMP, ADP and ATP (in imp/min/ug of P)

Nukleotyd Kultura kontrolna Kultura z azaa.‘dcninq
Nucleotide Control culture Culture with
azaadenine
AMP 47 I; 32
ADP 136 103
ATP 410 196

z intensywna biosynteza weglowodandw, w ktorej biora one czynny udziat (Leloir
1964). UDPAG na przyklad, jest prekursorem w biosyntezie chityny (Glaser,
Brown 1957).

Wlaczony do frakeji nukleotydowej 32P w czasie 10-minutowej ekspozycji znaj-
duje si¢ tylko w czasteczkach nukleotydow adenilowych . Do ATP wiaczato sie
32P wielokrotnie wigeej niz do ADP, a z kolei do ADP kilkakrotnie wigcejnizdo AMP
(ryc. 2, tabela 3).

Profile otrzymane z rozdzialu chromatograficznego nukleotydow grzybni kon-
trolnej i grzybni hodowanej w obecnosci azaadeniny réznily sie tylko wielkoscia
niektorych szczytéw, natomiast ich ilo$¢ 1 rozmieszczenie byto podobne. Wykazano,
ze azaadenina hamuje glownie syntez¢ nukleotydow adenilowych. Redukuje ona
znacznie zarowno zawartos¢ AMP, ADP i ATP, jak i wlaczanie si¢ do tych zwigzkéw
32P (tabela 2 i 3, ryc. 3). Najsilniej jest hamowana synteza ATP. Zmniejszona radioak-
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tywno$é whasciwa AMP, ADP i szczegélnie widoczna w przypadku ATP sugeruje,
7e azaadenina blokuje reakcje enzymatyczne odpowiedzialne za fosforylacje nukleo-
tydéw adenilowych. Nie stwierdzono obecnosci nukleotydéw azaadeniny w badanvm
materiale.

Nasilenie syntezy nieorganicznych polifosforanéw w warunkach zahamowania
fosforylacji ADP do ATP wskazuje, ze te polimery fosforowe moga powstawac

%
m. _________________
g0
Ryc. 3. Zawartoé¢ i radioaktywnos¢ whas- %9 N
ciwa AMP, ADP i ATP grzybni z azaade- 70 5
nina w porownaniu z kontrola wyrazona 60 i:t
w % I
Content and specific radioactivity of AMP, ad [ |::?
ADP and ATP of mycelium with azaade- % | I:—/
nine as compared with control expressed 30 {%
in %. 2] :_/
a ]
o] |3 ]S
I ZIlS
Zonarosc P

content

takze bez udzialu ATP. Biorac pod uwage brak wyraznego efektu azaadeniny na
radioaktywnosé frakcji nieorganicznego fosforu przy silnym zmniejszeniu radioak-
tywnosci whasciwej nukleotydéw adenilowych wydaje sig, ze ortofosforan moze
przedostawaé si¢ do komorek badanego grzyba niekoniecznie, jak to sugeruja
niektorzy autorzy (Borst 1962; Jackson i wspétpr. 1962) za posrednictwem tych
nukleotydow.

Azaadenina wywoluje wigc powazne zmiany w metabolizmie fosforu nie tylko
u specyficznego szczepu N. crassa, niezdolnego do syntezy adeniny (Kutajew,
Urbanek 1966), ale i u dzikiego szczepu tego grzyba. Badanie metabolizmu w ko-
mérkach poddanych dzialaniu azaadeniny moze dostarczy¢ danych o mechanizmie
fosforylacji niektorych zwigzkow.

Pani doc. dr W. Potapczykowej skltadam serdeczne podzigkowanie za merytoryczne prze-
dyskutowanie pracy.

STRESZCZENIE

Przebadano wplyw 8-azaadeniny na zawartos¢ roznych zwiazkow fosforowych oraz na wia-
czanie sie 32P w te zwiazki w grzybni Neurospora crassa. Stwierdzono, ze azaadenina silnie hamuje
biosynteze ATP i nicco slabiej ADP, AMP, kwasow nukleinowych i estrow fosforowych cukrow
i pobudza biosyntezg nicorganicznych polifosforanow. Nie wykazano wyraznego wplywu azaadeniny
na pobieranie z pozywki fosforu nicorganicznego przez komorki grzyba.

Katedra Fizjologii Roslin
Uniwersytetu Lodzkiego
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SUMMARY

This paper is concerned with the influence of 8-azaadenine on the content of various phospho-

rus compounds and the incorporation of 32P into the molecules of these compounds in the mycelium
of Neurospora crassa. 1t was found that azaadenine strongly inhibits the biosynthesis of ATP; its
effect on the biosynthesis of AMP, ADP, nucleic acids and sugar phosphates however was a little
slighter. In reverse this antimetabolite stimulates the biosynthesis of inorganic polyphosphates.
The influence of azaadenine on the absorption of 32P by the cells of fungus was insignificant.
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