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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykutly
drukowane w Postepach Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sag honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymuja 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 btedow drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrétéw i popra-
wek nie wptywajacych na tres¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej stro-
nie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w peinym brzmieniu) i nazwiska
autoréw, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek naukowych,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omdéwienie tematu pra-
cy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

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

W tek$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 liczbg rzymska w nawia-
sie — numer odpowiedniego wzoru. W teksScie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

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

Zataczniki do tekstu. Kazdy zalacznik nalezy dotgczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajagcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczy¢
u go6ry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtowek opisujacy jej tre$¢, 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 oznaczy¢ ,gére” i ,.dét”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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JANINA MALEC *

Btona jadrowa
Nuclear Envelope

Some views on nuclear envelope structure and function are presented.

Jednym z podstawowych osiggnie¢, jakie wniosto do badan struktu-
ry komorkowej zastosowanie mikroskopu elektronowego, byto stwier-
dzenie, ze btony sg powszechnym i zasadniczym skiadnikiem struktury
cytoplazmy, stanowigc znaczng cze$¢ masy komodrkowej. W niektérych
rodzajach komdrek struktury bloniaste osiaggajg do 80°/ suchej masy
komoarki (78).

W roku 1952 Porter i Kallmann (66) wprowadzili termin ,sia-
teczka endoplazmatyczna” (ang. endoplasmic reticulum) jako okreSlenie
dla uktadu kanalikow i pecherzykéw widocznych w mikroskopie elektro-
nowym w catych komoérkach. Nastepnie po udoskonaleniu techniki mikro-
skopii elektronowej, Palade i Porter (59) uzyli tego terminu dla
okreslenia podobnych struktur znajdujgcych sie wytgcznie w cytoplazmie
i w podobnym znaczeniu termin ten jest uzywany do chwili obecnej,
obejmujac wszystkie btoniaste sktadniki cytoplazmy z wyjatkiem mito-
chondriéw. | wreszcie w nastepnych latach Palade i Palay (58,61)
zréznicowali skiadniki siateczki endoplazmatycznej na gtadko i szorstko
powierzchniowe, co ostatecznie doprowadzito do nastepujgcego, obecnie
przyjetego podziatu obecnych w komaorce bton (12):
zewnetrzne (plazmatyczne),
wewnetrzne (cytoplazmatyczne):

szorstkie (ziarniste, alfa),

gtadkie (nieziarniste, beta i gamma),
btony organelli komoérkowych.

Okresleniem ,szorstkie” objeto btony cytoplazmatyczne, na ktérych po-
wierzchni widoczne sg ziarnisto$ci utworzone przez przylegajace do nich
rybosomy. Ziarnistosci takich nie wida¢ na powierzchni bton ,,gtadkich”,
ktére z kolei zostaty zréznicowane na grupe beta i gamma. Grupa beta

* Dr med., Zaktad Biochemii, Instytut Hematologii, Warszawa
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obejmuje te btony cytoplazmatyczne, ktdre wydajg sie stanowié wgtebie-
nia btony plazmatycznej, podczas gdy btony grupy gamma nie wykazujg
potaczen z blong plazmatyczng. Do tej ostatniej grupy bton zaliczany jest
aparat Golgiego, uwazany za wyspecjalizowang forme bton gtadkich (78).
Grupa bion organelli subkomdérkowych jest najbardziej zréznicowana,
obejmujac btony mitochondrialne i btone jadrowa.

Pierwszg wzmianke o btonie jadrowej zrobit Robert Brown
w 1833 roku (wg 52). W latach piecdziesigtych Hartmann (30) i na-
stepnie Watson (76) zaobserwowali na r6znego rodzaju komorkach,
ze otaczajaca jadro otoczka jest ztozona z dwéch biton oddzielonych od
siebie przestrzenig szerokosci okoto 20—40 nm (przestrzen perinuklearna),
stanowigcq wokot jadra rodzaj fosy. Stwierdzano przy tym wielokrotnie,
ze wewnetrzna z tych bton jest w Scistym kontakcie ze znajdujacag sie na
krancach jadra chromatyng (4, 48, 52, 54), zewnetrzna za$ odgina sie
w wielu punktach na zewnatrz w kierunku cytoplazmy, wykazujgc wy-
razng tacznosé z btonami endoplazmatycznej siateczki cytoplazmy. Dzieki
temu og6lny obraz siateczki endoplazmatycznej przedstawia sie jako
ztozony uktad btoniastych struktur dzielgcych cytoplazme na wielka ilos¢
przedziatéw i ciagnacych sie od jadra do btony plazmatycznej (52, 55, 57,
65). Wyglad mikroskopowy otoczki jadrowej jest pod wieloma wzgledami
bardzo podobny do bton cytoplazmatycznych zaréwno je$li chodzi o wy-
miary jak i obecno$¢ na jej zewnetrznej powierzchni czastek rybonukleo-
proteidowych, co upodabnia jg do ziarnistych bton cytoplazmy (55, 65).
Na fakty te zwro6cili po raz pierwszy uwage Watson (76) oraz Pala-
de i Palay (58, 61), proponujac traktowanie btony jadrowej jako
sktadnika uktadu siateczki endoplazmatycznej, ktérego cze$¢ cytoplaz-
matyczna wywodzi sie z btony jadrowej. Taka klasyfikacja btony jadro-
wej utrzymuje sie do obecnej chwili (12). Za scistym zwigzkiem cytoplaz-
matycznej siateczki endoplazmatycznej z biong jadrowa przemawiaja
takze obserwacje nad odtwarzaniem sie jej po podziale komorki. Miano-
wicie nie ulega watpliwos$ci, ze btona jadrowa ulega w czasie mitozy
rozpadowi. Dzieje sie to w koncowym etapie profazy. Odtworzenie jej
nastepuje w telofazie przez potgczenie istniejgcych w cytoplazmie, zgro-
madzonych wokét chromosomdw struktur, zblizonych wygladem do frag-
mentow siateczki endoplazmatycznej (48). Istnieje szereg obserwacji su-
gerujacych, ze cytoplazmatyczna cze$¢ siateczki endoplazmatycznej two-
rzy sie nastepnie z btony jadrowej (3, 16, 22, 23, 28, 39, 63). Zostato
stwierdzone wielokrotnie, ze rysunek siateczki endoplazmatycznej na te-
renie cytoplazmy wykazuje bardzo duza réznorodnos$¢, ktora nie jest
jednakze przypadkowa, lecz wydaje sie zalezna od stopnia zréznicowania
komorki, fazy wzrostu i stanu funkcjonalnego (57, 65). W Swietle tych
obserwacji bardzo interesujgca jest koncepcja Port era (65), ktéry su-
geruje, ze po kazdym podziale komorki, gdy nastagpi odbudowa btony ja-
drowej, tworzy sie nowa siateczka cytoplazmatyczna, ktora peini swoje
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funkcje tylko przez jedng generacje komadrek i po kazdym podziale zostaje
zastapiona przez inng, odpowiednig dla charakteru biologicznego komorki
potomnej.

Obok niewatpliwych zwigzkéw zaréwno morfologicznych jak funkcjo-
nalnych, istniejacych miedzy btong jadrowa a czeScig cytoplazmatyczng
uktadu siateczki endoplazmatycznej, otoczka jgdrowa wykazuje pewng
statg ceche morfologiczng, nie wystepujaca w innych bionach komorko-
wych, ktora jest uznawana za kryterium roznicujgce bione jadrowa od
pozostatych struktur btoniastych komérki (20, 73). Cechg tg jest obecno$é
stosunkowo duzych porow o $rednicy kilkudziesieciu i wiecej milimikro-
now. Pory takie po raz pierwszy zaobserwowali Callan i Tomlin (8)
w jadrach komorek jajowych ptazéw i od tego czasu opisywano je wielo-
krotnie w réznych rodzajach komaérek. Szczegétowy opis ich budowy mi-
kroskopowej w komorkach jajowych jezowca morskiego podat Afzelius
(1). Budowa ta przedstawia sie nastepujgco (schemat 1): w bardziej lub
mniej réwnolegtych btonach komoérkowych, wewnetrznej i zewnetrznej,
wystepujg przerwy, w ktérych obie btony tgczg sie z sobg, w wyniku czego
w otoczce jadra tworzg sie otwory. W otworach tych widoczne sg cylin-
dryczne struktury, tworzace rodzaj kanalikéw wiodacych z jadra do cyto-
plazmy i nieco do niej wchodzgce. Te cylindryczne struktury wiasnie,
zwane w literaturze anglosaskiej por complex, widoczne sg na poprzecz-
nych lub skos$nych przekrojach btony jadrowej jako obserwowane wielo-
krotnie ,,pory”:

Jadro

iR zewnetrzna

wewnetrzna
Btona jadrowa

Cytoplazma

Schemat 1. Schematyczne przedstawienie zespotu por

Istnienie btony jadrowej jako wyraznie zdefiniowanej struktury, cha-
rakteryzujagcej sie w dodatku statymi cechami morfologicznymi, nieco od-
rebnymi od cech pozostatych bton komoérkowych nasuwa od razu wniosek
0 waznosci roli, jaka peini ona przypuszczalnie jako bariera pomiedzy ja-
drem a cytoplazma. Wiadomo juz dzi$ jednak, ze sprawa funkcji bton ko-
morkowych moze i powinna by¢ rozpatrywana w co najmniej dwoch as-
pektach, a mianowicie bton jako barier fizjologicznych, oraz bton — jako
struktur metabolicznie czynnych. Ten drugi aspekt zdaje sie dotyczy¢
w szczegOlnie duzym stopniu bton wewnatrzkomdrkowych.

Trudno$ci w otrzymywaniu zadowalajgco czystych preparatow biton
jadrowych byty przyczyng, ze badania nad strukturg i funkcjami bitony
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jagdrowej sg znacznie mniej zaawansowane niz badania nad innymi bto-

nami komoérkowymi. W ostatnich kilku latach zaczety sie jednak zaryso-

wywaé pewne nowe kierunki badan, ktérych wyniki rzucity juz nieco

Swiatta na zagadnienie znaczenia i roli btony jadrowej jako odrebnej jed-

nostki funkcjonalnej i strukturalnej. W pewnym uproszczeniu mozna przy-

ja¢, ze kierunki te wywodzg sie z trzech nastepujacych, podstawowych
pytan:

1. Na czym polegajg funkcje btony jadrowej jako bariery miedzy jgdrem
a cytoplazmg?

2. Jak wyglada struktura btony jagdrowej w pordwnaniu ze strukturg in-
nych bton komoérkowych i czy nie wykazuje ona jakich$ cech swoistych,
ktére mozna by wigzaé z jej specjalnymi funkcjami?

3. Czy z btong jadrowa sg zwigzane jakie$ procesy metaboliczne w ogéle,
a specjalnie zwigzane z jadrem w szczeg6lnosci?

I. Btona jadrowa jako bariera miedzy jadrem a cytoplazma

Liczne badania nad przepuszczalno$cia btony jadrowej wykazaty, ze
mate czasteczki zarowno elektrolitow jak nieelektrolitow moga przecho-
dzi¢ przez nig z tatwoscig, a co wiecej, jadra komorkowe majg zdolnos¢
akumulowania niektdrych drobnoczasteczkowych zwigzkéw, jak na przy-
ktad aminokwasy i nukleotydy, w stezeniach wyzszych niz znajdujg sie one
w cytoplazmie tych samych komoérek (25, 27, 52), na co pierwsi zwrocili
uwage Naora i wsp. (56). Rowniez i niektore zwigzki wielkoczgstecz-
kowe moga przechodzi¢ przez btone jadrowa, jak wskazujg prace Gold -
steina i Prescotta (26) oraz Zetterberga (84). Autorzy ci
stwierdzili mianowicie w ro6znego rodzaju komérkach swobodne przecho-
dzenie przez btone jadrowa wewnatrzkomdrkowego rozpuszczalnego biat-
ka. Z drugiej strony jednak istniejg dosSwiadczenia wskazujace, ze wpro-
wadzone z zewnatrz do cytoplazmy rozpuszczalne biatka jak albuminy
i globuliny nie przedostajg sie do jadra (19, 29, 72), podczas gdy na przy-
ktad o wiele wieksze od czgsteczek tych biatek czastki optaszczonego poli-
winylopirolidonem zlota przechodza do jadra w znacznych ilosciach (17).
Tego rodzaju wyniki doSwiadczeh wskazywaty na istnienie niewatpliwego
kontaktu miedzy jadrem a cytoplazma, ale rownoczes$nie sugerowaty, ze
kontakt ten nie opiera sie wytgcznie na prostej dyfuzji. Wyjasnienia wy-
magata réwniez regulacja przechodzenia przez btone jadrowg zwigzkow
wielkoczgsteczkowych wytworzonych w jadrze i przekazywanych do cy-
toplazmy, przede wszystkim RNA informacyjnego i RNA rybosomow.

Obserwacje réznych komérek w mikroskopie elektronowym zwracaty
uwage na pory blony jadrowej jako na mozliwg droge specjalnego kon-
taktu pomiedzy jadrem a cytoplazma. Na podstawie badan cytologicznych
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nad przechodzeniem do jagdra tworzonej w cytoplazmie hemoglobiny, D a-
vies (13) i Kabat (35) sugerujg, ze znajdujacy sie w kanalikach po-
miedzy masami chromatyny roztwo6r hemoglobiny taczy sie poprzez pory
btony jadrowej z roztworem hemoglobiny syntetyzowanym w cytoplaz-
mie. Przerwanie ciggtosci btony cytoplazmatycznej powoduje wyciekanie
roztworu hemoglobiny ze $rédchromatynowych kanalikéw na zewnatrz
komorki. Fakty te wedtug obu autoré6w $wiadcza o tym, ze pory blony
jadrowej sg stale otwarte pozwalajgc na wolne przechodzenie przez nie
roztworu hemoglobiny. Wedtug licznych obserwacji w mikroskopie elek-
tronowym pory btony jadrowej sg rowniez miejscem przechodzenia rybo-
somoéw z jadra do cytoplazmy (6, 7, 31, 49, 53), z czym wigze sie prawdo-
podobnie fakt, ze jaderka sa bardzo czesto w Scistym kontakcie z biong ja-
drowa (7, 31), a jej pory przechodzg bezposrednio w kanaliki o tej samej
Srednicy, prowadzace przez okalajacag jaderko warstwe chromatyny do ja-
derka (7). Przechodzenie rybosomdw do cytoplazmy a takze i niektérych
innych produktéw syntezy jadra odbywa sie jednakze niewatpliwie w spo-
s6b kontrolowany, co wydaje sie z kolei wykluczaé istnienie poréw btony
jadrowej jako zawsze otwartych luk w otoczce jadra.

Obserwacje porow w mikroskopie elektronowym dajg wrazenie, ze sg
one zamkniete cienkg przestong. Nie zostato jednak wyjasnione, czy prze-
stona ta stanowi ciggto$¢é wewnetrznej btony jadrowej, jak to przypusz-
czali Callan i Tomlin (8), czy tez jest to tylko efekt optyczny, jak
to proponowat Watson (77). Na obrazach z mikroskopu elektronowego
pory blony jadrowej sg czesto wypetnione przez nieprzepuszczajgca elek-
tronéw substancje, wystepujaca w postaci ziarnistosci lub widkien (7, 31,
42, 64, 75). Widoczne sg one nie tylko w samym wnetrzu porow, ale takze
po obu ich stronach, to znaczy juz na terenie jgdra i cytoplazmy (6, 18,
42, 53, 67). Jak wykazaty proby trawienia ich enzymami proteolitycznymi,
dezoksyrybonukleazg i rybonukleazg, twory te zbudowane sg z biatka (42,
50). Znaczenie ich nie zostato dotychczas wyjasnione, ale przypuszcza sie
miedzy innymi, ze stanowig one struktury zamykajgce pory, w celu re-
gulowania ich przepuszczalno$ci (18, 20, 79). Takze pomiary potencjatu
btony jadrowej (46, 47) zdaja sie Swiadczy¢, ze pory nie zapewniajg wol-
nego kontaktu pomiedzy jadrem a cytoplazmg. Wniosek taki nasuwa jed-
nak pytanie, jakie czynniki regulujg wobec tego ten kontakt? Pomiary
potencjatu btony jadrowej gruczotéw Slinianki owaddw wykazaly, ze prze-
puszczalnos$¢ biony jadrowej jest niejednakowa w réznych stadiach roz-
wojowych owadow, przy czym zmiany przepuszczalno$ci przebiegajg row-
nolegle ze zmianami aktywnos$ci funkcjonalnej badanych organizméw (47).
Podobne zmiany przepuszczalnos$ci wywotali autorzy przez podanie hor-
monu wzrostowego — ekdysonu. W poszukiwaniu korelacji miedzy zmia-
nami potencjatu btony jadrowej i zwigzanej z tym zmiany jej przepusz-
czalnosci a strukturg btony jadrowej, Wiener i wsp. (79) przeprowa-
dzili badania struktury mikroskopowej btony jadrowej w tych samych
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warunkach, w jakich zostaly stwierdzone wyrazne zmiany jej przepusz-
czalnosci. Nie stwierdzili oni jednakze zadnych wyraznych zmian ani
w wielkosci ani w roztozeniu poréw na powierzchni jadra. Z drugiej strony
jednak niektore badania zarowno iloSci porow na jednostke powierzchni
jadra jak ich wielkos$ci zdajg sie wskazywac, ze cechy te sg niejednakowe
w roznych rodzajach komoérek. | tak na przyktad wedtug Merriama
(51) jadra rosngcych komdrek jajowych zaby majg o 40% wiecej porow
na jednostke powierzchni niz komorki jajowe dojrzate. Wedtug Salo-
mona i wsp. (71) liczba poréw w jadrach komérek watroby szczurow
karmionych tioacetamidem wzrasta w widoczny sposéb na dtugo przed po-
jawieniem sie guza. Wreszcie Franke (20) na podstawie badania ko-
marek roslinnych sugeruje, ze przynajmniej trzy wtasciwosci mikroskopo-
wej budowy biony jgdrowej moga ulega¢ zmianom w zaleznosci od cha-
rakteru komdrki. Sg nimi: Srednica Swiatta porédw, stopieh rozwoju $cian-
ki poréw oraz liczba poréw na jednostke powierzchni jagdra. Badania mi-
kroskopowe bton jagdrowych, prowadzone systematycznie przez tego auto-
ra w réznego rodzaju komoérkach (21) potwierdzity istotnie pewng r6zno-
rodno$é tych cech, nie pozwolity jednak jeszcze na wyciggniecie ogolniej-
szych wniosk6w ani dotyczgcych charakteru spostrzeganych rdznic ani
czynnikdw wplywajgcych na ich powstanie.

Poza czynnikami kontrolujgcymi przechodzenie przez btone jadrowa
réznych substancji z cytoplazmy do jadra i w kierunku odwrotnym,
w utrzymaniu odrebnego od cytoplazmy S$rodowiska jadra wspétdziata
jeszcze jedna cecha budowy btony jadrowej. Cechg tg jest ciggtos¢ zew-
netrznej blony jadrowej z cytoplazmatycznymi btonami siateczki endo-
plazmatycznej. Zachowanie tej ciggtosci powoduje, ze w licznych punktach
btony jadrowej, znajdujgca sie miedzy zewnetrzng a wewnetrzng btong
jadrowa przestrzen perinuklearna #taczy sie z kanalikami utworzonymi
w cytoplazmie przez siateczke endoplazmatyczng. Wiadomo za$ z kolei,
ze przynajmniej w niektorych rodzajach komdrek kanaliki cytoplazmy ma-
ja bezposrednie potaczenie ze srodowiskiem zewngtrzkomdrkowym. Ozna-
cza to tym samym, ze moze istnie¢ bezposrednie polgczenie miedzy Sro-
dowiskiem zewnetrznym komorki a przestrzenig perinuklearng jadra,
a substancje ze srodowiska zewnetrznego komorki nie musza przechodzi¢
przez cytoplazme, aby znaleZ¢ sie w bezposrednim kontakcie z btong wew-
netrzng otoczki jadrowej. llustracjg takiej sytuacji jest obserwacja, ze
krople ttuszczu o $rednicy 60—200 nm, zaabsorbowane z jelita cienkiego,
pojawiajg sie bezposrednio w przestrzeni miedzy dwiema btonami otoczki
jadrowej (60). Wydaje sie, ze ten mechanizm przenikania substancji ze
Srodowiska zewnetrznego do jadra z pominieciem cytoplazmy (2, 43) znaj-
duje sie réwniez u podstaw znanego od wielu lat faktu wybi6rczej aku-
mulacji w jadrze jondéw sodu, w stezeniu kilkakrotnie przewyzszajagcym
stezenie tych jondw w cytoplazmie (43, 44, 56).
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Il. Sktad chemiczny btony jadrowej

Analiza sktadu chemicznego r6znych rodzajow bton komérkowych wy-
kazata, ze r6znig sie one znacznie miedzy sobg pod wzgledem iloSciowym,
a niekiedy rowniez i jakoSciowym, jakkolwiek statg cechg wszystkich ro-
dzajow bion jest stosunkowo wysoka zawarto$¢ lipidéw oraz biatka. Wy-
daje sie natomiast, ze glikolipidy sg zlokalizowane w wiekszos$ci, jesli nie
wytacznie, w btonach plazmatycznych (69, 70, 74).

Z uwagi na zasadniczg role przypisywang lipidom w utrzymywaniu
struktury bton, stosunkowo wiele prac poswiecono badaniom porownaw-
czym szczeg6towego sktadu chemicznego roznych klas lipidow pochodza-
cych z réznych rodzajow bton komdrkowych. Sposrdd lipidéw za$ szczegdl-
ne zainteresowanie skupiaty z kolei fosfolipidy, jako przewazajacy iloscio-
wo sktadnik lipidéw.

Tablica 1
Zawarto$¢ fosfolipidow gtownych klas w jadrach réznych narzadéw wotu
(w % catkowitej ilosci fosfolipidéw)
. Btona
Cale jadra jadrowa
Fosfolipid
Grasica Trzustka W atroba W atroba
(70) (70) (70) (37)
Fosfatydylocholina 52,1 52,4 53,9 55,0
Fosfatydyloetanoloamina 19,6 23,5 20,6 23,0
Fosfatydyloseryna 3,2 2,0 3,0 6,0
Fosfatydyloinozytol 9,0 8,6 9,0 8,0
Dwufosfatydyloglicerol
fkardiolipina) 1,1 0,6 15 nie ozna-
czony
Sfingomielina 2,6 2,6 2,6 6,0

Poréwnawcze badania procentowej zawarto$ci gtownych klas fosfoli-
pidéw, opracowane wyczerpujaco przez Rousera i wsp. (70) dla réz-
nych organelli subkomérkowych, wykazaty, ze jest ona r6zna w mitochon-
driach, siateczce endoplazmatycznej oraz jadrach tego samego rodzaju ko-
marek, przy czym jadra nie wykazujg swoisto$ci ani gatunkowej ani na-
rzagdowej. W tablicy 1 przedstawiono sktad procentowy fosfolipidéw jader
niektérych narzgdéw wotu oraz izolowanej btony jadrowej watroby wotu.
Pewne zastrzezenia w odniesieniu do danych dotyczacych fosfolipidéw ja-
der moze budzi¢ fakt, ze pochodza one z analizy catych jader, a nie izolo-
wanych bton jadrowych. Jednakze wediug badah Lemarchala
i feornensa (45) sktad gtéwnych zwigzkéw fosfolipidowych watroby
szczura jest bardzo pdobny w izolowanej btonie jadrowej i pozostatym po



202 J. MALEC

oddzieleniu btony jadrze, a skfad fosfolipidow oznaczony po raz pierwszy
w izolowanych btonach jagdrowych przez Keenana i wsp. (37) odbiega
tylko w niewielkim stopniu od wartosci dla catych jader.

Tablica 2
Skiad chemiczny dwdch warstw otoczki jadrowej (w % suchej masy)
. . Warstwa
Zwigzek chemiczny Narzad
1,19 1,16
Biatko W atroba szczura (69) 62,3 58,8
W atroba szczura, CE,* HZ** (70) 46-48 24-27
Lipidy W atroba szczuta, CE, HZ (70) 27-50 27-50
z tego okoto 70% stanowity
fosfolipidy
Lipidy W atroba szczura (69) 27,7 35,2
Fosfolipidy 99 24,1 29,2
Cholesterol . 3,6 6,0
Weglowodany % 3,9 2,9
cukry obojetne 99 3,6 2,6
heksozoamina . 0,21 0,24
Kwas sialowy % 0,09 0,06
W atroba szczura, CE, HZ (70) 0,08-0,1
RNA Watroba szczura (70) 33 14
CE (70) 2,1 11
W atroba szczura (69) 6,1 31
DNA W atroba szczura (70) 13 0,2
CE (70) 0,9 0,2
W atroba szczura (69) 0 0

# CE—Carcinoma Ehrlicha
** HZ—Hepatoma Zajdela

W opracowanej przez Berezneya iwsp. (5) metodzie izolowania na
duzg skale bton jadrowych z watroby wotu, autorzy ci odzyskiwali w pre-
paratach izolowanych bton nastepujace ilosci catkowitego materiatu obec-
nego w jadrach: biatka— 10,3%, fosfolipidow — 47,1%, RNA — 23,9%,
DNA — 0,27%. W otrzymanych ta metodg preparatach biony jadrowej
(37) fosfolipidy stanowity 62% catkowitej iloSci lipidéw, cholesterol —
16%, wolne kwasy tluszczowe— 13%. Okoto 70% reszt acylowych lipi-
déw stanowity 18-weglowe kwasy ttuszczowe, a stosunek zawartosci kwa-
su palmitynowego do kwasu olejowego wynosit 0,55. Poréwnujac otrzy-
mane przez siebie wyniki analizy btony jadrowej watroby wotu z wyni-
kami analizy siateczki endoplazmatycznej cytoplazmy watroby szczura (38)
autorzy zwracajg uwage na zblizone zawartosci gtownych zwigzkéw fos-
folipidowych w obu rodzajach bton, interpretujac ten fakt jako dowdéd na
podkreslany przez cytologéw scisty zwiazek pomiedzy tymi dwoma rodza-
jami bton. Jednakze poréwnanie tych samych danych z wynikami analizy
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sktadu fosfolipidéw frakcji mikrosomalnej z innych narzadéw niz watroba
(70) nasuwa zastrzezenie, ze podobienistwo to moze odnosi¢ sie wykgcznie
do watroby, a zatem nie mozna go uwaza¢ za dowdéd na identyczno$¢ btony
jadrowej i siateczki endoplazmatycznej cytoplazmy we wszystkich rodza-
jach komdérek. Koncepcji identycznosci tych dwoch rodzajow bton nie pod-
trzymuje rowniez pordwnanie zawartosci cholesterolu, ttuszczéw obojet-
nych i wolnych kwasow ttuszczowych w btonie jadrowej watroby wotu (37)
i siateczce endoplazmatycznej watroby szczura (24, 38, 81). gdyz wartosci
te wyraznie od siebie odbiegaja.

Bardzo istotny material do zasobu informacji o budowie chemicznej
btony jadrowej wniosty ostatnie, niestety jeszcze bardzo niekompletne,
badania sktadu chemicznego poszczeg6lnych warstw otoczki jadrowej. Mia-
nowicie wirujgc izolowane btony jagdrowe w gradiencie sacharozy uzyskuje
sie ich rozdziat na dwie frakcje o gestosci okoto 1,16 i 1,19. Wedtug auto-
réw metody frakcja ,lekka” (1,16) odpowiada prawdopodobnie bionie zew-
netrznej otoczki jadrowej, frakcja ,ciezka” (1,19)— btonie wewnetrznej.
(82). Wyniki badania sktadu chemicznego wyizolowanych w ten sposéb
frakcji zostaly zestawione w tablicy 2. Jak widaé, dwie warstwy btony
jadrowej roznig sie pod wzgledem swojej budowy chemicznej i mozna
przypuszczac, ze i funkcje ich nie sg jednakowe.

I11. Funkcje metaboliczne btony jadrowej

Badania aktywnos$ci enzymatycznych obecnych w btonie jadrowej, pro-
wadzone przewaznie na komérkach watroby szczura, wykazaly co naste-
puje: glukozo-6-fosfataza, dehydrogenaza zred. NAD: cytochrom ¢ i ATP-
aza stanowig integralne sktadniki btony jadrowej, przy czym aktywnos-
ci wiasciwe glukozo-6-fosfatazy i dehydrogenazy zred. NAD: cytochrom ¢
wynosity okoto 50'% aktywnosci tych enzyméw w btonach siateczki endo-
plazmatycznej cytoplazmy (36). Obserwacja powyzsza sugeruje, zdaniem
autoréw, ze enzymy te sa zwigzane tylko z jedng warstwg otoczki jadrowej,
prawdopodobnie zewnetrzng i stanowi biochemiczne poparcie dla wysu-
nietej na podstawie badan morfologicznych hipotezy o bliskim zwigzku
zewnetrznej blony jadrowej z siateczkg endoplazmatyczng cytoplazmy.
Badania poszczeg6lnych warstw btony jadrowej wykazaty, ze warstwa 1,19
zawiera znaczne ilosci arylosulfatazy A i B (62, 82), za$ aktywno$¢ ATPazy,
obecna w obu warstwach, jest szczeg6lnie duza w warstwie 1,16 (82). Obie
warstwy wykazujg znaczne aktywnos$ci enzymow utleniajgcych (tablica 3)
— oksydazy cytochromu oraz dehydrogenazy: zred. NAD (i zred. NADP):
cytochrom c (82, 83).

Tak duze aktywnoS$ci enzymow utleniajgcych oraz fakt aktywacji ATP-
azy przez 2,4-dwunitrofenol i hamowania przez oligomycyne i gramicydyne
S sugeruja, zdaniem Zbaraskiego i wsp. (82), ze procesy utleniania
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zachodzace w jadrze moga by¢ zlokalizowane w jego btonie. Ci sami auto-
rzy stwierdzili w jadrach i btonie jadrowej brak aktywowanej przez jony
sodu ATPazy, co potwierdzatoby przypuszczenie, ze btona jadrowa nie po-
siada wiasciwosci ,,pompy sodowej”, a duze stezenie jondw sodu w jadrze
jest wynikiem bezposredniego ich przechodzenia ze srodowiska zewnetrz-
nego do przestrzeni perinuklearnej jadra.

Tablica 3

Aktywnosci enzymatyczne w btonach jadrowych, jadrach i innych frakcjach subkomérkowych
watroby szczura (82)

Btona jadrowa Frakcja
Enzym 119 116 Jadra mltgchondrlalno Mikrosomy
-lizosomalna

Oksydaza cytochromu ¢ 38,0 30,7 6,0 59,2 6,2
, Dehydrogenaza

zred. NAD: cyto-

chrom ¢ 59,7 16,3 21,0 61,6 283,0
Dehydrogenaza

zred. NADP: cyto-

chrom ¢ 6,5 17,7 2,5 10,7 17,7

W3rod nielicznych prac poswieconych badaniu sktadu chemicznego bton
jadrowych znajduje sie tylko jedna poswiecona metabolizmowi sktadni-
kéw btony jadrowej. Mianowicie Lemarchal i Bornens (45) ozna-
czali szybkos¢ wbhudowywania 3P do trzech gtéwnych zwigzkéw fosfolipi-
dowych (lecytyn, fosfoetanolamin i fosfoinozytoli) jgder i btony jgdrowej
watroby szczura i stwierdzili, Zze krzywa wigczania tego prekursora do
kazdego z trzech wymienionych zwigzkéw jest identyczna w preparacie
jader pozostatym po oddzieleniu bton jadrowych oraz w izolowanej btonie
jadrowej, przy czym fosfolipidy btony stanowityby okoto 35% catkowitej
ilosci fosfolipidow jadra. Interpretujac te obserwacje autorzy brali pod
uwage dwie mozliwoSci jej wyjasnienia: 1 bardzo szybkg wymiane
fosfolipidow pomiedzy btona jadrowg a wnetrzem jadra, 2. synteze tych
zwigzkéw w jadrze i btonie jadrowej niezaleznie od siebie ale z podobng
szybkos$cig. Ta druga mozliwo$¢ oznaczataby, ze istnieje bardzo duze za-
potrzebowanie na syntetyzowane w bionie jagdrowej fosfolipidy, co auto-
rzy pracy proponuja powigza¢ z licznymi, a dotychczas niezrozumiatymi
obserwacjami z mikroskopu elektronowego, wskazujagcymi na oddziatywa-
nie wzajemne miedzy btong jadrowa a chromatynag (14, 15, 48, 80), oraz
z wynikami doswiadczenia Jacksona i wsp. (32), ktérzy wyodrebnili
z chromatyny jader grasicy cielecej kompleks dezoksyrybonukleohistonu
i lipoproteidu. Kompleks ten miatby, wedtug Jacksona, powstawa¢ w wy-
niku interakcji zwigzkow lipoproteidowych btony jagdrowej z chromatyng.
Mechanizm tej interakcji ttumaczy Comings (10) opierajac sie na kon-
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cepcji replikonu jako podstawowej jednostki replikacji DNA, wysunietej
przez Jacoba i wsp. (33, 34) dla wyjasnienia szeregu zjawisk zwigza-
nych z syntezg DNA w bakteriach. Wedtug tej koncepcji replikacja chro-
mosomu bakteryjnego zostaje zapoczatkowana w specjalnym miejscu
chromosomu zwanym replikatorem, ktére przylega do specjalnego miejsca
na btonie bakteryjnej. Raz rozpoczeta w replikonie synteza DNA jest nas-
tepnie kontynuowana az do jej zakorniczenia. Zwiazanie replikatora z btong
bakteryjng stanowi bardzo istotny moment procesu replikacji DNA, po-
niewaz zapewnia ono rozdzielenie i uszeregowanie chromosomdw potom-
nych na przeciwlegtych biegunach komorki. Wedtug Comingsa obserwacje
cytologiczne $wiadczace o istnieniu potgczenia miedzy chromosomami jg-
dra w interfazie a btong jadrowa (15, 48, 80) oraz doswiadczenia Co-
mingsa i Kakefudy (11) wskazujgce, ze w komorkach czlowieka
zapoczatkowanie syntezy DNA odbywa sie w btonie jadrowej, upowaz-
niajg do wysuniecia hipotezy, ze w komoérkach organizméw wyzszych chro-
mosomy jadra w interfazie sg utozone w sposéb uporzgdkowany dzieki po-
tagczeniu z btong jadrowa, za$ niektére z tych ,,punktéw przyczepu” moga
odpowiada¢ punktom inicjujacym synteze DNA w poszczegbinych repli-
konach.

IV. Uwagi koncowe

Sciste podobieristwo morfologiczne wszystkich bton komérkowych stato
sie podstawg sformutowanej przez Robertsona (68) w 1957 roku teorii
jednosci bton komérkowych. Obserwowat on mianowicie na obrazach z mi-
kroskopu elektronowego, ze wszystkie obecne w roznych rodzajach ko-
morek btony charakteryzujg sie jednakowg szeroko$cig 75A, przy czym na
szeroko$é te sktadajg sie dwie warstwy o szerokosci 20A przedzielone war-
stwa szerokosci 35A. Proponujac swéj model ,jednostki btony” (ang. unit
membrane) Robertson zaktadat, ze wszystkie btony komoérkowe maja jed-
nakowg tréjwarstwowg budowe, identyczng strukture molekularng
i wspdlne pochodzenie. Jednakze wraz z rozwojem mikroskopii elektrono-
wej stato sie widoczne, ze szeroko$¢ rozmaitych bion komorkowych nie
jest jednakowa. Zarysowaty sie mianowicie wyrazne ro6znice miedzy bio-
nami plazmatycznymi a cytoplazmatycznymi. Wedlug Sjestranda
(73) btony komdérkowe mozna na podstawie wymiaréw podzieli¢ na co naj-
mniej trzy klasy: btony mitochondrialne i szorstkie siateczki endoplazma-
tycznej, btony gtadkie siateczki endoplazmatycznej oraz btony plazma-
tyczne. Okazato sie takze, ze i druga cecha bton, na ktérej opierata sie te-
oria Robertsona, a mianowicie ich tréjwarstwowa budowa, nie jest uni-
wersalna. Bowiem podczas gdy btony plazmatyczne badane réznymi tech-
nikami mikroskopii elektronowej wydajg sie w dalszym ciggu tréjwar-
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stwowe, btony cytoplazmatyczne zdajg sie posiadaé strukture globularng
(73, 74). Rownoczesnie gromadzace sie wyniki licznych biochemicznych
badahA poszczegdlnych rodzajow bton komdrkowych (9, 40, 41, 69, 70) do-
wodzg, ze réznig sie one bardzo wyraznie nie tylko pod wzgledem budowy
mikroskopowej ale rowniez sktadu chemicznego, zawartosci enzymow oraz
funkcji metabolicznych. Znaczenie obserwowanych réznic w sktadzie che-
micznym oraz w obrazie mikroskopowym réznych rodzajéow bton dla ich
funkcji pozostaje ciggle jeszcze nie wyjasnione, ale konieczno$¢ brania tych
réznic pod uwage przy prébach formutowania teorii, dotyczacych organi-
zacji bton biologicznych, jest ostatnio coraz czesciej podkre$lana przez réz-
nych autorow (9, 40, 41, 73, 74). Znaczne réznice zarowno strukturalne jak
funkcjonalne pomiedzy r6znymi rodzajami obecnych w tej samej komar-
ce bton nasuwajg réwniez przypuszczenie, ze jakkolwiek cze$¢ z nich mo-
ze ulega¢ wzajemnym przeksztatlceniom, to jednak, by¢ moze, nie jest to
zjawisko obejmujgce wszystkie rodzaje bton w komoérce. W takim za$ wy-
padku trzeba by bra¢ pod uwage istnienie wiecej niz jednego miejsca syn-
tezy bton w komaérce (40).

W Swietle powyzszych uwag wydaje sie, ze aktualng sytuacje dotycza-
cg wspoétczesnego stanu wiedzy o strukturze molekularnej bton komaérko-
wych bardzo dobrze ilustruje nastepujgce sformutowanie Korna (41):
»Nie ma obecnie wyraznych podstaw dla podtrzymywania naszej wiary
w teorie ubogo-molekularnej jednostki btony. (ang. paucimolecular unit
membrane). Nie znaczy to, ze teoria ta jest falszywa, tylko, ze nie jest do-
wiedziona. Istniejg realne mozliwosci, ze btony mogg rézni¢ sie miedzy
sobg w takim stopniu, ze ich struktura molekularna nie bedzie mogta by¢
opisana przez jeden uniwersalny model”.
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LECH WOJTCZAK *

Enzymatyczna organizacja bton mitochondrialnych

Enzymatic Organization of Mitochondrial Membranes

Mitochondrial outer and inner membranes can be separated by several mild
procedures. The inner membrane thus obtained is the locus of the respiratory chain
and the energy coupling system. The outer membrane appeared to contain cytochrome
bs, NADH-cytochrome bs reductase, monoamine oxidase and enzymes acylating gly-
cerophosphate and lysophospholipids. The inner compartment (matrix) contains com-
plete enzyme set for the citrate cycle (except succinate dehydrogenase) and fatty
acid activating systems. The intermembrane space contains adenylate kinase and
nucleoside diphosphokinase. More drastic procedures for disruption of mitochondria
produce membrane fractions of considerably different enzyme patterns, most likely
due to cross contamination.

Recent studies on enzymic organization of the inner membrane reveal the fol-
lowing localization of enzymes: coupling factor Fi in projecting subunits, NADH-de-
hydrogenase and succinate dehydrogenase close to the inner surface, cytochrome
¢ bound close to the outer surface, and cytochromes a, a3 b and ci deep inside the
membrane.

I. Rys historyczny

Jedng z tendencji wspdtczesnej biochemii jest badanie wewnatrzko-
morkowej lokalizacji proceséw przemiany materii i roli poszczeg6lnych
struktur subkomdrkowych w tych procesach. Badania w tym zakresie
doprowadzity w ostatnich latach do tego, ze niektdre procesy metabolicz-
ne potrafimy juz umiejscowié¢ w strukturach biologicznych z doktadnoscia
rowng niemal rozmiarom makroczasteczek. Ciekawie pod tym wzgledem
przedstawia sie historia badan nad rolg mitochondriéw.

Dzieki opracowaniu pod koniec lat czterdziestych metod rozdziatu
struktur wewnatrzkomdrkowych drogg frakcjonowanego wirowania (52),
udato sie wykazaé, ze tancuch oddechowy oraz sprzezona z nim synteza
ATP zlokalizowane sg w mitochondriach. Jednakze jeszcze w roku 1955
Schneider (53), przedstawiajac na IlIl Miedzynarodowym Kongresie
Biochemicznym 6wczesny stan badan nad wewngatrzmitochondrialng loka-

*

Prof. dr, Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
Polska Akademia Nauk, Warszawa
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lizacjg przemiany materii, poddawat w watpliwo$¢ umiejscowienie catego
cyklu cytrynianowego w mitochondriach.

Budowa wewnetrzna mitochondridow byta w owym czasie prawie nie-
znana. Najblizsze jednak lata, dzieki rozwojowi mikroskopii elektronowej,
pozwolity na wyjasnienie ultrastruktury tych organelli. Wykazano istnie-
nie dwoch bton oraz oddzielonych nimi przestrzeni: przestrzeni wewnetrz-
nej czyli matrix i przestrzeni miedzybtonowej (rysunek 1). Przed biochemia
staneto wéwczas pytanie: jaka jest funkcja poszczego6lnych czesci mito-
chondrionu w przemianie materii tej organelli i gdzie zlokalizowane sa
poszczegllne procesy i enzymy? Pierwsze préoby odpowiedzi na to pytanie
opieraty sie na badaniach drogag rozbijania mitochondriéw, na przyktad
ultradzwiekami, i oddzielania enzyméw rozpuszczalnych od fragmentow
nierozpuszczalnych za pomoca ultrawirowania. Bardziej subtelne podejscie

Rys. 1. Schemat budowy mitochondrionu. Btona wewnetrzna tworzy wpuklenia zwa-
ne grzebieniami mitochondrialnymi (cristae mitochondriales). Jej wewnetrzna po-

wierzchnia pokryta jest ,grzybkowatymi” strukturami.
1—Btona zewnetrzna, 2—przestrzen miedzybtonowa, 3—btona wewnetrzna, 4— przestrzen
wewnetrzna (matrix)

polegato na stopniowanej ekstrakcji mitochondriéw roztworami soli (28,
42). Dopiero jednak opracowanie metody izolacji zewnetrznych i wewnetrz-
nych bton mitochondrialnych (30, 31, 32, 40, 41, 50, 51, 56, 57, 58) stworzyto
podstawy do bardziej efektywnych badan w tym kierunku. W ostatnim
za$ roku posuneliSmy sie jeszcze dalej. Obecnie chodzi juz nie tylko
o stwierdzenie, w ktérej z obu biton mitochondrialnych znajduje sie ten
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czy inny enzym lub zachodzi odpowiedni proces biochemiczny, ale takze,
w ktorym miejscu btony sie to dzieje: czy na jej powierzchni zewnetrznej
lub wewnetrznej, czy tez w glebszych warstwach. Zwazywszy, ze grubos¢
kazdej z bton mitochondrialnych wynosi kilkadziesigt angstroméw, pre-
cyzja takiej lokalizacji musi by¢ ogromna.

Il. Metody rozdziatu bton mitochondrialnych

Pierwszg skuteczng metode rozdziatlu bton mitochondrialnych podali
Parsons i wsp. (40). Oparli sie oni na wspdlnych naszych badaniach
(61) nad pecznieniem mitochondriow, ktére wykazatly, ze na skutek pecz-
nienia w Srodowisku hipotonicznym lub pod wptywem czynnikéw chemicz-
nych nastepuje pekniecie btony zewnetrznej i jej czeSciowe oddzielenie
od btony wewnetrznej. Parsons i wsp. (40) wykazali, ze gdy tak trak-
towane mitochondria poddaé nastepnie wirowaniu w gradiencie stezeh
sacharozy, mozna wydzieli¢ frakcje zawierajgcg fragmenty btony zew-
netrznej (rysunek 2 i 3) oraz mitochondria w wiekszym lub mniejszym
stopniu pozbawione btony zewnetrznej. Metoda ta, udoskonalona nastep-
nie przez autoréw (41), pozwala na uzyskanie zewnetrznych bton mito-
chondrialnych o znacznej czystosci. Dzieki temu, ze wewnetrzna btona
mitochondrialna, mimo specznienia, zachowuje w znacznym stopniu swa
ciggtos¢, metoda ta pozwala ponadto na oddzielenie substancji rozpuszczal-
nych zawartych w przestrzeni miedzybtonowej. Wadg metody jest nato-
miast niska wydajno$¢ w odniesieniu do uzyskiwanych bton zewnetrznych.

W celu podniesienia wydajnosci Sottocasa i wsp. (56, 57, 58) opra-
cowali procedure, polegajaca na wywotywaniu hipotonicznego pecznienia
mitochondriéw, a nastepnie ich skurczu pod wptywem hipertonicznego roz-
tworu sacharozy, zawierajacego ponadto ATP. Powodowato to dalsze od-
suniecie btony zewnetrznej od wewnetrznej (61). Tak spreparowane mito-
chondria poddawano nastepnie bardzo krotkotrwatemu i $cisle dozowanemu
dziataniu ultradzwiekdw, co ostatecznie oddzielato od siebie btony mito-
chondrialne. Wirowanie w gradiencie stezen sacharozy pozwalato na uzys -
kanie oddzielnych frakcji (rysunek 4). Wydajnosé uzyskiwania bton zew-
netrznych zostata w ten spos6b znacznie zwiekszona. Jednakze frakcja
tych bton uzyskana tg metoda jest zwykle w pewnym stopniu zanieczysz-
czona fragmentami bton wewnetrznych. Ostatnio opracowana przez nas
modyfikacja (63) pozwala zmniejszy¢ te kontaminacje.

Inna metoda rozdziatu zewnetrznych i wewnetrznych bton mitochond-
rialnych polega na traktowaniu mitochondriéw digitoning. Dzieki znacznej
zawartosci cholesterolu, z ktorym digitoning tworzy kompleks, zewnetrzna
btona mitochondrialna ulega znacznie tatwiej fragmentacji, a nastepnie
solubilizacji pod wptywem tego zwigzku niz btona wewnetrzna. Dzieki te-

2
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mu stato sie mozliwe oddzielenie od siebie bton zewnetrznych i mitochond-
riow pozbawionych tych bton, czyli tak zwanych mitoplastéw (rysunek 5).
Metoda ta wprowadzona zostata przez Levy i wsp. (30, 31, 32), nastepnie
rozwinieta przez Schnaitmana iwsp. (50, 51) oraz Hoppela i wsp.
(24, 35). Przy odpowiednim dozowaniu digitoniny pozwala ona na wy-
dzielenie czystej i nieuszkodzonej frakcji mitoplastow (rysunek 5), co nie
jest mozliwe przy zastosowaniu innych metod.

0 @

o
o#
"
[>) o
0000

Rys. 4. Rozdzielanie bton mitochondrialnych metodg Sottocasy i wsp. (56—58,
63).
Etap 1— pecznienie w $rodowisku hipotonicznym; etap 2—skurcz pod wptywem hipertonicznego
roztworu sacharozy; etap 3— krotkotrwate rozbijanie mitochondriéw za pomocg ultradzwiekéw;
powstajg pecherzyki btony zewnetrznej (kétka gtadkie, poréwnaj rys. 3), ,wynicowane” frag-
menty blony wewnetrznej (poréwnaj rys. 7) i skurczone mitoplasty (zacieniowane); etap 4 —
rozdzielanie fragmentéw droga wirowania w gradiencie stezenn sacharozy

Przedstawione tu metody charakteryzuje po pierwsze ostrozne trakto-
wanie mitochondriéw, majace na celu uniknigcie powazniejszych zmian
w strukturze i skladzie izolowanych bton, po drugie staranne rozdzielanie
bton i oddzielanie ich od substancji rozpuszczalnych, pochodzacych z prze-
strzeni miedzybtonowej i przestrzeni wewnetrznej. Tych podstawowych
zasad nie przestrzega grupa D. E. Greena z Instytutu Badan Enzymatycz-
nych Uniwersytetu stanu Wisconsin. Stosuje ona do rozbicia mitochond-
riow Srodki bardziej drastyczne, jak fragmentacja za pomoca ultradZzwie-
kéw, dziatanie rozpuszczalnikami organicznymi, detergentami lub fosfo-
lipazg (2, 5 6, 23). Jest bardzo prawdopodobne, na co szkota Greena nie
zwraca wiekszej uwagi, ze przy stosowaniu wyzej wymienionych srodkéw
nastepuje nie tylko oddzielenie btony zewnetrznej od wewnetrznej, lecz
takze znaczne uszkodzenie btony wewnetrznej i wydostanie sie czesci ma-



Rys. 2. Zewnetrzne btony mitochondrialne otrzymane wediug metody Parsonsa

i wsp. (41). Preparat utrwalony czterotlenkiem osmu i poddany ,barwieniu negaty-

wowemu”. Fotografia z mikroskopu elektronowego. Powiekszenie okoto 17 000X.
Wedtug Parsonsa iwsp. (41).

Rys. 3. Frakcja zewnetrznych bton mitochondrialnych otrzymana metodg Parson -

sa i wsp. (41). Zdjecie z mikroskopu elektronowego przedstawia pecherzyki powstate

z fragmentéw zewnetrznej btony po jej rozerwaniu. Powigkszenie okoto 35000X.
Wedtug Parsonsa i wsp. (41).

http://rcin.org.pl



Rys. 5. Mitochondria pozbawione btony zewnetrznej (mitoplasty) dziataniem digitoniny
wedtug procedury Schnaitmana i wsp. (50). Zdjecie z mikroskopu elektronowe-
go; powiekszenie ok. 20 000X. Wedtug Schnaitmana i wsp. (51).
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Rys. 6. Mitochondrion watroby szczura uszkodzony pod wpltywem pecznienia, skurczu
i dziatania fosfowolframianu.
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trix. W rezultacie frakcje btony zewnetrznej izolowane przez Greena
i wsp. zawierajg najprawdopodobniej réwniez enzymy przestrzeni wew-
netrznej. Jest to przyczyng trwajgcych od kilku lat rozbieznosci miedzy
grupa Greena (3, 22) i innymi autorami (11, 18, 29, 32, 41, 51, 55, 56,
57) na temat wewngtrzmitochondrialnej lokalizacji enzymow i powodem
znacznego zamieszania w tym zakresie.

I11. Witasciwosci i sktad enzymatyczny bton mitochondrialnych

Btony mitochondrialne zewnetrzna i wewnetrzna r6znig sie miedzy sobg
zaréwno morfologia, sktadem chemicznym, wiasciwosciami fizycznymi, jak
i zawartoScig enzyméw. Pod wzgledem strukturalnym najbardziej charak-
terystyczng cechg bitony wewnetrznej jest obecno$¢ ,grzybkowatych”
struktur opisanych po raz pierwszy przez Fernandez-Morana
i wsp. (19) i zaobserwowanych w mikroskopie elektronowym, po zastoso-
waniu techniki barwienia negatywowego, na wewnetrznej powierzchni
btony wewnetrznej (rysunki 1i 6).

Gtéwnymi pod wzgledem ilosciowym skitadnikami bton mitochondrial-
nych sa biatka i fosfolipidy. Wzajemne proporcje tych skfadnikéw sg jed-
nak odmienne w btonie zewnetrznej i wewnetrznej. Btona zewnetrzna za-
wiera mianowicie znacznie wiecej fosfolipidow (41), co powoduje, ze jej
ciezar wihasciwy jest nizszy. Stwarza to mozliwos¢ rozdzielania obu bton
za pomoca wirowania w gradiencie stezen. Rowniez sktad fosfolipidow obu
bton jest rézny. Przedstawia to tablica 1

Obie btony rdznig sie znacznie przepuszczalnoscig. Podczas gdy biona
zewnetrzna dziata jak sito molekularne, przepuszczajac czasteczki mate,
a zatrzymujac zwigzki wielkoczgsteczkowe (26, 28, 43, 63, 64), btona we-
wnetrzna ma bardzo ograniczona przepuszczalno$¢. Mogg przez nig swo-
bodnie przenika¢ w zasadzie tylko zwigzki obojetne elektrycznie o ciezarze
czasteczkowym nie przekraczajgcym 100—150 (18, 26, 28). Transport wiek-
szosci metabolitow oraz jonow mozliwy jest dzieki obecnosci specyficz-
nych uktadéw przenosnikowych (14, 15, 21, 26, 28, 47) *

Wewnetrzna btona mitochondrialna jest siedliskiem tahcucha oddecho-
wego i sprzezonych z nim procesdw przeksztatcania energii, czyli oksy-
dacyjnej fosforylacji. Pod tym wzgledem istnieje catkowita zgodnos$¢ ba-
daczy zajmujacych sie tym problemem. Gtéwnymi donatorami elektronéw
dla tancucha oddechowego sg, jak wiadomo, zred. NAD i bursztynian.
Rowniez system utleniajagcy kwasy tluszczowe i przekazujacy pochodzace
stad elektrony na fancuch oddechowy zlokalizowany jest w btonie wew-
netrznej (B). Z pogladem tym, uznawanym przez wiekszo$¢ autorow (18),
nie zgadza sie jednak grupa Greena (4), ktéra uwaza, ze utlenianie

* Zagadnienie przepuszczalno$ci bton mitochondrialnych i transportu przez nie
metabolitow omowione zostato obszerniej w oddzielnym artykule (62).
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kwasow ttuszczowych przebiega w blonie zewnetrznej. Jest to jednym
z przyktadow rozbiezno$ci, o ktdrych pisaliSmy w poprzednim rozdziale
i ktére sg prawdopodobnie wynikiem niewtasciwej metody rozdziatu bton
mitochondrialnych przez grupe Greena.

W wewnetrznej btonie mitochondrialnej zachodzi reakcja transacylacji
(38)

acylo-karnityna + CoA ~ acylo-CoA + karnityna

Reakcja ta ma duze znaczenie z tego wzgledu, Ze estry karnitynowe
kwaséw ttuszczowych (acylo-karnityna) sg forma transportowg zaktywo-
wanych kwasow ttuszczowych przez btone mitochondrialna.

W blonie wewnetrznej, a takze czeSciowo w przestrzeni wewnetrznej
(matrix), zachodzg na ograniczong skale niektore procesy biosyntetyczne.
Stwierdzono mianowicie (9), ze mitoplasty (mitochondria pozbawione btony
zewnetrznej) mogg whudowywaé aminokwasy do nierozpuszczalnych bia-
tek btony wewnetrznej. Roéwniez wigczanie octanu znakowanego MC do
kwasow tluszczowych obserwowano we fragmentach btony wewnetrznej.
Chodzi tu jednak gtéwnie o wydtuzanie juz istniejgcych tancuchéw kwasow
thuszczowych (16, 45), chociaz w btonie wewnetrznej mitochondriow serca
obserwowano takze kompletng synteze tafcucha kwasow ttuszczowych (60).

Zewnetrzna btona mitochondrialna ma zupetnie odmienny skiad enzy-
matyczny. Sposréd enzyméw oksydoredukcyjnych wystepuja w niej cyto-
chrom b5 oraz oksydoreduktazy zred. NAD: cytochrom b5i zred. NAD:
cytochrom c (32, 41, 56, 57). Ta ostatnia, w przeciwienstwie do uktadu
enzymatycznego przenoszgcego elektrony ze zred. NAD na cytochrom c¢
w tancuchu oddechowym w btonach wewnetrznych, nie jest hamowana
przez rotenon i amytal. Jakie znaczenie ma uktad oksydoredukcyjny w bto-
nie zewnetrznej, nie jest dotychczas jasne. Podobny uktad wystepuje row-
niez w endoplazmatycznym retikulum.

Zewnetrzna btona mitochondrialna zawiera pewne enzymy biorace
udziat w syntezie fosfolipidow, mianowicie enzymy prowadzace acylacje
glicerofosforanu do kwasu fosfatydowego (65) i kwasu lizofosfatydowego
(17) oraz acylacje lizofosfolipidow do odpowiednich fosfolipidow (49, 59).
Tak wiec btona zewnetrzna ma pewne ograniczone mozliwosci syntezy
fosfolipidéw. Brak jej jednak prawdopodobnie uktaddw mogacych tworzyé
de novo lecytyne i fosfatydyloetanoloamine (33, 65), a wiec gtowne skiad-
niki fosfolipidowe bton mitochondrialnych (Tablica 1). Zewnetrzna bfona
mitochondrialna zawiera takze enzym hydrolizujgcy fosfolipidy — fosfo-
lipaze A2(37).

Podobnie jak w btonie wewnetrznej, tak i w btonie zewnetrznej moze
zachodzi¢ proces wydtuzania tancuchéw kwaséw tluszczowych (16, 60),
jednakze specyficzno$¢ tego procesu w obu btonach jest rézna. Enzymem
przyjmowanym czesto za ,marker” btony zewnetrznej jest oksydaza mo-
noamin (50).

Grupa Greena reprezentuje poglad, ze w btonie zewnetrznej zachodzi
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szereg procesow oksydoredukcyjnych dostarczajacych zred. NAD dla tan-
cucha oddechowego, jak reakcje cyklu cytrynianowego (3, 5, 22), utlenia-
nie kwasOw ttuszczowych (4) i utlenianie (3-hydroksymaslanu (2, 23). Jed-
nakze inni autorzy, zajmujacy sie lokalizacja enzyméw wewngtrz mito-
chondriéw, kategorycznie temu zaprzeczaja (8, 11, 18, 29, 41, 55, 56, 57).
Jak juz wspomniano, przyczyng rozhieznosci jest prawdopodobnie znaczne
zanieczyszczenie otrzymywanych przez Greena i wsp. (19, 55) frakcji
bton zewnetrznych enzymami btony wewnetrznej a nawet matrix.
Obecnos$¢ dehydrogenaz cyklu cytrynianowego w btonie zewnetrznej by-
taby trudna do zrozumienia i z tego wzgledu, ze btona wewnetrzna jest
nieprzepuszczalna dla nukleotyddw nikotynamidowych, ktdre sg reduko-
wane przez te dehydrogenazy, a utleniane w taficuchu oddechowym.

Zgodnie z zapatrywaniem wiekszos$ci autor6w cykl cytrynianowy jest
zatem zlokalizowany w przestrzeni wewnetrznej (jedynie jedna z dehy-
drogenaz, mianowicie dehydrogenaza bursztynianowa, znajduje sie w bto-
nie wewnetrznej). Do przestrzeni tej wnikajag z zewnagtrz pirogronian

i kwasy tluszczowe, dla ktérych to zwigzkéw wewnetrzna blona mito-
chondrialna jest tatwo przepuszczalna. Natomiast dzieki ograniczonej prze-
puszczalno$ci dla posrednich zwigzkéw cyklu cytrynianowego stezenia ich
w przestrzeni wewnetrznej sg utrzymywane na poziomie umozliwiajgcym
sprawne funkcjonowanie catego cyklu. Powstajagcy zred. NAD ulega na-
stepnie utlenieniu w tancuchu oddechowym w btonie wewnetrznej, do kto-
rej od wewnatrz ma fatwy dostep (patrz rozdziat nastepny).

Przestrzen wewnetrzna zawiera ponadto enzymy aktywujgce kwasy
thuszczowe (1), transaminazy (29, 51), kinaze monofosfonukleozydowg (54)
i uktad prowadzgcy ograniczong synteze biatka (9). Bardziej wyczerpujace
zestawienie enzymoOw zawartych w przestrzeni wewnetrznej, a takze w in-
nych czeSciach mitochondridéw, znajdzie Czytelnik w artykule Ernstera
i Kuylenstierny (18).

Skiad enzymatyczny przestrzeni miedzybtonowej nie jest doktadnie po-
znany. Wiadomo, ze zawiera ona kinaze adenylanowg (50, 51, 54, 58) i ki-
naze dwufosfonukleozydowg (54). W przestrzeni tej znaleziono takze dez-
oksyrybonukleaze (7), a nasze badania (10) wskazujg na niezwykle duza
zawarto$¢ magnezu, prawdopodobnie w formie zwigzanej.

W Swietle opisanej tu lokalizacji enzyméw mozemy lepiej zrozumiec
funkcje poszczegolnych czeSci mitochondrionu. Zadaniem btony wewnetrz-
nej i zamknietej w jej wnetrzu matrix jest utlenianie substratéw oddecho-
wych komorki w cyklu cytrynianowym i przy udziale tancucha oddecho-
wego oraz przetwarzanie uzyskanej w ten sposdb energii na energie wigzan
fosforanowych ATP. Przy tym cykl cytrynianowy zachodzi w rozpuszczal-
nej fazie matrix, natomiast tancuch oddechowy i oksydacyjna fosforylacja,
wymagajagce wysokiego stopnia organizacji molekularnej i ponadmoleku-
larnej, zlokalizowane sg w bionie. Przestrzehn zewnetrzna, bogata w kinaze
adenylanowa i dwufosfonukleozydowa, petni role posrednika w przekazy-
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waniu wysokoenergetycznych potgczen fosforanowych z mitochondrionu
do reszty komorki. Dzieki tym dwoém enzymom mozliwa jest posrednio
fosforylacja nie tylko ADP, ale takze AMP i dwufosfonukleozydéw nie-
adeninowych. Nie jest natomiast zrozumiata dotychczas rola btony zew-
netrznej. Jedng z jej funkcji jest prawdopodobnie utrzymanie w przestrze-
ni miedzybtonowej obecnych tam enzymdéw. Natomiast rola zawartych
w btonie zewnetrznej enzyméw oksydoredukcyjnych, podobnie jak i zna-
czenie dla metabolizmu komoérkowego zachodzgcych tam niektérych pro-
cesOw syntezy fosfolipidéw, pozostajg niejasne.

Pod wzgledem uktadu enzymatycznego i wiasciwosci fizykochemicz-
nych zewnetrzna btona mitochondrialna jest podobna, choé nie identyczna,
do endoplazmatycznego retikulum. Wydaje sie prawdopodobne, ze obie
te struktury majg wspdlne pochodzenie; inaczej moéwigc, ze zewnetrzna
btona mitochondrialna jest wyspecjalizowang i zmieniona czescig bton re-
tikulum.

IV. Enzymatyczna organizacja btony wewnetrznej

Wewnetrzna btona mitochondrialna jest asymetryczna zaréwno pod
wzgledem morfologicznym, funkcjonalnym, jak i organizacji enzymatycz-
nej. Asymetria morfologiczna przejawia sie przede wszystkim obecnoscia
»grzybkowatych” struktur (rysunki 1 i 6), ktére barwienie negatywowe
preparatéw do mikroskopu elektronowego ujawnia tylko po wewnetrznej
stronie btony. Uwaza sie obecnie za udowodnione (48), ze w tych struktu-
rach jest zlokalizowany tak zwany czynnik sprzegajacy Fi, wykryty przez
grupe Rackera (44), a bedacy czescig uktadu enzymatycznego, warun-
kujacego sprzegnieta z transportem elektrondw synteze ATP.

Przyktadem asymetrii funkcjonalnej jest jednokierunkowy transport
jonow sprzezony z transportem elektronéw w tafcuchu oddechowym lub
z hydroliza ATP. Mianowicie, reakcjom oksydoredukcyjnym zachodzacym
w blonie wewnetrznej towarzyszy segregacja jondw H+ i OH- po obu
stronach btony, prowadzaca do akumulacji jonéw H+ na zewnetrznej, za$
jonow OH~ na wewnetrznej stronie btony. Powstate w ten sposéb gradient
stezen (gradient pH) i r6znica potencjatdw elektrostatycznych sg sitag na-
pedowa transportu szeregu substancji przez btone mitochondrialng (14,
26, 39).

Najswiezszym osiggnieciem w dziedzinie biochemii mitochondridw jest
stwierdzenie asymetrycznego utozenia enzymdw tancucha oddechowego
w btonie wewnetrznej. Na podstawie licznych obserwacji wiadomo, ze
czastki submitochondrialne, powstate przez rozbijanie mitochondriéw ultra-
dZzwiekami, majg w wiekszosci odwrdécong konfiguracje btony. Ilustruje to
rysunek 7. W czastkach tych grzybkowate struktury eksponowane sa na
zewnatrz, podczas gdy w catych mitochondriach skierowane sg ku prze-
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strzeni wewnetrznej. Warunkuje to odmienne witasciwosci czastek sub-
mitochondrialnych w poréwnaniu z mitochondriami, a jednocze$nie utatwia
badanie konfiguracji btony.

Obecnos¢ czynnika sprzegajacego Fj (44) po wewnetrznej stronie wew-
netrznej btony mitochondrialnej (a zatem po zewnetrznej stronie czastek
submitochondrialnych) potwierdzity badania Fessendena i Racke-
ra (20) z zastosowaniem przeciwciat przeciw Ft. Okazato sie, ze przeciw-
ciata te hamujg czynno$¢ ATPazy (bedaca jedng z funkcji czynnika Fj),
jesli dziatajg na czagstki submitochondrialne, natomiast nie majg wptywu
na ATPaze catych mitochondriow.

Rys. 7. Schemat ilustrujgcy powstawanie fragmentéw bitony wewnetrznej (czagstek
submitochondrialnych). Pionowa linia wskazuje miejsce rozerwania btony.

Za punkt wyjscia badan nad lokalizacjg cytochroméw postuzyty obser-
wacje Muscatello i Carafoliego (36), ze submitochondrialne
czastki otrzymane w wyniku rozbijania mitochondriéw ultradzwiekami
stabo utleniajg dodany cytochrom ¢, w przeciwienstwie do mitoplastéw
i mitochondriow zsolubilizowanych za pomocg detergentéw, utleniajgcych
go ze znaczng szybkos$cig. Dane te wskazuja, ze oksydaza cytochromowa
jest fatwiej dostepna od zewnetrznej strony wewnetrznej btony mitochond-
rialnej niz od jej strony wewnetrznej. Przypuszcza sie obecnie (12, 27), ze
jest to uwarunkowane zwigzaniem mitochondrialnego cytochromu ¢ w po-
blizu zewnetrznej powierzchni btony wewnetrznej. Wydaje sie bowiem
mato prawdopodobne, aby dodany z zewnatrz cytochrom ¢ mogt bezpo-
Srednio reagowac z oksydazg cytochromowga. Wiasciwym substratem (do-
natorem elektronéw) dla tego enzymu jest cytochrom c zwiazany z btona.
A zatem dostepnos$¢ oksydazy cytochromowej dla zewnetrznego cytochro-
mu ¢ od strony zewnetrznej, lecz nie wewnetrznej powierzchni wskazy-
walaby na zlokalizowanie zwigzanego cytochromu c wilasnie w poblizu
powierzchni zewnetrznej Potwierdzajg to doSwiadczenia z zastosowaniem
przeciwciat przeciw cytochromowi ¢ (12) oraz sztucznego, nieprzenikajgce-



220 L. WOJTCZAK [12]

go przez wewnetrzng bione mitochondrialng akceptora elektronow dla
cytochromu ¢, jakim jest Zzelazicyjanek (27). Natomiast sama oksydaza
cytochromowa (cytochromy a+ a3 oraz cytochromy b i cxsg prawdopodob-
nie umiejscowione w pewnym oddaleniu zaréwno od zewnetrznej jak
i wewnetrznej powierzchni btony (12, 27). llustruje to rysunek 8.
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Rys. 8. Enzymatyczna organizacja wewnetrznej btony mitochondrialnej. Wewnetrzna

strona btony skierowana jest na rysunku ku gorze i pokryta ,grzybkowatymi” struk-

turami zawierajacymi czynnik sprzegajacy (Fi). Pozostate oznaczenia: a, a3 b, ¢, Ci—

odpowiednie cytochromy, FpN— flawoproteidowa dehydrogenaza zred. NAD, FpB—

dehydrogenaza bursztynianowa. Linig przerywang i strzatkami oznaczono kierunek
transportu elektronéw

Nieco odmienny poglad na lokalizacje ukiadu cytochromowego wyra-
zajg Chance i wsp. (13). Postulujg oni istnienie dwoch niezaleznych
tancuchow cytochromowych' G—c—a—a3 jednego dostepnego z zewnetrz-
nej, drugiego — z wewnetrznej strony btony, przy czym tylko transport
elektronow w fancuchu ,zewnetrznym” byltby sprzezony z fosforylacja.
Brak fosforylacji przy utlenianiu cytochromu c przez czgstki submito-
chondrialne, a wiec przy udziale ,,wewnetrznego” tancucha cytochromo-
wego obserwowali takze Burstein i Racker (12). Nasuwa sie jed-
nak pytanie, czy wewnetrzny farnicuch cytochromowy istnieje takze w nie-
naruszonych mitochondriach, a jesli tak, to jakg odgrywa role, czy tez jest
artefaktem powstatym w trakcie otrzymywania czastek submitochond-
rialnych.

Istnieje szereg danych wskazujacych, ze zwiazane z tancuchem odde-
chowym dehydrogenazy flawinowe (dehydrogenaza zred. NAD i dehydro-
genaza bursztynianowa) zlokalizowane sg w poblizu wewnetrznej powierz-
chni wewnetrznej btony mitochondrialnej. Po pierwsze, wiadomo, ze tylko
wewnetrzny zred. NAD moze by¢ utleniany przez tancuch oddechowy
mitochondriow. To samo wydaje sie stuszne rowniez dla bursztynianu (46).
Po drugie, ekstrakcja dehydrogenazy bursztynianowej z mitochondriéw
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mozliwa jest dopiero po ich rozbiciu (25). Podobnie rekonstytucja oksydazy
bursztynianowej za pomocg rozpuszczalnej dehydrogenazy (25), czyli po-
nowne witgczenie sie dehydrogenazy do taficucha oddechowego, zachodzi na
czgstkach submitochondrialnych, a wiec na wynicowanych fragmentach
wewnetrznej btony (rysunek 7).

W rezultacie otrzymujemy obraz utozenia enzyméw tafncucha oddecho-
wego w wewnetrznej btonie mitochondrialnej taki, jak to pokazuje w upro-
szczeniu *rysunek 8 Wynika z niego, ze transport elektronéw wzdtuz tan-
cucha przebiega po linii zygzakowatej, oscylujgc miedzy dwiema powierz-
chniami btony. Taki przebieg proceséow oksydoredukcyjnych w btonie
mitochondrialnej jest zgodny z zalozeniami ,chemiosmotycznej” teorii
oksydacyjnej fosforylacji (34).
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STEFAN KLITA *

Retikulum endoplazmatyczne a biosynteza biatka

Endoplasmic Reticulum and the Biosynthesis of Protein

The biochemical characteristics of membranes of endoplasmic reticulum and
their role in protein biosynthesis are revieved

Olbrzymi rozwo6j cytologii i biochemii w ciggu ostatnich lat sprawit, ze
coraz doktadniej poznajemy budowe, komoérek. Wysoce wyspecjalizowana
aparatura, a przede wszystkim mikroskopy elektronowe o duzej zdolnosci
rozdzielczej, pozwalajg cytologowi wnika¢ w subtelng strukture najdelikat-
niejszych organelli komérkowych. Otrzymujemy w ten sposéb obraz prze-
strzennej organizacji wewnatrzkomorkowej, ale jest to obraz statyczny.
Dynamizuje go dopiero praca biochemika, ktéry, najogdlniej méwigc, szuka
zaleznoSci miedzy strukturg a funkcjg. Tak z punktu widzenia budowy,
jak i procesdw biochemicznych, wnetrze komorki jest wybitnie zréznico-
wane. Btonki cytoplazmatyczne dzielg je na szereg wypetnionych plazmg
komor czy pecherzykow, nie sg tez rGwnomiernie rozmieszczone poszcze-
go6lne enzymy lub ich zespoly. Trojwymiarowa siatka bton cytoplazma-
tycznych nosi nazwe cytoplazmatycznego systemu wakuolarnego. Jego
sktadowymi sg: retikulum endoplazmatyczne, otoczka jgdrowa i tzw. apa-
rat Golgiego.

Pierwsze doniesienie o istnieniu endoplazmatycznego retikulum (ER)
pochodzi z 1945 roku, a zawdzieczamy je Porterowi i wsp. (36). ER
odkryto w fibroblastach hodowanych in vitro. Przestrzenna siateczka ukia-
du retikulocytarnego tworzy system jamek réznej wielko$ci, a takze duze,
sptaszczone woreczki, tzw. cysterny. Retikulum endoplazmatyczne nie jest
rozmieszczone réwnomiernie w catej cytoplazmie. Wieksze skupiska bion
widaé w sasiedztwie jadra komérkowego i mitochondriow (3). W poszcze-
go6lnych komdrkach ukitad retikulocytarny jest rozbudowany w niejedna-
kowym stopniu. Jest on stosunkowo najprostszy w komorkach embrional-
nych, w innych za$ staje sie coraz bardziej ztozony w miare ich rdznico-
wania sie. W retikulocytach natomiast btonki ER zanikajg wtérnie. Silnie
rozwiniete retikulum endoplazmatyczne spotykamy z zasady w komérkach
cechujgcych sie szybkim tempem syntezy biatka.

Cze$¢ bion retikulocytarnych jest zwigzana z rybosomami. Nazywamy

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
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je btonami szorstkimi (ang. rough membranes). Pozbawione rybosoméw
retikutum nosi nazwe bton gtadkich (ang. smooth membranes).

Jezeli wirujemy postmitochondrialny supernatant z tkanki np. watro-
bowej przez 60 minut przy 105000 g, na dnie probowki osadzajg sie tzw.
mikrosomy, preparat szczegélnie® zasobny w fosfolipidy i kwasy nukleino-
we (14, 15). Mikrosomy skiadaja sie z fragmentow szorstkiego i gtadkiego
ER oraz nie zwigzanych z btonami rybosomdw i polirybosoméw (4, 12, 24,
31, 33). Mikrosomy bywajg zwykle punktem wyjscia dla dalszej preparaty-
ki, ktérej celem jest otrzymanie rybosomoéw, badz czystych bton ER. Do
oddzielenia rybosomow od bton ER zastosowano dezoksycholan sodu (DOC)
(27, 33). Uzyty w odpowiednim stezeniu, detergent ten nie uszkadza rybo-
somow rozpuszczajac jednoczesnie same blony. Rozdzielenie ER na btony
szorstkie i gtadkie uzyskano stosujgc ultrawirowanie w gradiencie stezenia
sacharozy (16, 29, 31). Z otrzymanych podfrakcji wyosabniano nastepnie
oczyszczone juz btonki dziataniem 0,5°/o DOC. Niedogodnoscig tych metod
byt znaczny stopien degradacji samych bton powodowany wzglednie wy-
sokim stezeniem detergentu. Zmniejszono zatem stezenie detergentu do
0,26°/o (17). Ta metoda pozwalata na otrzymanie preparatow wolnych od
rybosomow, lecz i tu state uwalnianie sie¢ biatek i fosfolipidow z ER wska-
zywato na powolny wprawdzie, lecz staty rozpad bton. Okazato sie przy
tym, ze jedne enzymy obecne w ER sg z nim zwigzane trwale, inne za$ —
raczej luzno. Catkowicie obejs¢ sie bez detergentow pozwalajg jedynie
metody oparte o ultrawirowanie (5, 8, 13, 28, 44, 45). Stosuje sie tu badz
roztwdér sacharozy o gestosci nizszej od gestosci rybosoméw, a wyzszej od
ER, badz tez liniowo rosnacy od 1,13 do 1,26M gradient stezenia sacharozy.
W tym drugim przypadku mozna wirowane mikrosomy rozdzieli¢ na
3 frakcje lokujace sie na poziomie gestosci 1,28—1,26, 1,26—1,21 oraz 1,21—
1,13M sacharozy. Zmieniajagc odpowiednio gestosci sacharozy zdotano roz-
dzieli¢ btony szorstkie na dwie rézne frakcje.

I. Charakterystyka biochemiczna bton retikutum endoplazmatycznego

Powszechnie przyjmuje sie dzisiaj, ze obecne w ER kwasy nukleinowe
skupione sg nie tylko w rybosomach (37, 39). Wysoce oczyszczone gtadkie
btony retikutum, a wiec material nie zwigzany z rybosomami, zawieraja
RNA bez wzgledu na technike ich wyodrebniania (13, 40, 43). Skfad zasad
RNA z bton gtadkich ER wyraznie rézni sie od sktadu RNA rybosomowego
czy przenoszacego (13, 19, 40). Rozdzielany na kolumnach z zelem Sepha-
dex G-200 lub z metylowang albuming RNA bton gtadkich jest niejedno-
rodny (40, 43), a wirowany w gradiencie stezen sacharozy dzieli sie na
dwie frakcje o statych sedymentacji 28S i 18S (2, 34). Cho¢ odpowiada to
statym sedymentacji RNA podjednostek rybosomowych, to jednak w rybo-
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somach stosunek RNA 285/RNA 18S rdwny jest 2, zas w przypadku RNA
z gtadkich bton retikulum stosunek ten wynosi 2,5. DoSwiadczenia z za-
stosowaniem znakowanych prekursoréw wykazaty tez, ze aktywno$¢ me-
taboliczna RNA z retikulum endoplazmatycznego jest wyzsza niz rRNA
(2). Biologiczna rola RNA wystepujagcego w btonach ER poza rybosomami
jest jeszcze niejasna. Mozna przypuszczaé, ze uczestniczy on w przytacza-
niu sie rybosoméw lub polirybosomdw do tych bton.

Wielu autoréw byto zdania, ze btony szorstkie odrdznia od gtadkich
wytgcznie obecno$é rybosoméw (38). Skiad fosfolipidowy, zawartosé ami-
nokwaséw w biatkach, rozmieszczenie enzyméw, pietno odnajdowane po
podaniu zwierzeciu radioaktywnych prekursoréw byty takie same zaréwno
w gtadkich jak i w szorstkich btonach retikulum (29). Udoskonalenie me-
tod badawczych wptyneto na zmiane tych pogladéw. Wykazano, ze btony
gtadkie sg jednak bogatsze w fosfolipidy niz szorstkie, mimo zblizonej
zawartosci kwasow ttuszczowych (1). Czynnikiem roznicujagcym jest za-
warto$¢ cholesterolu. Stosunek molowy fosfolipidéw do cholesterolu wy-
nosi 15 w btonach szorstkich, a tylko 4 w btonach gtadkich ER. Cholesterol
zawarty w gtadkich btonach ER stanowi az 75°/o catkowitego cholesterolu
komérki watrobowej (1). Nieré6wnomierny jest tez podziat zwigzanych
z endoplazmatycznym retikulum enzymoéw miedzy oba rodzaje tych bton.
Jeszcze w 1961 roku Fouts (18) zauwazyt, ze pewne enzymy zwigzane
z metabolizmem lekéw podanych zwierzeciu znajdujg sie w btonach gtad-
kich ER. Dzisiaj przyjmuje sie powszechnie, ze gtadkie retikulum uczest-
niczy w procesach detoksykacji, metabolizmie steroidow oraz w magazy-
nowaniu glikogenu (35, 38). Potwierdzono tez istotng role gtadkich bton
retikulum w syntezie cholesterolu w watrobie (2).

Udziat bton szorstkich ER w procesach biosyntezy biatka w komorce
wynika z obecnosci aktywnych rybosoméw na powierzchni tych bton. Nie
znamy jednak zakresu uczestnictwa samej btony w tym procesie. W zwigz-
ku z istnieniem szorstkich i gtadkich bton retikulum Yvonne Moulé
(30) stawia ciekawy problem: czy oba rodzaje bton ER sg potencjalnie zdol-
ne do #gczenia sie z rybosomami? Mogtby to przeciez by¢ proces regulo-
wany przez lokalne i aktualne warunki strukturalne i biochemiczne we-
wnatrz komérki. W rozwazaniach nad tym zjawiskiem pomocna bytaby
znajomos$¢ struktury elementarnej bton ER. W mikroskopie elektronowym
0 duzej zdolnoSci rozdzielczej otrzymano obrazy, na ktdrych gtadkie btony
ER majg budowe mozaikows, ztozong z szeregu podobnych do siebie kom-
ponent globularnych. Zdaniem Moulé, mogtyby one odpowiadaé¢ powta-
rzajagcym sie jednostkom (repeating units) izolowanym przez Greena
1wsp. (20) z bton réznego pochodzenia. Mozna przypuszczac, ze wtasnie na
poziomie tych jednostek rozstrzyga sie heterogennos$¢ funkcjonalna bton,
w tym réwniez bton retikulum endoplazmatycznego. Kazda taka jednostka
bytaby okreslong catoscig z punktu widzenia sktadu chemicznego — a zwta-
szcza zawartych w niej enzymow. O niezdolnosci bton gtadkich retikulum
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do wigzania sie z rybosomami mogtaby wedtug Moule decydowaé np. wy-
soka zawarto$¢ cholesterolu. Ciekawym przyczynkiem do rozwazah nad
réznicami miedzy szorstkimi i gtadkimi bitonami ER sa spostrzezenia
Dallnera iwsp. (16), ze w stadium embrionalnym komorki watrobowe
zawierajg zasadniczo tylko szorstkie retikulum. Dopiero w czasie rozwoju
postnatalnego obserwuje sie¢ w komorkach watroby znaczny przyrost gtad-
kich bton retikulum. Zdaniem Dallnera, szorstkie retikulum jest miejscem
syntezy elementéw gtadkich bton ER.

Il. Retikulum endoplazmatyczne i biosynteza biatka

Do niedawna jeszcze nie byto pewnosci, czy z btonami szorstkimi reti-
kulum potgczone sg wolne rybosomy, czy tez polirybosomy, bowiem po-
traktowanie frakcji mikrosomalnej detergentami uwalniato z niej jedynie
monosomy oraz ich dimery. Wprawdzie juz w 1963 roku Wettstein,
Staehelin i Noll (46) wydzielili, jako pierwsi, polisomy z watroby,
lecz materiatem wyjsciowym w ich do$wiadczeniach byt postmitochond-
rialny supernatant, a nie mikrosomy oczyszczone. Wyjasnienie sprawy za-
wdzieczamy Lawfordowi i wsp. (24), oraz Blobelowi i Pot-
terowi (4). Okazato sig, ze detergent aktywuje obecny w mikrosomach
enzym nukleolityczny degradujacy polisomy. We frakcji rozpuszczalnych
biatek komorkowych znajduje sie jednak naturalny inhibitor tej RNazy.
Polisomy udato sie wyodrebni¢ z mikrosoméw prowadzac preparatyke
w obecnosci frakcji zawierajgcej inhibitor. Inhibitor ten zostat nastepnie
oczyszczony przez Lawforda i Schachtera (25). Polisomy poita-
czone z btonami retikulum endoplazmatycznego nazywamy polisomami
zwigzanymi. Nie wszystkie polisomy we frakcji mikrosomalnej sg jednak
zwigzane z btonami ER. Wykazali to Henshaw i wsp. (21), postugujac
sie wirowaniem w gradiencie stezeh sacharozy. Sg pewne dane, ze oprdcz
polisomow silnie zwigzanych z ER i polisoméw wolnych, frakcja mikro-
somalna zawiera tez bardzo stabo zwigzane z btonami polisomy, ktdre moz-
na izolowac bez stosowania DOC (7). Okazato sie dalej, ze polisomy mocno
zwigzane z btonami ER majg stosunkowo duze wymiary. Ciekawe sg spo-
strzezenia Webba iwsp. (45) na temat wzajemnego stosunku iloSciowe-
go polisoméw wolnych i zwigzanych w watrobie. Ot6z jesli w watrobie
normalnej lub regenerujacej 60—70'% polisoméw znajduja sie w stanie
zwiazanym, to w komodrkach watroby dotknietej chorobg nowotworowa
ilo$¢ ich spada. W krancowym przypadku (hepatoma Novikoffa) nie ma
prawie wcale polisoméw zwigzanych.

Catkowita ilos¢ polisoméw watrobowych, tak wolnych, jak i zwigza-
nych z btonami ER, poziom radioaktywnos$ci odnaleziony w nich po po-
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daniu zwierzeciu znakowanego aminokwasu, a takze stosunek monosoméw
do polisoméw — sg warto$ciami zmiennymi. W normalnych warunkach
zalezg one od wieku zwierzecia. Rysunki la, Ib i Ic przedstawiajg kolejno

Np. frakcji Gora préb.

Nr. frakcji Goéraprob.

Rys. la, b, c. Profile gestosci optycznej i radioaktywnos$ci rybosoméw i polisomow
z watroby szczura 1-dniowego (la), 5-dniowego (Ib) i dorostego (Ic) wg (10)
Polirybosomy izolowano metodg Webb’a i wsp. (44), nastepnie wirowano je w gradiencie steze-
nia sacharozy 10—40° i zbierano frakcje o objetosci 1 ml (11). Dla oznaczenia radioaktywnosci
taczono frakcje w grupy po 3, wytrgcano biatko i mierzono jego aktywnos$¢ w liczniku scynty-
lacyjnym

http://rcin.org.pl
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doswiadczenia przeprowadzone na watrobie szczura jednodniowego, pie-
ciodniowego oraz dorostego.

Z rysunkéw wynika, ze zwiekszona proporcja pojedynczych rybosoméw
do polirybosomoéw jest cechg pierwszych dni zycia zwierzecia, potem za$
maleje. Zardwno wolne, jak i zwigzane polisomy nosza pietno, aktywnie
zatem uczestniczg w biosyntezie biatka. Wolne rybosomy nie biorg udziatu
jako takie w biosyntezie biatka in vivo, lecz po wydzieleniu ich mogg one
wspotpracowaé in vitro z syntetycznymi polinukleotydami jako matry-
cami (9).

Przytaczanie sie polisomdw do bton ER nastepuje prawdopodobnie po-
przez podjednostke 60S kazdego rybosomu. Wynika to z badan Sabati-
niego iwsp. (41) nad wptywem czynnika chelatujgcego jon magnezowy
(EDTA). Niewielkie stezenie EDTA w preparacie zawierajagcym mikro-
somy z watroby Swinki morskiej uwalnia tylko mniejsze podjednostki ry-
bosomdw, za$ odtgczenie wiekszych podjednostek od bton ER wymaga dal-
szego zwiekszania stezenia zwigzku chelatujgcego. Uzupetnieniem i po-
twierdzeniem tych wnioskéw sa wyniki badan w mikroskopie elektrono-
wym. Spos6b taczenia sie rybosomoéw z btonami ER przedstawia schema-
tycznie rysunek 2.

Rys. 2. Trojaka mozliwo$¢ przytagczania sie rybosoméw do powierzchni biony ER

Wigzanie sie za posrednictwem mniejszej podjednostki zostato wykluczone w wyniku badan

z zastosowaniem EDTA (przekre$lone). Wyboru miedzy dwoma pozostatymi wariantami doko-

nano dzieki mikroskopii elektronowej. Przyjmuje sie interakcje tylko poprzez wieksza pod-
jednostke rybosomu (41)

Wrazliwo$¢ rybosoméw przytaczonych do bton ER na poziom jonu mag-
nezowego rzuca tez pewne $wiatto na mechanizm tej interakcji. Mozna
przypuszczac¢, ze mamy tu do czynienia z wigzaniem typu RNA-RNA lub
RNA-biatko rybosoméw, przy czym ze strony bton retikulum endoplazma-
tycznego uczestniczytby w nim ich wiasny kwas rybonukleinowy.

Uwagi koncowe
Przytoczone wyzej fakty sg tylko niewielkim fragmentem rozlegtego

frontu badan nad retikulum endoplazmatycznym. Niemniej i z tego wy-
nika jasno, ze ER przestatlo byé domeng badaczy zajmujacych sie tylko
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strukturg komorki. Komorki watroby, organu bedacego najczeSciej zréd-
tem materiatu do wielorakich badan, wykazujg sie duzg intensywnoscia
biosyntezy biatka. Wiadomo, ze w toku syntezy powstajg biatka tak na
potrzeby wiasne komorki (biatka struktury, enzymy), jak i na potrzeby
catego organizmu (np. albuminy osocza krwi). Obecno$¢ w komorce dwéch
klas polirybosoméw, tych zwigzanych z retikulum, oraz innych, wolnych,
a jesli zwigzanych to z btonami cytoplazmatycznymi innymi niz ER, nie
jest zapewne przypadkowa. Nalezy sie spodziewaé scistego rozgraniczenia
funkcji jednych i drugich. Pewne fakty sa juz znane: np. biatka osocza
krwi syntetyzowane sg przez polisomy zwigzane z ER (42), a podobnie
powstaje tez katalaza (22). Nie ma natomiast jeszcze pewnosci co do miej-
sca syntezy reduktazy zred. NADP-cytochrom c, ani tez rozpuszczalnych
enzyméw cytoplazmatycznych. JeSliby podziat na biatka syntetyzowane
przez polisomy wolne i zwigzane z btonami ER miat sie okaza¢ Scisty, to
powstaje pytanie, ktdra ze sktadowych polirybosomu jest za to odpowie-
dzialna. Poznanie kodu genetycznego nie pozostawia watpliwosci, ze struk-
tura polipeptydu jest determinowana przez strukture mRNA (26). Wiemy
jednak, ze mRNA nie uczestniczy w przytgczaniu sie polisomu do po-
wierzchni btony ER (6, 32). Pozostajg zatem rybosomy. Jest to tym bar-
dziej prawdopodobne, ze wedtug coraz powszechniejszej opinii rybosomy
nie s3 homogenne z punktu widzenia budowy, a by¢ moze i funkcji (23).
Mozna zatozy¢, ze czasteczka mRNA specyficznego np. dla katalazy moze
utworzy¢ polisom tylko z okre$long klasg rybosoméw, zawsze takich sa-
mych, te za$ miatyby mozliwosé przytaczania sie do bton ER. Nalezatoby
ponadto eksperymentalnie dowie$¢, ze sa rybosomy pozbawione mozli-
wosci interakcji z ER. One z kolei, w potgczeniu ze specyficznymi tylko
dla siebie tancuchami mRNA, tworzytyby populacje polisoméw wolnych.
Bytoby to dos¢ skomplikowane, lecz prawdopodobne, zjawisko wzajemnej
specyficznosci pomiedzy mRNA, rybosomami i retikulum endoplazmatycz-
nym. Blony ER sg tu zapewne aktywnym partnerem, tym samym wiec
skupiajg na sobie szczegdlng uwage.
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BARBARA FRACKOWIAK*

Struktura i funkcja bton chloroplastow
The Structure and Function of Chloroplast Membranes
The structural and functional aspects of chloroplast membranes are reviewed.

Btony stanowig zasadnicze strukturalne elementy w wielu organellach
komdrkowych. W btonach chloroplastow sa zlokalizowane wieloenzyma-
tyczne uktady biorace udziat w transporcie elektronéw i syntezie ATP.
Zgodnie z chemiczng hipotezg syntezy ATP biona utrzymuje odpowied-
nig strukture uktadéw biatek katalizujagcych wytwarzanie ATP, natomiast
wedtug chemiosmotycznej teorii fosforylacji btona spetnia zasadniczg ro-
le w transporcie protondw i wytworzeniu odpowiedniego potencjatu wa-
runkujgcego synteze ATP.

Poznanie struktury i funkcji bton chloroplastéw ma wiec niewatpliwe
znaczenie dla wyjas$nienia mechanizmu fotofosforylacji.

I. Morfologiczna struktura bton chloroplastéw roslin wyzszych

W latach 1936—1947 Frey-Wyssling i Wuhrmann (14, 16)
oraz Heitz (19) po zastosowaniu mikroskopu Swietlnego stwierdzili, ze
chloroplasty roslin wyzszych sktadajg sie z dwéch faz: z zawierajacej chlo-
rofil fazy granularnej oraz z bezpostaciowej stromy. Autorzy ci zaobserwo-
wali ponadto, ze grana posiadaja strukture warstwowa. P6zZniejsze badania
z zastosowaniem mikroskopu elektronowego (17, 35, 36, 41, 78, 79) nie
tylko potwierdzity lamellarng strukture gran chloroplastow, ale wykazaty,
ze obszar stromy, poczatkowo uwazany za homogenny, takze ma struk-
ture warstwowa.

Uktad bton chloroplastow sktada sie z dyskéw (79) lub spiaszczonych
pecherzykdw nazywanych tylakoidami (48, 50). Kazdy tylakoid ma dwie
rownolegte btony potaczone ze sobg. Grubo$¢ tych bton wynosi okoto 70A
i zalezy od stosowanych metod utrwalania preparatow (87). Menk e (48)

* Mgr, Zaktad Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, War-
szawa

Wykaz stosowanych skrétow: INT —chlorek 2-p-jodofenylo-3-p-nitrofenylo-5-
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wyréznia dwa rodzaje tylakoidow. Jedne, tzw. duze tylakoidy lub tyla-
koidy stromy, rozciggajg sie w obszarze miedzygranowym, natomiast tzw.
mate tylakoidy lub tylakoidy gran ograniczajg sie do obszaru granum.
Grana obserwowane w chloroplastach roslin wyzszych sg wiec wigzka re-
gularnie utozonych tylakoidéw.

Sciste rozréznianie dwoch rodzajow tylakoidéw nie wydaje sie jednak
konieczne w Swietle prac Weiera i Thompsona (90) oraz Weh-
meyera (83). Wehmeyer (83) wykazat, ze krawedzie lamelli gra-
num mogg podwija¢ sie tworzac jak gdyby dwa tylakoidy w tym samym
granum. Réwnocze$nie mozliwe jest wystepowanie perforacji w btonach
tylakoidéw gran, co umozliwia potgczenie miedzy poszczegbélnymi tyla-
koidami (13, 21, 78). Istnienie perforacji wykazano réwniez w btonach
przestrzeni miedzygranularnej (13).

Loculus (W)
Duzy tylakoid (M) /

X .
________ w A Przejda (ang. partition) (W)

% Krawedz (ang. margin) (W)
[ \ =
i) X N5t

\ Btona $ciezki (ang. fret membrane) (W)

S —
Maty tylakoid (M)
Kanalik $ciezkowy (ang. fret channel)

Sciezka (ang. fret) (W)
M - Menke

W e

Rys. 1. Model struktury chloroplastu z zaznaczeniem nomenklatury Menkego i Weiera
< wg Parka (65

Weier i wsp. (87) stwierdzili, Ze koncepcja systemu bton oparta na
istnieniu tylakoidéw nie moze stosowac sie do takiego rodzaju obrazéw
struktury bton chloroplastéw, jakie otrzymali stosujgc mikroskop elektro-
nowy o duzej zdolnosci rozdzielczej. Autorzy ci zwrocili szczeg6lng uwage
na obszar, gdzie przylegajg do siebie btony dwdch sasiednich tylakoidow.
Stwierdzili bowiem, ze przestrzedA miedzy dwoma sasiadujgcymi obok sie-
bie tylakoidami jest mniejsza, niz podwdjna grubos¢ btony zewnetrznego
tylakoidu granum. Poza tym wewnatrz granum trudno jest rozrézni¢ po-
szczegolne btony sasiadujacych ze sobg tylakoidow.

Te obserwacje sugerujg istnienie $cistego potgczenia miedzy sgsiadu-
jacymi tylakoidami, z czym wigze sie mozliwosé, ze tylakoid nie stanowi
rzeczywistej jednostki strukturalnej bton chloroplastow. Za tego rodzaju
jednostke mozna natomiast uwazaé cate granum. (87). Na potwierdzenie
tej hipotezy Weier i wsp. (87) przedstawiajag obrazy czeSciowo uszko-
dzonych chloroplastow, w ktorych, mimo uszkodzenia obszaru miedzygra-
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nowego, grana zostajg zachowane jako odrebne struktury. Ponadto, jak
wykazano w wielu laboratoriach (28, 29, 40, 61), przestrzen intergranowa
w pewnych warunkach znacznie pecznieje, a mimo to granum pozostaje
nadal jednostkg strukturalng.

Opierajac sie na powyzszych obserwacjach Weier i wsp. (84, 86, 87,
88) stosujg inne niz Menke (48) terminy opisujgce budowe granum.
Cienkie, ciemne btony obserwowane wewngtrz granum okre$lane sg jako
przegrody (ang. partitions). Btony te albo tgczg sie ze sobg na koricach
(ang. margjn) albo taczg sie z innymi granami przez Sciezki (ang. fret).
Przestrzeh ograniczona przez przegrode okre$lana jest jako loculus, na-
tomiast obszar wewnatrz Sciezki jako kanalik $ciezkowy (ang. fret chan-
nel).

Schemat ultrastruktury bton chloroplastow z zaznaczeniem termindw
stosowanych przez Weiera i Menke przedstawia rysunek 1.

I1. Molekularna struktura bton chloroplastow

1. Podjednostki w btonach chloroplastéw

Na wystepowanie podjednostek w btonach chloroplastéw zwrocili po
raz pierwszy uwage Frey-Wyssling i Steimann (15). Park
i Pon (68)oraz Park i Biggins (66) rozszerzyli te badania otrzy-
mujgc obrazy czastek o dtugosci 160— 185A, szeroko$ci 155A i grubosci
100A. Ziarnistosci te nazwano kwantosomami uwazajac, ze stanowig one
nie tylko strukturalne, ale réwniez funkcjonalne podjednostki bton,
w ktorych zachodzi fotosynteza (63, 64, 65, 69).

Stosujgc technike przygotowania preparatow mikroskopowych opra-
cowang przez Moora iwsp. (53), ktéra polega na zamrazaniu materiatu
w roztworze glicerolu przed wykonaniem skrawkow i dalszym sublima-
cyjnym wytrawieniu tych skrawkdéw (ang. freeze-etching) Miihletha-
ler i wsp. (58) wykazali istnienie dwo6ch rodzajow czastek. Jedne,
o wielkosci 120A, skiadajg sie prawdopodobnie z czterech podjednostek
wielkoSci 60A, a drugie, pojedyncze czastki majg wielko$s¢ 60A. Stosujac
te sama technike réwniez Bamberger i Park (6) wykazali dwa ro-
dzaje czastek: mniejsze okoto 100A i wieksze 175A.

Zasadnicze rozbieznoSci miedzy badaniami przeprowadzanymi w la-
boratoriach Muhlethalera i Parka dotyczg potozenia czastek wewnatrz
struktury granum. Nierozstrzygniete jest czy czastki lezg czeSciowo na
zewnatrz, a czesciowo wewnatrz btony (57), czy tez same czastki stanowia
btone (6, 9). Obrazy zdje¢ z mikroskopu elektronowego, wykonane w la-
boratorium Muhlethalera i Parka z zastosowaniem podobnych technik, sg
bardzo podobne. W obu przypadkach zaobserwowano dwa rodzaje czastek,
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a réznice w ich wielkos$ci i umiejscowieniu moga raczej by¢ wynikiem od-
miennej preparatyki niz odzwierciedla¢ rzeczywiste réznice wystepujace
in vivo.

Niezaleznie od potozenia czastek nalezy sie liczy¢é z mozliwosScig, ze
niektére ziarnistosci obserwowane przez rdznych autoré6w mogg pochodzic¢
ze stromy. Mihlethaler (57) przypuszcza, iz jeden z rodzajow czas-
tek obserwowanych przez niego moga stanowié¢ rybosomy.

2. Utozenie podjednostek w btonach chloroplastéw

Zastosowanie przez Weiera iwsp. (86, 87, 88, 89) mikroskopu elek-
tronowego o duzej zdolnosci rozdzielczej pozwolito stwierdzi¢, ze w pod-
jednostkach bton chloroplastow mozna wyrdéznié jasny rdzen o Srednicy
37A i ciemniejsza warstwe zewnetrzng (ang. rim) grubosci 28A. Utozone
w szereg podjednostki tworzg przegrode (ang. partition), ktéra sktada sie
z pieciu warstw (rysunek 2).

KrawedzZ (ang. margin)

Jasna kora

}/ Przegroda (ang. partition)
= Podjednostki

Zewnetrzna ciemna warstwa
Wewnetrzna ciemna warstwa

Jasne warstwy

Z, S % s

¥ :
Wewnetrzna ciemna warstwa W
o s
Zewnetrzna ciemna warstwa — M L,ctx!"‘tw
Jasna warstwa /

b

Zewnetrzna ciemna warstwa

Rys. 2. Utozenie podjednostek w btonach chloroplastow wg Weiera i wsp. (86)

Srodkowa ciemna warstwa tworzy sie na granicy dwoch szeregéw pod-
jednostek. Jest ona obszarem hydrofobowym w przeciwieAstwie do hydro-
fitowej zewnetrznej powierzchni przegrody. Hydrofobowy charakter war-
stwy wewnetrznej moze by¢ wynikiem odpowiedniego przegrupowania
czasteczek btony lub tez potgczenia dwoch warstw o hydrofobowych po-
wierzchniach (18, 85). Podjednostki przegrody moga wiec byé asymetrycz-
nymi czasteczkami lipoproteidow. Weier i Benson (85 uwazajg, ze
warstwy podjednostek sg polgczone poprzez otaczajace je substancje hy-
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drofilowe. Srodkowa, ciemna cze$¢ przegrody jest hydrofobowa i potaczo-
na z innymi substancjami hydrofobowymi, jak chlorofil, chinony, karo-
tenoidy i prawdopodobnie kardiolipina.

Nieco inny model utozenia podjednostek w btonach chloroplastow pro-
ponuja Menke i Kreutz (37, 38, 39, 49, 51, 52) (rysunek 3).
Wedtug tego modelu warstwy lipidowe i biatkowe utozone sa w btonach
oddzielnie, jedna nad drugg (37). Dowodem tego rodzaju budowy ma by¢
obserwacja, ze wyekstrahowanie lipidéw z chloroplastow zmniejsza ich
grubos$é, ale nie zmienia $rednicy (38, 52). Autorzy ci sugeruja réwniez,
ze jedna warstwa btony jest homogeniczna, druga sktada sie z podjednos-
tek. Poniewaz interferencja, charakterystyczna dla uktadéw o powtarza-

: SXX)OO @OGO
Sy ﬁowh@m@ sy Wﬁwﬂu@@
NG @ﬂjﬂ@@@ @@WQ .

00 QLR

Rys. 3. Model tylakoidu proponowany przez Menkego (51)

47A

jacych sie podjednostkach, wystepuje rowniez po wyekstrahowaniu lipi-
déw z chloroplastéw, nalezy przypuszczaé, ze globularne podjednostki wy-
stepujg w warstwie biatkowej (37).

Jest prawdopodobne, iz réznice miedzy modelami Menke i Kreutza
oraz Weiera sg spowodowane stosowaniem rdznych technik badan.

//Czqstlri na zewngtrz btony

Rys. 5. Schematyczne utozenie czastek biatkowych na powierzchni biony tylakoidu
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Inne modele tylakoidow proponuja Miihlethaler i wsp. (57, 58,
59) oraz Park i wsp. (10, 64, 68). Branton i Park (10) stosujac
technike sublimacyjnego wytrawiania (53) zaproponowali model, w kt6-
rym czastki (kwantosomy) utozone sg w charakterystyczny sposéb na wew-
netrznej powierzchni btony (rysunek 4).

Miihlethaler i wsp. (58) uwazaja, ze czastki biatkowe znajdujg
sie nie tylko na wewnetrznej, ale takze na zewnetrznej powierzchni lipi-
dowej btony tylakoidu (rysunek 5). Czastki mozna bowiem usunac przez
przemycie bton wodg i odwirowanie (51, 56). Park i Shumway (70)
zastosowali nieco inng technike — glebokiego wytrawiania (ang. deep et-
ching) i stwierdzili ponownie, ze czastki znajdujg sie wewnatrz btony tyla-
koidu.

Pomimo do$¢ duzej iloSci badan dotyczacych modelu tylakoidu nie
ustalono jego ostatecznej postaci. Istnieja znaczne rozbiezno$ci pomiedzy
badaczami dotyczace zaréwno samych obrazéw z mikroskopu elektrono-
wego, jak i ich interpretacji.

I11. Biochemiczne wasnos$ci bton chloroplastow

Morfologiczna struktura bton chloroplastow jest stosunkowo dobrze
poznana, natomiast o sposobie oddziatywania molekularnych komplekséw,
umiejscowieniu i mechanizmach reakcji fotochemicznych, zachodzacych
w bionach posiadamy jedynie fragmentaryczne dane. Badania powiazanh
struktury bton z aktywnosciami fotosyntetycznymi przeprowadza sie sto-
sujagc metody histochemiczne lub frakcjonujac btony chloroplastéw i okres-
lajagc ultrastrukture oraz aktywnosci fotosyntetyczne otrzymanych frag-
mentéw.

1. Lokalizacja reakcji Hilla w blonach za pomocg metod histochemicznych

Dla lokalizacji miejsc w komdrce, gdzie zachodza reakcje utleniania
i redukcji, stosuje sie czesto sole zwigzkdéw tetrazolowych (73, 75, 76).
Utlenione formy zwigzkéw tetrazolowych sg tatwo rozpuszczalne w wo-
dzie, natomiast produktem redukcji jest nierozpuszczalny w wodzie for-
mazan. Osad formazanu wytworzony w odpowiednim miejscu w btonie
ma dostateczng gesto$¢ elektronowag dla zaobserwowania tego miejsca
w mikroskopie elektronowym. By zbada¢ umiejscowienie reakcji Hilla
w btonach chloroplastéw, uzyto chlorku 2-p-jodofenylo-3-p-nitrofenylo-5-
fenylomonotetrazolowego (INT) (25). Zwigzek ten redukuje sie przy udzia-
le aktywnych w reakcji Hilla bton chloroplastow jedynie na Swietle.
Stwierdzono (25, 54, 55), ze w miare zwiekszania czasu o$wietlania prepa-
ratobw bton w obecnosci INT wystepuje stopniowe odktadanie sie formaza-
nu na bionach. Formazan odklada sie na catej powierzchni bton, a nie je-
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Rys. 7. Schemat rozmieszczenia aktywnos$ci enzymatycznych w btonach tylakoidu (4)
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dynie na czastkach zwiazanych z btonami. Czastki zwigzane z btonami,
zwane kwantosomami (43), prawdopodobnie nie sg jedynym miejscem,
w ktérych zachodzg reakcje fotoredukcji. Jak przypuszczaja Moudria-
nakis iwsp. (25 54, 55) fotoredukcja w btonach chloroplastéw nie za-
chodzi w wyodrebnionych i poszczeg6lnych miejscach, ale jest procesem
charakterystycznym dla catej btony. Nie jest wykluczone, ze fotoredukcja
zachodzi w ziarnisto$ciach btony, ktore sg duzo mniejsze niz kwantosomy
i dlatego nie mogg byC¢ rozrézniane w mikroskopie elektronowym (55).

2. Ekstrakcja bton chloroplastéw za pomocg HD i EDTA

Dla rozwigzania problemu, jakie aktywnosci fotosyntetyczne sg zloka-
lizowane w ziarnisto$ciach bton, probowano usungé réznymi czynnikami
te ziarnistosSci z wyizolowanych bton chloroplastow. Stwierdzono przede
wszystkim, ze chociaz dziatanie na btony chloroplastéw wieloma czynni-
kami chemicznymi i fizycznymi (55, 56) powoduje znaczne zmniejszenie
iloSci czastek na btonach, to jednak aktywnos$¢ reakcji Hilla w takich pre-
paratach pozostaje niezmieniona. Tego rodzaju obserwacje potwierdzity
badania histochemiczne (25), z ktérych rowniez wynikato, ze ziarnistosci
bton typu kwantosomdw nie sg miejscem, gdzie zachodzi fotoredukcja.

Catkowite usuniecie ziarnistosci z bton chloroplastow mozna uzyskac
przez ekstrakcje woda, a nastepnie ImMM EDTA. Taka ekstrakcje zastoso-
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"o 00ZYSKania aKtywnosci

20+ 20

Mg?* ATPaza
2+

Ca“" ATPaza

Fotofosforylacja

ymiana ATP - ADP F

Catkowite biatko _
Karboksydysmutaza r

Rys. 6. Uwalnianie aktywnos$ci enzymatycznych z bton chloroplastéw po ekstrakcji
bton wodag i EDTA (55)
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wano w celu okre$lenia, jakie aktywnos$ci enzymatyczne sg charakterys-
tyczne dla ziarnistosci bton (55, 56) (rysunek 6).

Stwierdzono, ze trzykrotne przemycie chloroplastéw wodg, a nastep-
nie ImM EDTA, powoduje usuniecie 90% rozpuszczalnych biatek z po-
wierzchni btony. Usuniete biatka wykazujg aktywno$¢ karboksydysmuta-
zy, katalizujg wymiane fosforanu w uktadzie ATP-ADP, wykazujg ak-
tywnos$¢ ATPazy stymulowanej Mg2+ i ATPazy stymulowanej Ca2+ Wy-
soka aktywnos$¢ karboksydysmutazy obserwuje sie w supernatancie juz po
ekstrakcji wodg bion chloroplastéw, natomiast 70% aktywnosci ATPazy
stymulowanej Ca2+ przechodzi do supernatantu dopiero po ekstrakcji ImM
EDTA. Trzykrotne przemycie wodg prawie wcale nie zmniejsza fotofos-
forylacji, dopiero ekstrakcja ImM EDTA powoduje utrate zdolnos$ci ka-
talizowania syntezy ATP przez preparaty bton.

Zaobserwowano réwniez rozprzeganie transportu elektronédw i fosfory-
lacji w chloroplastach pod wptywem EDTA (5 44, 80). Rozprzeganie to
jest zwigzane z uwalnianiem réwnoczesnie tzw. ,,czynnika sprzegajgcego”,
(ang. coupling factor) (42, 45, 46, 71), ktéory w pewnych warunkach, na
przyktad po inkubacji z dwutiotreitolem lub trypsyna, wykazuje aktyw-
no$¢ ATPazy stymulowanej Ca2+ (46, 80).

Howell i Moudrianakis (26) rozdzielili frakcje biatkowe,
otrzymane przez ekstrakcje bton chloroplastow wodg i EDTA, i zbadali
ich obrazy w mikroskopie elektronowym, stosujagc negatywowe wybar-
wianie preparatdw. Autorzy ci stwierdzili, ze frakcja ATPazy stymulowa-
nej Ca2+ przedstawia taki sam obraz, jak kwantosomy obserwowane
w btonach. Obserwowane czgstki, podobnie jak kwantosomy, miaty wiel-
kos¢ okoto 100A. Czastki z frakcji karboksydysmutazy miaty nieco inny
ksztatt i byly nieco wieksze niz kwantosomy. Rowniez pozostate frakcje
roznity sie znacznie od obrazu kwantosoméw.

Frakcja ATPazy stymulowanej Ca2+ dodana do uprzednio wyekstra-
howanych bton chloroplastéw, przywraca zdolno$¢ do fosforylacji, nieza-
leznie od tego, czy frakcja ATPazy zostanie dodana przed oswietleniem
mieszaniny reakcyjnej, czy tez w okresie ciemnosci bezposrednio po na-
Swietleniu. Howell i Moudrianakis (26) sugerujg, ze frakcja
kwantosoméw bierze udziat w ciemnym etapie fotofosforylacji, juz po
wytworzeniu w reakcji Swietlnej wysokoenergetycznego posrednika XE
(22).

Tego rodzaju interpretacji przeciwstawiajg sie tworcy teorii kwantoso-
méw. Park i Pheif hof er (67) podajg w watpliwos$¢ fakt, ze ekstrak-
cja EDTA usuwa wszystkie czastki z powierzchni btony chloroplastow.
Autorzy ci zaobserwowali na powierzchni bton ziarnistosci (kwantosomy)
zarébwno w preparatach bton ekstrahowanych, jak i nieekstrahowanych
EDTA. Badacze ci twierdzg, ze usuwane podczas ekstrakcji EDTA czastki
stanowig karboksydysmutaze (10) i ATPaze zalezng od Ca2+ ale nie sg
kwantosomami.
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Ostatnie badania przeprowadzone w laboratorium Crane’a (4) wy-
kazaty, ze stosujgc technike wybarwiania negatywowego Moudrianakisa
dla uzyskania obrazéw bton chloroplastéw ekstrahowanych EDTA rze-
czywiscie nie mozna zaobserwowaC czgstek na bionach. Natomiast przy
stosowaniu techniki sublimacyjnego wytrawiania btony prawdopodobnie
nadal zawierajg ziarnistosci.

Wobec istniejagcych rozbieznosci konieczne jest przeprowadzenie dal-
szych badan, ktore pozwolg wyjasni¢ czy czastki obserwowane w mikros-
kopie elektronowym przy zastosowaniu techniki Moora i wsp. (53) sa
rzeczywiscie miejscami procesow fotochemicznych.

3. Frakcjonowanie chloroplastéw detergentami

Detergenty powodujg rozdzielenie bton chloroplastow na mniejsze frag-
menty, co umozliwia badanie zaréwno lokalizacji poszczeg6lnych reakcji
fotofosforylacji, jak i mechanizmu transportu elektronéw i syntezy ATP.

Najczesciej stosowanymi detergentami sg digitonina (1, 2, 3, 4, 7, 8, 31,
32, 34, 47, 60, 91) oraz Triton X-100 (11, 20, 23, 24, 27, 30, 33, 62, 72, 74,
81, 82). Do tego rodzaju badan stosuje sie ponadto siarczan dodecylu (77),
Tween 20 (33), Tween 40 (7), saponiny (33) oraz Span 80 (12).

Tablica 1

Aktywnosci fotochemiczne i enzymatyczne czastek chloroplastow otrzymanych
po traktowaniu digitoning (4)

Szybko$¢ redukcji

Zawartosé [i.mole/mg chlorofilu/godz.
Frakcja chlorofilu / NADP z mulowana
mg DCIP* NADP DCIP+ Ca2+
Askrobinian
Chloroplasty
kontrolne 35,00 164 88 . 148 132,0
1000 g 6,75 36 1,66 53 15,8
10000 g 15,00 36 11,0 19 41,1
50 000 g 3,65 5 0 115 235,0
144 000 g 1,92 0 0 325 294,0
Supernatant
144 000 g 4,88 0 0 320 292,0

* DCIP — 2,(i-dwuchlorofenoloindofenol

Wessels (91, 92) stosujgc digitonine do frakcjonowania chloroplas-
téw, otrzymat fragmenty bton katalizujgce cykliczng fosforylacje i foto-
redukcje NADP przez zredukowany 2,6-dwuchlorofenoloindofenol (DCIP),
lecz nie katalizujgce fotoredukcji NADP przy uzyciu wody jako donora
elektronéw. Inni badacze (1, 2, 3, 4, 8, 47) stosujagc do frakcjonowania di-

4%
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gitonine otrzymali dwa rodzaje fragmentow bton chloroplastéw: jedne se-
dymentujace przy 1000— 10 000 g, w ktérych stosunek chlorofilu a do chlo-
rofilu b byt nizszy niz w nienaruszonych chloroplastach oraz inne frag-
menty, sedymentujagce miedzy 50 000—144 000 g w ktdrych stosunek ilosci
chlorofilu a do chlorofilu b byt wyzszy niz w nienaruszonych chloroplas-
tach (tablica 1).

Ponadto stwierdzono (2, 3, 4), ze frakcja 10 000 g tatwiej redukuje DCIP
niz NADP. W tej frakcji zlokalizowane sa gtdwnie aktywnos$ci zwigzane
z uktadem Il fotosyntezy. W przeciwienstwie do tego lzejsze fragmenty
bton, sedymentujgce przy 144 000 g, nie katalizujg redukcji samego DCIP
lub NADP, natomiast redukujg bardzo szybko NADP w obecnosci sztucz-

Tablica 2
Ultrastruktura chloroplastéw frakcjonowanych digitoning (4)

Stosowana technika

Frakcja Sublimacyjne wytrawianie

Wybarwianie negatywowe )
(ang. freeze etching)

Chloroplasty nienaruszone Czastki 100—110 A powigza-  Czastki 175 A i 110 A

(aktywny uktad 1 i Il foto- zane z zewnetrzng powierz-
syntezy) chnig bton

Frakcja 10000 g (zachowana Bilony prawie bez czastek Wigkszo$¢ czastek duzych
iktywnos$¢ uktadu 11 foto- (175 A), niewielkie obszary
syntezy, niska aktywnos$¢ z czastkami matymi (110 A)
uktadu 1)

Frakcja 144 000 g (aktywno$¢ Blony zupetnie pozbawione  Jedynie mate czastki (110 A)
uktadu | fotosyntezy) czastek

nego donora elektronéw (DCIP + askorbinian). Frakcja 144 000 g zawiera
zatem aktywno$¢ uktadu | fotosyntezy. Frakcja 144 000 g zawiera row-
niez aktywno$¢ ATPazy stymulowanej Ca2+ (4). Za pomocg digitoniny
mozna wiec fizycznie rozdzieli¢ uktad | fotosyntezy od uktadu II.

Obrazy poszczeg6lnych frakcji w mikroskopie elektronowym z zasto-
sowaniem sublimacyjnego wytrawiania preparatow (4) wykazaty, ze frak-
cje zawierajgcg uktad Il fotosyntezy (10 000 g) stanowig fragmenty biton,
w ktorych wystepujg gtdwnie czastki wielkosci 175A podobnie utozone,
jak w chloroplastach kontrolnych (tablica 2).
Natomiast frakcja wykazujgca aktywnos$é uktadu | fotosyntezy (144 000 g)
sktada sie tylko z mniejszych czastek o wielkosci 110A. Po zastosowaniu
techniki negatywowego wybarwiania czgstki 110A obserwowano we frak-
cji bton 10000 g. Wydaje sie, ze ziarnistosci te nie tylko zlokalizowane sg
na powierzchni btony, ale takze stanowig jej czesé.

Pomiary grubos$ci wyizolowanych bton frakcji 10 000 g i 144 000 g wy-
kazaty, ze blony te sg ciensze niz lamelle znajdujgce sie w nienaruszo-
nych chloroplastach. Arntzen,. Dilley i Crane (4) uwazajg wiec,
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ze traktowanie bton chloroplastéw digitoning powoduje ich rozdzielenie
na dwie warstwy, w ktorych zlokalizowane sg reakcje 1 i Il uktadu foto-
syntezy. Podobne rozerwanie btony chloroplastéw zachodzi réwniez przy
zamrazaniu bton w wodnym roztworze glicerolu (10).

Na podstawie tego rodzaju badan Arntzen, Dilley i Crane (4
proponujg zobrazowane na rysunku 7 rozmieszczenie aktywnos$ci fotosyn-
tetycznych. Rysunek przedstawia czesci dwéch tylakoidéw z naniesionymi
podjednostkami. Warstwa B stanowi frakcje 10 000 g zawierajgcg czastki
wielkosci 174A, ktéra wykazuje aktywnosci uktadu Il fotosyntezy. Warstwa
C jest frakcjg 144 000 g z ziarnistosciami wielko$ci 110A, katalizujacg re-
akcje uktadu I fotosyntezy. Na zewnetrznej powierzchni tylakoidu znajduje
sie karboksydysmutaza i czynnik sprzegajacy, obserwowane juz uprzednio
przez Howella i Moudrianakisa (26).

Podobne rozfrakcjonowanie uktadu 1 i Il fotosyntezy uzyskano przy
zastosowaniu Tritonu X-100 (90, 91), rozdzielajgc btony chloroplastow na
dwie frakcje: lzejszg i ciezsza o réznym stosunku chlorofilu a do chloro-
filu b.

Mozliwos¢ rozfrakcjonowania uktadu I i Il fotosyntezy digitoning i Tri-
tonem X-100 potwierdza réwniez wysunietg przez Arno na i wsp. (3)
hipoteze o odrebnosci reakcji fosforylacji cyklicznej i niecyklicznej, we-
dtug ktérej fosforylacja cykliczna zwigzana jest z uktadem | fotosyntezy,
natomiast fosforylacja niecykliczna wytgcznie z ukladem Il fotosyntezy.

Oprécz wielu niejasnych jeszcze zagadnien dotyczacych morfologicz-
nej struktury bton chloroplastéw istnieje przede wszystkim problem, czy
ziarnisto$ci zwigzane z btonami chloroplastéw reprezentujg rzeczywiscie
jednostki fotosyntetyczne. Mozliwos¢ rozfrakcjonowania uktadéw 1 i 1l
fotosyntezy wskazuje, ze jezeli jednostki takie istniejg, to muszg sktadac
sie z dwoch podjednostek. Williams (93) postuluje istnienie odreb-
nych podjednostek uktadu Ii Il fotosyntezy, ktore odpowiednio potgczone
tworzg jednostke fotosyntetyczng. By¢ moze, ze obserwowane przez r6z-
nych autorow dwa rodzaje ziarnistosci bton odpowiadajg wtasnie tym pod-
jednostkom.
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WOJCIECH ROSSOWSKI*

Budowa antygenowa blon komdrek zwierzecych

Antigenic Membrane Structure of Animal Cells

Different aspects of antigenic structure of membranes of animal cells are revie-
wed and discussed.

Badania nad wtasciwosciami immunogenetycznymi komérek zapoczat-
kowali Landsteiner oraz Little iich wsp6tpracownicy w poczat-
kach obecnego stulecia (63, 64, 65, 70, 71). Little (70) jako pierwszy
postulowat, ze przyjecie sie przeszczepu guza w organizmie biorcy zalezy
od obecnosci u obu partneréw duzej liczby wspélnych, genetycznie okres-
lonych ,,czynnikdw wrazliwos$ci”. Jezeli zesp6t czynnikéw zgodnosci daw-
cy, bedzie* odpowiadat zespotowi czynnikéw biorcy, przeszczep zostanie
przyjety. W przeciwnym razie przeszczep nie moze sie rozwijac¢ (70).

Little stworzyt wiec podwaliny teorii genetycznej w nauce o przeszcze-

pach, ktorg rozwingt pozniej G. D. Snell i wsp. (103, 104). Prace
Landsteinera (63) oraz Dungerna i Hirszfelda (30) nad
grupami krwi a takze Landsteinera i Levine (64) nad osobni-
czymi roznicami krwi i dziedzicznymi wiasciwosciami aglutynogenow

krwi u cztowieka nie tylko stworzyty podstawy wspotczesnej hematologii
lecz réwniez zapoczatkowaly badania nad antygenami komorkowymi.
Dopiero jednak w latach pieédziesigtych i szes$édziesigtych zwrdcono
baczniejszag uwage i uzyskano dowody na podstawowga role struktur bito-
nowych w komorkowych procesach immunologicznych. Billingham,
Brent i Medawar (10) stwierdzili, ze mozna wywota¢ wrazliwos$¢
przeciw przeszczepom skéry przez uprzednie wprowadzenie do organiz-
mu biorcy zawiesiny rozbitych komérek $ledziony dawcy. Manson,
Fosch i Palm (74, 75, 85) wykazali zwigzek antygendw transplantacyj-
nych z lipoproteidami frakcji mikrosoméw komorek prawidtowych i no-
wotworowych. Herberman i Stetson (50) stwierdzili, ze najwyz-
szg zawarto$¢ antygenow transplantacyjnych posiadajg btony komérkowe
oraz btony gtadkie retikulum endoplazmatycznego. W ostatnich latach
Shimada i Nathenson (100, 101), Kahan i Reisfeld i wsp.
(57, 58) oraz Davies (24, 25) droga preparatywng otrzymali z bton ko-

* Dr hab. med., Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Badan Jadro-
wych, Warszawa
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morkowych S$ledziony myszy, $winki morskiej i cztowieka, niektére allo-
antygeny w formie jednorodnych elektroforetycznie i chromatograficznie
preparatow. Preparaty te wykazuja jedng lub kilka swoisto$ci i w stanie
zamrozonym zachowujg aktywnos$é biologiczng przez kilka lat (24, 81).

I. Podstawy genetyczne i ontogeneza witasciwosci antygenowych bton

Wiasciwosci immunologiczne biony okreslajg zespoty molekut glikoli-
pidowych, glikoproteidowych i biatkowych, nalezace do kilkunastu pozna-
nych dotychczas systemow antygenowych, kontrolowanych przez okreslo-
ne loci w systemie genetycznym komorki.

Na powierzchni komdrek cztowieka i innych ssakéw wystepuja dwa
gtowne i niezalezne uktady antygenoéw btonowych. Pierwszym jest podsta-
wowy ukiad zgodnosSci tkankowej. Uklad ten kontrolowany przez locus
HL-A u cztowieka locus H-2 myszy i ich analogi u innych ssakdéw okres$la
osobnicze wiasciwosci immunologiczne powierzchni bton. Drugim jest uktad
substancji grupowych krwi, wystepujacy powszechnie w komaérkach i ich
produktach. Ponadto na powierzchni komorek oraz bton wewngtrzkomor-
kowych wystepuja substancje antygenowe nalezace do odrebnych uktadéw
immunogenetycznych (4, 12, 13, 91, 111). Niekiedy sg one charakterystycz-
ne tylko dla jednego okre$lonego typu komérki na przykiad antygen TL
lub PC.l. i stanowig wowczas antygeny rdznicujace. CzeSciej wystepuja
na powierzchni kilku typéw komdrek, na przyktad antygeny Ly-A i Ly-B
oraz antygen 0, wykrywane w tymocytach, limfocytach, a takze w cen-
tralnym uktadzie nerwowym (8).

Antygeny zgodnos$ci tkankowej (transplantacyjne) sg zespotem odreb-
nych, genetycznie determinowanych czgstek wbudowanych w strukture
lipoproteidowg btony. Uklad alloantygenéw typu HL-A u cziowieka jest
najsilniejszym uktadem warunkujacym przyjecie lub odrzucenie przesz-
czepu (24, 27). U cztowieka informacje genetyczne zawiadujgce systemem
izoantygenow HL-A zlokalizowane sg na jednej parze autosomalnych
chromosoméw (5, 60). Zdaniem wiekszo$ci badaczy najwazniejsze infor-
macje genetyczne zawarte sg w dwéch odrebnych regionach chromosomu,
okreslonych jako region LA (Payne) i region 4 serii lub ,,czwarty” system
Van Rood’a (5), Nie jest pewne, czy sg to dwa odrebne loci, czy tez
dwie lub wiecej podjednostek w obrebie jednego locus (5, 60). Wiekszos¢
badaczy przyjmuje obecnie, ze u cztowieka sg to dwa odrebne loci Scisle
ze sobg powigzane (5, 24, 37, 58, 60, 94, 114). llos¢ alleli w obu loci jest
odmienna. Jednak podawane liczby alleli dla uktadu HL-A; podobnie jak
i ich symbole zmieniaja sie wraz z postepem badan. Najnizsze oznaczone
ilosci alleli wynoszg 20—30. Wiadomo jednak, ze wsrdd 44 badanych alleli
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podczas Il International Histocompatibility Workshop, nie stwierdzono
dwéch identycznych (5). Bach (5) postugujac sie testem MLC (ang. mi-
xed leukocyte culture) stwierdzit, ze limfocyty pobrane od 600 nie zwig-
zanych ze sobg par osobnikéw, we wszystkich przypadkach wykazywaty
efekt stymulacji. Biorgc pod uwage jedynie dokiadnie przebadane swois-
tosci antygenowe w ukladzie HL-A, Kissmeyer-Nielsen i wsp.
(60), w pierwszym locus umieszczajg 7 alleli, a mianowicie LAl (HL-A1),
LA2 (HL-A2), Ba, LA3 (HL-A3), ILN (HL-A.ll); ,Stewart” (HL-A.9) oraz
0 w drugim za$ 8 alleli, to jest 7C (HL-A.7), 7D (HL-A.8), T12 (HL-A.12),
NH (HL-A.13), R, BB oraz 0. Fellows i Dausset (37) w haploidal-
nym genomie ludzkiego plemnika w pierwszym locus lokalizujg allele
kontrolujgce synteze antygenéw HL-A.l, HL-A.2, HL-A.3, HL-A.9, Dal5
1 Dal7 (HL-A.19), podczas gdy drugi locus zawiera wedtug nich geny
HL-A.5, HL-A.7, HL-A.8 i Da4 (HL-A.12). Walford i wsp. (115
w pierwszym locus lokalizujg takze geny ,,Thompson” i Lc-26, a w dru-
gim geny Lc-15, ,Gallegos” i ,,Merritt”. Ten ostatni gen wykrywano
w 900 przypadkoéw ostrej biataczki u dzieci, a takze u ich zdrowych ro-
dzicéw.

Badania nad zachowaniem sie poszczegélnych antygenow w populac-
jach oraz nad rozmieszczeniem ich w poszczeg6lnych rodzinach, pozwolity
podzieli¢ wszystkie znane dotychczas alloantygeny na odpowiednie grupy
tak zwane segreganty, to jest antygeny wzajemnie wytaczajgce sie w pro-
cesach dziedziczenia. Przypuszczalnie istniejg cztery serie segregantow.
W pierwszej serii znajdujg sie antygeny HL-A.l, 2, 3, HL-A.9, 10 i HL-
-All, w drugiej za§ — antygeny HL-A.5, 7, 8, 12i 13 (5).

U myszy, podobnie jak u cztowieka, antygeny transplantacyjne typu
H-2 wystepuja na powierzchni wiekszos$ci komorek i sg* gtbwnym czyn-
nikiem grupowym krwi oraz czynnikiem zgodnos$ci tkankowej (7, 11, 84).
Kontrolowane sg one przez locus H-2, jeden z 13 transplantacyjnych loci
myszy. Locus H-2 zawiera ponad 20 alleli, z ktorych kazdy determinuje
9 do 15 z 27 znanych swaoisto$ci (24, 97, 101, 102). Locus H-2 jest, jak sie
zdaje, utworzony z grupy S$cisle zwigzanych ze sobg gendw zlokalizowa-
nych na IX parze chromosoméw. Skiada sie on z dwoch oddzielonych od
siebie obszar6w oznaczonych jako odcinek ,,D” i odcinek ,K”. Determinu-
ja one wytwarzanie odrebnych czastek antygenowych zlokalizowanych
w odrebnych miejscach na btonie komdrkowej (24).

Ponadto u myszy wystepuja réwniez uktady antygendéw zlokalizowane
na powierzchni $cisle okreslonych typow komorek (np. izoantygeny O,
uktadu LyA i LyB, oraz uktadu TL).

Zwiazki podobne do substancji grupowych krwi cztowieka wystepuja
takze u bakterii, roslin wyzszych i roznych grup systematycznych kregow-
cow (7, 11, 51, 106). U cztowieka obecnos¢ substancji grupowych krwi wy-
kazano w wiekszosci komorek réznych narzaddéw oraz w wydzielinach (54,
77, 108, 109, 110). Schulman (108) zaobserwowat Scistg rownolegtosé
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wystepowania substancji grupowych A i B krwi oraz antygenu H/O na
powierzchni komoérek u cztowieka, przy czym najwyzsze stezenie anty-
genu H — wykazywaty tkanki grupy O.

Substancje grupowe krwi stwierdza sie juz u najmtodszych badanych
zarodkoéw. Obecnos$¢ antygenow ABH wykazano u 5 do 8 mm zarodkéw
ludzkich (108, 109), gdzie wystepowaly one na powierzchni $rédbtonkéw
uktadu sercowo-naczyniowego oraz w wiekszosci komérek nabtonkowych,
z wyjatkiem centralnego uktadu nerwowego, nadnerczy i watroby. Naj-
wyzszg zawarto$¢ antygenéw nabtonkowych stwierdzono u zarodkow
35 mm. U starszych zarodkéw i ptodéw stezenie antygenéw ABH w ko-
madrkach nabtonkowych stopniowo maleje w miare dojrzewania czynnos-
ciowego narzgdow i podejmowania przez nie swoistych funkcji fizjologicz-
nych (108, 109, 110). Antygeny ABH wykrywano takze w wysoko zrozni-
cowanych rakach skdry oraz w gruczolakorakach (109).

W tkankach dojrzatego cztowieka antygeny ABH wykry¢é mozna na
powierzchni $rédbtonkéw uktadu sercowo-naczyniowego oraz w nabton-
kach wielowarstwowych ptaskim i przejSciowym (108, 109, 110).

Podobne badanie przeprowadzono na innych ssakach. U 10-dniowego
zarodka szczura jako pierwsze pojawiajg sie na powierzchni erytrocytow
antygeny grupowe krwi C i E. Antygen D pojawia sie w niewielkiej ilosci
pomiedzy 16 i 18 dniem zycia ptodowego, natomiast antygen A — dopiero
w 32 dniu zycia pozaptodowego (84).

U myszek szczepu C3H krwinki czerwone i komérki Sledziony sg nie-
wrazliwe na humoralne izoprzeciwciata w czasie pierwszych dwéch do
trzech dni zycia a reaktywnos$¢ osobnika dojrzatego uzyskujg dopiero po-
miedzy 6-tym i 10-tym dniem (78). Natomiast erytrocyty i komorki Sle-
dziony myszy szczepdw C57B1 i C57L sg wrazliwe na humoralne izoprze-
ciwciata juz w pierwszym dniu po urodzeniu (79).

Odmiennie zachowujg sie antygeny transplantacyjne typu H-2 u myszy.
Stezenie alloantygendéw tej grupy w tkankach zarodkéw i ptodow wzrasta
stopniowo w miare dojrzewania. Metodg immunofluorescencji wykryto
antygeny grupy H-2 u ptodéw dopiero powyzej 15 dnia zycia wewnagtrz-
macicznego, u noworodkéw za$ wszystkie badane tkanki wykazywaty juz
dodatnie odczyny (78). O ile jednak poziom alloantygendéw grupy H-2 gra-
sicy juz u 18-dniowych ptodéw odpowiada narzadowi osobnika dojrzatego,
to $ledziona osigga peing dojrzato$¢ immunologiczng dopiero pomiedzy
pierwszym i czwartym tygodniem zycia pozaptodowego (21).

Podobne zaleznosci pomiedzy dojrzewaniem morfologicznym i immu-
nologicznym znaleziono takze dla innych uktadéw antygenowych. Poziom
izoantygenow uktadu O w moézgu noworodkdw u 8 szczepéw myszy stano-
wi zaledwie okoto 0,8% wartosci charakterystycznej dla mézgu osobnika
dojrzatego (93). Niskie stezenie tych izoantygendéw utrzymuje sie przez
pierwsze 4 dni zycia, po czym wzrasta stopniowo, 0siggajac poziom osob-
nika dojrzatego pomiedzy 5i 6 tygodniem (91, 93).
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Il. Morfologiczne podstawy struktury antygenowej bton

1. Wybrane zagadnienia organizacji molekularnej bton

Podstawowa struktura bton, utworzona jest dzieki swoistym oddziaty-
waniom fizykochemicznym genetycznie okre$lonych drobin biatkowych
z drobinami lipidowymi. Istota tych oddzialtywarn oraz towarzyszace im
zmiany konformacji nie sg jeszcze doktadnie poznane. W przypadku btony
komdrkowej krwinki czerwonej stan konformacji podstawowej grupy bia-
tek prawdopodobnie nie jest zwigzany S$ciSle ze stanem fizycznym wiek-
szosci fosfolipidow btonowych. G laser i wsp. (42) na podstawie wyni-
kéw badan dyspersji skrecalnosci optycznej, dichroizmu kotowego oraz
protonowego rezonansu magnetycznego bton erytrocytow normalnych oraz
traktowanych fosfolipazg C, dochodzg do wniosku, ze podstawowa czes¢
fosfolipidow i biatek moze zmienia¢ strukture niezaleznie od siebie. Zgod-
ne z tym pogladem sg spostrzezenia Lenarda i Singera (67), ze
usuniecie fosfolipidow z bton krwinki czerwonej nie zmienia konformacji
biatek.

Jednakze badajgc inne rodzaje bton cytoplazmatycznych uzyskano od-
mienne wyniki. Trum p i wsp. (113) stwierdzili, ze w btonach endoplaz-
matycznego retikulum stan fizyczny lipidow wptywa w znacznym stopniu
na konformacje biatek. Wyrazem takich zmian konformacji zachodzacych
w wyniku dziatania fosfolipazy C, jest poszerzenie btony widoczne w mi-
kroskopie elektronowym oraz utrata aktywnosci glukozo-6-fosfatazy. Re-
konstrukcja i reagregacja bton przeprowadzone w odpowiednich warun-
kach przywracajg aktywnosé enzymatyczng (97, 113).

Rozmieszczenie podstawowych skiadnikéw strukturalnych btony ko-
morkowej jest niesymetryczne. Asymetryczna struktura btony wyraza sie
w szczegblnosci odmiennos$cia strukturalng i funkcjonalng jej czesci ze-
wnetrznej i wewnetrznej (8). Poglad Robertsona (95 o asymetrii
strukturalnej btony znalazt nastepnie poparcie innych badaczy (29, 35, 36).
Wykazano (8), ze w rezultacie utrwalenia bton komérkowych w roztworze
aldehydu glutarowego oraz w roztworze czterotlenku osmu lub octanu ura-
nylu, blaszka wewnetrzna jednostki strukturalnej btony (107) staje sie nieco
szersza (30 A do 40 A) i wykazuje mniejsze powinowactwo do metali ciez-
kich w poréwnaniu z blaszkg zewnetrzng. Szczegdlnie wyraznie réznicuje
obie blaszki utrwalenie btony przy pomocy soli lantanu (LaMn04-) (29).
Blaszka zewnetrzna oraz przylegajaca do niej warstwa mukopolisacharydo-
wa wykazuje znacznie silniejsze powinowactwo do tego metalu niz blaszka
wewnetrzna. Doggenweiler i Frenk (29) sadza, ze blaszka we-
wnetrzna w przeciwienstwie do zewnetrznej, zbudowana jest gtownie z fos-
fatydocholiny, ktory to zwigzek nie wykazuje powinowactwa do soli lan-
tanu i wapnia.
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Asymetria funkcjonalna btony wyraza sie miedzy innymi nieréwno-
miernym rozmieszczeniem nukleotydo jedno-, dwu- i trdj-fosfataz oraz
kwasu sialowego na powierzchni komérki (8, 117). Kwas sialowy w struk-
turach komorkowych wystepuje najczesciej w postaci kompleksu glikopro-
teidowego lub lipopolisacharydowego. W przypadku glikoproteidéw M i N
czerwonych ciatek krwi cztowieka z resztami kwasu sialowego lub sialo-ga-
lakto-pyranozy zwigzana jest swoistos¢ antygenowa (87, 105).

Substancje glikoproteidowe i lipopolisacharydowe tworzg system egzo-
sacharydow otaczajagcy powierzchnie komérki i innych bton cytoplazma-
tycznych (8, 44, 48). Obecno$¢ warstwy mukopolisacharydowej, nazwanej
przez Bennetta ,glycocalyx” (9), wykazano na powierzchni zewnetrz-
nej wszystkich badanych dotagd komaorek zaréwno wolnozyjacych jak i wy-
stepujacych w zespotach tkankowych (patrz 8, 44). Warstwe te okreslang
réwniez jako ,,plaszcz zewnetrzny” (ang. extraneous coat) mozna uwidocz-
ni¢ metodami histochemicznymi wykazujacymi kwasne mukopolisachary-
dy (45). W mikroskopie elektronowym ,,glycocalyx” przedstawia sie jako
substancja bezpostaciowa bezpos$rednio przylegajagca do czesci zewnetrznej
btony komorkowej (9, 44, 45). Mozna ja usungé przez trawienie neurami-
nidaza (45).

Funkcja biologiczna ,,glycocalyx™ nie jest jeszcze dokladnie poznana.
Wiadomo jednak, ze w okre$lonych warunkach warstwa ta spetnia funkcje
substancji ostaniajacej oraz dzieki obecnosci na jej powierzchni okreslo-
nych receptoréw antygenowych determinuje immunologiczne wasciwosci
powierzchni komorki.

Immunologiczng asymetrie btony komorkowej stwierdzali liczni bada-
cze, Easton, Goldberg i Green (32) jako jedni z pierwszych wy-
kazali, ze gtbwnym miejscem wigzania cytotoksycznych przeciwciat przez
komorki raka wysiekowego Krebs-2 jest powierzchnia btony komdrkowej
oraz btony gtadkiego retikulum endoplazmatycznego.

Lee i Feldman (66) badali rozmieszczenie antygenéw grupowych
krwi oraz czynnika Rh(D) na powierzchni btony krwinki czerwonej. Pro-
dukt reakcji immunologicznej lokalizowat sie w okreSlonych miejscach na
zewnetrznej powierzchni btony w regularnych odstepach.

Carey i Pettengill (19) stwierdzili na zywych fagocytach, ze
dodatek surowicy antyfagocytowej, w ilosci nie wptywajgcej jeszcze na
stopieri wigczania znakowanej tymidyny i urydyny, hamuje fagocytoze.
Towarzyszy temu znaczne pofatdowanie btony, charakterystyczne dla zja-
wiska aglutynacji. Autorzy sadzg, ze w wyniku reakcji immunologicznej
pomiedzy przeciwciatem i antygenem zlokalizowanym w btonie dochodzi
do ,usztywnienia” btony i zahamowania proceséw ruchowych niezbednych
podczas fagocytozy. Benedetti i Emmellot (8) badajac w mikro-
skopie elektronowym izolowang frakcje bton komérkowych homogenatu
watroby, ktdrg poddano reakcji immunologicznej z przeciwciatami, stwier-
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dzili obecno$¢ materiatu widknistego Scisle przylegajacego do zewnetrznej
blaszki btony.

Ostatnio publikowane badania elektronomikroskopowe nad lokalizacjg
antygenéw bionowych na powierzchni komoérek uktadu siateczkowo-$rod-
btonkowego wskazujg, ze aktywne receptory antygenowe sg bezpos$rednio
zwigzane z warstwg mukoproteidowg przylegajaca do zewnetrznej blaszki
btony komoérkowej (3, 4).

W przeciwienstwie do poprzednio cytowanych autorow, ktérzy recep-
tory antygenow lokalizowali jedynie na zewnetrznej powierzchni biony,
Furusawa (39) sadzi, ze niektdre ptodowe aglutynogeny, ktérych nie
mozna wykry¢ na powierzchni dojrzatych erytrocytow sg zlokalizowane
w wewnetrznej blaszce btony, sg jednak w stanie zamaskowanym i nie
mozna ich wykry¢ bezpos$rednimi metodami immunologicznymi.

2. Lokalizacja srédkomoérkowa

Antygeny zgodnoS$ci tkankowej typu H-2 zlokalizowane sg we frakcji
lipoproteidowej bton komérkowych i bton cytoplazmatycznych obok anty-
genow determinowanych przez inne H-loci, jak: H-3, H-6, H-7 i inne (27,
48, 52, 74, 75, 85). Zawarto$¢ antygendéw w poszczegblnych tkankach myszy
jest odmienna. Z badah Herbermana i Stetsona (50) wynika, ze
w przeliczeniu na mg biatka, najwyzsza zawarto$¢ antygendw grupy H-2
wykazuje $ledziona, watroba i wezty chtonne, najnizszg za$§ mézg, miesnie
szkieletowe i miesieh sercowy. Rdzne formy izoantygendw okreslane przez
locus H-2, w danej tkance czy narzadzie wykazujg podobny typ rozmiesz-
czenia, co moze wskazywaé, ze pod wzgledem fizjologicznym stanowiag one
kompleks funkcjonalny, tworzacy jednostke czynno$ciowg na powierzchni
btony (50).

Wewnatrzkomoérkowe rozmieszczenie izoantygenéw systemu H-2 zba-
dano na frakcjach (50) homogenatu watroby uzyskanych drogg wirowania
réznicowego wedtug metody de Duve (31) i Petersa (86) oraz na
frakcji bton komérkowych uzyskanych przy pomocy metody Neville
(82). Najwyzsza zawarto$¢ antygendw grupy H-2 znaleziono we frakcji
bton komorkowych (100—167 jednostek na mg biatka), okoto 5—6 razy
mniej we frakcji bton gtadkich mikrosomalnych i okoto 300 razy mniej
we frakcji mitochondrialnej. Frakcja lizosomoéw zawierata 5 do 8 jednostek
antygenowych na mg biatka.

Frakcja gtadkich bton mikrosomalnych watroby, $ledziony i nerek wy-
kazuje Srednio 50-krotnie wyzsze stezenie antygenow grupy H-2 w po-
réwnaniu z analogiczng frakcjg z moézgu, mies$ni szkieletowych, migsnia
sercowego i jader (50).

Podobne rozmieszczenie Srodkomdrkowe jak antygeny grupy H-2, wy-
kazujg réwniez inne uktady antygenéw btonowych w szczegdlnosci izo-
antygeny systemu 0, TL, i LyA, LyB (12, 13, 92). Aktywnos$¢ antygenu
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0 we frakcji mikrosoméw grasicy myszy jest 19-krotnie wyzsza w po-
rownaniu z petnym homogenatem (92).

3. Wiasciwosci antygenowe a stan konformacji btony

Zmiany w strukturze antygenowej bton krwinek czerwonych zachodzga-
ce w procesie dojrzewania opisat Furusawa (39). Autor ten, jako jeden
z pierwszych, stwierdzit, ze aglutynogeny, ktére sg obecne na powierzchni
komorek raka wysiekowego Ehrlicha, wystepujg takze na powierzchni
erytroblastow i erytrocytow miodych ptodéw myszki do 16 dnia zycia pto-
dowego. W po6zniejszych okresach rozwoju oraz u osobnikéw dojrzatych
wspomniane aglutynogeny sg réwniez obecne w bionie erytrocytow, ale
ich grupy czynne staja sie niedostepne. Furusawa (39) sadzi, ze przy-
czyng tego zjawiska moze by¢é modyfikacja samej drobiny antygenu, badz
tez zakrycie grup czynnych aglutynogenéw przez inne substancje produ-
kowane w kolejnych etapach réznicowania.

Odwrotne zjawisko, to jest odstanianie ukrytych grup receptorowych,
spostrzegane jest in vivo w przebiegu proceséw transformacji komaérki oraz
in vitro w wyniku dziatania niektorych proteaz na powierzchnie btony
Najaktywniejszymi proteazami okazaty sie ficyna i papaina dziatajaca juz
w stezeniu rzedu 10-3 mg na 1 ml zawiesiny komorek (17). Przypuszcza
sie, ze proteazy moga usuwac¢ powierzchniowg warstwe biatkowga lub zwig-
zang z biatkami, odstaniajac bezposrednio miejsca receptorowe, badz tez
moga indukowac przeksztatcenia struktury molekularnej btony, prowadzga-
ce do ujawnienia sie aktywnosci aglutynacyjnych (17). Nalezy szczegdlnie
podkresli¢c duze podobienstwo pomiedzy zmianami w strukturze bton pod
dziataniem proteaz i zmianami w procesie transformacji (16, 17). Zmiana
konformacji wyksztatconej juz struktury bitony jest jednym z charaktery-
stycznych przejawow procesu nowotworowego (17). Blonowe receptory
aglutynin swoistych dla komoérek nowotworowych sg prawdopodobnie
zwiazane z frakcjg drobinowg komorek sedymentujgca przy 105000 g
(16, 17). Frakcja ta uzyskana z komorek biataczkowych myszy szcze-
pu L 1210 oraz z komorek transformowanych BHK-21 hamuje aglu-
tynacje komdérek macierzystych (16, 17, 18). Analogiczna frakcja z ko-
morek prawidtowych nie wykazuje wiasciwosci hamowania aglutynacji,
jednak obecno$¢ w niej receptoréw aglutynin mozna ujawni¢ w odpowied-
nich warunkach in vitro (17). Inni autorzy (48) stwierdzili, ze frakcja gan-
gliozydéw z komorek nowotworowych hamuje aglutynacje komoérek ma-
cierzystych, natomiast takaz frakcja z komdrek prawidtowych jest nie-
aktywna. Gangliozydy komorek prawidtowych stajg sie aktywne w tescie
hamowania cytoaglutynacji komdrek nowotworowych po utlenianiu nad-
jodanem w reakcji Smitha, co wskazuje, ze czynnikiem maskujagcym jest
fukoza lub galaktoza (48). Usuniecie cukru maskujgcego przeksztatca czas-
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teczke normalnego gangliozydu w forme nieprawidtowg o niekompletnym
tancuchu cukrowym, podobng do znajdowanej w komérkach nowotworo-
wych (47, 48). Tak zmodyfikowana frakcja gangliozydéw hamuje swoiscie
charakterystyczng dla komdrek nowotworowych aglutynacje pod wptywem
aglutyniny Kietkow pszenicy (47, 48).

W niektérych przypadkach odstoniecie aktywnych receptoréw antyge-
nowych uzyskuje sie trawigc powierzchnie komorek neuraminidazg. W ten
spos6b wykazano obecnos$¢ antygendw transplantacyjnych na powierzchni
btony komorek trofoblastu myszy (41). W naturalnych warunkach obszary
receptorowe tych antygendw sa maskowane zwigzkami wchodzacymi
w sktad normalnej otoczki mukoproteidowej komorki. Odstoniecie recep-
torow antygenowych zmienia wtasciwosci biologiczne komorki: np. komor-
ki biataczkowe myszy potraktowane neuraminidazg nie mogg rozwijaé sie
w organizmie myszy zdrowej, rozwijajag sie natomiast w ustroju myszy
napromienionej, ktérej uktad immunologiczny zostat uszkodzony lub znisz-
czony (40). Wiadomo tez (40), ze usuniecie kwasu sialowego z zona pellu-
cida komorki jajowej krélika silnie hamuje wnikanie plemnika, oraz ze
traktowanie izolowanych miesni gtadkich neuraminidazg i EDTA znosi
wrazliwo$¢ na serotonine, a dodatek gangliozydow lub kwasu sialowego
wrazliwos¢ te przywraca.

Prawdopodobnie receptor btonowy reagujacy z serotoning jest gliko-
proteidem, a usuniecie z niego kwasu sialowego zmienia odwracalnie kon-
formacje obszaru receptorowego (20, 40).

Istnienie na powierzchni erytrocytéw receptoréw, przy pomocy ktérych
wirusy tacza sie z btong komorkowga jest znane od dawna. Z erytrocytéw
cztowieka otrzymano receptor wirusa grypy posiadajacy wiasciwosci sub-
stancji grupowych M i N (6, 61). Ostatnio stwierdzono (105) wyrazng za-
lezno$¢ pomiedzy zdolnosciag hamowania hemaglutynacji wywotanej przez
wirusy grypy A/PRS i B/Md, a wielkoScig drobiny glikoproteidow i za-
wartoscig kwasu sialowego. Wykazano, ze na powierzchni inhibitora o cie-
zarze czasteczkowym 1X 10®(mucyna $linianki podzuchwowej owcy) znaj-
duje sie 800 reszt sialo-a-1V-acetylo-galaktozoaminowych zwigzanych wig-
zaniem O-glikozydowym z resztami seryny i treoniny (87).

Podobne wiasciwosci wykazujg takze fragmenty antygenow grupowych
M i N ociezarze czasteczkowym 3,0 X 104i 1,2 X 107 (105).

Ostatnio Kornfeldowie (62) wyodrebnili z krwinek czerwonych
cztowieka glikopeptyd, ktéry wigze sie z fitohemaglutyning (PHA). Jego
ciezar czasteczkowy wynosi okoto 2000 a cukrem determinujgcym jest
reszta galaktozy ostonieta kwasem N-acetyloneuraminowym. Z fitohema-
glutyning glikopeptyd ten wigze sie prawdopodobnie wigzaniem glikozy-
loaminowym pomiedzy kwasem asparaginowym i N-acetyloglikozoaming,
na co wskazuje opornos¢ tego wigzania na redukcje borowodorkiem w $ro-
dowisku alkalicznym (62). Glikopeptyd z krwinek hamuje odpowiedz mito-
tyczng indukowanych PHA limfocytow i to okoto 3000 razy skuteczniej
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niz N-acetylogalaktozamina lub galaktoza. Fakt ten moze wskazywac, ze
PHA moze wigzaé sie z podobnymi oligosacharydami tak na btonie krwinki
czerwonej jak i limfocytu (62).

Szczegolnie interesujgce sg dane o odmiennos$ci struktury blony komo-
rek prawidtowych i nowotworowych ocenianej na podstawie zdolnosci
wigzania konkanawaliny A (53). Konkanawalina A, biatko o charakterze
globulin, uzyskane z grochu (Canavalia ensiformis) wigze sie z wieloma
rozgatezionymi polisacharydami oraz glikoproteidami posiadajgcymi wol-
ne grupy hydroksylowe przy weglach C-3, C-4 i C-6 pierscienia D-hekso-
pyranozowego (68). Komérki nowotworowe i transformowane przy pomocy
wirusa polyoma i SV-40 czy uszkodzone promieniami X posiadajg na swo-
jej powierzchni receptory zdolne do reakcji z grupami czynnymi konkana-
waliny A, rezultatem czego jest aglutynacja (53). Aglutynacje te mozna
odwrdci¢ wprowadzajagc do $rodowiska a-metylo-D-glikopyranoze, ktdra
faczac sie z natywnymi grupami receptorowymi konkanawaliny A zapobie-
ga zwiazaniu z receptorami antygenowymi powierzchni komérki (53). Ko-
morki prawidtowe rosngce w normalnych warunkach nie aglutynuja pod
wptywem konkanawaliny A. Stwierdzono (68) wprawdzie, ze konkanawali-
na A otacza ptaszczem krwinki czerwone, nie powoduje jednak ich aglu-
tynacji. Jezeli komorki tkanek normalnych poddaé dziataniu trypsyny, to
zyskujg one zdolno$¢ aglutynacji pod wptywem konkanawaliny (53). Na tej
podstawie przypuszcza sie, ze komérki prawidtowe majag te same lub po-
dobne receptory btonowe jakie stwierdza sie w komoérkach nowotworowych
lub uszkodzonych (promienie X), ale wystepuja one w formie zakrytej
i mogg zosta¢ odstoniete m.inn. pod wptywem proteaz (16, 17, 39, 53).

I11. Charakterystyka wyodrebnionych antygenéw btonowych

Antygeny transplantacyjne systemu H-2 wyodrebniono z bton komor-
kowych limfocytdw oraz komorek $ledziony, ptuc, nerek, watroby i innych
narzadéw (24, 97, 100, 118).

Ekstrakcja do roztwordw wodnych uwalnia okoto 2°/0 og6lnej zawarto$-
ci antygendw, a trawienie papaing lub ficyna — okoto 5°0 antygenéw
0 swoistosci H-2.2 i okoto 18% antygendéw H-2.5. Pozostate antygeny uszko-
dzone w czasie preparatyki tracg aktywnos$¢ biologiczng (24, 55, 56, 80, 114).
Przeprowadzenie antygenow do roztworu mozna tez uzyskac stosujgc de-
tergenty (Triton X-114, cholan potasu), a takze pod wptywem ultradzwie-
kéw (52, 59). Dalsze oczyszczanie prowadzi sie drogg saczenia przez Sepha-
dex G-75 lub G-200, a nastepnie chromatografii jonowymiennej i elektro-
forezy na zelu poliakrylamidowym (24, 55* 56, 58, 73, 94, 118). Preparat
antygenu transplantacyjnego wyodrebniony w ten sposéb z komdrek $le-
dziony Swinki morskiej miat gesto$¢ pozorng ponad 1,238 i ciezar czastecz-
kowy okoto 200 000 (55, 57). Podobne warto$ci ciezaru czasteczkowego
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(75 000—200 000) dla preparatu antygendéw typu H-2 ze $ledziony uzyskali
Nathenson i Davies (80). W p6zniejszych pracach Davies (24) okre-
§la ciezar czgsteczkowy wiekszos$ci rozpuszczalnych preparatéw antygendw
transplantacyjnych typu H-2 na 45000 do 70 000. Podobng warto$¢ uzys-
kali dla preparatu ludzkiego antygenu transplantacyjnego typu HL-A
Sanderson i Batchelor (99). Stosujac kontrolowane trawienie pa-
paing bton komérkowych S$ledziony dwdéch szczepéw myszy o genotypach
H-2b i H-2d wyodrebniono (101, 118) dwie klasy fragmentéw wykazujg-
cych aktywnos$ci alloantygenowe.

Pierwsza klasa o ciezarze czasteczkowym okoto 66 000 wykazywata
obecnos$¢ kilku swoistosci. Dla allelu H-2b stwierdzono swoisto$ci H-2.5,
H-2.33 i H-2.28, a dla allelu H-2d swoisto$ci H-2.3,8; H-2.3,10,13 (81, 101).
Fragmenty pierwszej klasy sag glikoproteidami zawierajgcymi 80 do 90°/o
biatka i 100 cukréw, w tym cukry obojetne, glukozamine i kwas sialowy.
Alloantygeny grupy H-2b zawieraty 90% biatka, 5° cukréw obojetnych
i okoto 4,4% heksozaminy za$ antygeny grupy H-2d zawieraty nieco mniej
cukréw, w tym 3—5% cukrow obojetnych i 3°/0 heksozaminy. Rdéznice te
acz niewielkie sg jednak znamienne. Antygeny obu grup zawieraty okoto
1% kwasu sialowego. Wsrdd cukréw obojetnych stwierdzono gtéwnie ga-
laktoze i mannoze.

Analiza sktadu aminokwasowego obu grup antygendéw wskazuje na
duze podobieAstwo. Jedyna uchwytna rdznica polega na nieco wiekszej
zawartoS$ci argininy i kwasu asparaginowego w materiale alloantygenowym
typu H-2dw poréwnaniu z grupg H-2b (101).

Druga klasa fragmentéw alloantygenéw H-2 ma ciezar czasteczkowy
okoto 33 000 (118). Fragmenty alloantygenow tej klasy wykazujg tylko
jedng swoistos¢ alloantygenowg. Swoistoscig tg dla genotypu H-2b jest
H-2.2, a dla genotypu H-2d, cecha H-2.31. Analiza chemiczna wykazata, ze
badany materiat zawiera glikoproteidy o zawartosci 72% (dla H-2d) do
83% (dla H-2b) biatka, 6 do 7% cukréw obojetnych, glukozamine i kwas
sialowy. Materiat izolowany ze $ledzion myszy o genotypie H-2b zawiera
wiecej seryny i tyrozyny oraz okoto 6% glukozaminy, natomiast materiat
H-2d zawiera wiecej kwasu asparaginowego, waliny, leucyny i izoleucyny,
a praktycznie nie zawiera glukozaminy. Glikoproteid H-2d jest nieco ciez-
szy (34 000) niz glikoproteid H-2b. Wiekszo$¢ peptydéow w obu glikoprotei-
dach jest identyczna, jednak trzy peptydy w glikoproteidzie H-2b i cztery
w glikoproteidzie H-2d s3 odmienne (102). Weglowodany obu glikoprote-
idéw tworzg prawdopodobnie identyczne tancuchy, z ktérych kazdy za-
wiera okoto 15 reszt monocukréw. Usuniecie kwasu sialowego z czastecz-
ki glikoproteidéw nie zmienia ich wasciwosci antygenowych (102).

Ludzki antygen transplantacyjny typu HL-A uzyskano w Kkilku pra-
cowniach (58, 73, 114). Materiat aktywny w reakcji stymulacji limfocytow
zawarty jest w posredniej frakcji wyptywajacej z kolumny Sephadex G-200
(114). Preparaty antygenu transplantacyjnego ludzkiego typu HL-A i my-



260 W. ROSSOWSKI [12]

siego typu H-2 sg podobne. W obu przypadkach najwyzszy procent przej-
Scia do roztworu materiatu antygenowego z bton komorek $ledziony uzys-
kano w wyniku 60 minutowego trawienia papaing. Najwyzsze stezenie
aktywnosci antygenowej, wyrazone stopniem hamowania efektu cytotok-
sycznego znaleziono w podobnej objetosci eluatu z kolumny Sephadex

Tablica 1
Skiad cukréw w oczyszczonych alloantygenach H-2 i HL-A wg (73)

Zrédio alloantygenu cukry obojetne (%) kwas sialowy (%) aminocukry (%)
H-2

C57B1/6 5,96 1,45 4,90

DBA/2 3,34 1,10 3,22

HL-A

RAIJI 7,33 0,9 0,50

R-4265 6,14 0,75 0,50

G-150. Punkt izoelektryczny materiatu HL-A przypada na pH 4,35, a dla
materiatu H-2 przy pH 52. W zelu poliakrylamidowym aktywnos$¢ HL-A
sp. 6b i 7c, wedruje nieco szybciej w porownaniu z aktywnoscig alloanty-
genowg H-2.5. Ruchliwos$é elektroforetyczna antygenu HL-A w pH 9,4 (58)
jest nieco wieksza niz antygenu transplantacyjnego $winki morskiej (56,
57). Zawarto$¢ cukrow w oczyszczonych preparatach alloantygenéw HL-A
i H-2 przedstawia tablica 1. Najwieksze réznice wystepujg w zawartosci
glukozaminy. Skiad aminokwasowy antygenow typu HL-A i H-2 jest row-
niez zblizony (rysunek 1).

Struktura | rzedowa antygenu transplantacyjnego S$winki morskiej
wykazuje rowniez znaczne podobieristwo do antygenow cztowieka i myszy.
Antygen transplantacyjny $winki morskiej wyodrebniony w 1967 roku
(56) okazat sie jedynym biatkiem odpowiedzialnym za opdzniony efekt
skorny u uczulonych swinek morskich (56, 57).

Sktad aminokwasowy antygenu transplantacyjnego ze $ledziony i ptuc
dwoch réznych szczepéw wsobnych swinek morskich wykazuje statystycz-
nie znamienne réznice w zawartosci seryny, alaniny, izoleucyny, leucyny
i waliny (58). Kahan iwsp. (58) sadzg, ze niektére z tych aminokwasow
nadaja okre$lonym drobinom swoiste cechy immunologiczne warunkujac
bezposrednio konfiguracje struktury antygenowej, badz determinujac od-
powiednie modyfikacje struktury drugo- i trzeciorzedowej. Podobne wnios-
ki wynikajag z wspomnianych juz badan (101, 102) nad strukturg biatkowg
alloantygendéw H-2bi H-2d myszy. Poréwnujgc sktad aminokwasowy anty-
genu transplantacyjnego myszy, Swinki morskiej i cztowieka widzimy, ze
zawarto$¢ leucyny, izoleucyny, fenyloalaniny i treoniny wykazuje naj-
mniejsze réznice miedzygatunkowe. Trzy pierwsze aminokwasy maja sg-
dzac z tablicy Tanforda (43) wysoki wspotczynnik hydrofobowosci.
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Najwieksze rdznice ilosciowe dotyczg lizyny, proliny, seryny, tyrozyny
i metioniny (patrz rysunek 1). Jezeli przyjaé, ze antygeny te stanowig ho-
mologi biatkowe u badanych gatunkéw, to wielko$¢ zespotdw grup hydro-
fobowych zgodnie z poglagdami Goldsacka (43) powinna by¢ podob-
na, co zapewniatoby utrzymanie podobnej struktury Il rzedowej i funkcji
biologicznej. Przypuszczenie takie jest bardzo interesujgce, zwilaszcza
w Swietle znanych podobienstw strukturalnych i funkcjonalnych antyge-
néw btonowych.
Antygen 0. Antygen 0 opisano jako antygen grasiczy wystepujacy w nor-
malnej tkance myszy szczepu AKR (91, 92, 93). Dwie jego postacie izoanty-
genowe 0-AKR oraz 0-C3HeB/Fe znaleziono na powierzchni tymocytéw.
Szczego6lnie duze ilosci antygenu O znajduja sie w grasicy i w centralnym
uktadzie nerwowym osobnikow dojrzatych, a niewielkie ilosci takze w $le-
dzionie, weztach chtonnych, wyrostku robaczkowym i ptucach. Jak juz
wspomniano, mdzg ptodéw i noworodkéw do czwartego dnia zycia zawiera
mate ilosci tego antygenu. Lokalizacja $rédkomoérkowa antygenu 0 jest
podobna jak alloantygenéw typu H-2. Jednak w przeciwienstwie do nich,
antygen 0 wykazano jedynie na powierzchni tymocytow, limfocytow i ko-
morek siateczki (4). Boy se i wsp. (14) sadzg, ze antygen 0 jest zlokali-
zowany wewnatrz struktury btony. Poniewaz zadna z badanych przez nich
surowic nie hamuje catkowicie aktywnosci antygenu 0, natomiast suro-
wica anty-0 blokuje system TL i H-2(D) autorzy ci sa zdania, ze ilos¢
antygenu 0 w btonie komorkowej jest wiegksza niz innych antygenéw blo-
kowanych przez przeciwciata.

Proby wyodrebnienia antygenu 0 przy pomocy metod stosowanych
w preparatyce innych antygenow btonowych, powoduja jego inaktywacije.
Inaktywuje go tez ekstrakcja mieszaning chloroform:metanol (2:1) co
sktania do przypuszczenia, ze antygen 0 ma charakter lipoproteidu (92).
Izoantygeny Ly-A i Ly-B. Boyse iwsp.(12), opisali dwa uktady izoan-
tygenéw wystepujacych na powierzchni btony limfocytow i tymocytow
myszy. Oznaczono je jako Ly-A i Ly-B (od ang. lymphocyte), a kontrolu-
jace je loci jako Ly-A i Ly-B. Kazdy locus sktada sie tylko z dwoch alleli
(Ly-A.l i Ly-A.2 oraz Ly-B.l i Ly-B.2). Antygeny Ly zostaly wykryte
na powierzchni btony tymocytow a w mniejszej ilosci na powierzchni
limfocytéw. Prekursory szpikowe tych komdrek nie wykazujg obecnosci
antygenéw Ly. Tymocyty i limfocyty chimer popromiennych wyka-
zujg obecno$¢ antygendw powierzchniowych grup Ly-A, Ly-B i 0 daw-
cy. Poziom antygenéw Ly badano w réznych tkanach myszy. Jezeli
zawarto$¢ obu izoantygendw Ly-A i Ly-B w grasicy uzna¢ za 100°0, to
w weztach chtonnych w zaleznosci od szczepu myszy i typu izoantygenu
znajduje sie od 23 do 75°/0, w $ledzionie od 8 do 52°/0, w szpiku kostnym
od 1do 5°0, a tkanki centralnego uktadu nerwowego, ptuc, watroby, nerek
oraz czerwone ciatka krwi nie wykazujg obecnosci antygenéw Ly.

Udziat izoantygendéw Ly-A i Ly-B w procesach odrzucania przeszcze-
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pu nie jest jeszcze ostatecznie udokumentowany, poniewaz jednak niezgod-
no$¢ w zakresie obu uktadéw powoduje powstawanie przeciwcial, Boyse
1wsp. (14) proponujg, aby je uzna¢ jako antygeny zgodnosci tkankowej.
Antygen TL. Antygen TL (ang. Thymus-leukaemia) wykryty zostat w nor-
malnej grasicy niektdrych szczepdw myszy oraz w komdrkach biataczko-
wych (13, 15). W stanie fizjologicznym wystepuje on tylko w tymocytach.
TL locus jest kompleksowy i determinuje trzy swoisto$ci antygenowe TL.I,
2 i 3. Zlokalizowany jest on w sasiedztwie konca D uktadu antygenéw
transplantacyjnych H-2. W tymocytach myszy wystepuje w jednej
z trzech form fenotypowych jako TL—; TL+ (TL.2); TL+ (TL.1,2,3). Forma
fenotypowa TL.l uwazana jest za antygen swoisty biataczkowy (13, 26).
Komoérki biataczkowe wystepowa¢ moga zatem w trzech formach fenoty-
powych, a mianowicie: TL.l; TL.1,2 lub TL.1,2,3, w zalezno$ci od szczepu,
z ktoérego sie wywodza. Poniewaz biatlaczka moze powstawaé zardéwno
u osobnikow TL—, jak i TL+, Davies i wsp. (26) sadzg, ze gen struk-
turalny dla syntezy antygenu TL, wystepuje u obu szczepdw myszy. Anty-
gen jest wytwarzany jednak tylko u szczepu TL + , podczas gdy u szczepu
TL —, gen strukturalny podlega represji.

W komdrce antygen TL zwigzany jest z frakcjg lipoproteidowg bton
gdzie wystepuje razem z antygenami typu H-2. Mozna go oczysci¢ i od-
dzieli¢ od antygenu H-2 przez frakcjonowanie na kolumnie z Bio-Gel P 300
a nastepnie na kolumnie z DEAE-Sephadex A-50 (26). Davies i wsp.
(26) wyciagaja stad wniosek, ze aktywno$¢ antygenéw TL i H-2 zlokalizo-
wana jest na odrebnych czasteczkach. Poniewaz reprezentacja uktadu anty-
genowego H-2 na powierzchni tymocytéw jest zwigzana z obecnos$cig anty-
gendéw TL (jest ona wigksza u osobnikdw TL —) przypuszcza sie, ze istnieje
wspotzalezno$¢ chemiczna pomiedzy dwoma rodzajami drobin o odmien-
nych funkcjach biologicznych (26).

IV. Reprezentacja uktadéw antygenowych na powierzchni komorki

Istnienie szeregu systeméw antygenowych na powierzchni bton zostato
wykazane w réznych typach komérek przy pomocy metod serologicznych
i biochemicznych. Z badan prowadzonych metoda immunofluorescencji
mozna wnosi¢, ze poszczegblne alloantygeny uformowane sa w postaci od-
rebnych skupisk, bgdz tez wystepujg w formie rozproszonej na calej po-
wierzchni komorki (21, 34). Doktadniejszg lokalizacje umozliwito dopiero
zastosowanie znakowanych ferrytyna przeciwciat do badah w mikroskopie
elektronowym. Metoda ta nasuwa jednak szereg zastrzezen.

Sprzeganie przeciwciat z ferrytyng dokonuje sie przy wspoétudziale
dwuwartosciowych chemicznych ,,couplerow”, ktérymi sg najczesciej dwu-
izocyjanian metaksylenu, tolueono-2,4-dwuizocyjanian lub p,p’-m,m’-dwu-
nitro-dwufenylo sulfonian. Zwigzki te niezaleznie od znacznej denaturacji
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przeciwcial wywotywanej podczas sprzegania, majg ponadto zdolnos$¢ wia-
zania sie w wielu punktach czasteczki biatka tworzac agregaty dwdéch lub
wiecej drobin. Wysoce heterogenny produkt, wymaga oczyszczania, ktore
w dalszym ciggu obniza aktywno$¢ przeciwciat. W mikroskopie elektro-
nowym obserwuje sie ostatecznie szereg warstw czgstek ferrytyny w rejo-
nie antygenu, co zaciemnia subtelng mozaike makromolekularnego utkania
btony. Modyfikacjg tej bezposredniej metody jest opracowana przez
Hammerlinga i wsp. (49) tak zwana metoda posrednia. Wynik re-
akcji zalezy tutaj nie od kowalencyjnego wigzania ferrytyny z globuling,
lecz od swoistych wigzan typu antygen-przeciwciato pomiedzy ferrytyna
i globuling anty-ferrytynowga. Wykazanie produktu reakcji w mikroskopie
elektronowym wymaga stworzenia dwuwartosciowych przeciwciat hybry-
doéw anty-ferrytyna i anty y -G oraz wstepnego ,uczulenia” badanych ko-
morek przeciwciatami nieznakowanymi. Tq metodg uzyskuje sie znacznie
subtelniejsze jednowarstwowe wyznakowanie badanych antygendw, przy
czym wyznacznikiem moze by¢ nie tylko ferrytyng, ale takze niektére wi-
rusy roslinne (3).

Niezaleznie od swych wad metody oparte na sprzeganiu przeciwciat
z ferrytyng pozwolity ustali¢ szereg roznic w strukturze antygenowej ko-
morek.

Na powierzchni limfocytow wykryto do tej pory alloantygeny pieciu
uktadéw antygenowych: H-2, 0, MSLA, Ly-A i Ly-B. Aoki i wsp. (4)
metodag bezposrednig i posrednig znakowania przeciwciat ferrytyng zba-
dali lokalizacje alloantygenéw uktadéw H-2, 0 i TL na powierzchni lim-
focytéw, tymocytéw i innych komorek uktadu siateczkowo-$r6dbtonkowe-
go. Uzywane surowice zawieraty przeciwciata skierowane przeciwko kilku
swoistosciom badanych uktadéw antygenowych. Wszystkie surowice da-
waty podobny obraz z odpowiednimi fenotypowo limfocytami. W obsza-
rach dla uktadu H-2 drobiny ferrytyny odnajdywano na mniejszych lub
wiekszych obszarach btony komoérkowej matych i duzych limfocytow, przy
czym te ostatnie byly intensywniej wyznakowane. Og6lng powierzchnie
wyznakowang oceni¢ mozna na 85 do 90°0. Antygen 0 zajmuje tylko nie-
wielkie odcinki btony limfocytow.

Wyniki te réznig sie od wczes$niejszych badan Davisa i Silver-
mana (28), ktdrzy stwierdzali jednolite i rownomierne rozmieszczenie
ferrytyny na catej powierzchni limfocytu.

Rozmieszczenie alloantygenow na powierzchni tymocytow jest inne
niz na limfocytach. Charakterystyczne jest, ze obszar wyznakowany ferry-
tyng dla antygendéw H-2 stanowi zaledwie okoto 10°/0, natomiast obszar
zajety przez ukiad 0 wynosi ponad 50°/0 powierzchni tymocytéw. Naj-
mniejszy obszar zajmuje uktad TL. Ogranicza sie on do jednego lub kilku
matych odcinkéw reprezentujacych okoto 5°0 powierzchni komorki (4).

Zawarto$¢ antygenéw uktadu 0, Ly-A oraz antygenu MSLA oznaczong
na podstawie pojemnosci absorpcyjnej limfocytéw wyrazono w wartosciach
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wzglednych w stosunku do pojemnosci absorbcyjnej tymocytéow (111).
Przyjmujac jako 100 procent zawarto$¢ antygenu 0-C3H w tymocytach
myszy szczepu BALB, w limfocytach weztéw chionnych stwierdzono 25'%,
a w limfocytach krwi obwodowej 19°/0. W analogicznych komérkach za-
warto$¢ antygenu Ly-A.2 wynosi 6600 i 68°/o oraz antygenu MSLA odpo-
wiednio 46% i 32% (111).

Odmienng strukture antygenowga przedstawia powierzchnia komdrek
plazmatycznych. Komarki te nie posiadajg antygenéw charakterystycznych
dla limfocytow (88). Takahashi i wsp. (111) przy pomocy testu ab-
sorbcyjnego z odpowiednimi antysurowicami wykazali brak antygenow
0-C3H, Ly-A.2, MSLA, TL i Ly-B na powierzchni prawidtowych komorek
plazmatycznych oraz komérek szpiczaka MOPC-70A, MOPC-104E i MPC-
67. Natomiast surowica DBA/2 anty MOPC-70A wykazywata witasciwosci
cytotoksyczne jedynie w stosunku do komdrek wspomnianych wyzej
trzech linii szpiczaka myszy, a nie wykazywata tych wiasciwosci w sto-
sunku do limfocytow, tymocytéw i komdrek $ledziony, a takze komorek
biataczkowych wykazujgcych obecnosé¢ antygenéw G, FMR, ML, E i TL.
Swoisty antygen btonowy odpowiedzialny za efekt cytotoksyczny z tg su-
rowicg obecny jest na powierzchni roznych badanych linii szpiczakéw my-
szy i prawidtowych komorek plazmatycznych, a takze w homogenacie wat-
roby, nerki i mézgu oraz w komérkach $ledziony (111). Antygen ten zostat
okres$lony symbolem PC.I (od ang. plasma celi).

Na powierzchni prawidtowych komdrek plazmatycznych rozpoznano
dotad tylko dwa uktady antygenowe: H-2 i PC.l. Reprezentacja uktadu
H-2 na powierzchni tych komérek sgdzac na podstawie kinetyki testu cy-
totoksycznego jest tego rzedu co u tymocytéw (111). Jednakze badania
w mikroskopie elektronowym wskazujg na znacznie wiekszg reprezentacje
H-2, przypominajacg raczej sytuacje w limfocytach (4). Reprezentacja an-
tygenu PC.I na powierzchni komdrek plazmatycznych obecnie nie jest
jeszcze znana.

Strukture antygenowg innych komaérek wolnozyjacych badano jedynie
fragmentarycznie. Aoka i wsp. (4), ktérzy jak dotad przedstawili naj-
obszerniejszg dokumentacje uwazajg, ze reprezentacja uktadu H-2 jest naj-
obfitsza na powierzchni komérek siateczki, a najmniejsza na makrofagach
i czerwonych ciatkach krwi. Reprezentacje szeregu badanych ukladéw an-
tygenowych na powierzchni niektdrych komérek ilustruje tablica 2, sporza-
dzona na podstawie wynikéw badan Aoki i wsp. (4), Takahashi
i wsp. (111) oraz Davisa i Silvermana (28).

Rozmieszczenie poszczeg6lnych uktadéw antygenowych na powierzchni
komérek mozna badac takze przy pomocy metod serologicznych w oparciu
0 tak zwany test blokowania (14, 23). Metoda opiera sie na spostrzezeniu,
ze jezeli dwa antygeny sa wystarczajgco blisko siebie zlokalizowane na
powierzchni btony, to absorbcja przeciwciat przez jeden z nich zmniejsza
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absorbcje drugiego. Procent obnizenia zdolno$ci absorbcyjnej mozna obli-
czy¢ wedtug wzoru (14):
n [tymocyty blokowane]—n[tymocyty kontrolne]
n [tymocyty blokowane] X
Metoda ta pozwala nie tylko zlokalizowaé antygen na powierzchni btony,
ale takze w przypadku kilku antygenow okresli¢ ich pozycje wzgledem
siebie.

Cresswell i Sanderson (23) stwierdzili ta metoda, ze izoanty-
geny uktadu H-2 o odmiennych swoistoSciach, sg zlokalizowane tak blisko
siebie, ze wigzanie sie z przeciwciatami jednego z nich stwarza zawade
przestrzenng hamujgcg absorbcje drugiego. Odlegtos¢ miedzy tymi anty-
genami jest wiec réwna lub mniejsza od rozmiar6w drobiny IgG.

Boyse i wsp. (14) zastosowali test blokowania do lokalizacji na po-
wierzchni tymocytéw pieciu uktadoéw alloantygenowych: H-2, 0, Ly-A,
Ly-B oraz TL. Stwierdzili oni, ze antygeny determinowane przez pare al-
leli, zajmujg najblizszag wzgledem siebie pozycje. Oceniajagc procent blo-
kowania przeciwciat skierowanych przeciw poszczegélnym antygenom
wykazali tez, ze badane systemy alloantygenowe mozna podzieli¢ na dwie
grupy: pierwszg obejmujacg alloantygeny TL.3; TL.2; TL.I; H-2(D) i Ly-B
oraz drugg grupe zawierajaca Ly-A i H-2(K). W obu przypadkach kolej-
no$¢ antygendw ustalono na podstawie braku kompetycji pomiedzy H-2(D)
i H-2(K), TL.I i TL.3itd.

Jak wspomniano wczesniej, antygen 0 nie jest blokowany przez zadne
przeciwciato, natomiast surowica anty-0 blokuje antygeny TL.2; TL.I;
H-2(D); Ly-B i Ly-A. Pozwala to przypuszcza¢, ze ilos¢ antygenu 0 w ko-
morce jest wieksza od iloSci antygendéw blokowanych. Jezeli antygen 0O
jest zlokalizowany w czes$ci wewnetrznej jednostki strukturalnej biony, to
przypuszczalna kolejno$¢ na blonie przedstawia sie nastepujaco (14):

0 0 0 0 0O O

TL.3 TL2A TL.I<tH-2(D) Ly-B Ly-A  H-2(K)

V. Inne antygeny bitonowe

Badania struktury bton komoérkowych w ostatnich latach osiggnety
znaczny postep ze wzgledu na opracowanie nowych metod wyodrebniania
sktadnika biatkowego.

W 1968 r. Neville (83) stosujgc ekstrakcje do 1 mM roztworu EDTA
w pH obojetnym izolowat z frakcji bton komoérek watrobowych antygen
stanowigcy okoto 10% catkowitej zawartosci biatka. W rozdziale elektro-
foretycznym w 5M moczniku w pH 2,7 biatko to wykazywato ruchliwo$é
o Rf —0,18. To swoiste narzgdowe biatko jest zwigzane jedynie z frakcja
bton komoérek watrobowych. Pordwnawcze badania immunologiczne po-
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twierdzity obecno$¢ podobnego antygenu w bitonach komérek watrobo-
wych myszy, szczura i Swinki morskiej. W procesie ontogenezy biatko to
pojawia sie dopiero w drugiej potowie zycia ptodowego.

W tym samym czasie Marchesi i wsp. (76) z bton czerwonych cia-
tek krwi wypreparowali biatko, ktére nazwali ,,Spectrin”. Biatko to na-
stepnie wydzielono réwniez z bton erytrocytéw Swinki morskiej, konia,
owcy, krdlika i cztowieka.

W roztworach soli spektrina polimeryzuje, tworzagc dwie gtéwne formy
agregatéow o statlej sedymentacji SDwv= 8 i 11, a w roztworze 6M guani-
dyny dysocjuje na podjednostki o wspétczynniku sedymentacji 1,9S. Cie-
zar czasteczkowy podjednostki obliczono na 140 000— 150 000. Gtéwnymi
aminokwasami sa: kwas glutaminowy (20,5 [liMQo), leucyna (12,4 mr/o)
oraz kwas asparaginowy (10,9 *M'%). Spektrina w blonie czerwonych ciatek
stanowi okoto 20°/o catkowitej zawartosci biatka. W tescie dyfuzji podwdj-
nej biatko to tworzy jedno pasmo precypitacji z homologiczng surowica
odpornosciowa. Spektriny z bton krwinek czerwonych r6znych gatunkow
ssakdw wykazujg czesciowe podobienstwo immunologiczne. Badania im-
munologiczne i elektrono-mikroskopowe wskazujg, ze spektrina znajduje
sie po wewnetrznej stronie btony gdzie prawdopodobnie tworzy widknistg
sie¢ (112).

Furthmayr i Timpl (38) podobng metodg jak Marchesi (76)
otrzymali z bton erytrocytow wolu, owcy i cztowieka biatko strukturalne
0 bardzo zblizonej charakterystyce do spektriny. Biatko to nie zawiera
kwasu sialowego ani lipidéw, a jego ciezar czasteczkowy wynosi okoto
190 000 do 210 000. Podobnie jak spektrina, biatko to jest prawdopodobnie
zlokalizowane w gtebszych warstwach struktury biony erytrocytéw (38).

Biatko o podobnej charakterystyce do spektriny zawarte jest prawdo-
podobnie rowniez we frakcji bton retikulum endoplazmatycznego homoge-
natu watroby szczura (97).

Istnieje szereg danych w literaturze donoszgcych o wyizolowaniu anty-
genéw swoistych pod wzgledem narzadowym jak i $rédkomérkowym.
Edington i wsp. (33) otrzymali dwa typy antygenéw swoistych zwia-
zanych z btonami komdrek nabtonkowych nerki. Jeden z nich oznaczony
jako RTE-3 jest lipoproteidem o wsp6tczynniku sedymentacji S2w= 28.
Drugi antygen o wspéiczynniku sedymentacji 9,8S jest biatkiem immuno-
gennym ale w stanie fizjologicznym wystepuje w formie zamaskowanej.
Pojawia sie on w surowicy krwi w przypadkach uszkodzenia nabtonkdéw
nerkowych. Opisano takze antygeny swoiste wystepujgce w tarczycy (34),
w nabtonku jelita (41) oraz w grasicy (22, 98). Wiele prac poswiecono ana-
lizie immunologicznej struktur btonowych uzyskanych z frakcji retikulum
endoplazmatycznego. Jako jedni z pierwszych przeprowadzili analize frak-
cji mikrosomdw uzyskanych z watroby, $ledziony i weztéw chtonnych
Whitbeck i Rosenberg (116). Stwierdzili oni w badanych frak-
cjach obecno$¢ antygenu Forssmana. Lundkvist i wsp. (72) oraz
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Rossowski (96) badali przy pomocy metod immunologicznych kompo-
nent biatkowy bton endoplazmatycznego retikulum komorek watrobowych.
Stwierdzono, ze w czasie ontogenezy ilos¢ antygendéw biatkowych oraz
lipoproteidowych charakterystycznych dla osobnika dojrzatego zwieksza sie
z 6do 14, w szczegdblnosci zlokalizowane w strefach a-1, a-2 i (31 globulin.
Raftell i PerIman (90) stwierdzili we frakcji bton gtadkich mikro-
somowych nie wigzacych sie z jonami magnezu obecno$¢ dwoéch swoistych
antygenow, ktore wykaza¢ mozna juz drugiego dnia po urodzeniu. Jeden
z antygendw wykazywal aktywno$¢ nukleotydo-dwufosfatazy. Frakcja
gtadkich bton mikrosomowych wigzacych jony magnezu oraz frakcja bton
szorstkich wykazuje obecno$é wielu antygenéw wspolnych przy czym je-
den z nich jest swoisty dla tych frakcji.

Analizujac strukture bton komdrkowych nalezy mie¢ na uwadze sub-
stancje, ktorych obecnos$¢ na powierzchni komérek zwigzana jest z ich swo-
istag fizjologiczng funkcjg. Substancjami takimi sg immunoglobuliny (69,
89) oraz biatko aktynopodobne (46).

Obecnos$¢ aktywnych determinantéw immunoglobulin na powierzchni
zywych limfocytéw wykazali przy pomocy odczynu immunofluorescencyj-
nego Raff iwsp. (89). Dodatni odczyn wystepuje w postaci ,,czapy” obej-
mujacej 1/3 do 1/5 powierzchni komorki. Pochodzenie immunoglobulin na
powierzchni limfocytéw nie jest wiadome. Przypuszcza sie, ze s one wy-
twarzane przez te same komdarki na powierzchni ktérych wystepujg (89).
W stepne doswiadczenia wskazujg takze, ze immunoglobuliny odnajdywane
na powierzchni wszystkich badanych do tej pory komérek nalezg do jed-
nej klasy. Poniewaz sg one blokowane przez przeciwciata anty-kappa moz-
na przypuszcza¢ na podstawie badan Lesleya i Duttona (69), ze
omawiane receptory immunoglobinowe zawierajg tafncuch lekki typu kappa.
Ogélnie przyjmuje sie, ze immunoglobuliny te zlokalizowane sg na po-
wierzchni komérek biorgcych udziat w procesach odpowiedzi immunolo-
gicznej i warunkuja swoiste rozpoznanie antygenu (69). Odrebng funkcje
spetnia substancja aktynopodobna wystepujgca na powierzchni niektorych
typéw komorek (fibroblasty tkanki #gcznej i trombocyty, oraz komorki
mies$ni i watroby ptodéw). Biatko to ma odgrywaé pewna role w procesach
adhezji (46).

V1. Uwagi koncowe

W Swietle obecnych wynikéw badan, w strukture molekularng bton
wbudowane sg zaréwno antygeny charakterystyczne dla form dojrzatych,
ktérych receptory w warunkach prawidlowych tworzag warstwe percep-
cyjno-reaktywng na powierzchni bton, jak rowniez antygeny ,nieczynne”
w dojrzatych formach komdrkowych, ktérych receptory zostaty zabloko-
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wane na okre$lonych etapach réznicowania. Receptory tych antygendw
moga zosta¢ ujawnione woéwczas, gdy w warunkach in vivo mechanizmy
kontroli genetycznej zostang zmodyfikowane na przyktad w procesie trans-
formacji nowotworowej, lub w wyniku dziatania kancerogenéw chemicz-
nych. W tych przypadkach dochodzi do zmiany metabolizmu komorek,
a nastepnie wzrostu przepuszczalnosci ich btony (1). Istnieje poglad, ze
wtasnie lizosomalne proteazy sg czynnikiem modyfikujgcym strukture an-
tygenowa bton, podobnie jak to ma miejsce w warunkach in vitro (1, 17).
Zmieniona struktura warstwy percepcyjno-reaktywnej bton bytaby zatem
odpowiedzialna za zmienione cechy komdrek, to jest szybki wzrost, proli-
feracje, zanik zdolnosci adhezji (17). Tak wiec, zmieniona konformacja bto-
ny lub jej poszczegolnych biatek stataby sie genetycznie okreslonym skut-
kiem i przyczyng zjawisk réznicowania i odr6znicowywania komaorki.

W miare postepu procesdw dojrzewania wzrasta ilos¢ wykrywalnycH
systemow antygenow transplantacyjnych. Stanowi to dodatkowg bariere
zabezpieczajacg swoisto$¢ komarek i tkanek. Mnogos$¢ odrebnych cech ko-
dowanych przez system genetyczny HL-A cztowieka nie jest jeszcze po-
znana. Kissmeyer-Nielsen i wsp. (60) wyznaczyli 1596 odmien-
nych HL-A genotypdw. Jest to jednak prawdopodobnie najnizsza mozliwa
warto$é. Przypuszcza¢ bowiem nalezy, ze ilos¢ odrebnych cech genotypo-
wych jest niezwykle wysoka (2). Stanowiag one skuteczne, jak dotad, za-
bezpieczenie odrebnosci jednostki biologiczne;j.

Szczegblnie szybki rozw6j badah w ostatnich latach nad strukturg
antygenowa bton oraz nad strukturg poszczeg6lnych antygendw, Swiadczy
0 wadze omawianego zagadnienia, ktdrego rezultaty moga znalez¢ prak-
tyczne zastosowanie miedzy innymi w onkologii oraz w nauce o przesz-
czepach.
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TERESA SAWICKA *, ANDRZEJ PIASEK **

Heteropolisacharydy zwierzecych bton komoérkowych

Heteropolisaccharides of Plasma Membranes

Some properties of glycolipids and glycoproteins of mammalian celi surfaces are
reviewed.

Przez szereg lat utrzymywat sie w biologii poglad o wytgcznie lipopro-
teidowej strukturze bton komdrek zwierzecych. Obecnie przyjmuje sie za
udowodnione, ze na powierzchni wszystkich rodzajow komorek zwierze-
cych wystepujg réwniez weglowodany (68). Mimo to, zadna z teorii doty-
czacych struktury bton komérkowych dotychczas nie uwzglednita wspét-
uczestniczenia komplekséw weglowodanowych.

Badania immunochemiczne wskazujg na specyficzng role jakg odgrywa
komponent cukrowy wystepujacy na powierzchni komorek. Specyficznos¢
ta, wyrazajgca sie we wzajemnym oddziatywaniu miedzykomorkowym jak
selektywne nagromadzanie sie okresSlonego typu komdrek w miejscach za-
kazenia, wyodrebnianie sie komorek tego samego typu z mieszaniny lub
»Samorozpoznawanie” sie komorek w wyniku reakcji immunologicznych,
jest prawodopodobnie wynikiem charakterystycznej struktury antygeno-
wej bton komérkowych, rozpoznawanej przez komplementarne miejsca in-
nych komdrek lub zwigzkdw wielkoczgsteczkowych. Ustalenie chemicznej
struktury zwigzkéw determinujgcych specyficznos¢ komorek oraz wyjas-
nienie mechanizmoéw reakcji prowadzacych do ich biosyntezy moze w przy-
sztosci pozwoli¢ na regulowanie tych proceséw w pozgdanym immunolo-
gicznie kierunku.

Ogolne dane dotyczace charakterystyki sktadnikéw cukrowych zwierze-
cych glikoproteidow i glikolipidow oraz niektére drogi ich metabolizmu
zostaty przedstawione uprzednio w niniejszym czasopismie (14, 76, 91).
Omowienie swoistosci immunologicznej glikolipidéw i glikoproteidow sub-
stancji grupowych krwi uktadu ABO moze czytelnik znalez¢ w artykule

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa.
** Mgr, Instytut Hematologii, Zaktad Biochemii, Warszawa.

Wykaz stosowanych skrotéw: Gal — galaktoza, Gik — glukoza, GalINAc — N-ace-
tylogalaktozoamina, GINAc — N-acetyloglukozoamina, NAN — N-acetyloneuraminowy
kwas, Fuk — fukoza.
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przegladowym KoScielaka (56). Intencjg niniejszego artykutu jest
przedstawienie nielicznych jeszcze danych, bezposrednio dotyczacych wy-
stepowania, funkcji i niektérych mechanizméw regulujacych biosynteze
heteropolisacharydéw (glikolipidy, glikoproteidy) bedgcych komponentami
zewnetrznych bion cytoplazmatycznych komérek zwierzecych.

I. Wystepowanie i funkcja

Pierwsze dane o wystepowaniu komponentu weglowodanowego na po-
wierzchni komoérek zwierzecych pochodzg z prac Chambersa (8, 9).
Chambers postugujgc sie metodami histochemicznymi zaobserwowat wy-
stepowanie jeszcze jednej warstwy, poza lipoproteidowsa, okrywajacej bto-
ny komoérkowe jaj pewnych bezkregowcow i pierwotniakOw. Pdzniejsze
badania potwierdzity te dane (67, 72, 79, 80), nie uogdlniano ich jednak
w stosunku do komérek zwierzat wyzszych. Prace Gasica i wsp. (24,
25) dostarczyty w 1962 roku pierwszych bezposrednich danych histoche-
micznych, $Swiadczacych o wystepowaniu na powierzchni komérek ssakéw
zewnetrznej otoczki bogatej w weglowodany. Poniewaz prace te dotyczyty
wytacznie komorek raka wysiekowego Ehrlicha przypuszczano, ze obec-
no$¢ weglowodanéw w btonie komérkowej jest cechg towarzyszacg nowo-
tworzeniu. Dopiero Rambourg i wsp. (79, 80), ktorzy badali 50 roz-
nych typow komérek szczura wykazali na powierzchni komérek obecnos¢
warstwy bogatej w weglowodany (ang. celi coat), co stanowi ceche wspol-
ng dla prawie wszystkich komdrek ssak6w. Badania histochemiczne i bio-
chemiczne wykazaty, ze w sktad bton komdrek normalnych i nowotworo-
wych wchodzg kompleksy heteropolisacharydowe o charakterze zaréwno
glikoproteidowym jak i glikolipidowym (4, 36, 37, 55, 59, 82). Rozwdj tech-
nik badawczych pozwalajagcych na izolowanie bton komdérkowych lub ich
fragmentow otwiera mozliwosci prowadzenia badan w szerszym zakresie.
Dotychczas sg to jednak badania fragmentaryczne. Dodd i Grey (18),
Stahl i Trams (98) oraz Ray i wsp. (88) otrzymali niewielkie ilosci
glikolipidow (okoto 6% materiatu lipidowego) z zewnetrznych bton komor-
kowych wyizolowanych z watroby szczura. Autorzy stwierdzili, ze w sktad
frakcji glikolipidowej wchodza pochodne acylowanej sfingozyny — cera-
midu. Klenk (46), Rapport iwsp. (83), oraz Yamakawa i Su-
zuki (115) ustalili strukture szeregu prostych glikolipidéw wystepuja-
cych w btonach komoérek pochodzacych z r6znych zrédet. Stwierdzili oni,
ze w btonach komdrkowych erytrocytdw oraz komérek z tkanek nowotwo-
rowych i normalnych (nerka, watroba) wystepujg nastepujace glikosfingo-
lipidy: glukozyloceramid, galaktozylo-glukozyloceramid (laktoceramid),
galaktozylo-galaktozylo-glukozyloceramid, N-acetylogalaktozaminylo-ga-
laktozylo-galaktozylo-glukozyloceramid (globozyd), N-acetyloneuraminy-
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lo-galaktozylo-glukozyloceramid (hematozyd). We wszystkich wymienio-
nych zwigzkach tancuch oligosacharydowy (lub monosacharyd) potaczony
jest wigzaniem glikozydowym miedzy glukoza i pierwszym weglem sfin-
gozyny. Z bton komoérkowych tkanek nowotworowych Rapport i wsp.
(86, 87) wyodrebnili glikosfingolipid wykazujacy witasciwosci antygenowe
i nazwali go cytoliping H. Okazato sie, ze cytolipina H ma budowe lakto-
ceramidu. W Kkilka lat p6zniej Rapport i wsp. (84) otrzymali z tkanki
nerkowej cztowieka tzw. cytolipine K, o strukturze identycznej ze struk-
turg globozydu.

Hakomori i wsp. (32, 35 36) dostarczyli danych S$wiadczacych
0 roznicach wzajemnych stosunkow ilosciowych i budowy antygenow gli-
kolipidowych z bton komérek nowotworowych i normalnych. W procesie
nowotworzenia wywotanego sztucznie przez transformacje fibroblastow
chomika wirusem polyoma, wraz ze zmiang wasnos$ci antygenowych trans-
formowanych fibroblastow zaobserwowano zmniejszanie sie zawarto$ci N-
-acetylogalaktozoaminy (GalNAc), fukozy (Fuk), N-acetyloglukozoaminy
(GINACc), mannozy i kwasu sialowego (NAN) (4, 37). Badania poréwnaw-
cze wykazaty, ze btony nowotworowych fibroblastéw zawierajg pieciokrot-
nie mniej hematozydu i dziesieciokrotnie wiecej laktoceramidu niz btony
fibroblastéw normalnych. Hakomori iwsp. (32, 35) wyizolowali z ludz-
kich tkanek rakowych glikolipidy o rozbudowanym tancuchu oligosachary-

Gal(1-*3)GIKNAc(I->-3)Gal(I-H)G Ik(I->)ceramid
4

i

Fuk
|
Fuk(l->2)Gal(I-»3)GIkNAc(l—=3)Gal(l->4)Glk->ceramid
4

)

Fuk
n
Fuk(l-»2)Gal(l—=3)GIkNAc(I->3)GalKjlkNAc(l—»3)Gal(l—4)Glk ceramid
4

!

Fuk .
ni

Schemat 1. Struktura substancji grupowych Lea (1) (33) i Le*> (II, 111) (32) z ludzkiego
gruczolakoraka zotgdka

dowym (34), ktérych skiad i strukture przedstawia schemat 1. Glikolipidy
te wykazywaty specyficzno$¢ antygenowa substancji grupowych krwi typu
Lea (I) i Leb (Il i Il1). Nagromadzanie sie sfingolipidéw o aktywnos$ci gru-
powej Lea przy réwnoczesnej delecji haptenow A i B zaobserwowano
w wielu ludzkich tkankach nowotworowych (43, 85, 101).

Funkcje antygenowe tkanek mogg by¢ uzaleznione od wystepowania
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na powierzchni bton komoérkowych nie tylko glikolipidow, lecz réwniez
glikoproteidow (66). Nathenson i wsp. (75), prowadzac badania nad
»antygenem przeszczepialnosci” wyizolowanym z komoérek $ledziony my-
szy, uwalniali z bton dziataniem papainy rozpuszczalne fragmenty gliko-
proteidowe. Materiat oczyszczano za pomocg chromatografii na CM-Sepha-
dex, DEAE-Sephadex oraz elektroforezy kragzkowej na zelu. Jednorodny
elektroforetycznie materiat zawierat 85'% biatek i 15% weglowodanow.

Szersze oméwienie zagadnieA zwigzanych z antygenami transplanta-
cyjnymi mozna znalez¢ w artykule Rossowskiego (90) w niniejszym
czasopismie.

Dotychczasowa wiedza na temat chemicznego sktadu i struktury weglo-
wodanowego komponentu zewnetrznych bton komoérkowych dotyczy gtow-
nie erytrocytow. Przyczynily sie do tego badania nad wystepowaniem
i strukturg glikolipidow i glikoproteidow bedgcych nosnikami specyficz-
nej aktywnosci grupowej krwi. Ustalono, ze charakter antygenowy nadaje
substancjom grupowym komponent weglowodanowy (106). Obserwowang
aktywno$¢ grupowga erytrocytdw wigzano z identyczng serologicznie ak-
tywnoscig grupowg glikoproteidow wystepujacych w ptynach ustrojowych.
tatwos¢ otrzymania glikoproteidowych substancji grupowych z plynéw
ustrojowych pozwolita na ustalenie struktury fancuchéw weglowodano-
wych warunkujacych specyficzno$¢ serologiczng (schemat 2). Sktadnik we-
glowodanowy tych glikoproteidéw jest polgczony z polipeptydem wigza-
niem glikozydowym miedzy N-acetyloglukozoaming a seryng lub treonina.

Z bton komdrkowych erytrocytow ludzkich grupy A i B wyizolowano
glikolipidy wykazujgce aktywno$¢ grupowa (38, 53, 54, 55). Stwierdzono,

|
|
: A
(] [+] ' i
= «? | © -
Gal NAC(3) 2a=1)Fuk  (3==1) Fuk : BT
|
______________________________ ] 6=—1) GINAc (3=—1) Gal
o
6al (1-=3) Gal (1-==4) GI NAC (1—=6)
Gal (1—3) GI NAC eeeenee oo aeaee... Gal (1—=3) Gal NAC seryna lub treonina

|
|
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|
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I B 8
|
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|
|
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| o B [
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I ‘» :
@ A e e e e
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Schemat 2. Struktura tancuchéw oligosacharydowych substancji grupowych (106)
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ze w blonach erytrocytow grupy B wystepujg dwa aktywne immunolo-
gicznie glikolipidy r6znigce sie ilosciowym skiadem reszt cukrowych (fu-
koza, galaktoza, N-acetyloglukozoamina i glukoza) (38). Z erytrocytow gru-
py A wyizolowano trzy aktywne grupowo glikolipidy, ktérych komponent
weglowodanowy zbudowany jest z N-acetylogalaktozoaminy, N-acetylo-
glukozoaminy, fukozy, galaktozy i glukozy (38, 58), wystepujacych w réz-
nych stosunkach iloSciowych. Oprocz cukréw substancje te zawieraja ami-
noalkohol (sfingozyne) i kwasy tluszczowe. Struktury dwoéch z wyzej wy-
mienionych glikolipidéw zostaly ustalone przez Kos$cielaka i wsp.
(58). (schemat 3).

G aINAc(I—>3)GaI(I9?)§3IkNAc(I—»3)G al(I->?)Glk—ceramid

t
1

Fuk
GaINAc(I-»s)GaI(I-»?)’gE IkNAc(I->3)Gal(l-»3)Gal(l-»?)
uf Gik-»ceramid

1
Fuk

Schemat 3. Struktura glikolipidowych substancji grupowych o aktywnosci A (58)

Gardas i KosScielak (23) wykazali, ze aktywnos$¢ grupowa ludz-
kich erytrocytdw jest zwigzana z wystepowaniem w btonach tych komaérek
zarowno glikolipidéw jak i ,glikoproteidéw”. Obecno$¢ glikoproteidéw
skorelowana jest z wystepowaniem tych substancji w ptynach ustrojowych.
W przypadku osobnikéw zwanych ,niewydzielaczami” (brak substancji
grupowych w ptynach ustrojowych) aktywno$¢ grupowg bion warunkujg
wytagcznie glikolipidy (23, 33). Sprawg otwartg jest budowa substancji gru-
powej H (grupa krwi 0) pochodzacej z erytrocytéw ludzkich. Dotychczas
nie udato sie wyizolowac glikolipidu o aktywnos$ci H z krwinek. Przypusz-
cza sie, ze substancja ta ma glikoproteidowy charakter (57). Glikoprotei-
dowy charakter majg rowniez substancje grupowe M i N.

Z bton komoérkowych pod wplywem dziatania enzymoéw proteolitycz-
nych uwalnia sie wiele glikoproteidéw rdznigcych sie wyraznie zawartoscia
cukréw i rozpuszczalnoscig w wodzie (2, 12, 63, 65). Sposrdd nich aktyw-
no$¢ grupowag M i N wykazujg rozpuszczalne w wodzie glikoproteidy o du-
zej zawartosci cukrow i kwasu sialowego (89). Mase tych glikoproteidéw
ocenia sie na okoto 30 000 (42, 73, 111). Zwiazki te w roztworach wodnych
tatwo ulegaja agregacji. Spowodowane to jest niesymetrycznym rozmiesz-
czeniem hydrofilnych tancuchéw oligosacharydowych wzdtuz hydrofobo-
wego tancucha peptydowego (73, 112). Sktad chemiczny tanicuchéw oligo-
sacharydowych przedstawia sie nastepujgco: 23 czasteczki galaktozy,
4 mannozy, 2 fukozy, 9 N-acetylo-glukozoaminy, 18 N-acetylo-galaktozo-
aminy, 28 reszt kwasu N-acetyloneuraminowego oraz 105 aminokwaséw
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(20, 21, 111). Ogdlnie przyjmuje sie, ze aktywno$¢ immunologiczna zwig-
zana jest z wystepowaniem kwasu sialowego w tych zwigzkach. Uhlen-
bruck i Krupe (104) sugeruja, ze obserwowane réznice w reakcjach
serologicznych glikoproteidéw M i N sg spowodowane jedynie innym
miejscem przytgczenia kwasu sialowego do poprzedzajgcej go reszty cu-
krowcowej. Glikoproteidy M i N zawierajg dwa rodzaje taficuchéw oligo-
sacharydowych réznigcych sie iloscig i sktadem reszt cukrowcowych (103,
111). tancuchy krdétkie zbudowane sg z galaktozy, N-acetylo-galaktozo-
aminy i dwdch reszt kwasu sialowego, za$ tancuchy diugie posiadajg kwas
neuraminowy, fukoze, 2 czgsteczki galaktozy, 2 mannozy i 4 czasteczki
glukozoaminy. Wydaje sie, ze tancuchy diugie powodujg wystepowanie
aktywnosci M i N (111).

Badania prowadzone w réznych laboratoriach dostarczyty danych wska-
zujgcych, ze kwas sialowy warunkuje réwniez antygenowy charakter sub-
stancji Rh(QD) — jednego ze sktadnikéw ztozonego systemu Rh (16). Dodd
i wsp. (18) na podstawie hamowania aglutynacji surowicg anty RhQD)
przez gangliozydy zaproponowali strukture czesci weglowodanowej tego
antygenu przedstawiong na schemacie 4.

Gal(l-»3)GaINAc(l-»4)Gal—Cer
3

t
2

NAN(2-8)NAN
Schemat 4. Struktura komponentu weglowodanowego antygenu RhO (16)

Proponowana struktura jest bardzo hipotetyczna. Dotychczas nie udato
sie wyizolowaé ani tez okresli¢ typu zwiazku charakteryzujacego sie ak-
tywnos$cig Rh. Rozbicie btony komoérkowej na frakcje lipidowa i glikopro-
teidowg powoduje utrate tej cechy (30). Ostatnio Greenowi (30) uda-
fo sie renaturowaé ceche Rh przez rekombinacje frakcji glikoproteidowej
z lipidowga lub z lecytynag pochodzaca z jaj kurzych. Sugeruje to glikopro-
teidowy charakter tej substancji, jednak do ujawnienia sie tej cechy sero-
logicznej konieczna jest obecno$é fosfolipidow.

Kwas sialowy wchodzi réwniez w skiad glikopeptydéw uwalnianych
z ludzkich ptytek krwi po zadziataniu trypsyng lub pronaza (7). Podobnie
Shimeda i Nathenson (9) wykazali, ze wasciwosci antygenowe
limfocytow sg zwigzane z wystepowaniem glikoproteidow w ich bionach.

Omawiajac biologiczne funkcje weglowodanowych komponent bton
komorkowych, nalezy wymieni¢ badania, ktére doprowadzity do wyjasnie-
nia pochodzenia tadunku jonowego na powierzchni bton komorkowych.
Badania nad ruchliwoscia elektroforetyczng erytrocytéw datuja sie od lat
czterdziestych, kiedy Furchgott i Ponder (22) przypuszczali, ze
kefaliny wywotujg to zjawisko. W 1958 roku K lenk (47) po raz pierw-
szy wyrazit przypuszczenie, ze ujemny fadunek erytrocytow spowodowa-
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ny jest obecnoscig kwasu N-acetyloneuraminowego. Dalsze badania po-
twierdzity stuszno$¢ pogladdow Klenka, rozszerzajgc rdwnoczesnie zakres
badan na inne typy komorek zwierzecych (108, 109, 110). Zaobserwowano,
ze zmiany ujemnego tadunku powierzchni komérek sg potaczone z proce-
sami takimi jak nowotworzenie, adhezja oraz wzrost (10, 70).

Liczng grupe zwigzkéw wystepujacych w bionach komdrkowych sa
gangliozydy, czyli glikosfingolipidy zawierajgce kwas sialowy. Gangliozy-
dy, zawierajace reszty kwasu sialowego, specyficzng sekwencje weglowo-
danéw w tancuchach oligosacharydowych i hydrofobowe reszty lipidowe,
wystepujac na powierzchni komorek moga wptywaé na elektroujemny ta-
dunek, wiasciwosci antygenowe i adhezje komorek (69). Te wiasciwosci
prawdopodobnie odgrywajg role we wzajemnej regulacji podziatéw ko-
morkowych. Z drugiej strony, gangliozydy wystepujac w btonach neuro-
nowych, dendrytach, oksonach i w potgczeniach synaptycznych moga
wspotuczestniczyé w zjawiskach przenoszenia impulsu nerwowego.

Najdoktadniej poznane sg gangliozydy wyizolowane z tkanki mézgowej
(99, 100), wystepujace zresztg rowniez w innych tkankach (69). N-acetylowe
pochodne kwasu neuraminowego wystepujg gtéwnie w gangliozydach méz-
gu, Sledziony i erytrocytach ludzkich podczas gdy N-glikolilowe pochodne
dominujg we frakcjach wyizolowanych z niektorych tkanek zwierzecych
(48,52,53,61,69,114).

W zaleznosci od ilosci reszt kwasu sialowego gangliozydy dzieli sie na
jedno-, dwu-, trdj- i cztero-sialowe. Jak dotychczas wyizolowano i czescio-
wo ustalono strukture pietnastu r6znych gangliozydéw. W roku 1967 Com-
mission on Biochemical Nomenclature ustalita nastepujgce nazewnictwo
dla gangliozydéw. Duza literg G oznaczamy przynalezno$¢ danego zwigzku
do grupy gangliozydow. Litery M, T, D, Q charakteryzujg ilos¢ reszt kwasu
sialowego w czasteczce: M — jedna, D — dwie, T —trzy i Q — cztery. Cyf-
ry arabskie okre$lajg sekwencje tafncucha oligosacharydowego. Cyfrg 1
oznaczamy gangliozydy posiadajgce nastepujaca strukture tancucha oligo-
sacharydowego: galaktozylo-N-acetylo-galaktozoaminylo-galaktozylo-glu-
kozylo-ceramid, cyfrg 2— N-acetylo-galaktozoaminylo-galaktozylo-gluko-
zylo-ceramid, cyfrg 3 — galaktozylo-glukozylo-ceramid. Matg literg a lub
b oznaczamy izomery posiadajagce te same reszty cukrowcowe (102). Na
schemacie 5 przedstawiono strukture oraz obowigzujgce nazewnictwo gan-
gliozydow wyizolowanych z mézgu (od 1—10) i erytrocytow (11). W nie-
ktérych stanach chorobowych miedzy innymi w chorobie Tay-Sachsa za-
obserwowano wyrazne zmiany stosunkow ilosciowych poszczegdlnych ty-
péw gangliozydow (44, 45). Zmiany takie zaobserwowano réwniez w bto-
nach komérek nowotworowych (6).

Naruszenie struktury cukréw powierzchniowych powoduje powazne
zmiany cech réznych komoérek. Na przyktad krazenie limfocytow szczura
zmienia sie po trawieniu ich glikozydazami (26). Limfocyty preinkubowane
z glikozydazami pochodzacymi z Clostridium perfringens i wstrzykiwane
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1. NAN(2-3)Gal(l-)Cer

2. NAN(2-3)Gal(3, 1-4)GIk(I-I)Cer GM3
3. NAN(2-8)NAN(2-3)Gal(P, 1-4)GIk(I-I)Cer Gd»
4. GaINAc(P, 1-4)Gal((3, I-4)GIk(l-l)Cer Gmz
3
t
2
NAN
5. GaINAc(P, 1-4)Gal(P, 1-4)GIlk(I-I)Cer GD?
3
t
2
NAN(8-2)NAN
6. Gal(p, 1-2)GaINAc(P, I-4)Gal((3, 1-4)Glk(I-I)Cer Gmi
3
t
2
NAN
7. Gal(P, 1-3)GaINAc(P, I-4)Gal(P, 1-4)GIk(I-l)Cer Goia
3
t
2
NAN (8-2) NAN
8. Gal((3, I1-3)GalNAc(P, I-4)Gal((3, 1-4)GIk(l-l)Cer Goib
3
t
2
NAN
9. Gal(P, 1-3)GalNAc(p, I-4)Gal(f3, 1-4)Glk(I-1)Cer Gti
3 3
t t
2 2
NAN NAN 8-2 NAN
10. Gal(0, 1-3)GaINAc((3, I-4)Gal(P, 1-4)GIk(I-I)Cer GQL
3 +NAN 3
t t
2 2
NAN NAN 8-2 NAN
11. GaKP, 1-4(GaINAc(P, 1-3)Gal(6, 1-4)Glk-Cer
+NGN

Schemat 5. Struktura gangliozydéw. (1—10 z moézgu, 11— z erytrocytow) (70)

szczurom sa wytgczane z normalnej cyrkulacji przez uktad siateczkowo-
Srddbtonkowy. Zjawisko to interpretuje sie jako wynik naruszenia okres-
lonej struktury komplekséw cukrowych wystepujgcych na powierzchni
limfocytéw, co z kolei powoduje brak odpowiednich miejsc rozpoznawa-
nych przez komplementarne struktury na powierzchni komdrek uktadu
siateczkowo-$rodbtonkowego (watroba, $ledziona) i w rezultacie uniemoz-
liwia przenikanie limfocytéw. Podobny efekt powoduje trawienie limfo-
cytow neuraminidazg (112) i trypsyng (113). Ponadto stwierdzono, ze
glikoproteidowe komponenty bton komoérkowych moga odgrywac role w ta-
kich procesach jak koniugacje drozdzy (13) oraz reagregacja zdysocjowa-
nych komorek morskich ggbek (64).
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I1. Regulacja biosyntezy

0

Spos6b w jaki odbywa sie regulacja biosyntezy glikoproteidow i gliko-
lipidéw jest przedmiotem wielu spekulacji i nie jest jeszcze catkowicie
jasny. Problem ten jest szczegdlnie interesujgcy ze wzgledu na heterogen-
ny skfad tych zwigzkéw. Biosynteza weglowodanowych komponentéw gli-
kolipidow i glikoproteidow wchodzgcych w sktad zewnetrznych bion ko-
madrkowych przebiega drogg stopniowego przytgczania jednostek cukro-
wych do tahncucha oligosacharydowego wedtug zasady jeden gen — jeden
enzym — jedno wigzanie glikozydowe. W wigkszo$ci komérek katalizujgce
ten proces glikozylotransferazy, tworzg wieloenzymowy kompleks zwig-
zany z btonami gtadkimi endoplazmatycznego retikutum. Bosman i wsp.
(5), badajac procent wiaczania znakowanej glukozoaminy i fukozy w gli-
koproteidy i glikolipidy réznych frakcji komoérek HelLa, stwierdzili po
30 minutowej inkubacji, ze przewazajgca ilo$¢ radioaktywnosci nagroma-
dza sie w polimerach bton gtadkich frakcji mikrosomalnej. Po 3,5-godzin-
nej inkubacji wiekszo$¢ znakowanej glukozoaminy odnajdowano w glikoli-
pidach i glikoproteidach wyizolowanych z frakcji zewnetrznych biton
komdrkowych, uzyskiwanych drogag wirowania w gradiencie sacharozy.
Dane te nasunety autorom wniosek, ze glikolipidy i glikoproteidy syntety-
zowane w mikrosomach przesuwajg sie stopniowo do zewnetrznych bion
komorkowych. Nie jest jasne, czy przesuwajg sie one indywidualnie, czy
tez jako wieksze kompleksy tworzgce strukturalne podjednostki bton.
Molnar i wsp. (71) badajgc wewnatrzkomdrkowe umiejscowienie pro-
cesu wbudowywania weglowodandw do glikoproteidéw bton cytoplazma-
tycznych raka wysiekowego Ehrlicha, stwierdzili ze heksozoaminy i galak-
toza sa wbudowywane intensywniej do polimerow frakcji zewnetrznych
bton cytoplazmatycznych niz frakcji bton gtadkich endoplazmatycznego
retikutum. Z obserwacji tej autorzy wnosili, ze przytgczanie monosacha-
rydéw do tancuchéw oligosacharydowych glikolipidéw i glikoproteidow
moze by¢ katalizowane przez enzymy umiejscowione w réznych struktu-
rach wewngtrzkomorkowych. Lokalizacja glukozylotransferaz w zewnetrz-
nych btonach cytoplazmatycznych umozliwiataby skompletowanie tancu-
chéw oligosacharydowych, ktérych synteza zapoczgtkowana jest w mikro-
somach, oraz proces regenerowania uszkodzonych przez zewnetrzne
czynniki fragmentéw bton.

Istotng sprawag w doswiadczeniach prowadzacych do ustalenia wew-
natrzkomdrkowej lokalizacji proceséw glikozylacji biatkowych lub lipido-
wych akceptoréw jest wybor odpowiedniej techniki. W wielu wypadkach
badania prowadzone przy zastosowaniu endogennych akceptoréw, ktore
moglyby by¢ réznorodnymi posrednikami niekompletnej glikozylacji,
zwigzanymi z btonami mikrosomalnymi i pozostajgcymi z nimi podczas
homogenizacji. W badaniach tego typu witasciwe jest stosowanie egzogen-
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nych akceptordw o znanej strukturze, co pozwala na doktadng charakte-
rystyke uzyskanego produktu glikozylacji.

Dotychczasowe dane dotyczgce bigsyntezy gangliozydow majg charak-
ter fragmentaryczny. W moézgu embrionéw kurczecia wykazano obecnos¢
transferazy sialowej, katalizujgcej przeniesienie kwasu N-acetyloneurami-
nowego na dwuheksozoceramid i aminoglikolipid (41, 49). Wykazano row-
niez wystepowanie transferazy katalizujgcej przeniesienie galaktozy
z UDP-galaktozy na akceptory glikolipidowe (14, 98).

Jednym z zasadniczych zagadnien biosyntezy glikoproteidéw i glikoli-
pidow bton komdrkowych jest zagadnienie, czy synteza komponentu we-
glowodanowego obu tych polimeréw katalizowana jest przez ten sam sys-
tem enzymatyczny. Danych dotyczacych tego zagadnienia dostarczaja
badania nad biosyntezg substancji grupowych krwi. Wedtug hipotezy
Morgana iWatkins (74, 107) potwierdzonej w ostatnich latach da-
nymi doSwiadczalnymi, genetyczna kontrola syntezy substancji grupowych
krwi uktadu ABO i Lewis wyraza sie obecnoscig lub brakiem transferaz
glikozylowych, ktore katalizujg przytaczanie reszt cukrowych, bedacych
immunologicznymi determinantami, do substancji prekursorowych. | tak
na przyktad transferaza galaktozy, ktéra katalizuje przytaczanie galaktozy,
bedacej determinantem substancji grupowej krwi typu B, wystepuje tylko
u ludzi i matp z typem krwi B (51). Podobnie transferaza N-acetylogalak-
tozoaminy wystepuje tylko u ludzi o typie krwi A (31). Specyficznos¢
wymienionych substancji zalezy wiec od wystepowania okre$lonego genu
A lub B, ktérego pierwszym produktem jest odpowiednia glukozylotrans-
feraza. W wypadku substancji Leb, ktorej specyficznos¢ jest uwarunko-
wana obecnoscig dwdch reszt L-fukozy (schemat 2), okre$lona struktura
jest rezultatem wspétdziatania dwoch genéw (7, 78, 95). Przypuszcza sie,
ze struktura komponentu weglowodanowego substancji grupowych jest
wynikiem wspétdziatania glukozylotransferaz pochodzacych z genomu obu
rodzicow i wyraza¢ sie moze indywidualno$cig tkankowa, mogacag odgry-
waé role w odrzucaniu przeszczepéw. Pewne dane wskazuja, ze reakcje
przytaczania tej samej reszty cukrowej tym samym wigzaniem katalizujg
te same enzymy bez wzgledu na to, czy akceptorem jest glikolipid, gliko-
proteid czy oligosacharyd (28). Na przyktad ugrupowanie GalNAc-a-(I->3)-
Gal, ktore wyraza specyficznosé grupowag A (105), wystepuje w glikolipi-
dach wyizolowanych z erytrocytdw (60), w glikoproteidach wydzielanych
przez Sluzéwki (1), w oligosacharydach moczu (64) oraz w mleku dawcow
o typie krwi A (51), nie wystepuje natomiast w zwigzkach pochodzgcych
z osobnikéw o grupie krwi B lub 0 (cytowane wg Ginsburga i Neu-
feldta (28). Poniewaz synteza ugrupowania Gal-NAc-a-(lI -> 3)-Gal jest
uzalezniona od tego samego genu A, prawdopodobnie ta sama glikozylo-
transferaza bierze udziat w tych procesach niezaleznie od rodzaju akcep-
tora. Schenkel-Brunner i Tuppy (94) poddajgc ludzkie ery-
trocyty grupy 0i B dziataniu transferazy N-acetylogalaktozoaminy w obec-
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nosci (H)UDP-N-acetylogalaktozoaminy stwierdzili wtgczanie znakowane-
go aminocukru do polimeréow otoczki komérkowej, co pociggato za sobg
zmiane rodzaju aktywnos$ci grupowej badanych erytrocytow. Autorzy obli-
czyli ilo$¢ reszt GaINAc przeniesionych na badane erytrocyty i stwierdzili,
ze jest ona dwa do trzech razy wieksza od ilosci miejsc antygenowych
oznaczonych dla erytrocytéow typu A przez Economidou i wsp. (19).
Obserwacja ta sugeruje mozliwo$¢ wystepowania na powierzchni erytro-
cytow innych akceptoréw dla N-acetylogalaktozoaminy poza glikolipido-
wymi, przy czym w obu wypadkach reakcje przeniesienia reszty cukrowej
katalizowatby ten sam enzym.

Nowych danych dotyczacych specyficzno$ci transferaz glikozylowych
w stosunku do akceptora dostarczyly badania przy zastosowaniu nisko-
czasteczkowych akceptoréw cukrowych. | tak transferaza a-D-N-acetylo-
galaktozoaminy, pochodzgca z gruczotéw podszczekowych lub z mleka daw-
cow ludzkich o grupie krwi A, katalizuje przeniesienie a-N-acetylogalakto-
zoaminy na reszte galaktozy (wigzanie przy weglu 3 galaktozy) wytgcznie
wtedy, gdy akceptorowa czasteczka galaktozy jest podstawiona przy we-
glu 2 przez L-fukoze (39, 50). Funkcji akceptorowej nie spetniajg w tym
wypadku dwu-, tréj- i pieciosacharydy, w ktorych L-fukoza jest przyia-
czona do N-acetylogalaktozoaminy. Podobna specyficznosé charakteryzuje
transferaze galaktozy wystepujaca u dawcow o grupie krwi B, ktéra kata-
lizuje przeniesienie a-D-galaktozy z UDP-galaktozy na reszte galaktozowg
podstawiong przez L-fukoze przy weglu 2 (50). Poniewaz sktad oligosacha-
rydow wystepujagcych w mleku ludzkim rézni sie w zalezno$ci od grupy
krwi dawcy (49) wysunieto przypuszczenie, ze czynnikiem regulacji syn-
tezy okres$lonych substancji grupowych krwi moze by¢ nie tylko obecnos¢
lub brak odpowiednich transferaz glikozylowych, ale réwniez enzymoéw
niezbednych do syntezy okreslonych akceptoréw oligosacharydowych (27).
Sprawg dyskusyjng jest rowniez, jaki czynnik wptywa na zakoriczenie pro-
cesu przytaczania reszt cukrowych. Gottschalk (29) zwraca uwage
na fakt, ze gdy kwas sialowy znajduje sie na koricu nieredukujgcego tan-
cucha oligosacharydowego dalsze przytaczanie jednostek cukrowych nie
nastepuje. Natomiast gdy kwas sialowy wystepuje w tancuchu bocznym,
tancuch gtéwny moze ulegac¢ dalszej glikozylacji. Innym czynnikiem wpty-
wajacym na zakoriczenie syntezy komponentu weglowodanowego moze byé
wedtug Gottschalka anomeryczna konfiguracja ostatniej reszty cukrowej.
Na przyktad korncowymi jednostkami cukrowymi ludzkich substancji gru-
powych A i B sag N-acetylogalaktozoamina i galaktoza o konfiguracji a-D
podczas gdy inne reszty cukrowe tych substancji wystepuja w konfigu-
racji (3-a lub arL.

Na przebieg syntezy glikolipidéw i glikoproteidow moze rowniez wptly-
waé mechanizm hamowania zwrotnego, pod ktdrego kontrolg znajduje sie
pula nukleozydodwufosfocukrow w tkankach zwierzecia. Bates i wsp.
(3) stwierdzili znaczny wzrost poziomu UDP-N-acetyloheksozoamin w wa-
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trobie szczurow karmionych pozywieniem zawierajagcym kwas orotowy,
przy czym zjawisko to byto wynikiem raczej wzmozonej ich syntezy niz
zahamowaniem zuzywania nukleozydodwufosfocukrow w procesie bio-
syntezy glikoproteidow. Wedlug autordw wzmozona synteza nukleotydéw
urydylowych w watrobie szczura jest wynikiem zniesienia hamowania
zwrotnego, utrzymujgcego w normalnych warunkach réwnowage miedzy
aktywnos$cig amidotransferazy, katalizujgcej przeniesienie grupy amido-
wej z glutaminy na fruktozo-6-fosforan, a poziomem puli UDP-N-acetylo-
glukozoaminy. Réwnoczes$nie autorzy stwierdzili, ze dwuazomycyna A be-
dagca analogiem glutaminy hamuje synteze pochodnych glukozoaminy
w watrobie i zmniejsza pule UDP-N-acetyloheksozoamin o 85I©w ciagu
4 godzin od wstrzykniecia. W ten sposéb dwuazomycyna A powoduje blok
syntezy glikoproteidéw w spos6b posredni, zmniejszajgc poziom UDP-N-
acetyloheksozoamin w watrobie. Efekt ten moze byé zniesiony przez
wstrzykiwanie szczurom glukozoaminy.

Poziom UDP-N-acetyloheksozoamin w tkankach zwierzecych moze by¢
rowniez regulowany dziataniem jonéw metali. Na przyktad Daehn-
feldt i Sawicka (15) zaobserwowali wpltyw manganu na synteze
UDP-N-acetyloheksozoamin z N-acetyloheksozoamino-I -fosforanéw i UTP,
katalizowang in vitro przez biatko o tym samym ciezarze czasteczkowym
(92). W okreslonych warunkach doswiadczalnych obecnos$¢ jonéw Mn2+
hamuje synteze UDP-N-acetyloglukozoaminy, pozostajagc bez wptywu na
tworzenie si¢ UDP-N-acetylogalaktozoaminy.

Na podstawie badan in vivo (62) wysunieto hipoteze wyjasniajaca bio-
synteze glikoproteiddw w watrobie szczura. Wedtug Schachtera (93)
synteza tancuchdw oligosacharydowych jest sprzezona z biosyntezg tan-
cucha peptydowego. Pierwszy cukier tancucha oligosacharydowego, N-
acetylo-glukozoamina, jest przytgczana do taricucha polipeptydowego bio-
syntetyzowanego na rybosomach. Dalsza synteza tafcucha peptydowego
zwigzanego z rybosomami powoduje przytgczenie nowych oligosachary-
doéw. Zakonczenie biosyntezy tancuchéw cukrowcowych nastepuje w apa-
racie Golgiego organelli i warunkuje wydzielanie glikoproteidow na zew-
natrz komaérki (93).

Na zakonczenie trzeba podkresli¢, ze mimo intensywnego prowadzenia
badan w celu wyjasnienia struktury i mechanizmdw regulujgcych synteze
heteropolisacharydéw cytoplazmatycznych bion komdrkowych, wiele za-
gadnien czeka w dalszym ciggu na rozwigzanie.
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WIRGINIA JANISZOWSKA*, ZDZISLAW WOJCIECHOWSKI**

Biosynteza polisacharydéw sciany komdrkowej roslin wyzszych
The Biosynthesis of the Celi Wall Polysaccharides in Higher Plants

The recent investigations on the structure and biosynthesis of the celi wali poly-
saccharides in higher plants are reviewed.

Przyjmuje sie obecnie, ze wiekszo$¢ reakcji biosyntezy ztozonych zwigz-
kéw cukrowcowych, a w szczeg6lnosci biosynteza polisacharydéw, prze-
biega z udziatem nukleozydodwufosfocukréw jako donorow reszt cukro-
wych. Wystepowanie, wiasnosci oraz metabolizm tych zwigzkéw omdwiony
jest w wielu szczeg6towych opracowaniach monograficznych (36, 41, 81).
Wolna energia hydrolizy (AF) wigzania glikozylowego w nukleozydodwu-
fosfocukrach wynosi okoto — 7,6 kcal/mol i jest znacznie wyzsza od energii
hydrolizy wszelkich innych biologicznych pochodnych glikozylowych
(w tym rowniez fosforandw cukrow). Z termodynamicznego punktu wi-
dzenia nukleozydodwufosfopochodne sa wiec najdogodniejszymi donorami
reszt cukrowych do biosyntezy rozmaitych ztozonych cukrowcéw.

Synteza nukleozydodwufosfopochodnych cukréw zachodzi przy udziale
enzymdw, zwanych ogdlnie pirofosforylazami, wedtug reakcji la. Wyko-
rzystanie powstatego nukleozydodwufosfocukru przebiega wedtug reakcji
Ib, katalizowanej przez transferazy specyficzne w stosunku zaréwno do
akceptora jak i cukrowej pochodnej.

N—P~P P+ P-cukier->N—P~P<~P cukier+ P~P la
N—P~P~cukier + akceptor-»-N—P ~P + cukier — akceptor Ib
gdzie: N — nukleozyd purynowy lub pirymidynowy

W ciagu ostatnich kilku lat, dzieki intensywnym badaniom prowadzo-
nym w licznych osrodkach, poznano do$¢ doktadnie rozmaite aspekty udzia-
tu nukleozydodwufosfocukrow w biosyntezie zapasowych polisacharyddw
roslinnych i zwierzecych tj. skrobi i glikogenu (43, 58, 75). Znacznie mniej
wiemy o biosyntezie innych uktadéw polisacharydowych. Ponizej omoéwio-
ne zostang szczeg6towo badania nad udziatem nukleozydodwufosfocukrow
w biosyntezie polisacharydéw roslinnych $cian komdrkowych.

* Mgr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa.
** Dr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa.
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I. Sktadniki wielocukrowcowe $ciany komdrkowej roslin wyzszych

Kazdg komdrke ro$lin wyzszych otacza jej martwy twdr — $ciana ko-
moérkowa. Ostania ona komorke przed niekorzystnymi bodZzcami zewnetrz-
nymi i tworzy szkielet roéliny. Sciana komoérkowa sktada sie z trzech
warstw: blaszki srodkowej, btony pierwotnej i btony wtdrnej (rysunek 1).
Gtownymi sktadnikami kazdej z nich sg polisacharydy.

Pektyny Hemiceluloza

Blaszka srodkowa

Btona pierwotna__ \:2-?

Blona widma Celuloza

Rys. 1. Budowa $ciany komdérkowej roslin wyzszych

W czasie podziatu komorki pierwsza powstaje blaszka $rodkowa, zbu-
dowana z pektyn. Podstawowym elementem strukturalnym pektyn sg
nierozgatezione tancuchy zbudowane z czasteczek D-galakturonopiranozy
potgczonych wigzaniami a(l->4) (10, 55). Liczba jednostek w tancuchu wy-
nosi od kilkudziesieciu do kilkuset. W natywnej pektynie cze$¢ grup kar-
boksylowych reszt Kwasu D-galakturonowego jest zmetylowana. Z NOW-
szych badan wynika, ze w pektynach wystepuja takze w niewielkich ilos-
ciach cukry obojetne, miedzy innymi D-galaktoza, p-ksyloza, L-arabinoza
i L-ramnoza (14, 32, 39). Cukry te dotgczone sa do gtdwnego tancucha poli-
galakturonianowego wigzaniami glikozydowymi tworzgc rozgatezienia,
a by¢ moze wchodzg rowniez w skitad tancucha gtéwnego (9, 10). Mozliwe
rowniez, ze pektyny w $cianie komorkowej powigzane sg wigzaniami estro-
wymi z innymi polisacharydami, na przyktad arabanem i galaktanem.

Po uformowaniu blaszki $rodkowej powstaje btona pierwotna, a na-
stepnie btona wtdrna. Btona pierwotna zawiera stosunkowo mato celulozy,
ktéra jest gtdwnym skiladnikiem polisacharydowym btony wtornej. Celu-
loza jest nierozgatezionym homopolisacharydem zbudowanym z 3 000—
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10 000 jednostek D-glukopiranozowych potgczonych wigzaniami @ (I->4).
tancuch celulozy jest sztywny dzieki dodatkowym wigzaniom wodorowym
miedzy C-2 i C-6 sasiednich jednostek (24, 44). W $cianie komorkowej
czasteczki celulozy zgrupowane sg w rownolegte wiazki stanowiace mikro-
fibrylle. Mikrofibrylle nie sg regularnie utozone na catej przestrzeni, lecz
tworzg obszary ,krystaliczne”, tzw. micelle, i obszary niekrystaliczne,
zwane przestrzeniami miedzymicellarnymi. W blonie pierwotnej przestrze-
nie miedzymicellarne wypetnione sg hemiceluloza (83).

Termin ,,hemicelulozg” okresla wszystkie polisacharydy $ciany komoér-
kowej rézne od pektyn i celulozy. Jest to grupa homo- i heteropolisacha-
rydow o na ogot stosunkowo niskim ciezarze czgsteczkowym. W substan-
cjach hemicelulozowych wystepuja przede wszystkim: D-ksyloza, L-arabi-
noza, D-mannoza, D-glukoza, D-galakto”, kwas D-glukuronowy i L-ram -
noza (37, 78). Niektdrzy autorzy (48, 74) wyodrebniajg, na zasadzie roznej
rozpuszczalnosci w tugach, dwie frakcje: hemiceluloze A i hemiceluloze B.
Frakcja B zawiera wiekszg ilos¢ kwasu glukuronowego, czesto w postaci
4-O-metylopochodnych (50, 51). We frakcji A przewazaja cukry obojetne.
W sktad hemicelulozy wchodzg miedzy innymi nastepujace polisacharydy:
ksylany, araboksylany, arabany, glukomannany, mannany, galaktany i glu-
kuroniany.

Ksylany sg zbudowane z 40—200 jednostek D-ksylopiranozy potgczo-
nych wigzaniami @ (1—). Wiekszo$¢ tancuchow jest nierozgateziona lub
zawiera rozgatezienia w postaci pojedynczych jednostek cukrowych, za-
zwyczaj L-arabinozy (8). Gdy zawarto$¢ L-arabinozy dochodzi do kilku-
nastu procent, polisacharyd taki nazywa sie araboksylanem (46). W nie-
ktérych roslinach wyzszych wystepujg arabany ztozone z reszt L-arabo-
furanozy potaczonych wigzaniami a (I->5) i a (I->3) (45).

Mannany sg zbudowane z czgsteczek D-mannopiranozy potaczonych
wigzaniami 3—(1—4) (7). Glukomannany sktadajg sie z czasteczek D-man-
nopiranozy i D-glukopiranozy potgczonych w nierozgateziony tancuch wig-
zaniami B(l->4) (16, 73, 86), przy czym stosunek glukozy do mannozy wy-
nosi 1:3—4 (27).

Galaktany zbudowane sg z okoto 4 600 czasteczek D-galaktopiranozy
potgczonych wigzaniami @(174) (89). Czasem w S$cianie komorkowej wy-
stepujg arabogalaktany (92)..

I1. Biosynteza pektyn

Wykrycie w wielu roslinach wyzszych UDP-D-galakturonianu nasu-
wato od dawna przypuszczenia o mozliwej roli tego zwigzku jako donora
reszt kwasu galakturonowego w procesie biosyntezy tancuchéw poligalaktu-
ronianowych pektyn. UDP-D-galakturonian wykryto miedzy innymi w fa-
soli (40, 68), bawetnie (34) i owsie (28).
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Wiadomo obecnie, ze jedng z drég powstawania UDP-D-galakturonia-
nu w roslinach wyzszych jest dwuetapowa reakcja przeksztatcenia UDP-
-D-glukozy (5, 66, 76, 82) (reakcja 2).

NAD zred. NAD epimeryzacja
UDP-d-glukoza---- -------------- > UDP-D-glukuronian-------------- > UDP-D-galakluronian 2

Enzymy katalizujgce poszczeg6lne przeksztatcenia — dehydrogenaze
UDP-D-glukozy i 4-epimeraze UDP-D-glukuronianu — wyodrebniano z nie-
ktérych roslin, miedzy, innymi z fasoli (6, 30, 70, 84). W siewkach fasoli
wykryto rowniez enzymy katalizujgce powstawanie UDP-D-galakturonianu
na drodze bezposredniej (29, 70) (reakcja 3).

ATP ADP UTP P-P
D-galakturonian —" A > |P-D-galakturonian UDP-D-galakturonian 3

Szereg badan wskazuje na mozliwos¢ biosyntezy UDP-D-galakturonia-
nu na jeszcze innej drodze. Stwierdzono mianowicie, ze 2-uC- lub 2- H-
mezoinozytol jest dobrym prekursorem pektyn w roslinach wyzszych (1, 2,
4, 57, 62, 63). Zaproponowana przez Loewusa i Kelly (59, 60, 62)
droga taczy metabolizm mezoinozytolu z powstawaniem pektyn (sche-
mat 1).

CH,OH COOCH;

OH |

i

Q 7 ®)

& Sy - D) g Dorn

HO HO Ol OH OH OH

OH OH OH OH

D - glukoza mezoinozytol bomezytol ester metylowy kwasu
(1-O-metylomezoinozytol) D-glukuronowego

-------------- UDP-D+metyloglukuronian — eP”eryzaeia— ~ yDp.D-«etylogalak®jronian

t

pektyny

Schemat 1. Powstawanie pektyn z glukozy poprzez mezoinozytol wg (51)

Wedtug Loewusa (61) proces ten przebiegatby w nastepujacych eta-
pach: 1) cyklizacja heksozy do cyklitolu, 2) metylowanie cyklitolu, 3) utle-
nienie pochodnej metylowej cyklitolu z rozszczepieniem wigzania miedzy
Qu i C6do estru metylowego kwasu glukuronowego, 4) epimeryzacja do
estru metylowego kwasu galakturonowego (na poziomie UDP-pochodnej).

Trudno obecnie definitywnie stwierdzi¢, ktéra z omdwionych wyzej
drog powstawania UDP-D-galakturonianu odgrywa najwazniejszg role
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w biosyntezie pektyn. Niewykluczone jest, ze drogi te funkcjonujg réwno-
legle.

W 1965 roku w pracowni Hassida (90) otrzymano z siewek fasoli
frakcje enzymatyczng, katalizujgcg biosynteze poligalakturonianu z UDP-
-D-1C-galakturonianu. Szczegétowe badania radioaktywnego polimeru
kwasu galakturonowego, syntetyzowanego przez ten ukiad, polegajgce na
czesSciowej degradacji za pomocg poligalakturonazy (EC.3.2.1.15) z Pénicil-
lium chrysogenum i liazy poligalakturonianowej (EC.4.2.2.2.) z Clostridium
multifermentas, wykazaty ponad wszelkg watpliwos$¢, ze otrzymany poli-
mer rzeczywiscie jest identyczny z naturalng pektyna. Dziatanie tych en-
zymow jest specyficzne w stosunku do tancuchéw a (1—4) poligalakturo-
nianowych (64, 65). Pierwszy z nich rozszczepia wigzania glikozydowe z wy-
tworzeniem mono- lub oligomeréw kwasu galakturonowego, drugi powodu-
je kolejne odszczepienie od nieredukujacego konca tancucha czasteczek
kwasu Adxdwugalakturonowego na drodze nie hydrolitycznej. Zastosowa-
nie enzyméw do trawienia radioaktywnego polimeru wykazato ponadto, ze
wigczanie galakturonianu z UDP-D-MC-galakturonianu do uktadow poli-
galakturonianowych, katalizowane przez preparat enzymatyczny z siewek
fasoli, polega na syntezie catych tancuchéw de novo, a nie na przytaczaniu
pojedynczych jednostek kwasu galakturonowego do juz gotowych tahcu-
chow poligalakturonianowych, znajdujacych sie w nieoczyszczonym pre-
paracie. Preparaty enzymatyczne o podobnych witasnosciach otrzymano
rowniez z innych roélin, miedzy innymi z pomidoréw i buraka (53, 87, 89,
90). Aktywnos$¢ transferazy katalizujgcej synteze pektyn zwigzana jest,
jak wielokrotnie wykazano, z frakcjg sedymentujacq w zakresie 500—
10 000 g, zawierajgcg fragmenty Sciany komorkowej.

Obszerne badania nad specyficznoscig substratowg uktadéw syntetyzu-
jacych pektyny przeprowadzili Tsau-Yen Lin iwsp. (87). Wykazali
oni, ze preparaty enzymatyczne z wielu roslin wyzszych istotnie do syn-
tezy pektyn najlepiej wykorzystuja UDP-pochodng kwasu galakturono-
wego. W preparatach z siewek pomidoréw i buraka stosunkowo dobrym
donorem kwasu galakturonowego byta rowniez TDP pochodna (okoto 1/3
aktywnos$ci UDP-pochodnej), natomiast w preparacie z siewek fasoli —
CDP-pochodna. Inne pochodne nukleotydowe (GDP- i ADP-D-galakturo-
nian) praktycznie nie byty wykorzystywane do syntezy pektyn.

W naturalnych pektynach czes¢ grup -COOH reszt kwasu galakturo-
nowego jest zmetylowana (3, 4). Wykazano, ze biosynteza estrow metylo-
wych pektyn odbywa sie na drodze transmetylacji z L-metioniny (79, 80).
Bezposrednim donorem reszt metylowych jest wedlug Kaussa i wsp.
(52, 54) ,czynna metionina” — S-adenozylo-L-metionina. Nie jest catkowi-
cie jasne czy wprowadzenie grup metylowych zachodzi juz po utworzeniu
tancucha kwasu poligalakturonowego, czy tez, jak sugerowali niektérzy
badacze (3, 4, 60), polimeryzacji ulegajg uprzednio zmetylowane reszty
kwasu galakturonowego. Wiekszo$¢ danych eksperymentalnych przema-
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za pierwszg z tych mozliwosci, to znaczy za wprowadzeniem reszt
metylowych do gotowej juz czasteczki kwasu poligalakturonowego. Vil-
lemez, Swanson i Hassid (89) stwierdzili, ze preparat enzyma-
tyczny z siewek fasoli, efektywnie wigczajacy do frakcji pektynowej 1C
z UDP-MC-D-galturonianu, w nieznacznym tylko stopniu wykorzystuje
UDP-UC-D-metylogalateturonian. Nie obserwowali oni réwniez stymulowa-
nia wigczania reszty cukrowej z UDP-D-galakturonianu, gdy podawano
réwnocze$nie UDP-metylo-D-galakturonian. W#igczenie grup metylowych
z S-adenozylometioniny do pektyn zachodzi nawet wdwczas, gdy preparat
pozbawi sie uprzednio $ladéw ,endogennych” nukleotydéw za pomocg fos-
fodwuesterazy (53). Wskazuje to, ze metylowaniu podlega gotowy taiAcuch
kwasu poligalakturonowego, a nukleozydodwufosfocukry nie posredniczg
w tym procesie. W kazdym jednak razie oba uktady enzymatyczne biorgce
bezposSrednio udziat w biosyntezie pektyn, tj. enzymy katalizujgce two-
rzenie wigzan glikozydowych (polimeryzacja) i wigzah estrowych (metylo-
wanie), zlokalizowane sa w tych samych strukturach komaérkowych, zwig-
zanych Scisle ze Scianami komdrkowymi.

Niewiele wiadomo o czynnikach, ktére regulujg szybko$¢ syntezy pek-
tyn. Wykazano, ze UTP, UDP i UMP hamuja biosynteze pektyn z UDP-
-UC-D-galakturonianu, natomiast stymulujgce dziatanie ma ATP (89, 90).
Obserwowano rowniez wyraznie aktywujace dziatanie niektérych katio-
néw jedno- i dwuwartosciowych (Mn2+, K+, Mg2+, Co2+, Na+) (89), kwasu
indolilooctowego i niektorych enzyméw rozkiadajacych polisacharydy
$cian komorkowych, na przyktad (3-(I->3) glukanazy z mikroorganiz-
moéw (91).

I11. Biosynteza celulozy

W 1958 roku Glaser (38) stwierdzit, ze bezkomérkowe preparaty
z Acetobacter xylinum majg zdolno$¢ syntetyzowania celulozy w obecnosci
UDP-D-glukozy. Fakt wytwarzania celulozy przez mikroorganizmy z UDP-
-D-glukozy nie przesadzat, ze tak samo jest w roslinach wyzszych. W 1964
roku Barber, Elbein i Hassid (12, 13, 26) otrzymali z siewek
fasoli i innych ros$lin wyzszych frakcje, osadzajacg sie przy 10 000 g, ktdra
wykorzystywata GDP-D-UC-glukoze do syntezy nierozpuszczalnego w wo-
dzie polisacharydu o identycznych z celulozg witasciwosciach. Po czescio-
wej hydrolizie kwasowej lub za pomocg enzymoéw celulolitycznych zawsze
otrzymywano wytacznie celobioze (glukozylo-13 (I->4) glukoze) i oligosa-
charydy zbudowane z reszt glukozy potgczonych wigzaniami @3 (1—4). Inne
nukleozydodwufosfopochodne glukozy (UDP-, ADP-, TDP-, CDP-glukoza)
oraz sama glukoza i fosforany glukozy nie byly substratami w tej reakcji
(12, 26). Na podstawie wiasnych prac Hassid (42) uwaza, ze specyficz-
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nym donorem reszt glukozy dla biosyntezy celulozy u roslin wyzszych jest
wytacznie GDP-D-glukoza. Jednakze niektérzy badacze nie podzielajg zda-
nia Hassida i uwazajg zagadnienie specyficznosci transferazy, biorgcej
udziat w syntezie celulozy, w stosunku do zasady wchodzgcej w sktad nu-
kleozydodwufosfoglukozy za nadal otwarte.

Brummond i Gibbons (18), prowadzac badania na preparacie
enzymatycznym z tubinu stwierdzili, ze zaréwno GDP-D-glukoza, jak
i UDP-D-glukoza moga by¢é wykorzystywane do syntezy polisacharydu
0 witasnosciach celulozy, przy czym lepszym donorem glukozy byta w tym
przypadku UDP-D-glukoza. Podobne wyniki dla preparatu z liscieni owsa
otrzymali Ordin i Hall (71, 72). Jednak gdy donorem glukozy byta
UDP-D-MC-glukoza, po czesSciowej hydrolizie powstatego polisacharydu
uzyskano mieszanine oligosacharydéw zawierajagcych reszty glukozy po-
taczone wigzaniami [3(1—4) i (3(1—3), miedzy innymi celobioze i laminari-
bioze (glukozylo [3(I->3) glukoze). Natomiast gdy substratem byta GDP-
-D-14C-glukoza otrzymano polisacharyd, w ktéorym wigzania pomiedzy resz-
tami glukozy byty wytgcznie @(I->4) (71, 72, 88). Nie jest zupeinie jasne,
czy gdy donorem reszt glukozy jest UDP-D-glukoza, obok celulozy powsta-
je kalloza (@ (1—3) glukan), czy tez zblizony wiasciwosciami do celulozy
polisacharyd zawierajgcy zaréwno wigzania @(I->3) i @(I->4).

Franz i Meier (35 badali biosynteze celulozy z UDP-D-MC-glu-
kozy in vivo we witoskach nasion baweiny. Materiat ten jest szczegdlnie
dogodny do badan nad biosyntezg celulozy in vivo, gdyz izolowane wtoski
bawetny stosunkowo tatwo utrzymac przy zyciu przez dtuzszy okres czasu,
a ich Sciany komodrkowe zawierajg okoto celulozy i tylko nieznaczng
ilos¢ substancji pektynowych i hemicelulozowych. W czasie rozwoju wtos-
kéw baweiny dos¢ dobrze wyrdzniajg sie dwa okresy: pierwszy — do 25 dni
od zakwitniecia rosliny, kiedy syntetyzowane sa niemal wytgcznie pektyny
lhemicelulozy btony pierwotnej, oraz drugi okres — od 25 do 35 dnia, kiedy
zachodzi synteza celulozy btony wtérnej. W pierwszej fazie rozwoju witos-
kéw baweiny, odpowiadajacej okresowi syntezy pektyn i hemiceluloz, ogdl-
ne wiaczenie glukozy z UDP-D-MUC-glukozy byto stosunkowo niewielkie
i zblizone do poziomu wigczania MUC-glukozy (przy tych samych stezeniach
obu substratéw). W drugiej fazie, odpowiadajacej okresowi syntezy celulo-
zy, poziom wigczenia glukozy z UDP-MC-glukozy szybko wzrastat prze-
wyzszajac wielokrotnie poziom wigczenia wolnej 4C-glukozy, przy czym
otrzymany radioaktywny polisacharyd zawierat wytacznie wiazania (3(I->4).
Podobne zjawisko obserwowano prowadzac badania nad preparatem enzy-
matycznym otrzymywanym z siewek fasoli w .roznym wieku (33). Dalszym
dowodem przemawiajagcym za tym, ze w bawetnie specyficznym donorem
glukozy dla biosyntezy celulozy jest UDP-D-glukoza, sg wyniki analizy
zawartosci nukleozydodwufosfocukrow we wtoskach bawetny w obu okre-
sach rozwoju. W okresie pierwszym wykrywano UDP-D-glukoze, UDP-d-
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galaktoze, UDP-L-arabinoze, UDP-D-ksyloze i UDP-D-galakturonian, czyli
nukleozydodwufosfopochodne tych cukréw, ktére sg niezbedne do wytwo-
rzenia blaszki srodkowej i btony pierwotnej. Natomiast w drugim okresie,
gdy zachodzi biosynteza celulozy, wykrywano jedynie UDP-D-glukoze
i nieznaczne ilosci UDP-D-galaktozy, a nie wykrywano w og6le GDP-d-
glukozy (34).

Wiadomo, ze o ile UDP-glukoza jest prawdopodobnie gtownym skiad-
nikiem puli nukleozydodwufosfocukrow w roslinach wyzszych (28, 34, 40)
o tyle GDP-D-glukozy, ktéra wedtug Hassida jest specyficznym donorem
reszt glukozy w biosyntezie celulozy, nie wykryto dotad w zadnej z bada-
nych roslin, z wyjatkiem lisci truskawki (47). Jednak — zdaniem Hassi-
da — niewykrywanie GDP-D-glukozy w materiale roslinnym moze by¢
zwigzane z duzg szybkoscig wykorzystywania tego nukleozydodwufosfo-
cukru do syntezy celulozy. Stwierdzono, ze niektére rosliny wyzsze za-
wierajg ukiad enzymatyczny katalizujgcy wytwarzanie GDP-D-glukozy
z I-fosforanu glukozy i#5TP (26).

1V. Biosynteza hemiceluloz $ciany komdérkowej

Glukomannan. Prowadzac badania nad biosyntezg celulozy przez pre-
parat enzymatyczny z siewek fasoli, EIlbein i Hassid (27) zauwazy-
li, ze dodatek nieznakowanej GDP-D-mannozy stymuluje wiaczenie GDP-
-D-MC-glukozy do frakcji polisacharydowej. Syntetyzowany polimer nie
byt celulozg lecz heteropolisacharydem zawierajagcym glukoze i mannoze.
Szczeg6towa analiza kilku oligosacharydow, uzyskanych w wyniku czescio-
wej hydrolizy polimeru, wykazata, ze jest on @(I->4) glukomannanem za-
wierajacym 3—4 czasteczek mannozy na jedng czasteczke glukozy (25).
Gdy podawano GDP-D-MC-mannoze i nieznakowang GDP-D-glukoze, otrzy-
mano identyczny polisacharyd zawierajgcy radioaktywng mannoze, przy
czym niewielka czes¢ radioaktywnosci odnaleziono rowniez w glukozie.
Mozna przypuszcza¢, ze frakcja enzymatyczna warunkujgca biosynteze
polisacharyddw $ciany komorkowej zawiera 2-epimeraze GDP-D-mannozy.
Maksymalne wigczenie mannozy z GDP-D-mannozy obserwowano wow-
czas, gdy stosunek stezenia GDP-D-mannozy do stezenia GDP-D-glukozy
wynosito 3:1, to znaczy tyle, ile stosunek obu cukrow w polisacharydzie.
Wykazano, ze jony Mg2+ wyraznie stymuluja witgczanie mannozy z GDP-
-D-mannozy do glukomannanu, natomiast nie majg wptywu na wigczanie
glukozy z GDP-D-glukozy. Nasuwa to przypuszczenie, ze reszty glukozy
i mannozy w czasie biosyntezy glukomannanu przenoszone sg przez odreb-
ne transferazy (25).

Ksylany i araboksylany. Pridham i Hassid (77) otrzymali frak-
cje enzymatyczng z niedojrzatych kolb kukurydzy, aktywnie wigczajgcg
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D-ksyloze Z UDP-D-1C-ksylozy do polisacharydu identycznego z natural-
nym ksylanem. Okazato sie (15), ze powstajacy radioaktywny polimer za-
wiera réwniez radioaktywnga L-arabinoze. Wskazuje to, ze UDP-D-ksyloza
ulega czesciowo epimeryzacji do UDP-L-arabinozy, a nastepnie oba te nu-
kleozydodwufosfocukry wykorzystywane sg do biosyntezy polisacharydu.

Galaktan. Nc Nab, Villemez i Albersheim (67) wykazali,
ze uktad enzymatyczny z siewek fasoli w obecnosci UDP-D-1C-galaktozy
syntetyzuje polimer o witasnosciach identycznych z galaktanem wyodreb-
nionym z tej samej rosliny.

Kwasowe polisacharydy frakcji hemicelulozowej. Prawdopodobnie do-
norami reszt cukrowych w biosyntezie kwasnych hemiceluloz sg réwniez
UDP-cukry. Kauss (48) otrzymat z kolb kukurydzy preparat enzyma-
tyczny wytwarzajacy glukuronoksylan z UDP-D-glukuronianu i UDP-d-
ksylozy. W kwasnych heteropolisacharydach hemicelulozowych cze$¢ czas-
teczek kwasu glukuronowego wystepuje w postaci 4-O-metylopochodnych.
Badania Kaussa i Hassida (50, 51) wyjasnity, ze metylowanie jest
procesem wtoérnym, zachodzacym juz po utworzeniu tancucha polisacha-
rydowego, a donorem reszt metylowych jest S-adenozylo-L-metionina
(analogicznie jak podczas biosyntezy pektyn).

Jak wynika z omdéwionych wyzej wynikéw badan, donorem reszt cuk-
rowych w biosyntezie polisacharydow typu hemiceluloz, z wyjatkiem glu-
komannanu, sa prawdopodobnie zawsze UDP-cukry. Centralng pozycje
w metabolizmie tych zwigzkéw zajmuje UDP-D-glukoza, z ktérej na dro-
dze enzymatycznych przeksztatcen (epimeryzacja, utlenienie, dekarboksy-
lacja) powstajg wszystkie pozostate UDP-cukry niezbedne do syntezy poli-
sacharydow typu hemiceluloz: UDP-D-galaktoza, UDP-D-glukuronian,
UDP-D-ksyloza, UDP-L-arabinoza i UDP-L-ramnoza (36).

V. Aktualne problemy i perspektywy w badaniach biosyntezy
polisacharydéw $ciany komdérkowej

Pomimo niewatpliwie wzrastajagcego w ostatnich latach zainteresowa-
nia zagadnieniem biosyntezy polisacharydéw $ciany komorkowej roslin
wyzszych i znacznych osiggnie¢ w tej dziedzinie, wiele podstawowych pro-
bleméw pozostaje nadal niedostatecznie wyjasnionych. Dalszy postep
w tej dziedzinie zalezny jest, jak sie wydaje, od postepédw w poznaniu
struktury chemicznej sktadnikow $cian komoérkowych oraz metod ich wy-
odrebniania w stanie czystym z uniknieciem czesciowej degradacji. Z dru-
giej strony niezbedne jest udoskonalenie metodyki otrzymywania prepa-
ratbw enzymatycznych syntetyzujgcych polisacharydy Scian komoérkowych.
Jak dotad, preparaty enzymatyczne katalizujgce powstawanie rozmaitych
polisacharydéw S$cian komoérkowych z odpowiednich nukleozydodwufosfo-
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cukréw otrzymuje sie w wyniku wirowania rozbitych komdrek przy 500—
10 000 g. Otrzymywane aktywne frakcje sg fragmentami Sciany komarko-
wej z przylegajacymi do niej fragmentami btony cytoplazmatycznej, z kto-
rg zwiazane sg enzymy syntetyzujace polisacharydy. Efekty prob oczysz-
czenia tych preparatéw sg jak dotychczas nieznaczne. Szczegdlnie trudne
jest oddzielenie uktadow enzymatycznych od fragmentéw $ciany komarko-
wej. Otrzymane preparaty enzymatyczne zawierajg wiec zawsze endo-
genne akceptory reszt cukrowych (tj. odpowiednie polisacharydy). Fakt ten
utrudnia w zasadniczy sposéb badania mechanizmu przenoszenia reszt cu-
krowych. Z tego wtasnie powodu brak dotad informacji, czy dla syntezy po-
trzebne sa ,,primery”, tak jak to wykazano dla uktadéw syntetyzujgcych
skrobie oraz glikogen (43, 58, 75).

Zdecydowana wiekszos¢ badaczy zajmujacych sie zagadnieniem biosyn-
tezy polisacharydow $cian komdrkowych zgadza sie z tym, ze odpowiednie
nukleotydowe pochodne cukréw sg bezposrednimi donorami reszt cukro-
wych w procesie biosyntezy wigzan glikozydowych. Niektorzy autorzy po-
stulujg jednak istnienie lipidowego przenos$nika, za ktérego posrednictwem
odbywatoby sie przeniesienie reszt cukrowych z nukleozydodwufosfocuk-
réow na witasciwy akceptor (tj. polisacharyd) (17, 20, 21, 22, 49). Chociaz da-
ne doSwiadczalne przemawiajgce za istnieniem takiego posrednika sg nie-
liczne i dotycza w wiekszos$ci syntezy polisacharydéw przez mikroorganiz-
my, hipoteza ta zastuguje na bardziej szczegdtowe omoéwienie, gdyz dobrze
ttumaczy przestrzenny mechanizm wspotdziatania miedzy uktadami enzy-
matycznymi, biorgcymi udziat w syntezie polisacharydoéw $cian komorko-
wych.

Wiadomo, ze enzymy katalizujace synteze nukleozydodwufosfocukréow
(pirofosforylazy) zlokalizowane sg w cytoplazmie. Uktad polimeryzujacy
(transferazy) zwigzany jest natomiast z zewnetrzng czescig lipido-biatko-
wej btony cytoplazmatycznej. Przenos$nik lipidowy, zlokalizowany we-
wnatrz btony cytoplazmatycznej, bratby wiec udziat w przenoszeniu reszt
cukrowych z nukleozydodwufosfocukrow tworzonych po wewnetrznej stro-
nie btony cytoplazmatycznej na akceptor potozony po zewnetrznej stronie
btony cytoplazmatycznej. W 1961 roku Colvin (21) wykryt u syntety-
zujagcego celuloze mikroorganizmu Acetobacter xylinum i w niektérych
roslinach wyzszych glikolipidowy zwigzek, ktdry prawdopodobnie mogtby
petni¢ funkcje takiego przenos$nika reszt cukrowych. Glikolipid ten jest
wykorzystywany przez uktad enzymatyczny z Acetobacter xylinum, jako
donor reszt glukozy do syntezy celulozy. Zdaniem Colvina, zwiazek ten
sktada sie z polialkoholu zawierajgcego okoto 30 atoméw wegla, glukozy
i ewentualnie zasady organicznej (22). Z kolei Kauss (49) przypuszcza,
ze u roslin wyzszych takim przenosnikiem lipidowym mogtyby byé gliko-
zydy steroli. Otrzymany przez niego z siewek fasoli preparat enzymatycz-
ny, inkubowany z UDP-MC-D-glukozg, obok syntezy celulozy katalizuje
wiaczenie glukozy do glikozydow (3-sitosterolu i stigmasterolu. Z drugiej
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jednak strony Flowers iwsp. (31) wykazali, ze czeSciowo oczyszczone
preparaty enzymatyczne z siewek fasoli i tubinu, syntetyzujgce intensyw-
nie celuloze, nie wytwarzajg w uchwytnych ilosciach zadnych potgczen
glikolipidowych. Problem ewentualnego lipidowego przenosnika cukrow
w biosyntezie polisacharydéw S$cian komorkowych pozostaje wiec nadal
otwarty.

Na szczegélng uwage zastuguje zagadnienie specyficznos$ci transferaz,
biorgcych udziat w syntezie poszczegélnych polisacharydéw, w stosunku
do zasady wchodzacej w skiad donora reszty cukrowej, tj. nukleozydodwu-
fosfocukru. Wiadomo obecnie, ze skrobia w roslinach wyzszych syntetyzo-
wana jest z ADP-D-glukozy (75), glikogen zwierzecy z UDP-D-glukozy (43),
celuloza natomiast — wedtug prac Hassida i wsp. (12, 13, 26, 42) —
z GDP-D-glukozy. Tak wiec trzy ilosciowo najwazniejsze bhiologiczne poli-
mery glukozy wytwarzane bytyby z réznych nukleozydodwufosfopochod-
nych glukozy. W komaorkach roslin wyzszych sg uktady enzymatyczne ka-
talizujgce synteze zaréwno ADP-, GDP-, jak i UDP-D-glukozy. Ostatni
zwigzek jest donorem reszt glukozy w biosyntezie niektérych réznych od
celulozy a zawierajacych glukoze polimerow wchodzacych w skiad $ciany
komdérkowej oraz do syntezy szeregu glikozydow, miedzy innymi fenolo-
wych (11, 23, 56, 93), sterolowych (19, 49) i innych (85). Wysoce prawdo-
podobna wydaje sie hipoteza, ze biosynteza rozmaitych potaczen glukozy-
dowych w roélinach wyzszych moze by¢ regulowana na poziomie syntezy
nukleozydodwufosfopochodnych. Oddziatywania powodujace zmiany ak-
tywnosci poszczeg6lnych pirofosforylaz decydowalyby o wielkosci pul
ADP-, GDP- i UDP-D-glukozy i poprzez to — o relacji miedzy szybkoscia
biosyntezy skrobi, celulozy i innych pochodnych glukozydowych w ko-
morkach.
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ZBIGNIEW RUCZAJ *

Antybiotyki — inhibitorami biosyntezy $ciany komérkowej
bakterii

Antibiotics — Inhibitors in Biosynthesis of the Bacterial Cell-Wall

The mode at action of antibiotics on biosynthesis of the peptidoglycan precursors
and their cross-linking is described.

Mechanizm dziatania antybiotykéw w komérce polega na swoistym od-
dziatywaniu na reakcje enzymatyczne lub struktury komérkowe. Anty-
biotyki uzna¢ wiec mozna za inhibitory o bardzo $ci$le okres$lonej funkcji.
Znamienne jest przy tym, ze penicylina nie tylko byta pierwszym zastoso-
wanym w terapii antybiotykiem, lecz réwniez byta pierwszym, ktérego
dziatanie inhibitorowe umozliwito poznanie ztozonego procesu biosyntezy.

Juz w poczatkowym okresie badan zauwazono, ze penicylina hamujac
rozw0j bakterii powoduje zmiany ich ksztattu; obserwacja ta wskazywata
na oddziatywanie tego antybiotyku na powierzchniowe struktury komaorki.
Lederberg (24) wykazat, ze bakterie pod wptywem niskich stezen pe-
nicyliny zamieniaty sie w pozbawione S$ciany sferoplasty, identyczne
z otrzymanymi przez Weilbull’'a pod wptywem lizozymu, a Park
i Johnson (35 37) juz w 1949 roku obserwowali nagromadzanie sie
w komdrkach bakteryjnych, poddanych dziataniu penicyliny, zwigzkéw,
w ktorych sktad wchodzity nukleotydy urydynowe. Okazato sie, ze zwiaz-
ki te sg sktadnikami Sciany komdrkowej bakterii (35, 36, 38). Chatter -
jee i Park (6) uznali wiec potaczenia te za bezposrednie prekursory Scia-
ny. Zwiazki tego typu nagromadzajg sie rowniez pod wptywem innych czyn-
nikéw. D-Cykloseryna powoduje nagromadzanie w komorkach Staphylo-
coccus aureus UDP-NAc-muramylo-L-ala-D-glu-L-lizyny, a brak lizyny
w podiozu prowadzi do kumulowania kwasu UDP-NAc-muramylo-L-ala-
-D-glutaminowego, natomiast w wyniku dziatania fioletu goryczkowego
nagromadza sie¢ UDP-NAc-glukozoamina lub kwas UDP-NAc-muramino-
wy (11, 15, 53). Na udziat jondw Mg2+ i Mn2+ w biosyntezie $ciany wska-
zuje fakt, ze brak tych jonéw w podtozu powoduje podobne nagromadzanie

* Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Antybiotykéw, Warszawa

Wykaz stosowanych skrétow: UDP-NAc-Glc —urydyno-5-dwufosfo-N-acetylo-
-glukozoamina, UDP-NAc-Mur — kwas urydyno-5-dwufosfo-N-acetylo-muraminowy,
mezo-DAP — kwas mezo-dwuaminopimelinowy
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sie nukleotydowych prekursoréw $ciany (9). Antybiotyki: bacytracyna, no-
wobiocyna, wankomycyna i rystocetyny, dodane do hodowli Staphylococ-
cus aureus, powodujg takze nagromadzanie réznego typu prekursoréw
$ciany (53).

Odkrycia te zapoczatkowaty diugoletnie badania nad struktrg i biosyn-
tezg Sciany komdrkowej bakterii, a antybiotyki staty sie uzytecznym na-
rzedziem w poznaniu procesu powstawania polimeru cukrowo-peptydo-
wego, wchodzgcego w sktad Sciany, jak rowniez mechanizmu przenoszenia
nukleotydowych prekursoréw $ciany z cytoplazmy poprzez membrane cy-
toplazmatyczng na zewnatrz komorki.

W procesie biosyntezy $ciany komorkowej wyrézni¢ mozna trzy etapy
zachodzace w réznych uktadach strukturalnych komorki:

a. synteza nukleotydowych prekursorow $ciany

b. powstawanie liniowych polimeréw mukopeptydowych (peptydoglikano-
wych)

c. utworzenie krzyzowych mostkéw peptydowych, fgczacych tancuchy mu-
kopeptydowe.

Poszczegdlne etapy biosyntezy hamowane sg przez rozne antybiotyki.

I. Hamowanie syntezy nukleotydowych prekursoréw s$ciany
przez D-cykloseryne i O-karbamylo-D-seryne

Warunkiem rozpoczecia syntezy Sciany komdrkowej jest aktywacja
cukrow przez utworzenie potaczen z kwasem urydyno-5-tréjfosforowym
(UTP). U bakterii powstajg UDP-N-acetylo-glukozoamina i kwas UDP-N-
-acetylo-muraminowy, dO ktérego W kolejnych reakcjach przy’rqczane Sa
aminokwasy w nastepujacej kolejnosci: L-ala, p-giu, L-liz, oraz dwupeptyd
D-ala-D-ala u Staphylococcus aureus lub L-ala, D-glu, mezo-DAP i wspom-
niany wyzej dwupeptyd u Escherichia coli (11, 57). Ten ostatni jest przy-
tagczany przez tzw. enzym dotgczajgcy — ligaze UDP-NAc-muramylo-L-
-ala-D-glu-L-liz-: D-alanylo-D-alaniny (16, 33).

Hamowanie syntezy peptydoglikanu $ciany przez cykloseryne (d-4-
-amino-3-izoksazolidon), wytwarzang przez Streptomyces garyphalus (14),
polega na specyficznym oddziatywaniu na racemaze alaninowg (EC 5.1.1.1.)
(58, 66), oraz syntetaze p-alanylo-D-alaninowa (ligaza D-alanylo-D-alaniny
(ADP); EC 6.3.2.4)) (16, 32, 56). O-Karbamylo-D-seryna o podobnej struk-
turze, wytwarzana przez szczepy z rodzaju Streptomyces (13), hamuje je-
dynie racemaze alaninowg (26). Dziatanie obydwu antybiotykéw polega
wiec na ingerencji w synteze tancucha peptydowego mukopeptydu (sche-
mat 1).

Racemaza alaninowa jest enzymem specyficznym w stosunku do ala-
niny, wspétdziatajacym z fosforanem pirydoksalu. D-Cykloseryna hamuje



D-cykloseryna
O-karbamylo-D-seryna

2 L-alanina 2 D-alanina

O]

D-cykloseryna

UDP-NAc-muramylo-
-L-Ala-»> D-Glu-*-L-Liz

UDP-NAc-muramylo-
- L-Ala— D-Glu— L-Liz—*- D-Ala — » D-Ala

Schemat 1. Hamowanie racemazy alaninowej i syntetazy D-alanylo-D-alaninowej
przez cykloseryne

1/[D-alanina]

Rys. 1. Kompetycyjne hamowanie racemazy alaninowej przez D-cykloseryne wedtug
Stromingera i wsp. (56)
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aktywnos$¢é tego enzymu jako inhibitor kompetycyjny (26). Stata inhibito-
rowa Ki D-cykloseryny wynosi 600 mM, a stata Michaelisa Kmw stosunku
do d- i L-alaniny wynosi 6,1 i 6,5mM (26), co oznacza, ze enzym wigze
antybiotyk 100 razy efektywniej niz naturalny substrat jakim jest alanina.

Rysunek 1 przedstawia kompetycyjny charakter hamowania racemazy
przez D-cykloseryne.

Dziatanie O-karbamylo-D-seryny polega réwniez na kompetycyjnym
hamowaniu racemazy alaninowej (26). s

Zaréwno L-cykloseryna jak i O-karbamylo-L-seryna nie hamuja czyn-
nosci racemazy. Rose i Strominger (50) na podstawie podobienistwa
uktadu przestrzennego D-cykloseryny i D-alaniny wyjasnili swoisto$¢ ha-
mowania enzymu przez D-izomer antybiotykéw (rysunek 2). D-Alanina i i1-
-alanina dzieki ruchomemu wiazaniu pomiedzy atomami wegla przyjmo-
waé moga kilka uktadéw konformacyjnych. Jeden z nich jest identyczny
z uktadem przestrzennym D-cykloseryny. Odrebny ukiad przestrzenny i-
-cykloseryny uniemozliwia natomiast jej reagowanie z centrum aktywnym
enzymu, w wyniku czego nie hamuje ona aktywnos$ci racemazy (57).

H H H
H7‘c\,?<
3 CheRH
H HTIC N c
O=C o
i)
D - alanina L - alanina - karbamylo - L - seryna

H H
St H X H N
H” H
o H
(2 33 G NS o
D - cykloseryna L-cykloseryna 0 - karbamylo - 0 - seryna

Rys. 2. Budowa przestrzenna D-cykloseryny, D-alaniny i O-karbamylo-D-seryny w po-
réwnaniu z L-izomerami (57).

Synteza dwupeptydu D-alanylo-D-alaniny jest katalizowana przez syn -
tetaze D-alanylo-D-alaniny zgodnie z reakcja (30, 31, 54):

2 D-alanina + ATP MgH-K| D-alanylo-D-alanina + ADP + Pi

Enzym ten wigze dwie czasteczki alaniny. Miejsce wigzace grupe aminowa
alaniny jest bardziej wrazliwe na dziatanie cykloseryny niz miejsce wig-
zania drugiej czasteczki alaniny przez jej grupe karboksylowg (31). Stwier-
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dzono, ze D-cykloseryna hamuje enzym kompetycyjnie.

Modyfikacje czasteczki antybiotyku, zmieniajag jego wiasnosci inhibi-
torowe, na przyktad podstawienie przy C5grupy metylowej (czs-5-metylo-
-D-4-amino-3-izoksazolidon) pocigga za sobg zmiane charakteru wigzania
z enzymem, powodujac zmniejszenie statej inhibitorowej Ki okoto 50 razy
(Ki=12mM) (31). Nabywanie opornosci na D-cykloseryne przez bakterie
zwigzane jest ze wzrostem poziomu zaréwno racemazy jak i syntetazy ala-
nylo-alaninowej, oraz ze wzrostem wytgcznie racemazy w przypadku po-
jawienia sie opornosci na O-karbamylo-D-seryne (43).

Il. Hamowanie syntezy liniowych polimeréw mukopeptydowych
Sciany przez wankomycyne, rystocetyny i bacytracyne

Badania nad mechanizmem syntezy polisacharydowego tafcucha mu-
kopeptydowego w gtdwnej mierze przeprowadzono z bezkomérkowymi
ekstraktami enzymatycznymi ze Staphylococcus aureus i Micrococcus lyso-
deikticus (1, 2, 28, 59, 60). Coraz wiecej jednak danych dotyczacych innych
drobnoustrojow uzupetnia te wyniki.

Synteza wigzania "-glikozydowego (I->4) miedzy UDP-NAc-muramylo-
-pentapeptydem a UDP-NAc-glukozoaming zachodzi na nosniku lipidowym
(1) (schemat 2). Nosnik ten wyosobniono za pomocg chromatografii na
DEAE-celulozie i przeprowadzono jego identyfikacje. Jest to CHalkohol
izoprenoidowy zawierajacy jedenascie reszt izoprenowych, oraz dwie reszty
fosforanowe (3, 11).

Reakcje 1 (schemat 2) przeniesienia fosfo-NAc-muramylo-pentapeptydu
z UDP-NAc-muramylo-pentapeptydu na fosfolipidowy zwigzek posredni
katalizuje translokaza fosfo-NAc-muramylo-pentapeptydu (UMP), przy
czym uwalnia sie UMP (59, 60). Synteze wigzania glikozydowego (reakcja
2, schemat 2) zUDP-NAc-glukozoaming katalizuje inny uktad enzymatycz-
ny uwalniajacy jednoczes$nie czasteczke UDP (1).

U Staphylococcus aureus reszta kwasu glutaminowego mukopeptydu
ulega amidacji (reakcja 3, schemat 2) w obecnosci jonéw NH3i ATP, a do
grupy e-aminowej lizyny dotgcza sie 5 czasteczek glicyny (reakcja 4, sche-
mat 2), tworzac Glc-NAc-Mur-NAc- (dekapeptyd amid), przy czym dona-
torem glicyny jest glicylo-tRNA (5, 6, 8, 28, 34, 52, 54).

Liczba i rodzaj dotgczanych aminokwasoéw do fragmentu peptydowego
dwusacharydowej czgsteczki mukopeptydu potgczonej z nosnikiem fosfo-
lipidowym wigzaniem pirofosforanowym sg r6zne w zaleznoS$ci od gatunku
bakterii (49).

U Micrococcus lysodeikticus do a-karboksylowej grupy kwasu gluta-
minowego dotgczana jest tylko jedna czasteczka glicyny przy udziale ATP.
Powstaje NAc-glukozoamino-NAc-muramylo (heksapeptyd) (reakcja 3,
schemat 3), (8. 27, 51).
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UDP-MurN Ac-pen tapeptyd UMP
(1)
sl MurNAc-(pentapeptyd)-P-P-fosfolipid
P~ (6) UDP-GIcNAC
P-P-fosfolipid (2) upP
GlcNAc-MuriNAc-
(dekapeptydoamid)
-akceptor
(5) GlcNAc-MurNAc-(pentapeptyd)-P-P-fosfolipid
Akceptor
(3) / ATP, NH,
GlcNAc-MurNAc (dekapeptydoamid)-P-P-fosfolipid GlcNAc-MurNAc<{pentapeptydoamid)-P-P-fosfolipid
(4)
tRNA Glicylo-tRNA

Schemat 2. Cykl fosfolipidowy w biosyntezie polimerow mukopeptydowych S$ciany
Staphylococcus aureus (wedtug Stromingera i wsp. (57)

U Micrococcus roseus w reakcji dotgczania reszt aminokwasowych bie-
rze udziat treonylo-tRNA (47, 48), u Staphylococcus epidermidis serylo-
-tRNA (40), a u Arthrobacter crystallopoietes L-alanylo-tRNA (46).

Udziat tRNA w reakcjach wydtuzania fragmentu peptydowego wska-
zuje na bardziej ogdlne znaczenie tej formy aktywacji aminokwaséw
w procesach biologicznych.

Utworzony w ten sposéb mukopeptyd o peitnym fragmencie peptydo-
wym jest przenoszony na nosniku fosfolipidowym poprzez membrane cyto-
plazmatyczng do miejsca akceptorowego w S$cianie, gdzie dwusacharydo-
-mukopeptyd dotgcza sie do reszty cukrowej akceptora (reakcja 5, schemat
2; reakcja 4, schemat 3). Mechanizm syntezy tego wigzania glikozydowego
jest nieznany. W konicowym etapie, w wyniku dziatania fosfatazy odigcza
sie nos$nik lipidowy, przy czym uwalnia sie fosfor nieorganiczny (51) (re-
akcja 6, schemat 2; reakcja 5, schemat 3).

Wankomycyna, rystocetyny i bacytracyna hamuja tgczenie sie prekur-
sorow $ciany z fosfolipidowymi nos$nikami, oraz proces ich defosforylacji
(20, 21, 23, 44, 45).

Wankomycyna, wytwarzana przez Streptomyces orientalis (41), jest
antybiotykiem glikozydowym o nieznanej blizej budowie, zawiera w czgs-
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UDP-MurNAc-pentapeptyd ump

MurNAc-(pentapeptyd)-P-P-fosfolipid

UDP-GIcNAc
P-fosfolipid ?
@ N> uop
Pi GlcNAc-MurNAc-(pentapeptyd)-P-P-fosfolipid
5) 0 Glicyna + ATP
P-P-fosfolipid ADP + Pi

GIcNAc-Mur NActheksapeptyd)-P-P-fosfolipid

GlcNAc-MurNAc<heksapeptyd)-Akceptor Akceptor

Schemat 3. Cykl fosfolipidowy w biosyntezie polimeréw mukopeptydowych $ciany
Micrococcus lysodeikticus wedtug Siewerta i Stromingera (51)

teczce ugrupowanie fenolowe, N-metylo-leucyne i kwas asparaginowy,
a rystocetyny A i B otrzymane z hodowli Nocardia lurida (12) zbudowane
sg miedzy innymi z glukozy, mannozy, arabinozy i ramnozy. Antybiotyki te
hamuja reakcje dotgczania dwusacharydowej czgsteczki mukopeptydu do
akceptora w Scianie bakteryjnej, a w wyzszych stezeniach takze reakcje
katalizowang przez translokaze fosfo-NAc-muramylo pentapeptydu (22).
Zahamowanie w 50°/0 wykorzystania do syntezy $ciany dwusacharydowej
czasteczki mukopeptydu obserwowano przy stezeniach obu antybiotykéw
20 M-g/ml (1, 2, 65). Penicylina nie wykazywata dziatania hamujgcego na te
reakcje (tablica 1).

Oba te efekty nalezy rozpatrywaé w potgczeniu z obserwacjami nad
adsorpcjag wankomycyny i rystocetyny na mukopeptydzie $ciany w komor-
ce nienaruszonej (7) oraz wigzaniem sie z wyosobnionymi mukopeptydo-
wymi prekursorami Sciany (39). Antybiotyki te wykazujg wieksze powi-
nowactwo do nienaruszonej $ciany komdérkowej niz do sktadnikéw Sciany
znajdujacych sie w bezkomaérkowych preparatach (4). Stwierdzono, ze wan-
komycyna tworzy potgczenia jedynie z takimi prekursorami, ktére zawie-
raty na koncu tancucha peptydowego dwupeptyd D-alanylo-D-alanine (39),
co ttumaczy wptyw tych antybiotykéw réwniez na czynno$¢ karboksypep-
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Tablica 1

Whplyw antybiotykéw na wykorzystanie oczyszczonego GIcNAc-Mur
NAc-(pentapeptyd)-P-P-fosfolipidu w syntezie peptydoglikanu $ciany M. lysodeikticus (6)

Antybiotyk fig/ml Peptydoglikan Hamowanie Tso*
(mixmole) (%) (Leg/mi)
- 35 0
Rystocetyna 6 30 14
24 13 63 20
Wankomycyna 6 27 23
28 14 60 20
Penicylina G 420 31 1 ~500

* stezenie hamujace w 50%

tydazy odtaczajacej koncowa reszte D-alaniny podczas syntezy krzyzowych
wigzan peptydowych (10, 25).

Cykl fosfolipidowy w biosyntezie polimeru mukopeptydowego jest ha-
mowany przez bacytracyne, peptydowy antybiotyk wytwarzany przez
szczepy rodzaju Bacillus (42). Bacytracyna jest specyficznym inhibitorem
reakcji defosforylacji P-P-fosfolipidu, katalizowanej przez fosfataze, a tym
samym uniemozliwia regeneracje nosnika i wejscie jego w ponowny cykl
reakcji prowadzacych do syntezy mukopeptydu (51) (rysunek 3).

1200

800

400

Nieorganiczny P

1 1 1 I 1 1

40 80 120 160
ug/ml bacytracyny

~ L
320

Rys. 3. Wptyw bacytracyny na udzial dwusacharydo (1C-pentapeptyd)-P-3P-fosfo-

lipidu w syntezie peptydoglikanu $ciany i uwalnianie nieorganicznego fosforanu

w bezkomérkowych uktadach enzymatycznych M. lysodeikticus wedtug Siewer-
ta i Stromingera (51).

Siewert i Strominger (51) stosujgc podwOjnie znakowany
dwusacharydo(MC-pentapeptyd)-P-3P-fosfolipid jako substrat i uktad enzy-
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matyczny z Micrococcus lysodeikticus lub Staphylococcus aureus stwier-
dzili w obecnosci bacytracyny nagromadzanie P-3P-fosfolipidu, przy jed-
noczesnym zahamowaniu uwalniania 2Pi (rysunek 3). Jednoczes$nie wyka-
zano, ze wankomycyna, rystocetyny i penicylina nie wptywaly na reakcje
defosforylacji P-3P-fosfolipidu (tablica 2).

Tablica 2

Hydroliza P-32P-fosfolipidu przez frakcje enzymatyczng M.lysodeikticus w obecnosci
réznych antybiotykéw

1lo$¢ uwolnionego P

Dodany antybiotyk [eg/ml Cpm
Bez enzymu 44
Enzym bez antybiotyku 1040
Bacytracyna 153 361
Penicylina G 40 1030
Rystocetyna A 40 1075
Wankomycyna 40 1001

Bacytracyna hamuje réwniez defosforylacje P-3P-fosfolipidu katalizowang
przez fosfataze alkaliczng Escherichia coli i tkanek zwierzecych. Pozostaje
niewyjasnione czy antybiotyk reaguje z fosfolipidowym substratem czy
tez z fosfatazg (51).

I11. Penicylina inhibitorem ,,sieciowania” $ciany

Koncowy etap biosyntezy $ciany, polegajgcy na ,usieciowaniu” linio-
wych tancuchdw mukopeptydu przez utworzenie krzyzowych mostkéw
peptydowych, zachodzi bez udziatlu ATP, jako zrddta energii, na zewnatrz
membrany cytoplazmatycznej stanowigcej bariere przepuszczalnosci ko-
morki.

U wszystkich badanych bakterii mostki peptydowe powstajg przez po-
taczenie grupy aminowej peptydu jednego taricucha z przedostatnig czgs-
teczka alaniny w taincuchu peptydowym. Powstanie nowego wigzania jest
mozliwe dzieki energii wigzania peptydowego koncowej czasteczki p-ala-
niny. Jest to etap syntezy $ciany komorkowej hamowany przez penicyliny,
w tej liczbie penicyliny syntetyczne: penicyline V, metycyline, oksacyline
i ampicyling, oraz przez cefalosporyny. Mechanizm dziatania penicyliny
zostal szczegétowo omoéwiony w odrebnym artykule w Postepach Bio-
chemii (64).

Tipper i Strominger (61) wykazali, ze w komdrkach Staphylo-
coccus aureus wystepuje 93'% peptydoglikanu usieciowanego i tylko 7%
nieusieciowanego, ktéry oddzielono metodg sgaczenia na zelu Sephadex.
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Pod wptywem penicyliny ilos¢ peptydoglikanu nieusieciowanego zawie-
rajgcego dodatkowq reszte D-alaniny znacznie zwiekszala sie.

. Przeprowadzenie reakcji usieciowania, opartej na transpeptydaciji,
w uktadach bezkomorkowych Staphylococcus aureus i Micrococcus lyso-
deikticus nie powiodto sie, jakkolwiek z tych drobnoustrojow udato sie
wyodrebni¢ posrednie zwigzki oligomeryczne ztozone z kilku a nawet
z dziesieciu podjednostek (57, 61). Przebieg reakcji transpeptydacji u S. au-
reus przedstawiono na schemacie 4.

Glikopeptyd Glikopeptyd
I |
MurNAc MurNAc
| |
L-Ala L-Ala

*
D-Glu D-Glu
*
L-Liz— Gli— - Gli—Gli-«<—Gli—Gli L-Liz- +Gli— Gli— Gli— Gli— Gli
| |
D-Ala D-Ala
D-Ala D-Ala
Glikopeptyd Glikopeptyd
I I
MurNac MurNAc
| I
L-Ala L-Ala
t 1
D-Glu D-Glu
t
— Gli— D-Ala- L-Liz- -Gli— Gli— Gli— Gli— Gli D-Ala-?-L-Liz— Gli- -Gli—Gli— Gli— Gli—

Schemat 4. ,Sieciowanie” peptydoglikanu w biosyntezie $ciany 5.aureus wedtug
Stromingera iwsp. (57); -> strzatki wskazujg kierunek od konca tafcucha pepty-
dowego z grupg -COOH do konca tancucha z grupg -NH2

Stwierdzono, ze penicyliny w niskich stezeniach (1 M-g/ml) powodowaty
u S. aureus nagromadzanie sie niepowigzanych krzyzowo jednostek pepty-
doglikanowych z koncowg D-alaning w tancuchu peptydowym. W tych
warunkach komérki ulegajg szybkiej lizie i ging (17, 63). Charakterystycz-
ne przy tym, ze wobec wysokich stezen penicyliny (10(Vg/ml), przy cat-
kowitym zahamowaniu syntezy krzyzowych wigzan peptydowych, komér-
ki pozbawione $ciany zyty dtuzej (63).

Synteze usieciowanego peptydoglikanu u drobnoustrojéw Gramujem-
nych badano w uktadach bezkomdérkowych E. coli (17). Powstanie wigzan
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krzyzowych pomiedzy liniowymi tancuchami peptydoglikanu zachodzi ana-
logicznie jak u S. aureus, z wydzieleniem koncowej czasteczki D-alaniny
pentapeptydu. W kolejnej reakcji z udziatem karboksypeptydazy D-alani-
nowej, zostaje usunieta reszta D-alaniny z konca sasiedniego tancucha
peptydoglikanu, co warunkuje powstawanie u E. coli wytgcznie dimerdéw
(18). Powstawanie dimeréw peptydoglikanowych u E. coli przedstawia
schemat 5 Obydwie reakcje wrazliwe sg na dziatanie penicyliny, przy
czym karboksypeptydaza D-alaninowa hamowana jest in vitro w steze-
niach nizszych niz stezenia hamujace wzrost E. coli (17, 18, 19).

. GlcNAc-MurNAc-LAla-*-D-Glu-*-mezo-DAP-*-D-Ala-*-D-Ala
GIcNAc-MurNAc-L-Ala-*-D-Glu-*.mezo-DAP-*-D-Ala-»-D-Ala
transpeptydaza
GIcNAc-MurNAc-L-Ala-*- D-Glu—»»mezo-DAP—*-D-Ala
GIlcNAc-MurNAc-L-Ala-*.D-Glu-*-mezo-DAP— » D-Ala-"D-Ala + D-Ala
karboksypeptydaza  D-alaniny
GIcNAc-MurNAc-L-Ala-t-D-Glu-"-irezo-DAP—» D-Ala
GIcNAc-MurNAc-L-Ala-— D-Glu—mtnezo-DAP—» D-Ala + D-Ala

Schemat 5. Powstawanie dimeréw peptydoglikanu w uktadach bezkomoérkowych E.
coli wedtug Stromingera iwsp. (57)

Ze szczepu E. coli wyodrebniono drugi enzym, karboksypeptydaze
D-alaninowg Il. Enzym ten, niewrazliwy na dziatanie penicyliny, odlgcza
ostatnig reszte D-alaniny w dimerze peptydoglikanu, czyli przedostatnia
w pentapeptydowym fragmencie prekursora UDP-muramylopentapepty-
du (19).

Wyniki ostatnich badan Stromingera (55), referowane na Mie-
dzynarodowym Zjezdzie IUPAC w Rydze w 1970 roku, wskazujg na iden-
tyczno$¢ transpeptydazy i karboksypeptydazy I.

Istnieje duze podobieAstwo budowy przestrzennej penicyliny i dwu-
peptydu D-alanylo-D-alaniny (62). Wigzanie -CO-N< w piersScieniu (3-lak-
tamowym penicyliny i -CO-N<C w dwupeptydzie leza doktadnie w tej sa-
mej pozycji (rysunek 4). Prawdopodobnie penicylina reaguje z enzymem
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tworzgc potagczenie — penicyloilo-enzym o analogicznym uktadzie struktu-
ralnym jak D-alanylo-D-alanina (61, 62).

Mechanizm reakcji transpeptydacji przedstawiony na schemacie 6 wska-
zuje na acylowanie transpeptydazy w jej miejscu aktywnym poprzez
(3-laktamowy pierscien penicyliny.

Rys. 4. Modele przestrzenne penicyliny i D-alanylo-D-alaniny

/coun-o-ma-c-uu-o-ma R-CONH \F‘T s
Il |
0  COOH

éc_N

/ NHCO-GIi-NH, 0 COOH

Penicylina

Transpeptydaza

(Enzym)
/CONH-D-AIa-(;.-Enzym
0

D-Ala +

/ NHCO-GIi-NH,

R-CONH

Enzym — C )\/ :
|
o NH

COOH

Penicyloilo-Enzym

/CONH-D-AIa/C =0
/-NHCO-GIi~NH

Glikopeptyd potaczony wigzaniami krzyzowymi

Schemat 6. Mechanizm hamowania transpeptydazy przez penicyline wedtug Tip -
pera i Stromingera (61)
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Ro6znice w stopniu wrazliwosci bakterii Gramdodatnich i Gramujem-
nych na dziatanie penicylin i innych antybiotykow spowodowane sg rézng
budowg $ciany (49).

W tablicy 3 przedstawiono dziatanie antybiotykdw na wzrost bakterii
i przebieg reakcji syntezy peptydoglikanu w uktadach bezkomdrkowych
E. coli. Obserwowane réznice wyptywajg z matej zdolnosci penetracyjnej
niektérych antybiotykdéw poprzez Sciane E. coli, przy jednoczesnej duzej
wrazliwosci uktadow bezkomorkowych tego drobnoustroju (11).

Tablica 3

Poréwnanie wrazliwosci komérek Escherichia coli i bezkomdrkowych uktadow
enzymatycznych na dziatanie antybiotykow

Stezenie hamujace w 50% (150)[J-g/ml

: Karboksypep-
Antyblotyk Wzrost Synteta.za Transpeptydaza tydaza
peptydoglikanu D-alaniny

Ampicylina 3 — 3 0,04
Penicylina G 30 — 3 0,02
Cefalotyna 50 — 50 1
Metycylina 1000 — 1000 1
Rystocetyna 1000 3 — —
Wankomycyna 100 10 — —
Bacytracyna 1000 40 — —

Przedstawione wyniki badan wskazujg jednoznacznie na role jakg spet-
niajg antybiotyki w poznaniu reakcji sktadajagcych sie na proces biosyn-
tezy Sciany komérkowej bakterii.
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STANISLAW SZMIGIELSKI *

Biochemia aktywnego transportu jonoéw sodu i potasu

Biochemistry of Active Transport of Na+ and K+ lons

Active transport of Na+ and K+ across celi Membranes is reviewed.

Skiad jonowy cytoptazmy komérki roézni sie zasadniczo od skiadu pty-
nu okotokomérkowego. Wnetrze komérki zawiera jony potasu i aniony or-
ganiczne w wysokich stezeniach, jest natomiast ubogie w séd i chlorki.
Ptyn okotokomdrkowy charakteryzuje sie odmiennym skiadem — wyso-
kim stezeniem sodu i niskim potasu. Naruszenie tych stosunkdw jonowych
miedzy komorkg i ptynem okotokomérkowym prowadzi w krotkim czasie
do giebokich zaburzen metabolicznych, poczatkowo odwracalnych, p6zniej
konczacych sie $miercig komoérki. Przyczyny wystepowania tak duzych
réznic w sktadzie jonowym komdarki i ptynu okotokomoérkowego nie sg do-
ktadnie znane; przypuszcza sie, ze gradienty jonowe odgrywajg podsta-
wowg role w przewodnictwie nerwowym i elektrycznym oraz ze szereg
enzymow we wnetrzu komorki potrzebuje potasu jako kofaktora (21).

Stwierdzenie odmiennego sktadu jonowego komérki i ptynu okotoko-
morkowego zwrdcito uwage badaczy na blone komdrkowa, jako twor
umozliwiajgcy wystepowanie tych réznic i regulujgcy prawdopodobnie
przemiane jonowa komorki. Badania przy uzyciu radioaktywnych znacz-
nikow wykazaty, ze btona komérkowa jest przepuszczalna dla matych jo-
néw, jednak w réznym stopniu (3). Przenikanie jonéw sodu i potasu przez
btone komorkowg wbrew gradientowi ich stezen nasuneto juz stosunkowo
wczesnie hipoteze istnienia jakiego$ aktywnego systemu transportu jonow
w btonie komdrkowej. Wiekszos¢ bton komorkowych jest spolaryzowana —
wnetrze komorki ma tadunek ujemny w poréwnaniu z ptynem okotoko-
morkowym. Przy odpowiednio wysokiej réznicy potencjatdbw mogtoby to
ttumaczy¢ bierne wnikanie jonow potasu do wnetrza komérki, whrew ich
stezeniu. Jednakze zalozenie ruchow jondw zwigzane z r6znicg tadunkow
we wnetrzu komérki nie ttumaczy zupetnie przenikania jonéw sodu z ko-
morki do ptynu okotokomoérkowego. Dla tych celéw niezbedne jest istnie-
nie jakiego$§ mechanizmu czynnego transportu sodu z komorki do ptynu

* Dr, Wojskowy Instytut Medycyny Lotniczej, Warszawa
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okotokomérkowego, tzw. pompy sodowej, wymagajacej do swej pracy do-
starczenia energii.

Wiegkszo$¢ doswiadczen dagzacych do ustalenia natury pompy sodowej
byta przeprowadzona na olbrzymich komorkach nerwowych krabow. Ko-
morki te z powodu ich wielkosci sg idealnym modelem do badania trans-
portu jonow. Diugos¢ kilku centymetrow i szeroko$¢ do 1 mm umozliwia
przeprowadzenie badan przy uzyciu technik mikrochirurgii na pojedyn-
czych wiéknach nerwowych, do ktdrych wprowadza sie radioaktywny 2Na
(8). Badania z uzyciem radioaktywnego izotopu sodu wykazaty scistg zalez-
no$¢ miedzy transportem jonéw przez btone komdérkowg a metabolizmem
energetycznym komorki. Zablokowanie oddychania tlenowego komorki
przez cyjanki powoduje zatrzymanie 2ZNa we wnetrzu komarki, przy czym
stopien zahamowania przenikania sodu przez btone komérkowa jest pro-
porcjonalny do ilosci wysokoenergetycznych wigzan fosforanowych ATP
(8). Usuniecie trucizny oddechowej pozwala na resynteze wysokoenerge-
tycznych wigzan fosforanowych i powoduje wydalenie ZNa z wnetrza ko-
morki. Wprowadzenie ATP do wnetrza zatrutych komorek (ale nie do
ptynu okotokomdérkowego) powoduje krétkotrwaty wzrost przenikania 2Na
z wnetrza komorki do ptynu okotokomdérkowego, zalezny od ilosci wpro-
wadzonego ATP (8).

Wszystkie te doswiadczenia sugerowaty niewatpliwy udziat wysoko-
energetycznych wigzan fosforanowych ATP w aktywnym transporcie jo-
néw sodu z wnetrza komérki do ptynu okotokomérkowego. Analogiczne
wyniki uzyskano przy obserwacji transportu sodu przez btone krwinek
czerwonych (tzw. cieni komdrkowych, poddanych dziataniu niewielkiego
stopnia hipotonii) oraz w skrawkach nerek i mézgu (3). Przedstawione po-
wyzej doSwiadczenia stanowity fundament badan nad aktywnym transpor-
tem jonéw sodu i potasu. Wykazano stosunkowo wczesnie wspotzaleznosé
przenikania tych dwu jonow przez btone komdrkpwg (15) — usuniecie po-
tasu z ptynu okotokomérkowego zmniejsza wydalanie sodu z komorek,
a zwiekszenie stezenia potasu w ptynie okotokomdérkowym nasila przeni-
kanie sodu przez btone komédrkowa. Analiza kinetyki przenikania sodu
i potasu przez btone komdrki w warunkach réznych stezen tych jonow
w plynie okotokomdrkowym doprowadzita do wniosku (3), ze jony potasu
aktywuja pompe sodowa, a cato$¢ ma charakter reakcji enzymatycznej.
Dalszym krokiem w zrozumieniu mechanizmu aktywnego transportu sodu
i potasu przez btone komdérkowg byta obserwacja Schatzmanna (35),
ze glikozydy nasercowe, a przede wszystkim digitalis i Strofantyna, sg sil-
nymi inhibitorami pompy sodowej. Zjawisko hamujacego wptywu glikozy-
déw nasercowych na pompe sodowg obserwowano we wszystkich bada-
nych komérkach i tkankach, jednak wrazliwo$¢ ich wahata sie w dosé
znacznych granicach. W dalszych badaniach (8, 17) stwierdzono, ze gliko-
zydy nasercowe dzialajg tylko wtedy, gdy znajdujg sie w ptynie okotoko-
morkowym. Wprowadzenie nawet duzych ilosci ouabainy (strofantyny G)
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do wnetrza widkna nerwowego kraba pozostawato bez wptywu na aktyw-
ny transport sodu i potasu. Wyciggnieto stagd wniosek, ze miejsca dziatania
blokujacego glikozydéw nasercowych znajdujg sie na powierzchni btony
komorkowej.

Wykazanie zaleznosci transportu sodu od wigzan wysokoenergetycz-
nych ATP oraz od zawartos$ci potasu w ptynie okotokomérkowym i mozli-
wos¢ blokowania pompy sodowo-potasowej przez glikozydy nasercowe
pozwolity na opracowanie hipotetycznych modeli aktywnego transportu
jondéw sodu i potasu. Podstawag modelu jest opisany w roku 1957 przez
Skou (38) uktad enzymatyczny adenozynotrojfosfatazy aktywowanej
przez sdd i potas (Na-K-ATPazy). W swej oryginalnej pracy Skou (38)
wyizolowat z btony komorkowej nerwu kraba frakcje, ktéra w obecnosci
jonéw magnezu miata zdolno$¢ hydrolizowania ATP. Stopieri hydrolizy
byt zalezny od stezenia jondw sodu i potasu oraz byt hamowany przez ou-
abaine. Na tej podstawie powyzszy ukitad enzymatyczny zwigzano z ak-
tywnym transportem jondéw sodu i potasu przez btone komorki. Dalsze
prace (por. 21, 26, 42) potwierdzity te obserwacje i pozwolity na scharakte-
ryzowanie i czeSciowo zlokalizowanie uktadu enzymatycznego Na-K-ATP
azy w komdrce.

1. Wystepowanie i charakterystyka Na-K-ATPazy

Dla okre$lenia aktywnosci uktadu Na-K-ATPazy najlepiej postugiwac
sie mikrometodg S k ou (38) — zmodyfikowang przez Bontinga (4) (tab-
lica 1). Zasada metody jest okreslenie ilosci fosforanu nieorganicznego uzys-
kanego przez rozszczepienie ATP pod wpltywem enzymu zawartego w roz-
tworze liofilizowanego homogenatu tkanek lub narzadéw. Reakcje enzyma-
tyczng przeprowadza sie w 5 kontrolowanych warunkach (optymalne ste-
zenia Na+ i K+, bez Na+, bez K+, z dodatkiem ouabainy (10“39M) oraz bez
ATP). We wszystkich prébkach znajdujg sie jony magnezu, jako aktywa-
tor ATPaz. Aktywnos$¢ uktadu Na-K-ATPazy oblicza sie jako r6znice mie-
dzy aktywnoS$cig wszystkich ATPaz (prébka 1) i aktywno$cig Mg-ATPazy
(Srednia prébek I, I i V).

Przy zastosowaniu powyzszej metody stwierdzono aktywno$¢ uktadu
Na-K-ATPazy prawie we wszystkich badanych tkankach (4). Najwyzsze
aktywnosci stwierdzano w mézgu (szczeg6lnie w substancji szarej), siat-
kéwce oka, rdzeniu nerek oraz w miesniach. Na-K-ATPaza hydrolizuje
ATP do ADP i fosforanu nieorganicznego. Do swego dziatania wymaga,
oprécz jonéw Mg2+ okredlonych stezen jonéw Na+ i K+ (38). Obecnosc
tylko sodu lub tylko potasu nie wystarcza do dziatania ukiadu. Przy obec-
nosci w roztworze jonéw Mg2+ i Na+ potas moze by¢ zastgpiony przez
jony NH4, Rb+, Cs+, lub Li+ (uszeregowane w kolejnosci ich efektywnosci)
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Tablica 1
Zasady okres$lania aktywnos$ci uktadu Na-K-ATPazy
1. Tkanki liofilizowane i homogenizowane w H20.
2. Plyny inkubacyjne:
A* B* c* D* E*
n (mn (D) (v) M
ATP 2 2 2 —
Mg2+ 1 1 1 1
Na+ 58 58 — 58 58
K+ 5 — 5 5 5
CN- 10 10 10 10 10
EDTA 01 0,1 01 01 01
Tris pH 75
(92mM) + + + + +
Ouabaina
(10~4M) - - - + -

3. inkubacja 1 godzina w temp. 37°C
4. Okre$lenie fosforu nieorganicznego
5. Catkowita aktywno$¢ ATPaz — ptyn inkubacyjny A (1)
Mg-ATPaza — $rednia aktywno$¢ ptynéw B, C i D (II, 111 i 1V)
Aktywno$¢ Na-K-ATPazy = Calkowita aktywno$¢ ATPaz — aktywno$¢ Mg-ATPazy.

swartosci liczbowe w tablicy podane w mM

(4, 38). Zwiekszanie stezenia potasu w roztworze (przy niezmiennym ste-
zeniu jonow Mg2+ i Na+) powoduje poczatkowo wzrost aktywnosci ukta-
du, az do osiggniecia wartosci maksymalnych, po czym aktywnos$¢ spada
do 0. S6d w roztworze inkubacyjnym nie moze by¢ zastgpiony przez inny
kation (42).

Z analizy kinetycznej wpitywu sodu i potasu na aktywnos$é uktadu
Na-K-ATPazy wynikatoby, ze enzym ten ma dwa centra aktywne dla ka-
tionéw— jedno dla sodu (z powinowactwem dla Na+ 6—8 razy wiekszym
niz dla K+) oraz drugie dla potasu (39). Dalsze badania wykazaty, ze uktad
Na-K-ATPazy w zywych komérkach wymaga dla swej optymalnej ak-
tywnos$ci obecnosci sodu we wnetrzu komdrki i potasu na zewnatrz (2,
16, 45).

Substratem dla ukiadu Na-K-ATPazy jest ATP. Przy zastgpieniu go
przez ITP, GTP lub UTP (23) uktad wykazuje jedynie $ladowg aktywnos¢.
Badania z uzyciem 3P-ATP sugeruja, ze rozktad ATP przez ukiad Na-K-
-ATPazy przebiega dwustopniowo (38)— pierwszym stopniem jest prze-
niesienie wysokoenergetycznych wigzan fosforowych na zwigzek posredni
(reakcja ta wymaga obecnosci Mg2+ i Na+), drugim stopniem — defosfo-
rylacja wymagajgca obecno$ci K+. Dwustopniowosé reakcji enzymatycz-
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nej rozktadu ATP przez Na-K-ATPaze skomplikowata nieco model pom-
py sodowej, do ktorej dziatania potrzeba nie jednego a kilku uktadéw en-
zymatycznych.

We wszystkich badanych tkankach charakterystyka uktadu enzyma-
tycznego byta podobna, stwierdzono jednak pewne réznice w optimum pH
oraz optymalnych stezeniach jonow Na+ i K+. Optimum pH waha sie
w granicach 7,2 dla nerwu kraba do 7,6 dla tkanek ssakdw, stezenie Na+
od I,AmM/I dla nerwu kraba do 0,6mM/I dla nerek i 0,4mM/l dla mbzgu
ssakow (42). Roznice te moga zdaniem Aldridge (1) wynikaé nie tyle
z réznic w budowie chemicznej uktadu enzymatycznego, co z réznicy za-
wartos$ci Na+ i K+ w strukturach podkomérkowych, zawierajagcych Na-K-
ATPaze.

Uktad Na-K-ATPazy charakteryzuje sie duzg wrazliwos$ciag na dziala-
nie glikozydéw nasercowych i wapnia (38, 42). Najwazniejsze z inhibitorow
tego uktadu przedstawiono w tablicy 2. Pozwalajag one na rdéznicowanie
poszczeg6lnych rodzajow ATPaz wystepujacych w komdrkach.

Tablica 2
Najwazniejsze inhibitory ATPaz
Uktad Na-K-ATPazy Mg-ATPaza
Quabaina + + + _
Scillaren + + + -
Zwigzki blokujace grupy-SH + + + o+ o+
Jony Ca2+ b+ o+ +
Mocznik + 4+ o+
N-etylomaleinian + o+ +
Dwuetylofluorofosforan(DFP) —
Azydki — + o+ o+
Bilirubina - + o+
Guanidyna - + o+ +
Atebryna o+ "
Oligomycyna + 4

Zastosowanie inhibitordw uktadu Na-K-ATPazy pozwala réwniez na
réznicowanie aktywnego i biernego transportu sodu i potasu przez bione
komorki. Wrazliwo$¢ na ouabaine jest rézna dla réznych gatunkéw zwie-
rzat i dla réznych tkanek. Przecietnie stezenia powodujgce zahamowanie
aktywnos$ci uktadu Na-K-ATPazy w 50% wahajg sie w granicach 1 0 M
(dla krwinek czerwonych) do 10-6 M (dla mo6zgu). Poza ouabaing réwniez
szereg innych glikozydoéw nasercowych (digoxin, scillaren, emicymarin
i inne) sg inhibitorami aktywnego transportu jonéw przez btone komorki.
Cechg charakterystyczng glikozydéw hamujacych uktad Na-K-ATPazy jest
nienasycony pierscien laktonowy w konfiguracji @przy weglu CI pierscie-
nia cyklopentanofenantrenu. Zmiana konfiguracji przestrzennej przy weglu
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CI7lub nasycenie pierScienia laktonowego prowadzi do czesciowej lub cat-
kowitej utraty witasciwosci blokowania aktywnego transportu sodu i pota-
su przez btone komérki (17). Zahamowanie uktadu Na-K-ATPazy przez
ouabaine w niskich stezeniach moze byé zniesione przez zwiekszenie ste-
zenia potasu w piynie okotokomoérkowym. Sugeruje to, ze blokowanie
uktadu Na-K-ATPazy przez glikozydy nasercowe odbywa sie na drodze
zablokowania centrum aktywnego enzymu dla potasu (na zewnatrz ko-
morki).

Inkubacja frakcji podkomoérkowych, wykazujacych aktywnos$¢ uktadu
Na-K-ATPazy, z fosfolipaza A (33), lub fosfolipazag C (36) powoduje wyraz-
ne ostabienie wptywu sodu i potasu na aktywnos$é uktadu enzymatycznego.
Podobny efekt obserwuje sie po inkubacji z lizolecytyng (41), nienasyco-
nymi kwasami tluszczowymi (40) i niektérymi detergentami. We wszyst-
kich tych przypadkach aktywno$¢ ATPaz zaleznych od jonéw Mg2+ pozo-
staje niezmieniona lub jest tylko nieznacznie obnizona. Wyniki tych obser-
wacji nasuwajg dwojakie przypuszczenie: ze lipidy sg niezbedne dla
stymulacji uktadu enzymatycznego przez sod i potas lub, ze dla aktywnego
transportu sodu i potasu przez btone komoérki niezbedne jest zachowanie
struktur lipoproteidowych w btonie (42). Udziat struktur lipoproteidowych
w aktywnym transporcie sodu i potasu przez btone komorki przemawia
za tym, ze Na-K-ATPaza nie jest jednym enzymem, jak to poczatkowo
przypuszczano (38, 39), ale uktadem co najmniej kilku enzymow (42); stad
proponowana nazwa: uktad Na-K-ATPazy, stosowana obecnie powszech-
nie w literaturze anglosaskiej. Uktad ten ma zabezpieczaé i przeprowadzaé
aktywny transport sodu i potasu, natomiast wiele niejasnosci budzi jesz-
cze sama ATPaza. Enzymu tego nie udato sie do chwili obecnej otrzymacé
w stanie czystym i w dalszym ciggu istniejg w literaturze kontrowersje,
jaka jest jego natura. Niektérzy autorzy przypuszczajg, ze w komorce ist-
nieje tylko jedna ATPaza, aktywowana zaréwno przez jony Mg2+, jak i Na+
i K+, ktora, zaleznie od potrzeb, moze spetnia¢ role dostarczyciela energii
dla roznych ukfaddéw, miedzy innymi i dla aktywnego transportu sodu
i potasu (42). Inni autorzy przychylajg sie do zdania, ze istniejg dwa od-
rebne uktady ATPaz (23).

2. Lokalizacja uktadu Na-K-ATPazy

Badania umiejscowienia uktadu Na-K-ATPazy w komdrkach przepro-
wadzane byty za pomocg frakcjonowanego wirowania oraz technik histo-
chemicznych. Najtrudniejszym problemem jest oddzielenie aktywnosci
uktadéw ATPaz aktywowanych tylko przez Mg2+ od uktadu aktywowanego
przez jony Mg2+ oraz Na+ i K+. Droga frakcjonowanego wirowania homo-
genatu tkanek nerwowych kraba mozna otrzymac preparaty, w ktdrych
aktywno$¢ ATPazy po dodaniu jonéw Mg2+ jest stosunkowo niewielka.
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Dodatek jondw Na+ i K+ w odpowiednich stezeniach zwieksza aktyw-
nos¢ ATPazy 6—20 razy (38). W tkankach ssakéw zastosowanie ana-
logicznej procedury pozwala jedynie na uzyskanie preparatow, w ktorych
stosunek Na-K-ATPazy do Mg-ATPazy wynosi 1,5—3,0. Dodatek dezoksy-
cholanu (DOC) lub EDTA do ptynu, w ktérym przeprowadza sie homo-
genizacje, pozwala zwiekszy¢ ten stosunek do 6—8 (40).

Uktad enzymatyczny Na-K-ATPazy zlokalizowany jest we frakcjach
podkomorkowych, ktére zgodnie z badaniami Hanzona i Toschi(19)
okres$la sie jako btony komérkowe i mikrosomy (5, 12, 16, 22, 23). Frakcja
mitochondriéow nie zawiera aktywnosci uktadu Na-K-ATPazy. Mikrosomy
sedymentujgce przy sitach grawitacyjnych 30 000—100 000 g sktadajg sie
z siateczki endoplazmatycznej i fragmentow bton komorkowych (29). Do
chwili obecnej nie wiadomo, w ktérym z tych dwu sktadnikéw komarki
jest zlokalizowany ukitad Na-K-ATPazy. Badania cytochemiczne przepro-
wadzone na btonach komdrkowych krwinek czerwonych wykazujg aktyw-
no$¢ enzymu na wewnetrznej stronie btony komdrkowej (29, 30). Metoda
histochemiczna stosowana do badania aktywnos$ci ukiadu Na-K-ATPazy
nie jest jednak wolna od zastrzezen (6). Opiera sie ona na modyfikacji kla-
sycznej metody Wachsteina i Meisela (44) badania aktywnosci
Mg-ATPazy. Zasadg metody jest inkubacja nieutrwalonych tkanek w bu-
forowanym roztworze ATP i soli otowiawych z dodatkiem aktywatoréw
(Mg2+, Na+ i K+). Produktem reakcji jest fosforan otowiu, nastepnie prze-
prowadzany w siarczek otowiu, ktory jest widoczny pod mikroskopem.
Podstawowymi zastrzezeniami w stosunku do tej metody jest stwierdzenie
blokowania uktadu Na-K-ATPazy przez otdbw w stezeniach uzywanych
w reakcji cytochemicznej oraz nieenzymatyczny rozktad ATP przez otdw
(31, 32). Wynika stad mozliwo$¢ powstawania duzej iloSci nieswoistych
strgtow siarczku otowiu i trudno$¢ w zréznicowaniu aktywnosci Mg-
-ATPazy, Na-K-ATPazy i reakcji nieswoistej. W zwigzku z tym wielu ba-
daczy odnosi sie krytycznie do cytochemicznej metody badania aktywnosci
ATPaz, uwazajac ze nie pozwala ona zupetnie na okre$lenie aktywnosci
tych enzymow.

3. Stechiometria aktywnego transportu jondw sodu i potasu

Dla opracowania modeli pompy sodowo-potasowej niezbedne byto po-
znanie zalezno$ci miedzy transportem jonoéw przez btone komoérkowa a in-
nymi funkcjami komdrki oraz okreslenie ilosciowe rozpadu ATP w sto-
sunku do sodu i potasu, ktory przeniknat przez btone komérki. Wiele prac
poswiecono zaleznosci miedzy aktywnos$cig metaboliczng tkanek (mierzo-
ng stopniem zuzycia tlenu) a transportem sodu. Rozwazania te sg bardzo
istotne, gdyz moga w pewnym stopniu przyczynié sie do wyjasnienia me-
chanizmu transportu jonéw przez btone komdrkowga. Gdyby transport sodu
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przez btone komorki opierat sie na prostym mechanizmie oksydoredukcji,
to maksymalna wydajnos$¢ tego systemu wynositaby 4 jony Na+ transpor-
towane przez btone na 1 zuzytg czasteczke tlenu (26). Tymczasem stosunek
ten okreslono dla naskdrka zaby na 18 jonéw Na+ (11), a dla nerek na 28
(27). Sugeruje to, ze pompa sodowa ma niewielki zwigzek z systemem oksy-
doredukcyjnym komorki. Potwierdzajg to spostrzezenia (27), ze tkanki za-
nurzone w roztworach pozbawionych sodu i potasu nie wykazujg znamien-
nego obnizenia zuzycia tlenu.

Znacznie trudniej jest badaé stosunek transportu jonéw sodu i potasu
do zuzycia ATP w catych komadrkach, gdyz komorki wykazujg tendencje
do szybkiego wyréwnywania niedoborow ATP i utrzymywania jego ilosci
na statych poziomie. W komorkach stale zachodzi fosforylacja nukleotydow
i nawet przy szybkim zuzywaniu ATP istnieje dostatecznie duzo zwigz-
kéw rezerwowych (np. fosfokreatyna), z ktérych natychmiast syntetyzo-
wane jest ATP. Dopiero po wyczerpaniu tych rezerw zaczyna sie obser-
wowac zmniejszenie iloSci ATP. Dlatego badania stosunku ilosci transpor-
towanych jonéw sodu i potasu do ilosci roztozonego ATP dawatly przez
dtugi czas rozbiezne wyniki (26). Poczatkowo okres$lano stosunek Na+/ATP
jako 1 (20). Dopiero pOzniejsze badania wykazaty (18, 28, 37), ze na jedng
roztozong czgsteczke ATP przechodzg przez btone komérkowg trzy jony
sodu i dwa potasu. Ttumaczy to réznice w stezeniu sodu i potasu we
wnetrzu komorki i w ptynie okotokomdrkowym. Analogiczny stosunek:
3 jony Na+ na 1 czasteczke ATP stwierdzono niezaleznie od stezenia sodu
w ptynie okotokomdérkowym (37).

4. Zwigzki posrednie w transporcie sodu i potasu

Istnienie zwigzkéw posrednich w transporcie sodu i potasu sugerowano
wielokrotnie. Leaw i Reuschaw (28) stwierdzili, ze frakcja mikro-
somalna nerwu kraba, posiadajgca aktywno$¢ ukiadu Na-K-ATPazy ma
rédwniez zdolno$¢ katalizowania reakcji wymiany ATP-ADP. Po inkubacji
tej frakcji z dodatkiem AD3P radioaktywno$é mozna stwierdzi¢ w ATP.
Wymiana ta moze by¢ zmniejszona przez dodatek jonéw sodu i potasu,
natomiast ouabaina znosi wptyw tych jonéw. Na tej podstawie sugeruje
sie, ze pierwszym etapem rozkiadu ATP przez ukiad Na-K-ATPazy jest
utworzenie fosforylowanego enzymu potgczonego z ADP. Dalszym potwier-
dzeniem tej hipotezy byly wyniki doswiadczen, w ktérych inkubowano
frakcje komorkowe zawierajgce aktywnos$¢ ukiadu Na-K-ATPazy z radio-
aktywnym AT3P. Badania te (9, 10, 18, 25, 34) wykazaty, ze po inkubacji
w ptynie zawierajgcym jedynie jony Mg2+ radioaktywnos$é frakcji jest nie-
wielka i szybko osigga swoje maksimum. Dodatek jonéw Na+ zwieksza
radioaktywnos$¢ frakcji i w przeciwienstwie do pierwszego uktadu, po osigg-
nieciu maksimum radioaktywnos$ci obserwuje sie jej stopniowy spadek.



[9] TRANSPORT Na+ | K+ 329

Sugeruje to, ze w obecnosci jonow Mg2+ i Na+ radioaktywny 3P odszcze-
piony od ATP ulega poczatkowo zwigzaniu z frakcjg, a po pewnym czasie
zostaje zwigzany poza ukladem enzymatycznym. Dodatek jondw K+ do
roztworu przyspiesza spadek radioaktywnos$ci frakcji. Przemawia to za
hipotezg, ze dla transportu sodu przez btone komoérkowg niezbedna jest
fosforylacja ukladu enzymatycznego, natomiast dla transportu potasu —
jego defosforylacja.

Pomimo, ze wszyscy badacze sa zgodni co do koniecznoS$ci istnienia
zwigzkow posrednich w transporcie sodu i potasu, nadal nieznana jest na-
tura tego zwigzku. Panuje przekonanie, ze sg to fosfolipidy (26). Zdaniem
Hokindw (24) w transporcie sodu i potasu bierze udziat monofosfoino-
zytyd, inni autorzy (7, 13, 14, 43) uwazajg, ze zwigzkiem posrednim jest
tréjfosfoinozytyd, ktory podlega szybkiej defosforylacji i ponownemu ufos-

forylowaniu. .

5. Model pompy sodowo-potasowej w komdrce

Na podstawie oméwionych powyzej spostrzezen opracowano wiele mo-
deli pompy sodowo-potasowej w komorce, ktore w miare rozszerzania sie
informacji byty coraz bardziej skomplikowane. Jednak do chwili obecnej
model pompy sodowo-potasowej pozostaje nadal w sferze hipotez, ktore
dostarczajg jedynie wytyczonych do dalszych doswiadczen.

PLYN OKOLOKOMORKOWY

BLONA KOMORKOWA

WNETRZE KOMORKI 3Na 2K ATP-*-ADP

Schemat 1. Model pompy sodowo-potasowej wedtug Skou (41)
x —zwigzek transportowy (prawdopodobnie fosfolipid) S,, S2 S3— poziomy energetyczne

Wszystkie modele zaktadajg istnienie w btonie komodérkowej zwigzku,
ktéry ma zdolno$é ,pompowania” jon6w w oparciu o energie dostarczang
z rozktadu ATP. Najbardziej rozpowszechnionym i najlepiej sumujacym
posiadane informacje jest model proponowany przez Skou (41), przed-
stawiony na schemacie 1

Dla wyjasnienia duzego powinowactwa do sodu we wnetrzu komorki
i do potasu na zewnatrz komérki zaktada sie, ze energia ukiadu Na-K-
-ATPazy jest zuzywana do przemiany zwigzku sodofilnego i potaczonego
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z sodem na zwigzek o duzym powinowactwie do potasu. Zgodnie z tym
modelem wymiana sodu wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowego nastepuje
w wyniku naprzemiennego rozpadu i resyntezy ATP. Na zewngatrz komar-
ki zwigzek transportowy taczy sie z potasem, przenika do wnetrza komorki
i ulega defosforylacji, a w miejsce potasu wchodzi séd. W obrebie samej
btony komdrkowej zwigzek transportowy z dofgczonym sodem (X-Naj
znajduje sie na réznych posrednich poziomach energetycznych (S S2 S3.
Jak juz wspomniano, zwigzek posredni jest prawdopodobnie fosfolipi-
dem lub grupa fosfolipiddw. Model ten, podobnie jak inne, jest wysoce
spekulatywny, niemniej wydaje sie najlepiej podsumowywaé zebrane wia-
domosci o aktywnym transporcie sodu i potasu. Najblizsza przyszto$¢ poz-
woli, by¢ moze, zidentyfikowa¢ zwigzek czy zwiazki posrednie w trans-
porcie sodu i potasu i okre$li¢ ich nature.
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GRAZYNA DUDEK *

Udziat biatek w transporcie przez btony komdérkowe

The Role of Proteins in Transport through the Celi Membranes

The role and properties of proteins acting as carriers in active transport through
the celi membranes is described and discussed.

Btona komoérkowa odgrywa aktywng role w wymianie substancji mie-
dzy wnetrzem komorki a srodowiskiem. Na podstawie badan w mikroskopie
elektronowym ustalono, ze btony komorkowe utrwalane w roztworach me-
tali ciezkich (0s04 wykazujg budowe trojwarstwowg. Pierwotnie uwazano,
ze znajdujaca sie w $rodku warstwa lipiddw otoczona jest z zewnatrz i we-
wnatrz warstwami biatka (schemat 1-a). Od 1/4 do 1/3 biatek struktural-
nych btony wystepuje w formie spiral reszta za$§ w postaci nieuporzad-
kowanych zwojow.

a)vmvm\/\b)g ok

90999 :
Siusss NS

VETAATRAA & 8 8

Schemat la i b. Struktura btony komoérkowej wg (18)
biatka w formie helixdbw (@UJWN) i nieuporzadkowanych zwojéw (a*v), ~ —polarne lipidy,
‘lz — niepolarne sktadniki btony (hydrofobowe reszty aminokwaséw czy lipidow)

Obecnie bardziej prawdopodobny wydaje sie uktad mozaikowy drobin
biatkowych i lipidowych (schemat 1-b). Hipoteza o istnieniu pojedynczego
taincucha polipeptydowego przechodzacego poprzez btone komérkowg nie
zostata dotychczas potwierdzona (18).

Oprécz przenikania pasywnego czyli dyfuzji przez btony komoérkowe
istnieje tez transport aktywny wielu substancji. Przebiega on niezgodnie
z prawami dyfuzji, przeciwko gradientowi stezen i wymaga naktadu ener-

* Mgr, Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Badan Jadrowych, War-
szawa
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gii. Uktady transportu aktywnego w blonach umozliwiajg selektywna
przepuszczalno$¢ substancji zarowno do wnetrza komdrki jak i na ze-
wnatrz.

Istnieje szereg modeli majacych na celu wyja$nienie mechanizmu trans-
portu substancji przez btony. Ogélnie mozemy je podzieli¢ na modele za-
ktadajace istnienie pordw (otworéw) w btonie komérkowej i modele trak-
tujgce btone jako nieprzerwang, ciggta przegrode.

W roku 1957 Burgen (4) wysunat hipoteze, ze w btonie komdrkowej
istniejg pory, przez ktdére substancje przenikajg do wnetrza komorki.
W mysl tej hipotezy, za aktywny transport substancji przez pory maja
by¢ odpowiedzialne biatka, posiadajgce prawdopodobnie wiasnosci enzy-
mow, zlokalizowane na wewnetrznych $ciankach porow i spetniajace funk-
cje centrow wigzacych. Sugerowano, ze pory w btonie komdrkowej moga
by¢ stabilne, czyli niezmiernajgce swoich wymiar6w oraz niestabilne —
oscylacyjne. Na schemacie 2 przedstawiono hipotetyczne modele porow
w btonie komdrkowej oraz wykresy prawdopodobienstwa znalezienia si¢
czasteczki substratu wewngtrz poréw.

Schemat 2a i b. Modele poréow w btonie komérkowej wg (4)
a) model poru stabilnego, b) model poru oscylacyjnego; w formie $cisnietej (po lewej) w formie
rozszerzonej (po prawej)
M — czgsteczki przechodzace, O —centra wigzace w porze, Z —zewnetrzna strona btony komor-
kowej, W —wewnetrzna strona btony komérkowej, P —wykresy prawdopodobieristwa znale-
zienia- sie czasteczek w porze

Wejscie czasteczki do poru stabilnego (schemat 2a) odbywa sie na sku-
tek przyciggania jej przez centra wigzace znajdujgce sie na S$ciankach
poru. Odlegto$¢ miedzy centrami wigzgcymi, a czgsteczkg maleje w kierun-
ku strony wewnetrznej btony i w poblizu niej staje sie optymalna dla
zwigzania danej czasteczki. Wowczas zarOwno energia wigzania czasteczki
jak i prawodopodobiefAstwo znalezienia sie jej przy stronie wewnetrznej
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btony sg najwieksze. Model poru stabilnego nie wyjasnia przejscia sub-
stratu z poru do wnetrza komoérki. Model poru oscylacyjnego (schemat 2b)
ttumaczy mechanizm oderwania czasteczki z pozycji gdzie jest ona naj-
silniej zwiazana. Srednica takiego poru oscylacyjnego ulega zmianom. Kie-
dy por jest scisniety centra wigzace znajdujace sie blizej zewnetrznej stro-
ny btony komoérkowej przyciagaja substancje ze Srodowiska. Gdy por sie
rozszerza czasteczki substratu sg przyciggane przez centra wigzgce znajdu-
jace sie blizej wewnetrznej strony biony komadrkowej i przy nastepnym
skurczeniu si¢ poru substrat przechodzi do wnetrza komorki w wyniku
obnizenia sity wigzania.

Modele zaktadajgce ciggtos¢ btony przypisujg zasadniczg role w trans-
porcie enzymom zlokalizowanym wewnatrz lub na powierzchni btony ko-
morkowej. Model zaproponowany przez Mitchella (21) zaktada obec-
no$¢ enzymu, nazwanego ,translokazg”, pomiedzy zewnetrzng i wewnetrz-
ng powierzchnig btony.

C%ﬁ i MD

N Bi IW
‘>_/

@=
Schemat 3. Model btony komoérkowej wg (21)
Zakreskowane obszary przedstawiajg ,transtokaze” enzym wigzacy btony komoérkowej, ktéry

moze oddziatywac alternatywnie miedzy zewnetrzng i wewnetrzng powierzchnig btony
Z — zewnetrzna strona btony komérkowej, W —wewnetrzna strona btony komdrkowej

\/

Przemieszczenie anionu ze $rodowiska do wnetrza komorki przebiega
wedtug Mitchella nastepujaco (schemat 3):- na zewnetrznej powierzchni
btony anion zbliza sie do centrum aktywnego i zostaje do niego przyia-
czony. Dotaczenie anionu indukuje zmiany konformacyjne ,translokazy”
w wyniku czego anion przechodzi na stronge wewnetrzng btony. Po odgcze-
niu anionu od centrum aktywnego nastepuje powrot uktadu do stanu po-
czatkowego.

Model transportu enzymatycznego przedstawiony przez Crana (cyt. za
32) w 1966 roku zaktada, ze zasadniczg role w transporcie odgrywajg enzy-
my powierzchniowe. Czasteczki przenikajgce adsorbowane sg w zewnetrz-
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nej warstwie btony komoérkowej. Termiczne pobudzenie sktadnikéw biony
doprowadza do lokalnych przewezen btony i przerwy w jej dwuczastecz-
kowej warstwie lipidow, przez ktore to przewezenia zaadsorbowane czgs-
teczki przedostajg sie do wnetrza komorki.

Wszystkie przedstawione modele opierajg sie wiec na istnieniu nosnika,
ktéry wigze sie z przenoszonym jonem lub czasteczka. W ogdlny sposob
poszczeg6llne fazy transportu substancji przedstawiono na schemacie 4.

Uwaza si¢ (24), ze pierwszg fazg jest rozpoznanie substancji majacej
ulec przeniesieniu przez jej potaczenie z aktywnym miejscem drobiny
spetniajgcej funkcje nosnika. Mechanizm tego zjawiska bytby bardzo po-
dobny do wigzania substratu z enzymem. Nastepuje z kolei przeniesienie
substancji przez btone. Dalszym etapem transportu jest uwolnienie sub-
stancji przenoszonej z miejsca aktywnego i przekazanie jej do wnetrza
komarki, po czym nastepuje powrot systemu do stanu pierwotnego. Taki
selektywny transport wymaga uzycia energii. Niestety do tej pory nie
mozna okres$li¢, w ktdrej fazie jest ona dostarczana i w jaki spbsdb.

* ROZPOZNANIE UWOLNIENIE
ryrnPT.AEMA " PRZENIESIENIE POWHOT
S+
- -— —— -—— g—
e R Gy T NI s
? \ 17
s
SRODOWISKO
EXBRGIA

Schemat 4. Fazy transportu przez btone komdérkowg wg (24)
S —substancja przechodzaca do wnetrza komorki

Jak wynika z wyzej przedstawionych danych doktadny mechanizm
transportu przez btony komorkowe jest jeszcze nieustalony. Prowadzone
od wielu lat badania w tej dziedzinie majg miedzy innymi na celu znale-
zienie substancji, ktore sg odpowiedzialne za wtasciwe rozpoznanie i prze-
kazanie odpowiedniej czasteczki do wnetrza komérki.

W ostatnich latach przeprowadzono szereg badan, ktore wskazuja, ze
transport np. aminokwasOw i cukréw, moze odbywacd sie przy udziale okres-
lonych biatek nosnikowych.

I. Identyfikacja substancji przenoszacych i ich lokalizacja w komérce

W 1966 roku Piperno i Oxender (27) wykazali, ze komorki
E. coli K 12 poddane na zimno szokowi osmotycznemu tracg czesciowo
zdolnos$¢ do wigczania niektérych aminokwaséw. W rok p6zniej Anraku
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(2) badat transport 14C D-galaktozy u mutantéw E. coli K 12, pozbawionych
galaktokinazy i wykazat, ze komorki te poddane szokowi osmotycznemu
tracq okoto SOYo zdolnosci do wiaczania i gromadzenia galaktozy (rys. 1-a).

Okazato sie, ze szok osmotyczny uwalnia czesciowo z komorki sktadnik
konieczny do przenoszenia galaktozy. Skiadnik ten przechodzac do roztwo-
ru nie zmienia swojej aktywnosci, gdyz inkubacja z tym roztworem ko-
mdrek poddanych uprzednio szokowi przywraca im pierwotng zdolno$é
transportu (1-b). Stwierdzono ponadto, ze inkubacja komérek prawidto-
wych z roztworem zawierajagcym substancje uwalniane w wyniku szoku
osmotycznego powoduje niewielkie ale istotne zwiekszenie transportu ga-
laktozy (1—c). Substancje uwalniane pod wptywem szoku rozdzielono na
kolumnie z Sephadex G-100 na dwie frakcje. Jedna z nich charakteryzo-
wata sie duzg absorpcjg przy 280 nm, wysokim stosunkiem AZBUmAZBMwy-
noszagcym 1,84 (charakterystyczne cechy biatka), oraz zawierata I-uC-ga-
laktoze. Na podstawie tych doswiadczen wysunieto przypuszczenie, ze
sktadnikiem koniecznym do transportu D-galaktozy do komdrki bakteryjnej
i uwalniajgcym sie z niej w wyniku szoku osmotycznego jest biatko. Cie-
zar tego biatka nie przekracza 70 000. Potwierdzeniem swoistej funkcji
biatek w systemie transportu niektérych substancji przez btony komorko-
we jest hamowanie tego procesu przez inhibitory syntezy biatka np. chlor-
amfenikol (32).

suchej masy
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Rys. la, b, c. Wptyw szoku osmotycznego na wiaczanie galaktozy do komérek E. coli
g —komorki kontrolne, 0 — komdrki poddane szokowi osmotycznemu, O — komoérki inkubowane
z roztworem, ktéry wywotat szok osmotyczny

Przez dtugi czas trudnos$ci metodyczne i techniczne zwigzane z izolacja
biatek przenoszacych uniemozliwiaty blizsze ich poznanie. Dopiero zastoso-
wanie metody podwdjnego znakowania (32) przyniosto pewien postep. Me-
toda ta polega na rownoczesnym badaniu dwu hodowli:

10 Postepy Biochemii
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1) komérek bakteryjnych, ktdre produkuja wszystkie biatka i majg zdol-
nos$¢ transportu badanej substancji, oraz

2) ich mutantéw, ktére utracity zdolnos$¢ transportu okreslonych substan-
cji i nie tworzg odpowiednich biatek przenoszacych.

Do pozywek wzrostowych bakterii dodaje sie ten sam znakowany ami-
nokwas np.: fenyloalanine, ale do hodowli pierwszej MC-fenyloalanine,
natomiast do hodowli drugiej 3H-fenyloalanine. Po wyhodowaniu kolonii,
miesza sie razem rowne ilosci komorek bakteryjnych z obu kolonii, homo-
genizuje i poddaje rozdziatowi frakcjonowanemu. Przy réwnej ilosci ko-
madrek bakteryjnych, stosunek MC-fenyloalaniny do 3H-fenyloalaniny be-
dzie okoto jednos$ci w wiekszosci badanych frakcji. Frakcja charakteryzu-
jaca sie najwyzszym stosunkiem MC-fenyloalaniny do 3-fenyloalaniny
w analizowanym uktadzie zawiera biatka przenoszace. Przy uzyciu tej me-
tody udato sie uzyska¢ miedzy innymi biatko przenoszace (3-galaktozyd
w E. coli (9). Wykazano, ze biatka przenoszgce sg skiadnikiem biony ko-
morkowej (8, 22) i nazwano je biatkami M (membranowymi). Uwaza sie,
ze sg one zwigzane z btong wigzaniem biatkowo-lipidowym (8).

Bardzo interesujace sg ostatnie badania Kabacka i Milnera (13)
nad wptywem réznych zrodet energii na wiaczanie proliny przez wyizo-
lowane biony z E. coli ML 308—225. Autorzy ci stwierdzili, ze dodanie
D-mleczanu lub bursztynianu znacznie zwieksza wigczanie proliny (odpo-
wiednio 20 i 8 razy) przez btony. Jednocze$nie wykazano, ze przemiana
D-mleczanu w pirogronian przyspiesza transport takze innych aminokwa-
séw. Dane te wskazujg, ze wystepujagca w bitonie a-(—) dehydrogenaza
kwasu mlekowego jest SciSle zwigzana z transportem réznych aminokwa-
SOw.

1. Wiasnosci biatek przenoszacych

Badania nad biatkami transportujgcymi sa prowadzone gtdwnie na ko-
morkach bakteryjnych. Piperno i Oxender (28) wykazali, ze w jed-
nej komorce bakteryjnej (E. coli K 12) istnieje kilka oddzielnych systemow
transportu dla poszczeg6lnych grup aminokwaséw: (a) leucyna, izoleucyna,
walina, (b) alanina, glicyna, seryna, (c) fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan,
(d) metionina. O istnieniu odmiennych systeméw transportu w E. coli
Swiadczg takze badania Dietza i wsp. (6), ktdrzy wykazali, ze szok os-
motyczny obniza w réznym stopniu wigczanie poszczeg6lnych grup sub-
stratow. Stwierdzono rowniez, ze szok osmotyczny uwalnia z komorki kil-
ka biatek przenoszacych (6, 27).

Biatka przenoszace wyizolowano w wielu pracowniach (3, 14, 19, 23, 26,
31, 33, 34). Byly one jednorodne zaréwno elektroforetycznie jak rowniez
w ultrawiréwce analitycznej (3, 26, 33). Porownanie dwdéch biatek prze-
noszacych rézne substraty (biatka przenoszacego leucyne i biatka przeno-
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szacego galaktoze) wykazato ich zblizong ruchliwos¢ elektroforetyczng (3).
W tablicy 1 przedstawiono niektére witasnosci biatek przenoszacych sub-
stancje przez btony komoérkowe.

Ciezar czasteczkowy wiekszosci tych biatek wynosi okoto 30 000 (3, 11,
23, 25, 26, 29, 31, 33). Natomiast biatko przenoszace jony K+ i Na+ otrzy-
mane z frakcji mikrosomalnej homogenatu mézgu wotu oraz biatko trans-
portujace fosfoenolopirogronian z E. coli odbiegajg znacznie od tej wartos-
ci (1, 20). Szczegodlnie interesujgce sa trzy rdézne biatka transportujace
L-fukoze otrzymane z Lotus tetragonolobus (14). Majg one wprawdzie od-
mienne ciezary czasteczkowe, ale wigzg L-fukoze w ilosci 1 mola na 30 000 g
biatka, co wskazywatoby na istnienie w czasteczce tych biatek dwdch lub
czterech miejsc wigzacych. Pozostate biatka przenoszace maja po jednym
miejscu wigzacym substrat. State dysocjacji kompleksu biatko-substrat sg
zawarte w granicach 10-6 do 10~8 mola/litr. Niektore z biatek udato sie
otrzymac¢ w formie krystalicznej.

W tablicy 2 przedstawiono sktad aminokwasowy niektorych biatek
przenoszacych (3, 23, 33). Biatko z Salmonella typhimurium przenoszace
jony SOj-, biatka z Escherichia coli przenoszace leucyne i galaktoze oraz
biatko z dwunastnicy kurczecia przenoszace jony wapnia majg sktad ami-
nokwasowy podobny, ale nie identyczny. Odznaczaja sie one duzg zawartos-
cig kwas6w asparaginowego, glutaminowego i alaniny, oraz niska zawar-
toScig metioniny, tryptofanu i histydyny. Cysteina nie wystepuje w wiek-
szosci biatek przenoszacych, a niektére z nich zawierajg znikome ilosci
tego aminokwasu (3, 14, 23, 26, 31). Sa to biatka kwasne. Ich punkt izo-
elektryczny znajduje sie ponizej pH 6 np.: punkt izoelektryczny biatka
przenoszacego leucyne wynosi 515 (26). Biatka przenoszace leucyne
i galaktoze sg termostabilne, odporne na dziatanie kwasow, a wrazliwe
na dziatanie zasad. Charakteryzujg sie one duza wybidrczoscia w stosunku
do przenoszonych substancji (3, 26).

Niektore substancje moga by¢ przenoszone przez dwa lub wiecej biatek
transportujgcych i tak np. arginina u E. coli jest przenoszona przez
dwa rézne biatka (34), a jak juz wspomniano w transporcie L-fukozy u Lo-
tus tetragonolobus biorg udziat az trzy biatka (14).

I11. Schematy transportu

Niedawno opracowano dwa schematy uwzgledniajace udziat specyficz-
nych biatek przenoszacych w aktywnym transporcie przez biony.

1. Transport histydyny

Wedtug Ferro-Luzzi-Ames i Lever (7) w transporcie his-
tydyny u Salmonella typhimurium biorg udziat trzy biatka. Biatko-J ~95°/o
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i biatko-K~5°/0 sg biatkami wigzacymi histydyne i dziatajg rownolegle.
Przenoszenie histydyny do wnetrza komdrki przez te biatka wymaga obec-
nosci trzeciego biatka — P (schemat 5).

&d -Histyayng

L-Histydyna
tydyng - K(?/

Biatko - P >

Schemat 5. Transport histydyny u Salmonella typhimurium wg (7)

Biatko wiqZqce his

Biatko-P i J-biatko wigzace histydyne sg kodowane przez odpowiednie
geny his P i his J, ktore maja okre$long pozycje na mapie chromosomdw.
Pozycja genu his K, ktory koduje biatko-K jest nieustalona.

2. Transport dwucukrow

Najdalej zaawansowane prace nad transportem dwucukréw przepro-
wadzili :Fox i Kennedy ze wspo6tpracownikami. W roku 1965 przedstawili
oni roboczy schemat transportu, w ktérym wyjasnili role zlokalizowanego
w bionie biatka M (membranowego) w przenoszeniu R-galaktozydow do
komdrki Escherichia coli (9). Ciezar czasteczkowy tego biatka okreslili na
okoto 30 000 (11). Wykazali réwniez, ze biatko to jest kodowane przez gen

CYTOPLAZMA SRODOWISKO
GAl-— GAL-ORM M
ROH
[OAL-OR « M] [m + gal-or
K 0O M+ GAL-OR
()  ATP
GAL-OR+ Mi

Schemat 6. Model transportu laktozy przez btone komoérkowa wg (29)

Objasnienia w tekscie
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y operonu lac (8). Biatko to ma dwa oddzielne miejsca wigzace dla r6znych
cukrow (5). W kilka lat p6zniej schemat ten zmodyfikowali (29). W obec-
nej formie peiniej odzwierciedla on og6lne wiasno$ci transportu przez
btony komérkowe. Powyzej przedstawiono uproszczony schemat przenosze-
nia laktozy w systemie transportu Escherichia coli (schemat 6).

Podstawowym zatozeniem jest istnienie dwoch form biatka M; formy
M (nos$nikowej) oraz formy (wewnetrznej). Biatko w formie M wyste-
puje na zewnetrznej stronie btony komdérkowej (prawa strona schematu)
i moze wigza¢ wybiorczo okresSlone galaktozydy, petnigc funkcje ich nos-
nika w transporcie przez btone komérkowa. Ta faza (a) transportu, w kto-
rej kompleks B-galaktozyd-bialko M przechodzi przez btone nie wymaga
dostarczenia energii i nie powoduje zmiany chemicznej cukru. W fazie
(b) zachodzacej na wewnetrznej powierzchni btony (lewa strona schema-
tu) forma M przeksztatca sie w forme M;. Biatko w formie Mj ma nizsze
powinowactwo do galaktozydu i nie moze stuzy¢ jako jego nosnik, w wy-
niku czego galaktozyd odigcza sie. W tej reakcji niezbedne sg jony pota-
sowe i amonowe. Nastepnie na zewnetrznej powierzchni btony zachodzi
reakcja (c) powrotu biatka w forme M. Reakcja ta zachodzi w obecnosci
jonoéw Mgi+ i wymaga ATP lub innego trojfosforanu nukleozydu puryno-
wego jako zrddia energii.

IV. Biatko dostarczajgce energii do transportu

Na ogot energia potrzebna do transportu substancji przez btony ko-
morkowe jest dostarczana bezposrednio przez nukleotydy purynowe.
W przypadku transportu niektdrych cukrow przez btony komorkowe
E. coli, w dostawie energii uczestniczy biatko nazwane HPr. Biatko to prze-
nosi reszte fosforanowg z fosfoenolopirogronianu na czasteczke cukru.
W roku 1964 Kunding i wsp. (15) wyizolowali z E.coli K 235 uktad
fosfotransferaz bakteryjnych, ktory katalizowat przenoszenie fosforu z fos-
foenolopirogronianu na rézne weglowodany wedtug reakcji:

Enzym | Mg2+

P-enolopirogronian+ HPr< *  pirogronian+ P-HPr
P-HPr+cukierEnzym p-cukier+ HPr
Mg2+

System ten skiada sie z dwdch enzymow (I i 1) oraz termostabilnego biat-
ka HPr o masie czasteczkowej okoto 9 400. Biatko HPr odgrywa decydu-
jacg role w transporcie niektérych cukrow. Komorki, ktére utracity to
biatko w wyniku szoku osmotycznego nie moga pobiera¢ i gromadzi¢ po-
szczegolnych cukrow. Jezeli takie komorki inkubowano z oczyszczonym
biatkiem HPr, to odzyskiwaty one zdolno$¢ do transportu cukréw (16), Do
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azotu w pozycji 1 piersScienia imidazolowego histydyny biatka HPr przy-
facza sie jedna reszta fosforanowa (1, 16). Reszta ta zostaje nastepnie prze-
kazana czasteczce cukru, ktéra ulega fosforylacji w pozycji 6 (17). Enzym
Il charakteryzuje sie specyficznoscig w stosunku do cukréw (10, 30) i de-
cyduje o wiasciwym rozpoznaniu cukru majgcego ulec fosforylacji. Uwaza
sie, ze istniejg odpowiednie enzymy Il dla poszczegdélnych cukréw prze-
noszonych przy udziale systemu fosfotransferaz. Enzym 1l jest zlokalizo-
wany w btonie komorkowej (16). W 1968 roku K aback (12) potwierdzit
role systemu fosfoenolopirogronian-fosfotransferaza w transporcie niekto-
rych cukréw (glukozy, fruktozy, 2-dezoksyglukozy, galaktozy, 3-dezoksy-
metyloglukozy) przez izolowane btony otrzymane z E. coli.

Z przedstawionych danych wynika, ze transport aktywny niektorych
substancji przez btone komorkowag moze zachodzi¢ przy udziale swoistych
biatek. Biatka te speiniajg role nosnikow (substancji lub energii) w tym
procesie i prawdopodobnie odgrywajg réwniez role we wtasciwym rozpoz-
naniu substancji majacej ulec przeniesieniu. W ciggu ostatnich kilku lat
biatka te zostalty dosy¢ dobrze scharakteryzowane. Stwierdzono, ze biatka
te majg podobne witasnosci fizykochemiczne, ale wykazujg wybiorczosé
w stosunku do substratu. Badania nad biatkami przenoszgcymi prowadzo-
no gtownie na komorkach bakteryjnych. W literaturze spotyka sie bardzo
mato prac o biatkach przenoszacych w tkankach zwierzecych. Szybki po-
step badan w tej dziedzinie pozwala mie¢ nadzieje, ze doktadny mecha-
nizm transportu, w ktorym biatka te uczestniczg zostanie wkrétce lepiej
poznany.
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KONSTANTY WISNIEWSKI*

Insulina a proces transportu przez btony komadrkowe

Insuline and the Transport Across the Celi Membranes

The postulated mechanisms of the insuline action on the transport across the
celi membranes are revieved.

Komoérka wraz z otaczajacym jag Srodowiskiem tworzy podstawowa jed-
nostke zycia. Przez btone komdrkowa, ktéra oddziela wnetrze komarki od
srodowiska zewnetrznego, docierajg do komérki informacje. Na podstawie
wynikoéw wieloletnich badan nad biologicznie aktywnymi substancjami
wysunieto hipoteze o roli hormondéw jako chemicznych przekaznikéw in-
formacji (ang. chemical messengers) w ustroju. Substancje te, reagujac ze
specyficznym receptorem na powierzchni btony komdrkowej, kierujg pro-
cesami metabolicznymi zachodzacymi wewnatrz komoérki (21, 25).

Mimo bogatego materiatu doswiadczalnego, jakim obecnie dysponuje-
my, do dzi$ nie jest wyjasnione zagadnienie, w jaki sposéb hormon prze-
kazuje informacje komorce i jakie procesy zachodza w bionie komdrko-
wej podczas przeksztatcania informacji w efekt dziatania hormonu. Usta-
lono jednak, ze btony komorkowe sg istotnym miejscem dziatania hor-
monow.

Btony komorkowe speiniajg wielorakie i bardzo wazne biologicznie
funkcje zaréwno w zyciu catego organizmu, jak tez pojedynczej komorki.
Biona otaczajgca komorke nadaje jej ksztatt, warunkuje wystapienie zja-
wisk bioelektrycznych i wymiane substancji z otoczeniem. W komorce za-
chodzi réwnoczesnie wiele reakcji chemicznych. Organizacja tych reakcji
zalezy nie tylko od wzajemnej reaktywnosci substratow i enzymoéow, lecz
rowniez od ich kontrolowanego wzajemnego kontaktu.

Btony wewnatrzkomorkowe tworza bariery segregujace, ktérych se-
lektywna przepuszczalno$¢ modyfikuje wzajemny kontakt reagujacych
substancji, a w konsekwencji kieruje szybkos$cig proceséw metabolicznych.

Zagadnienie biochemicznej struktury bton komdérkowych byto przed-
miotem zainteresowan wielu autorow (4, 11, 13, 16, 40, 43, 55). Wyniki
badan biochemicznych, morfologicznych oraz do$wiadczen przeprowadzo-

* Doc. dr med. habil. Katedra Farmakologii, Akademia Medyczna, Biatystok

Wykaz stosowanych skrétéw: Chi— chloropromazyna, | —insulina, INH —hy-

drazyd kwasu izonikotynowego, NEM — N-etylomaleimid
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nych przy uzyciu promieni rentgenowskich zdajg sie zgodnie wskazywac,
ze btony komérkowe zbudowane sg z dwuczgsteczkowej warstwy lipido-
wej, pokrytej z obu stron warstwa biatka.

Podstawowg witasciwoscig wszystkich bton komorkowych jest ich zdol-
no$¢ do transportu. Zasadniczo mozemy wyrézni¢ kilka podstawowych
form procesu transportu przez btony, a mianowicie prostg dyfuzje, aktyw-
ny transport i pinocytoze (1, 6, 15, 23, 51, 56, 58). R6znorodnos¢ i spraw-
no$¢ powyzszych form transportu zalezy zaréwno od cech fizyko-chemicz-
nych wnikajgcej substancji, jak réwniez od witasciwosci transportowych
bton komérkowych.

Procesy transportowe modyfikowane sg przez hormony polipeptydo-
we. Wedtug Rigssa (47) powierzchnia bton komo6rkowych jest odpowied-
nim miejscem dziatania hormondéw polipeptydowych, poniewaz mogga one
kontrolowa¢ procesy metaboliczne nie wnikajagc do wnetrza komarki.

Do hormonow polipeptydowych nalezy insulina. W wyniku wielolet-
nich badan ustalono, ze hormon ten wywiera rdznorodne i wielokierun-
kowe dziatanie. Analizujgc szczegdtowo dziatanie insuliny wprowadzonej
do ustroju, Rieser (48) wylicza az 22 efekty, jakie ten hormon wy-
wotuje. Wielu autoréw zajmujacych sie mechanizmem dziatania insuliny
od dawna poddawato w watpliwo$é, by te wielokierunkowe efekty, jakie
wywotuje insulina, mogty zaleze¢ od jej bezposredniego dziatania (21, 32,
47, 48, 68). W miare rozwoju badan zaczal dominowac poglad, ze insulina
dziata na jaki$ pojedynczy proces —,rozrusznik”, a obserwowane réznorod-
ne efekty sg odlegtym nastepstwem i konsekwencjg insulinowej aktywacji
tego procesu.

Prébujac wyjasnié, jaki jest ten zapoczatkowujacy najwazniejszy pro-
ces aktywowany przez insuling, wysunieto wiele hipotez. Najwiecej zwo-
lennikéw zyskata sobie hipoteza transportowego dziatania insuliny. We-
dtug niej insulina, dziatajagc na bione komdrki lub systemy transportowe
bton, zwieksza transport substratow metabolicznych do wnetrza komérki,
wzbogaca zaopatrzenie komadrki w materiat pedny i budulcowy, wszelkie
za$ inne efekty sg nastepstwem tego dziatania. W ciggu kilkudziesieciu
lat badan stwierdzono, ze insulina tak in vivo jak in vitro zwieksza tran-
sport przez btony komorkowe wielu weglowodanow i aminokwaséw (8, 9,
17, 27, 30, 32, 33, 34, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 46, 48, 49, 50, 52, 54, 68, 69, 70,
72). Poniewaz w powyzszych badaniach stosowano r6zne metodyki i sub-
straty, otrzymane wyniki roznity sie, a na ich podstawie powstato wiele
teorii wyjasniajgcych mechanizm ,transportowego” dziatania insuliny.

Powstanie jednej z teorii transportowego dziatania insuliny nalezy
wigza¢ z badaniami Levine’a i wspotpracownikéw. Wprawdzie po wykry-
ciu insuliny zaczely pojawiaé sie doniesienia o jej wptywie na przemiesz-
czanie sie glukozy w ustroju (5, 24, 35), jednak dopiero klasyczne doswiad-
czenia Levine’a i wsp. (33, 34) dostarczyty pewnych i przekonywa-
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jacych dowod6éw na to, ze in vivo hormon ten nasila proces transportu
galaktozy, L-ksylozy i L-arabinozy przez btony komorkowe. Wyniki prac
Levine’a potwierdzili inni autorzy in vitro na izolowanej rogéwce krélika
(49, 50), perfundowanym sercu (38, 39) i izolowanej przeponie szczura (27,
46). SzczegoOlnie interesujgce byty wyniki Parka i wsp. (38, 39). Autorzy
stosujac perfuzje serca wykazali, ze insulina zwieksza zaréwno transport
cukrow do tkanki jak rowniez ich wydalanie z tkanki. Kipnis (26)
i Manchester (36) wykazali, ze insulina nie wywiera transportowe-
go dziatania w inkubowanych drobno pocietych tkankach, co wskazywa-
toby, ze bezposrednim i podstawowym miejscem dziatania insuliny sg bto-
ny komaérkowe.

Wedtug hipotezy transportowego dziatania insuliny, opracowanej przez
Levine’a (31) w 1961 roku, w tkankach wrazliwych na dziatanie insu-
liny zlokalizowany w btonach system transportowy jest unieczynniany
przez nieokre$long substancje, usuwang lub zmieniang przez insuline. Za-
tem transport glukozy do wnetrza komérek zwiekszatby sie pod wptywem
tego hormonu. Levine sadzit, ze wptyw insuliny na btony komérkowe lub
systemy transportowe bton jest jej podstawowym i bezposrednim dziata-

niem. «
Nieco odmienng teorie dotyczaca dziatania insuliny na mechanizm
transportowy zaproponowali Randle i Smith (46). W doswiadcze-

niach in vitro autorzy wykazali, ze niedotlenienie lub trucizny komorko-
we, hamujgce procesy oksydacyjnej fosforylacji, zwiekszajg transport glu-
kozy do wnetrza komdérek podobnie jak insulina. Na tej podstawie autorzy
wysuneli przypuszczenie, ze w btonie komdrkowej istnieje przenosnik (ang.
carrier), ktéry moze wystepowaé w formie aktywnej ufosforylowanej lub
nieaktywnej-— nieufosforylowanej. Insulina mogtaby hamowac¢ fosfory-
lacje lub przyspieszaé defosforylacje przenosnika zwiekszajgc tym samym
przenikanie glukozy przez btony komérkowe.

Podobny mechanizm dziatania insuliny zaktadali Fisher i Za-
charian (18). Fisher iwsp. (17, 18) stwierdzili, ze istniejagcy w bto-
nach system transportowy dla cukréw jest wysycalny, wykazuje duzg ste-
reospecyficznosé, ktéra umozliwia transport przez btony niektérych cu-
krow wykazujacych pewne podobienstwo w budowie chemicznej. W ba-
danej tkance cukier nagromadza sie przeciw gradientowi stezen, a insu-
lina aktywuje ten proces. Wedtug Fishera w btonie komdrkowej istnieje
przenos$nik, ktéry tgczac sie z glukoza przenosi ja do wnetrza komdrki.
Insulina przyspieszataby proces uwalniania sie glukozy z kompleksu prze-
nos$nik-glukoza.

Proponowane przez Levine’a, Randle’a i Smitha oraz Fishera hipotezy
wyjasniajace mechanizm dziatania transportowego insuliny nie ttumacza
wielu aspektéw jej dziatania. Je$li — zgodnie z tymi hipotezami — najis-
totniejszym dziataniem insuliny bytby jej wptyw na system transportu
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glukozy, to trudno bytoby wyttumaczyé aktywujgce dziatanie insuliny na
transport aminokwaséw (8, 9, 27, 30, 36, 37, 44, 69, 70, 72), tym bardziej,
ze dziatanie to obserwowano w S$rodowisku nie zawierajgcym glukozy (27,
28, 29, 70, 71) lub w obecnosci inhibitora transportu glukozy — florydzy-
zyny (3). Aktywujacy wptyw insuliny na proces transportu aminokwasow
jest niezalezny od syntezy biatka, obserwowano go bowiem takze w obec-
nosci puromycyny (9, 10, 20, 52, 53).

W innych teoriach starano sie wyttumaczy¢ dziatanie transportowe in-
suliny w stosunku do wielu substratéw metabolicznych. W ool (69) na
podstawie badan wtasnych wysunat hipoteze genotypowego dziatania in-
suliny. Wedtug niej najwazniejszym dziataniem insuliny jest jej aktywu-
jacy wptyw na synteze mRNA. W wyniku tego dziatania powstawatyby
nowe biatka, w tym rowniez enzymy transportowe bion lub ich biatka
strukturalne. Jednak w kilka lat po opublikowaniu tej teorii sam jej autor
wykazat, ze w obecnosci aktynomycyny, podanej w dawce hamujacej syn-
teze mRNA, mozna nadal obserwowac efekty transportowe insuliny (72),
ktdre nie mogg zatem zaleze¢ od aktywacji syntezy mRNA.

W badaniach nad mechanizmem dziatania insuliny od dawna juz duze
zainteresowanie budzito zagadnienie receptora komdrkowego, z ktorym ten
hormon maégtby reagowa¢. Schwartz i wsp. (54) zwrécili uwage, ze
aktywnos$¢ biologiczna wazopresyny zalezy od tgczenia sie jej grup -S-S
z grupami -SH biatek bton komdrkowych. Poniewaz insulina ma rédwniez
wigzania -S-S, wielu autoréw (7, 8, 14, 19) przypuszczato, ze hormon ten
reaguje w podobny sposéb z grupami -SH biatek bton komérkowych jak
wazopresyna. Przypuszczenie to wydato sie tym prawdopodobniejsze, ze
insulina obniza poziom wolnych grup -SH w izolowanej przeponie szczura
(57), a zastosowanie inhibitorow grup -SH zupetnie eliminuje aktywujace
dziatanie insuliny na proces transportu cukru (7, 8, 57). Te dane wska-
zywatyby, ze reakcje insuliny z grupami -SH biatek bton komérkowych
sg istotnym procesem warunkujacym wystapienie dalszych efektéw bio-
logicznych dziatania tego hormonu.

W 1956 roku Peters (45) zaproponowat teorie, ktéra wyjasniata
wptyw insuliny na proces transportu chemicznie réznych substratéw me-
tabolicznych. Zgodnie z teorig Petersa (ang. cytoskeleton theory) hormon
po zetknieciu sie z powierzchnig btony komdrki wywotuje reorganizacje
catej struktury komérki i tg droga zmienia przebieg szeregu reakcji en-
zymatycznych.

W 1961 roku Krahl (30) opierajagc sie na wynikach badan wtasnych
i innych autoréw (2, 30, 45) zmodyfikowat teorie Petersa. Krahl uwaza,
ze insulina wigzac sie z receptorem w btonie komdrkowej wywotuje mie-
dzymolekularne przegrupowanie w biatkach biony nasilajgc tym samym
transport substratu do wnetrza komorki. Nastepnie hormon doprowadza
do rozluznienia struktur wewnatrzkomdrkowych (siateczki protoplazma-
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tycznej) i utatwiajgc w ten spos6b kontakt substratu z enzymami przyspie-
sza procesy metaboliczne w komorce. Zmianom strukturalnym towarzyszy
wzrost aktywnosci frakcji mitochondrialnej komaérek.

Chociaz dotychczas brak dostatecznych dowoddéw potwierdzajgcych te
teorie, zdobyta ona duze uznanie ws$réd badaczy zajmujacych sie mecha-
nizmem dziatania insuliny. Tiumaczy ona najbardziej przekonywajaco
i wszechstronnie efekty metaboliczne wywotane przez ten hormon. Naj-
lepiej rowniez ttumaczy tzw. ,nieswoiste dziatanie transportowe” insuliny.
Wykazano bowiem, ze insulina wprowadzona do ustroju zwieksza znacz-
nie site dziatania wielu lekéw (12, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67) (ta-
blica 1).

Tablica 1
Wptyw nadmiaru i niedoboru insuliny w ustroju na dziatanie i poziom
niektérych lekéw w tkankach
Insulina
Nadmiar Niedobor
Lek w ustroju
e I orne | e

Moperydyna
Morfina
Salicylan sodu
Chloropromazyna N *
Rezerpina
Hydroksyzyna

Fenobarbital
Prostygmina
Atropina
Adrenalina
Hydrazyd kwasu izonikotynowego
Mertiolat
Proflavina
Aminitrozol
Metandrostenolon

Przy niedoborze insuliny w ustroju, na przyktad w cukrzycy alloksa-
nowej, poziom lekow w tkankach i ich sita dziatania byly znacznie obni-
zone. Podanie insuliny normalizowato te procesy. Stwierdzono przy tym,
ze zarobwno przy nadmiarze jak i niedoborze insuliny w ustroju zmianom
sity dziatania lekéw towarzyszyly podobne zmiany poziomu tego leku
w efektorze. Wskazywatoby to, ze miedzy tymi dwoma zjawiskami istnieje
zwigzek przyczynowy.
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Rys. 1. Wptyw insuliny (I) na dziatanie depresyjne chloropromazyny (Chi) na odruchy
warunkowe u szczuréw (63)
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Rys. 2. Wptyw insuliny (I) na poziom chloropromazyny (Chi) w tkance mdzgowej
szczurow (63)
1— Chi, 2—Chl+1

Przyktady zmian zar6wno dziatania, jak tez poziomu chloropromazyny
w tkance mdzgowej przy nadmiarze i niedoborze insuliny przedstawione
sg na rysunkach 1, 2, 3i 4.

Zwiekszony poziom leku w tkance po podaniu insuliny mogt zaleze¢
od: przyspieszonego transportu leku do tkanki, obnizonego metabolizmu
lub zmniejszonego wydalania leku. W celu uzyskania jednoznacznej odpo-
wiedzi, czy zmiana poziomu lekéw w tkance mézgowej zalezy od efektow
transportowych insuliny, przeprowadzono doswiadczenie na perfundowa-
nej watrobie szczura. Stwierdzono przede wszystkim, ze insulina nie ma
wptywu na szybko$¢ rozkiadu hydrazydu kwasu izonikotynowego (INH)
przez perfundowang watrobe szczura (60). Wykazano réwnocze$nie, ze hor-
mon ten zwiekszat penetracje INH z perfuzatu do tkanki i jego poziom
w 15 minucie perfuzji (rysunek 5).
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Rys. 3. Wptyw chloropromazyny (Chi) na odruchy warunkowe u szczuréw z cukrzycg

alloksanowg (62)
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Rys. 4. Wplyw insuliny na poziom chloropromazyny w tkance médzgowej szczuréw

z cukrzycg alloksanowg (62)
1—kontrola, Z— cukrzyca, 3—cukrzyca+insulina (0,5 j/kg), 4—cukrzyca-l-insulina (1,0 j/kg)

Roznice w zawartosci INH w watrobie w doswiadczeniach kontrolnych
i z insuling malaty w miare uptywu czasu perfuzji. W 90 minucie perfuzji
zawarto$¢ INH w z6ici byta wieksza w doswiadczeniu z insuling niz w do-
Swiadczeniu kontrolnym.

Mozna sadzié, ze insulina podana do ptynu perfundujgcego przyspiesza
zarowno transport INH do tkanki jak i jego wydalanie do zbtci. Wieksza
zawarto$¢ leku w perfundowanej watrobie w obecnosci insuliny mogta
by¢ uwarunkowana jego nagromadzeniem sie w przestrzeniach zewnatrz
lub wewngtrzkomoérkowych. W doswiadczeniach na izolowanej przeponie
szczura wykazano, ze insulina zwieksza nagromadzanie sie znakowanego
UC INH w przestrzeniach wewnatrzkomérkowych (60) (rysunek 6).

Powyzsze dane wskazujg, ze insulina aktywuje transport leku nie tyl-
ko przez btony wielowarstwowe, lecz réwniez przez btone komarki zwiek-
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szajac poziom leku w komérce. Podobnie stwierdzono wieksze nagroma-
dzenie INH w skrawkach jelita inkubowanych w buforze z dodatkiem INH
i insuling. Efektu tego nie obserwowano gdy bufor zawierat N-etyloma-
leiloimid (NEM) — zwigzek reagujacy z grupami -SH biatek bton komoér-
kowych (rysunek 7).
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Rys. 5. Wptyw insuliny podawanej w sposéb ciggty na transport hydrazydu kwasu

izonikotynowego (INH) do perfundowanej watroby szczura (60)
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Rys. 6. Wptyw insuliny na penetracje 14C-INH do wewnatrzkomoérkowej przestrzeni

izolowanej przepony szczura (60)
1—z insuling, 2— bez insuliny
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Rys. 7. Wptyw insuliny (I) i N-etylomaleiloamidu (NEM) na transport INH do izo-

lowanego jelita szczura (61)
1— INH+NEM, 2— INH, 3—INH+I, 4— INH+I+NEM

Przedstawione wyniki badan nad wptywem insuliny na proces prze-

nikania lekdw przez btony komdrkowe wskazujg, ze dziatanie transporto-
we tego hormonu dotyczy nie tylko substratow metabolicznych potrzeb-
nych komérce, lecz takze substancji obcych jakimi sg leki. Mechanizm
tego dziatania pozostaje nadal niewyjasniony.
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Post. Biochem. 17, 359—365 (1971).

RECENZJE

Der Sekundarstoffwechsel in Pflanze und Tier, Martin Luckner, Gustav
Fischer Verlag, Jena 1969, str. 360

Ksigzka Lucknera jest podrecznikiem przeznaczonym dla studentow wyzszych
lat, ktérzy znaja juz chemie, biologie i biochemie w zakresie podstawowym, jak
rowniez dla biologéw, farmaceutéw, chemikéw, rolnikéw i lekarzy interesujacych
sie zagadnieniem metabolitdw wtdrnych.

Ksigzka ma 338 stron tresci i 22 strony indeksu rzeczowego. Zawiera 312 sche-
matéw, wzoréw i szlakéw metabolicznych oraz 21 tablic. Tre$¢ jest podzielona na
dwie czesci: A. Cze$¢ ogdlna (38 str.) i B. Biosynteza i metabolizm metabolitow wtdr-
nych roslinnych i zwierzecych (300 str.).

W rozdziale 1 cze$ci A autor podaje definicje metabolitow wtérnych, zwraca
uwage na to, ze w ostatnim trzydziestoleciu nagromadzito sie wiele faktéw pozwa-
lajacych na wyjasnienie biosyntezy i przemian tych zwigzkéw, jak réwniez wskazu-
jacych na $ciste powiazanie ich przemian z metabolizmem podstawowym. Nastepnie
omawia zmiany zawarto$ci metabolitow wtérnych w zaleznosci od warunkéw eko-
logicznych i wieku, miejsce ich syntezy na terenie komorki i mechanizmy regulacji
ich przemian. W rozdziale 2 autor przedstawia trzy metody szczegdlnie przydatne
w badaniu metabolitbw wtérnych, a mianowicie metode izotopowa, badanie prze-
mian przy zastosowaniu homogenatow lub preparatéw enzymatycznych oraz badanie
mutantow.

Cze$¢ B dzieli sie na 21 rozdziatdw, w ktérych autor omawia metabolity wtérne,
pochodzace z nastepujacych jednostek podstawowych: a) cukréw prostych (rozdziat
1), b) reszt acetylowych (rozdziaty 2—5), c) kwasu szikimowego (rozdziat 6) i amino-
kwasow (rozdziaty 7—21). Omoéwienie kazdej z tych grup jest poprzedzone wstepem
przedstawiajacym reakcje, w jakich jednostki podstawowe powstajg, sa metabolizo-
wane i degradowane w powigzaniu z og6lnymi przemianami metabolicznymi.

Rozdziat 1 omawia glikozydy, aminocukry, dezoksycukry, cukry o rozgatezionych
tancuchach, kwasy uronowe, onowe i kwas askorbinowy, alkohole cukrowe, cyklitole
i streptydyne. Rozdzial 2— metabolity wtdérne, powstajagce w wyniku liniowego t3-
czenia reszt acetylowych, tafncuchowe (kwasy tluszczowe réznych rodzajéw, fosfo-
lipidy, plazmalogeny, n-alkany) oraz pier$cieniowe (acetogeniny pochodne antracenu,
tetracykliny, gryzeofulwine, alkaloidy Conium i pterydyny). Rozdziat 3— pochodne
kwasu propionowego (kwasy metylottuszczowe i makrolidy). Rozdzial 4 — pochodne
metabolitéw cyklu kwaséw tréojkarboksylowych i cyklu kwasu glioksalowego (gtow-
nie zwiazki cykliczne jak kwas glaukonowy i jego pochodne). Rozdziat 5— pochodne
poliprenylowe (mono-, seskwi-, dwu- i tréj-terpeny, sterydy i karotenoidy). Rozdziat
6 — zwigzki aromatyczne, pochodne kwasu dehydroszikimowego, szikimowego, choryz-
mowego i antranilowego. Rozdziat 7—reakcje og6lne biosyntezy amin, betain, gli-
kozydéw cyjanogennych, olejkéw gorczycznych i alkaloidéw. Rozdziat 8 — pochodne
glicyny (uktady porfirynowe, barwniki zétciowe, nukleotydy purynowe i alkaloidy
purynowe, pochodne pterynowe tgcznie z alloksazynami). Rozdziat 9— pochodne cys-
teiny (koenzym A, r6zne ro$linne pochodne alkilocycteiny, biotyna i pochodne kwasu
merkapturowego). Rozdziat 10— pochodne metioniny (S-adenozylometionina, tiamina
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i jej pochodne). Rozdziat 11— pochodne waliny (erytroskyrina, barwnik Penicilium
islandicum). Rozdziat 12 —pochodne leucyny (pirofosforan izopentenylu). Rozdziat
13 — pochodne izoleucyny (kwasy tyglinowe, kwas metylomastowy, zwiagzki pirolowe
grzybéw). Rozdziat 14 — pochodne kwasu asparaginowego (kwas orotowy i nukleotydy
pirymidynowe, kwas nikotynowy i jego alkaloidowe pochodne, kwas 2,6-dwupiko-
linowy, kwas fuzarynowy). Rozdziat 15— pochodne kwasu glutaminowego, proliny
i ornitj*ny) alkaloidy tropanowe i pirolizydynowe, pierscien pirolidynowy nikotyny.
Rozdzial 16 — pochodne lizyny (pochodne pipekoliny i kwasu pipekolinowego, alka-
loidy z Punica, Sedum i Lobelia, alkaloidy pochodne chinolizydyny, pierscien pipe-
rydynowy anabazyny i inne). Rozdziat 17— pochodne argininy (pochodne guanidyno-
we i latyryna z grochu). Rozdziat 18 — pochodne histydyny (alkohole imidazolowe).
Rozdziat 19— pochodne tryptofanu (alkaloidy indolowe, alkaloidy sporyszu, chininy,
kwas kinurenowy i inne). Rozdziat 20 — pochodne fenyloalaniny (alkaloidy izochinoli-
ny, kolchicyna i inne) i tyrozyny (plastochinon, tokoferylochinony, kwasy tropanowe,
kwas cynamonowy, kumaryny, alkohol koniferylowy i lignina, flawany, aurony i izo-
flawony). Rozdzial 21 — metabolity wtérne o strukturze peptydoéw i biatek (dwuketo-
piperazyny, kwasy hydroksamowe, penicylina, cefalosporyna, peptydy cykliczne, biat-
kowa struktura szkieletu Sciany bakteryjnej i sklerotyny owadow.

Z podanego spisu wida¢, ze wszystkie wazniejsze grupy metabolitéw wtérnych
zostaty przez autora omoéwione. Tre$¢ poszczeg6lnych rozdzialdw jest przedstawiona
raczej schematycznie podobnie jak w podreczniku Karlsona, ale obejmuje duza ilos¢
zwigzkow i podkre$la zalezno$ci metaboliczne pomiedzy nimi. Po kazdym rozdziale
podano literature, gtéwnie monograficzng, doprowadzong do 1968 roku. Sadze, ze
ksigzka Lucknera moze by¢ naprawde interesujagca dla wszystkich wymienionych
na poczatku specjalistow oraz duzg pomocg w ksztatceniu studentéw pod warunkiem,
ze bedzie ja mozna udostepni¢ po przettumaczeniu na jezyk polski.

Z. Kasprzyk

Advances in Enzyme Regulation, tom 8, red. G. Weber, Pergamon Press,
Oxford 1970, str. 389

Cykl Advances in Enzyme Regulation przedstawia materiaty z corocznych sym-
pozjow poswieconych problemom regulacji proceséw enzymatycznych. Tom 8 doty-
czy sympozjum odbytego we wrzesniu 1969 roku (Indianapolis, U.S.A.).

Sesja | prowadzona przez Sir Hansa Krebsa poswiecona byta mechanizmom kon-
trolnym w metabolizmie weglowodan6w. Pierwszy referat dotyczyt hormonalnej re-
gulacji glukoneogenezy u ludzi w czasie diugotrwatego gtodu. Nastepnie G. Weber
przedstawit zréznicowany, hamujacy wptyw fenyloalaniny i fenylopirogronianu na
aktywnos$¢ kluczowych enzymoéw glikolitycznych, produkcje mleczanu oraz synteze
thuszczow, biatek, RNA i DNA w moézgu, w czasie rozwoju cztowieka i szczura. Stwier-
dzit on, ze aktywno$¢ glikolityczna wzrasta w moézgu wraz z jego rozwojem, nato-
miast wrazliwos¢ enzymdw glikolitycznych na inhibicje przez fenyloalanine i fenylo-
pirogronian pozostaje taka sama. Badania kinetyczne wskazujg, ze obie te substancje
dziataja jako kompetycyjne inhibitory heksokinazy, kinazy pirogronianowej i dehyd-
rogenazy 6-fosfoglukonianu. Pozwala to przypuszczaé¢, ze bogata w weglowodany
dieta moze dziata¢ ochraniajgco na tkanke mézgowa pacjentow z fenyloketonurig.
Ostatni referat tej sesji omawia model allosterycznej kinetyki fosfofruktokinazy
z motylicy watrobowej i serca owcy z uwzglednieniem fizjologicznych aspektéw tego
zagadnienia.
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W sesji Il, prowadzonej przez Stadtmana, poswieconej metabolizmowi ptakéw,
przedstawiono prace nad regulacjg dezaminazy dezoksycytydylanu i syntezy tymi-
dylanu w zarodkach kurczecia. Enzymom tym przypisuje sie role czynnikéw ogra-
niczajagcych synteze DNA. F. Maley postuluje, ze poziom dezaminazy jest regulowany
przez homo i heterotropowe wspdtdziatanie substratu (5-monofosforanu dezoksycy-
tydyny) i antagonistycznych allosterycznych regulatoréw (5-tréjfosforanu dezoksy-
cytydyny i 5-tréjfosforanu dezoksytymidyny) zmieniajacych konformacje podjed-
nostek enzymatycznych. Regulatory te wpitywajg nie tylko na aktywno$é¢ enzymu
w komorce, ale rdwniez kontrolujg posrednio jego synteze i rozpad przez obnizanie
lub podnoszenie stabilno$ci biatka enzymatycznego. Natomiast stezenie syntetazy ty-
midylanu w cytoplazmie jest regulowane na poziomie transkrypcji i translacji przez
substrat lub jego analogi, do ktérych nalezy folan i pochodne folanu. W nastepnym
referacie zespdt japonski przedstawit wyniki badan nad wplywem diety wysoko-
biatkowej na enzymy metabolizujagce glutamine u ssakéw i u ptakéw.

Sesja Il prowadzona przez E. Krebsa poswiecona byta mechanizmom kontrolnym
u mikroorganizmoéw. Holzer przedstawit ciekawy referat o trzech drogach regulacji
metabolizmu przez ATP, dziatajacy jako: 1) donator energii, 2) allosteryczny efektor,
przy czym produkty rozpadu: ADP i fosforan takze petnig role allosterycznych regu-
latorow i 3) czynnik powodujacy chemiczng modyfikacje enzymdw poprzez ich fosfo-
rylacje lub przytgczanie reszty adenylowej. Ostatni typ regulacyjnego dziatania ATP
omawia szerzej E. Stadtman na przyktadzie syntetazy glutaminowej z Escherichia
coli. W sesji traktujacej o regulacji na poziomie réznych tkanek R. W. Estabrook
i wspoOtpracownicy przedstawili metode spektrofotometrycznego pomiaru procesow
oksydoredukcji w skrawkach watroby inkubowanych w S$rodowiskach o zmiennym
sktadzie. Dzieki zastosowaniu tej techniki mozna okresli¢ ilosSciowo zawarto$¢ mikro-
somoéw i mitochondriow w komdrce. Wazna obserwacjg jest stwierdzenie, ze zuzycie
tlenu przez system mikrosomalny wynosi tylko okoto 25% catego zuzycia tlenu przez
skrawki, chociaz zawarto$¢ jednego tylko sktadnika mikrosoméw — cytochromu p4s0
ilosciowo przekracza 3—6 razy zawarto$¢ wszystkich innych cytochroméw obecnych
w mitochondriach. Artykut J. Himms-Hagena pt. ,Regulacja proceséw metabolicz-
nych w brunatnej tkance tluszczowej w zalezno$ci od termogenezy” omawia mecha-
nizm adaptacji zwierzat do niskich temperatur. Zwierzeta takie moga produkowac
ciepto niezaleznie od pracy mies$ni (ang. nonshivering thermogenesis). Proces ten
mozna takze wywotaé¢ podajac zwierzetom noradrenaline. Autor sugeruje, ze me-
chanizm dziatania hormonu w termogenezie jest nastepujacy: noradrenalina akty-
wuje cyklaze adenylowg i powoduje wzrost poziomu cyklicznego AMP, ktéry z kolei
wptywa aktywujgco na lipolize. Uwalniane kwasy tluszczowe przyspieszajg znacznie
aktywno$¢ oddechowa mitochondriéw, powodujac jednocze$nie rozprzezenie oksy-
dacyjnej fosforylacji, czego ostatecznym wynikiem jest produkcja ciepta.

Nastepny dziat dotyczy regulacji syntezy i rozpadu glikogenu. H. G. Hers i wspé#-
pracownicy omawiajg warunki wzajemnego przechodzenia formy aktywnej i nie-
aktywnej syntetazy glikogenu in vivo i in vitro, przy czym podkres$lajag wybitne zna-
czenie cyklicznego AMP i glukozy jako gtéwnych, antagonistycznie dziatajacych
regulatoro6w metabolizmu glikogenu. M. A. Brostrom i wspotpracownicy zajmuja sie
wptywem cyklicznego AMP na kinaze biatek. Enzym ten katalizuje fosforylacje cate-
go szeregu biatek, miedzy innymi kinazy fosforylazy b i syntetazy glikogenu, co
z kolei zmienia bardzo znacznie ich aktywno$¢. Stymulacje kinazy fosforylazy b przez
jony wapnia omoéwili Mayer i wspotpracownicy. W dziale poSwigconym regulacji
hormonalnej rozpatrywane sg dwa problemy: mechanizm interakcji miedzy insuling
i receptorem komoérkowym w izolowanych komoérkach tkanki ttuszczowej oraz re-
gulacja aktywnos$ci enzymoéw flawinowych w watrobie na tle zmian wywotanych
niedoczynnos$cig tarczycy i niedoborem ryboflawiny. Z problematyki mechanizmoéw
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kontrolnych w nowotworach Potter i wspdtpracownicy w oparciu o wtasne dane
eksperymentalne wskazuja na niepewno$¢ wszelkich dowoddédw delecji informacji
genetycznej dla enzymoéw ,brakujagcych” w nowotworach w porownaniu z tkanka
macierzysta. Galii i wspdtpracownicy zajmujg sie metabolizmem prekursoréw chole-
sterolu w mdzgu i jego nowotworach. LePage przedstawia mozliwo$s¢ wykorzystania
dla celéow chemoterapeutycznych dwéch szczegélnych witasciwosci niektérych nowo-
tworéw— braku dezaminazy adenozynowej oraz zdolno$ci do fosforylacji a-dezoksy-
tioguanozyny. Zagadnienia indukcji enzymdéw omawiano na przyktadzie indukcji en-
zymow hydroksylujacych leki w watrobie (Hilton, Sartorelli), spontanicznej indukcji
aminotransferazy tyrozyny w watrobie (Sereni) oraz indukcji kolagenazy w skdrze
i fibroblastach (Houck, Sharma, Carrillo). Zagadnieniom izoenzymoéw poswiecono
dwa referaty. Dotyczyty one izoenzyméw glutaminy w réznego rodzaju nowotwo-
rach watroby (Morris i wspdtpracownicy), oraz dwdéch form dehydratazy serynowej
wystepujacych w watrobie szczuréw w warunkach normalnych i patologicznych
(Inoue, Pitot). Na zakonczenie zjazdu Sir Hans Krebs wygtosit referat, ktorego tema-
tem byly mechanizmy kontrolujace cykl kwaséw trdjkarboksylowych podczas utle-
niania réznych substratbw w watrobie, sercu i nerce. Szczegétowo oméwiono role
nukleotydéw adeninowych.

E. Lenartowicz,
A. Wojtczak.
E. Watajtys,

M. W. Wolkenstejn: Optische Eigenschaften und Struktur der Fermente,
Fortschritte der experimentellen und theoretischen Biophysik, Heft 10,
VEB Georg Thieme Verlag, Leipzig 1969

Dziesiagty zeszyt wydawnictwa: Fortschritte der experimentellen und theoretischen
Biophysik przynosi ttumaczenie czesci ksigzki M. W. Wolkenstejna , Fizika Fermen-
tow”, wydanej w Moskwie w roku 1967.

Przettumaczone kilka rozdziatéw tej ksigzki opatrzono tytutem: ,Witasciwosci
optyczne i struktura enzymoéw”. To tematycznie bardzo rozlegte zagadnienie ujete
zostatlo w 8 krétkich rozdziatach oraz dwu rozdziatach uzupetniajgcych, ktére po-
dzieli¢ mozna na dwie grupy.

Rozdziaty 1—3 oraz Dodatek Il omawiajg teorie skrecalnosci optycznej, gtownie
w zastosowaniu do badan konformacji tafncuchéw polipeptydowych i biatek. Podano
podstawowe zatozenia i wywody klasycznej teorii Kuhna skrecalno$ci optycznej, oraz
pézniejsze kwantowo-mechaniczne wyprowadzenia rownan opisujagcych zjawisko dys-
persji skrecalnosci optycznej i efekt Cottona. Nastepnie autor szczegétowo omowit
rownanie Moffitta w oparciu o analize przej$¢ elektronowych w wigzaniach amido-
wych, przynalezagcych do tancucha polipeptydowego w formie a-spirali. Wspomniano
tez krotko o witasciwosciach optycznych formy R-polipeptydow. Rozdziat 3 poswiecono
omowieniu skrecalnosci optycznej kilku biatek globularnych o wtasciwosciach enzy-
moéw. W dodatku Il omdwiono teoretyczne podstawy zjawiska anomalnej magne-
tycznej dyspersji skrecalno$ci optycznej, ilustrujac je na przyktadach zachowania
sie hemoglobiny i mioglobiny.

Grupa druga jest tematycznie bardziej zréznicowana. W rozdziatach 4—8 omé-
wiono takie zagadnienia jak: zachowanie sie biatek jako polielektrolitéw, wptyw
jonizacji grup funkcyjnych na konformacje i aktywno$é enzymoéw, kooperatywne
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wtasciwosci enzymdéw a kinetyka reakcji enzymatycznych, zjawiska allosterii
i wreszcie zmiany konformacyjne biatek a wykonywanie pracy mechanicznej. Do-
datek | omawia szczeg6towo niektére zagadnienia formalnego ujecia kinetyki reakcji
enzymatycznych.

Cato$¢ zeszytu obejmuje 118 stron druku. Motywem tgczacym obydwie grupy
jest problem zmian konformacyjnych w biatkach: jedna z grup koncentruje sie na
metodzie badania tych zmian, druga — na ich roli w funkcjonowaniu enzymoéw.

Na podkres$lenie zastuguje gteboka podbudowa teoretyczna omawianych zagad-
nien. Poruszone sa tylko niektére wybrane tematy, cze$¢ z nich ujeta jest w sposéb
uproszczony, jednakze zawsze autor stara sie raczej o wyjasnienie fizycznych pod-
staw zjawisk, niz o ich opis. W tym podejsciu lezy szczeg6lna warto$¢ niniejszego
opracowania.

Dtugi, jak na te dziedzine wiedzy, okres czasu jaki uptynat od napisania rosyj-
skiego oryginatu spowodowat, ze niektére punkty sa nieco zdezaktualizowane, jednak-
ze publikacja ta jest nadal wartoSciowym wstepem do zagadnieh aktywnosci optycz-
nej biatek oraz allosterii enzyméw. Jest ona godna polecenia dla tych, ktérzy roz-
poczynajac poznawanie powyzszych zagadnien, chcieliby zgtebi¢ je od strony
teoretycznej.

A. Morawiecki

E. G. Shellard, Quantitative Paper and Thin-Layer Chromatography,
London and New-York, Academic Press, 1968, stron 133

Niewielka monografia liczaca zaledwie 133 strony tekstu z tabelami i rysunkami
zawiera wiele cennego materiatu metodycznego, teoretycznego i dyskusyjnego miesz-
czacego sie w 11 rozdziatach opracowanych przez ré6znych autorow pod redakcja
Shellarda. W rzedzie autoréw wystepujag nazwiska znane w réznych dziedzinach
biochemii, chemii analitycznej i technologii leku jak Shellarda, Wooda, Jorka, Jan-
chena i innych.

Przystosowanie metodyk chromatografii bibutowej, a w szczegélnosci cienko-
warstwowej do oznaczen iloSciowych znajduje sie wcigz jeszcze w stadium proéb.
Do niedawna jeszcze stosowano gtéwnie metody posrednie w eluatach z plam eks-
trahowanych z bibuty lub wyskrobanych z chromatograméw cienkowarstwowych.
Zaledwie od kilku lat metoda bezposrednich odczytéw na chromatogramach bibuto-
wych i cienkowarstwowych za pomocg techniki absorpcjometrycznej, fluorymetrycz-
nej znajduje coraz szersze zastosowanie.

W 11 rozdziatach wyzej wymienionej monografii autorzy rozpatrujg:

1 role poszczegblnych czynnikéw warunkujgcych powstawanie plam jednolitych,
o regularnych ksztattach, nie dyfundujacych na bibule i nie dajgcych ogonéw
(ang. tailing) (G. E. Fairbarn),

2. sposoby i warunki umozliwiajgce potilosciowa i iloSciowg ocene chromatogramow
bibutowych (G. E. Fairbarn),

3. ilosciowa chromatografie cienkowarstwowag w eluatach z chromatogramoéw
(W. E. Court),
iloSciowg chromatografie cienkowarstwowga densytometryczng (E. J. Shellard),
iloSciowg chromatografie cienkowarstwowa fluorymetryczng (D. E. Janchen),
zalety i problemy bezposredniej spektrofotometrii na cienkowarstwowych chro-
matogramach (H. Jork),

12*
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7. zastosowanie spektroskopii do cienkowarstwowej chromatografii (G. W. Good-
man),

8. wizualng ocene chromatogramu cienkowarstwowego (C. A. Johnson),

9. ilosciowe oznaczenia radioaktywnos$ci na cienkowarstwowych chromatogramach

(B. A. Wood),

10. ilosciowe oznaczenia na dwukierunkowych radiochromatogramach (A. E. Lowe),
11. iloSciowe oznaczenia na radiochromatogramach przy zastosowaniu komory iskro-
wej (ang. spark-chamber) (B. R. Pullari).

Kazdy rozdziat zawiera bogata dokumentacje w tabelach, diagramach, chroma-
togramach i rysunkach, a ponadto piSmiennictwo w danym zakresie.

Dla czytelnika i odbiorcy cenne sg syntetyczne opracowania warunkéw niezbed-
nych dla otrzymania dobrych wynikéw. | tak w streszczeniu rozdziatu pierwszego
autor podaje, ze najwiekszym zrodtem biedu jest niedostateczna precyzja w odmie-
rzaniu startowych objetosci badanych roztworéw, jak i niejednakowe sposoby na-
noszenia na bibute lub ptytki z adsorbentem. Ze streszczenia w rozdziale drugim
dowiadujemy sie, ze niezbednym warunkiem dla uzyskania dobrych wynikéw jest
umieszczenie na jednym i tym samym chromatogramie obok siebie badanego roztworu
i odpowiednich standardow. Przy omawianiu techniki elucyjnej, przy ktoérej warun-
kiem koniecznym dla uzyskania dobrych wynikéw ilosciowych jest dobry rozdziat
badanych substancji autor zestawia wpityw poszczeg6lnych czynnikéw na wartosci
Rf. adsorbentu (jakos$¢, witasciwosci i zanieczyszczenia, homogenno$¢ warstwy, stan
jej wysuszenia i aktywnos$ci oraz przechowywanie plytek), uktadu rozwijajagcego
(jako$¢ i witasciwosci, stopien nasycenia komory parami, temperatura rozwijania),
roztworéw (naniesione objetosci, jako$¢é substancji — miedzy innymi jej trwatosc)
oraz technike (wymiary komor, odlegto$¢ migracji fazy ruchomej od startu do czota,
kierunek rozwijania).

W rozdziale traktujgcym densytometrie autor okre$la te metode jako szybka
i doktadna, pozwalajagcg oznaczy¢ badane substancje bezpos$rednio po rozdziale bez
dodatkowej, powodujgcej straty elucji. Autor rozpatruje trudnos$ci w zastosowaniu
densytometrii do chromatogramoéw cienkowarstwowych ze wzgledu na wptyw samego
adsorbenta przy odczytach. Janchen podkreslit zalety metod fluorymetrycznych
w iloSciowych oznaczeniach na chromatogramach cienkowarstwowych, w oparciu
o poréwnanie wynikéw uzyskiwanych przy zastosowaniu czterech metod optycznych
in situ (densytometrycznej, reemisyjnej czyli pomiaru $wiatta odbitego, fluorescen-
cyjnej i wygaszenia fluorescencji). Rysunki aparatury i opisy oraz tabele na przy-
ktadach nukleotydéw, DNA, aminokwaséw i alkaloidéw uzupetniajg ten cenny roz-
dziatl. Na przyktadach z praktyki farmaceutycznej Jork podnosi zalety metody bez-
posredniej spektrofotometrii do oznaczen substancji na chromatogramach cienkowar-
stwowych. Autor stwierdzit blisko dziesigciokrotnie wiekszg czuto$¢ tej metody
w poréwnaniu do metod elucyjnych. Do tych celéow potrzebny jest spektrofotometr
specjalnie przystosowany do odczytéw na chromatogramach. Aparature i technike
oznaczen radioaktywnos$ci na chromatogramach cienkowarstwowych, rézne typy de-
tektorow miedzy innymi i komore iskrowa opisuja Wood, Lowe i Pullan w trzech
ostatnich rozdziatach.

W tak niewielkiej, a tak zwiezle opracowanej ksigzce znajduje sie wiele cennego
materiatu dla czytelnika i odbiorcy, przed ktéorym nie ukrywa sie trudnosci wiekszosci
metod iloSciowych adaptowanych do chromatograméw. Wszyscy autorzy podkres$laja
wyzszo$¢ metod bezposrednich odczytéw z chromatograméw w poréwnaniu z meto-
da elucji. Wszyscy stwierdzajg, ze zarbwno w technice bezpos$redniej jak i elucyjnej
niezbedne jest doktadne wyeliminowanie wptywu bibuty i adsorbenta. Ponadto obo-
wigzuje precyzja mikropipet w odmierzaniu startowych objetosci, uzyskanie mozliwie
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najlepszego rozdziatu plam i homogenno$¢ w ich ksztattach. Na obecnym etapie roz-
woju metod chromatograficznych i ich przystosowywania do oznaczen iloSciowych mo-
nografie Shellarda nalezy zaliczy¢ do najcenniejszych.

J. Opienska-Blauth

A. B. Roy and P. A. Trudinger, The Biochemistry of Inorganic Compounds
of Sulphur, Cambridge University Press, 1970, stron 388

Biochemia siarki budzi coraz wieksze zainteresowanie usprawiedliwione zasad-
niczym znaczeniem tego pierwiastka dla organizméw zywych. Na plan pierwszy ba-
dan wysuwa sie udziat siarki w budowie biatek, ale i inne organiczne jej zwigzki
sag przedmiotem badanA i sg coraz doktadniej poznawane. Jest oczywiste, ze meta-
bolizm nieorganicznych zwigzkéw siarki pozostaje w S$cistej tgcznoséci z metabolizmem
zwigzkéw organicznych, jednak obecne wiadomoséci w tym zakresie stale jeszcze nie
sg kompletne. W tym aspekcie monografia Roya i Trudingera jest bardzo cenna, gdyz
zbhierajac dotychczasowe osiggniecia pozwala jednoczes$nie oceni¢ jak wiele zagadnien
czeka jeszcze wyjasnienia.

Ksigzka podzielona jest na 13 rozdziatbw o nastepujgcych tytutach: 1. Wstep,
2. Chemia niektérych zwigzkéw siarki, 3. Preparatyka niektérych waznych biolo-
gicznie zwiazkéw siarki 4. Analiza niektérych zwigzkéw siarki 5 Aktywacja jonéw
siarczanowych 6. Sulfotransferazy 7. Sulfatazy 8 Rodanaza i siarkotransferaza 3-mer-
kaptopirogronianowa 9. Utlenianie nieorganicznych zwigzkéw siarki przez mikro-
organizmy i rosliny 10. Redukcja nieorganicznych zwigzkéw siarki przez mikroorga-
nizmy i roéliny 11. Metabolizm nieorganicznych zwigzkéw siarki u zwierzat 12. Chemia
kliniczna nieorganicznych zwigzkow siarki 13. Aspekty ekonomiczne metabolizmu
nieorganicznych zwigzkow siarki.

Ksigzka napisana jest z doskonalg znajomoscig przedmiotu i w zwiezty ale jasny
i precyzyjny sposéb przedstawia weztowe problemy metabolizmu nieorganicznych
zwigzkéw siarki. Niezwykle cennym uzupetnieniem jest obszerna bibliografia do-
prowadzona do roku 1968 i liczagca okoto 1800 pozycji piSmiennictwa. Dla polskiego
czytelnika szczego6lnie mite jest uwzglednienie przez australijskich badaczy prac
polskich autoréw. Bez przesady mozna powiedzie¢, ze ksigzka ta zawiera tak obszerng
bibliografie prac polskich badaczy, ze moze dla nas samych stuzy¢ do oceny polskie-
go wktadu w tej dziedzinie biochemii.

T. SzczepkowsKki
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SPRAWOZDANIA

VIl Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

W dniach 28—30 maja 1970 roku odbyt sie w Szczecinie z udziatem 550 uczestni-
kéw doroczny Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. W ramach Zjazdu od-
bywaty sie dwa Sympozja: ,lzoenzymy” i ,Utleniania biologiczne”. Zjazd otrzymat
szczegOlInie uroczysta oprawe w zwigzku z obchodami 25-lecia Nauki Polskiej na
Pomorzu Szczecinskim.

Otwarcie Zjazdu nastgpito w Sali Koncertowej Filharmonii Szczecinskiej. Otwar-
cia Zjazdu dokonat doc. dr Eugeniusz Lempicki — Przewodniczacy Komitetu Organi-
zacyjnego. W imieniu Witadz Wojewddzkich i Komitetu Honorowego wszystkich gosci
powitat Protektor Zjazdu — Przewodniczacy WRN Marian tempicki. Przewodnicza-
ca Zarzadu Gtdwnego P. T. Bioch. prof. dr Zofia Zielinska podziekowata gospodarzom
za goscinno$¢ i Wiadzom za opieke nad Zjazdem i w krotkiej charakterystyce dzie-
siecioletniej dziatalnosci Szczecinskiego Oddziatlu Towarzystwa dokonata pozytywnej
oceny $rodowiska i jego dziataczy.

Cze$¢ plenarng Zjazdu zamknety dwa referaty naukowe, w ktorych prof. dr
W. Mejbaum-Katzenellenbogen przedstawita wspoétczesny stan badan nad izoenzy-
mami, a dr W. Hendrich méwit o fotoredukcji chlorofilu w fotochemicznym stadium
fotosyntezy.

28 maja w godzinach popotudniowych rozpoczetly sie w budynku Powiatowej Rady
Narodowej obrady w szesciu sekcjach.

Sympozjum ,lzoenzymy” odbywato sie w trzech sesjach. W pierwszej po refe-
racie M. Kochmana pt. ,,Ontogenetyczne i filogenetyczne aspekty struktury i funkcji
izoenzymoéw” wygtoszono 4 komunikaty dotyczace teoretycznych zagadnien hetero-
gennosci enzyméw. Drugg sesje poswiecong zagadnieniom metodyki w badaniach nad
izoenzymami, w ktorej przedstawiono 10 komunikatéw poprzedzit referat S. Lewaka
i A. Rychter p.t. ,Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym jako metoda badania
izoenzymoéw w materiale ro$linnym?”. Trzecig sesje z 6 komunikatami poSwieconymi
diagnostycznej roli izoenzyméw otworzyt referat J. Gregorczyka i B. Wieckowskiego:
»lzoenzymy w diagnostyce klinicznej”.

Sympozjum ,Utleniania biologiczne” przeprowadzono w 4 sesjach przy czym
w dwdéch przedstawiono ogétem 32 komunikaty, a na pozostate dwie ztozyto sie 8 re-
feratbw: L. Wojtczaka — Transport metabolitow i jonéw miedzy mitochondriami
a cytoplazma; rola bton mitochondrialnych; S. Angielskiego — Wspé6tdziatanie mito-
chondriow i cytoplazmy w przemianie kwaséw tluszczowych; M. Gumirskiej — Re-
gulacje glikogenolitycznej drogi wytwarzania energii; K. Raczynskiej-Bojanowskiej —
Karboksylazy wspoétdziatajace z biotyna jako uktady regulatorowe; Z. Kaniugi
i B. Frackowiak — Fotosyntetyczny transport elektrondw i synteza ATP w chloro-
plastach; J. Michejdy — Mikrosomalny transport elektron6w; M. Toczko — Reakcje
hydroksylacji u mikroorganizmoéw i B. Zagadlaka — Udziat korynoidéw w reakcjach
oksydoredukcyjnych.

Zarowno referaty jak i komunikaty sympozjalne prezentowaty w stopniu za-
dowalajgcym obecny stan badan w Polsce, a duza frekwencja na obradach w petni
satysfakcjonowaty organizatoréw jak i prelegentéw.
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W 16 sesjach czterech pozostaltych sekcji Zjazdu wygtoszono ogétem 133 komu-
nikaty, ktérych tematyka dotyczyta szczegdlnie czesto: enzymow, biatek i kwaséw
nukleinowych. Z profilu tych prac i dyskusji wynika, ze w okresie poprzedzajgcym
Zjazd byta to tematyka wiodaca w wiekszoséci placowek w kraju.

Dyskusje w znacznej wiekszosci sesji byty zywe, zdyscyplinowane w czasie i wie-
lokrotnie kontynuowane w szeroko rozbudowanych kuluarach Zjazdu.

Kontakty naukowe i kuluarowe uczestnikow Zjazdu byty zywe i szczeg6lnie ko-
rzystne dla $rodowiska gospodarzy, ktérzy dorobek i problematyke badan wtasnych
pracowni przedstawili w wydanym z okazji Zjazdu informatorze.

Na terenie obrad czynna byta wystawa aparatury f-my Unipan, Paul Brunning,
Radiometr, Pharmacia i LKB. Zainteresowanie wystawami byto duze.

Na program towarzyski Zjazdu ztozyty sie: dwugodzinny, wieczorny spacer
wszystkich uczestnikéw Zjazdu -statkiem po Odrze i Porcie Szczecinskim w pierw-
szym dniu; w drugim dniu koncert orkiestry kameralnej Filharmonii Szczecinskiej
i koncert choru Politechniki Szczecinskiej w sali ks. Bogustawa Zamku Ksiagzat Po-
morskich, oraz wiecz6r towarzyski w sali winiarni zamkowej; trzeciego dnia odbyty
sie wycieczki podmiejskie, a 31 maja na trasach nadmorskich.

W ocenie zarowno strony naukowej jak i organizacyjno-towarzyskiej Zjazd
spotkat sie z zyczliwym przyjeciem znacznej wiekszo$ci uczestnikéw co byto naj-
piekniejszym podziekowaniem dla szczuptego grona organizatorow.

Z. Machoy i J. Gregorczyk

VIIlI Miedzynarodowy Kongres Biochemii w Szwajcarii, Interlaken

Kongres odbywat sie jednocze$nie w trzech miejscowos$ciach: w Interlaken, Lu-
cernie i Montreux.

Obrady w Interlaken obejmowaly 4 Sympozja: Sympozjum Nr 1— Struktura
biatka, Sympozjum Nr 2— Reaktywno$¢ biatka, Sympozjum Nr 3— Mechanizm re-
akcji enzymatycznych, Sympozjum Nr 10— Immunochemia. W ramach kazdego Sym-
pozjum wygtaszane byly 20—40-minutowe referaty oraz 10—15-minutowe komuni-
katy. Zaréwno referaty jak i komunikaty wygtaszali wytgcznie zaproszeni przez orga-
nizatorow prelegenci.

Poszczegbdlne Sympozja poswiecone byly nastepujacym tematom:

Sympozjum Nr 1

1 Hemoglobiny zbudowane z identycznych tafcuchow
2. Hemoglobiny zbudowane z 2-ch rodzajéw tancuchéw
3. Cytochromy
4. Biatka mie$niowe |
5. Biatka mie$niowe Il
Sympozjum Nr 2
1. Enzymy monomeryczne, struktura przestrzenna i aktywnos$¢ |
2. Enzymy monomeryczne, struktura przestrzenna i aktywnosc¢ Il
3. Reaktywnos$¢ na granicy faz biatko/rozpuszczalnik |
4. Reaktywno$¢ na granicy faz biatko/rozpuszczalnik Il
5. Badanie struktury biatka za pomocg specyficznych reakcji
6. Synteza peptyddéw i biatek

Sympozjum Nr 3
. Dehydrogenazy pirydynowe
2. Enzymy tworzace zasady Schiffa z substratami
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Izomerazy triozofosforanéw

Dehydrogenazy a-ketokwasow

Syntetaza glutaminy

Ogolne aspekty i nowe metody badania mechanizmu reakcji enzymatycznych
Sympozjum Nr 10

Struktura immunoglobulin

Biosynteza immunoglobulin i immunogenetyka

Przeciwciata

Przeciwciata o ograniczonej heterogennos$ci i przeciwciata na enzymy

Antygeny

Dopetniacz

Zakres omawianych zagadnien byt bardzo szeroki i nie sposéb przedstawic
w krotkim sprawozdaniu wszystkich interesujgcych wynikéw. Z tego wzgledu po-
szczeg6lne Sympozja beda omawiane w bardzo duzym skrécie z podaniem w sposéb
subiektywny tylko niektérych omawianych zagadnien.

Sympozjum Nr 1 Przedstawiono wyniki poréwnawczych badan hemoglobin uzys-
kiwanych z ré6znych zrédet, dziatanie réznych efektorow allosterycznych oraz wpityw
efektow kooperatywnych na aktywnos$ci hemoglobiny. Badania cytochromu ¢ z ko-
nia za pomoca dyfrakcji rentgenowskiej wykazaty niskg zawarto$¢ struktury spiral-
nej w tym biatku. Cytochrom c¢ zawiera hydrofobowy ,worek”, w ktérym znajduje
sie reszta hemu.

W zakresie biatek mie$niowych przedstawiono wyniki dotyczgce oddziatywania
miedzy tancuchami lekkimi i ciezkimi miozynu oraz miedzy aktynem i miozynem.
Omawiano réwniez regulatorowe biatka mie$niowe typu troponiny. Zaréwno aktyn
jak i miozyn zawierajag metylowane aminokwasy: 3-metylo-histydyne, f-N-me-
tylolizyne i tréjmetylolizyne. Jakkolwiek w chwili obecnej rola tych aminokwaséw
nie jest znana, istniejg jednak przestanki sugerujace, ze mogg byé one regulatorami
aktywnosci aktynu, a w szczegdlno$ci miozynu.

Sympozjum Nr 2 i Sympozjum Nr 3. Ze wzgledu na podobny charakter poruszanych
probleméw oba Sympozja mogag by¢ omawiane razem.

Przedstawiono wyniki badan rentgenograficznych pepsyny, nukleazy gronkow-
cowej i dehydrogenazy alkoholowej z watroby konia. Wiele prac poswieconych
byto badaniom aktywnych obszaréw enzymoéw za pomocg specyficznych reagentéw
oraz oddziatywaniem miedzy podjednostkami. Przedstawiono réwniez wyniki po-
twierdzajace istnienie kowalencyjnie zwigzanych a-ketokwasow (kwas pirogronowy,
a-ketomastowy) w niektérych enzymach nalezgcych do reduktaz (reduktaza proliny),
dekarboksylaz (dekarboksylaza histydyny) i deaminaz (deaminaza histydyny i feny-
loalaniny). Ketokwasy te odgrywajg istotng role w mechanizmie reakcji katalizo-
wanych przez te enzymy.

Opisano réwniez interesujgcqg metode badania struktury i mechanizmu dziatania
enzymow, polegajacg na badaniu dyspersji skrecalno$ci optycznej biatek zmodyfi-
kowanych za pomocg ré6znych zwigzkéw dwuazoniowych. Wprowadzenie takich ugru-
powan w biatka powoduje powstanie dodatkowych efektéw Cottona. Wielko$¢ tych
efektow zalezy w duzym stopniu od charakteru aminokwaséw, bedacych w poblizu
wprowadzonych grup. Jezeli wprowadzone ugrupowanie azowe znajduje sie w obsza-
rze aktywnym badanego enzymu lub w jego poblizu mozna obserwowa¢ duze zmiany
w warto$ci efektu Cottona, wywotane wigzaniem substratu lub inhibitora i bedace
wskazaniem mozliwo$ci zachodzenia zmian konformacyjnych przy oddziatywaniu
enzym-substrat lub enzym-inhibitor. Metoda ta pozwala réwniez na uzyskiwanie in-
teresujgcych wynikéw w przypadku badan aktywacji zymogenéw.

W czasie Sympozjum wielu badaczy podkres$lato konieczno$¢ zachowania bardzo
duzej ostroznos$ci przy interpretacji krzywych dyspersji skrecalnosci optycznej i di-

o 0k w

S A



370 SPRAWOZDANIA [4]

chroizmu kotowego. Przedstawiono wyniki badan biatek, ktérych struktura prze-
strzenna zostata doktadnie zbadana za pomocg wielu metod, tacznie z badaniami
rentgenograficznymi. Wyniki te wskazuja, ze nie mozna bezkrytycznie przenosi¢ wy-
nikow badan poliaminokwaséw na biatka, szczeg6lnie gdy badane biatka posiadaja
niskg zawarto$¢ struktury spiralnej i struktury p.

Sympozjum Nr 10. Uczestnicy Sympozjum przedstawili wyniki ostatnich badan sek-
wencji aminokwaséw immunoglobulin. Badania te sg bardzo istotne dla wyjasnienia
zagadnien zwigzanych z powstawaniem i ewolucjg przeciwciat, jak rowniez dla wy-
jasnienia zalezno$ci miedzy budowa i specyficznoscig przeciwciat. Badania obszaréw
aktywnych w przeciwciatach przeprowadzano gtéwnie za pomocg modyfikacji przez
powinowactwo (ang. affinity labelling). Metode te stosowano réwniez do badania
immunoglobulin zwiazanych trwale z komérkami rozpoznajgcymi antygeny. Wydaje
sig, ze struktura obszaréw aktywnych tych immunoglobulin (klasy 1gG) jest identycz-
na ze strukturg obszaréw aktywnych przeciwciat krazacych, skierowanych przeciw
temu samemu antygenowi.

Metoda chromatografii przez powinowactwo (ang. affinity chromatography) zosta-
ta wykorzystana do rozdziatu komorek rozpoznajacych antygeny oraz produkujgcych
przeciwciata.

W przypadku przeciwciat skierowanych przeciw réznym antygenom istnienie re-
akcji krzyzowych zostalo wykorzystane jako wskazéwka istnienia homologii struk-
turalnych miedzy antygenami. Metoda moze odda¢ duze ustugi w badaniu struktury
enzymow.

Wyniki prac poswieconych badaniom biosyntezy immunoglobulin wskazuja, ze
sposéb tworzenia mostkéw dwusiarczkowych miedzy tancuchami lekkimi i ciezkimi
zalezy od klasy immunoglobulin i od zwierzecia; w pierwszym etapie mogga sie taczy¢
tancuchy ciezkie miedzy sobg i do nich nastepnie przytacza¢ tancuchy lekkie, albo
tez moga powstawaé dimery tancuchéw ciezkich z lekkimi, ktére nastepnie tacza sie
na petne drobiny immunoglobulin.

Trudnosci w uzyskaniu krystalicznych immunoglobulin bytly przyczyna, ze nie
przeprowadzono dotychczas badan strukturalnych za pomocg dyfrakcji rentgenow-
skiej. W ostatnich latach udato sie uzyska¢ krystalizujagce immunoglobuliny 1gG od
osobnikéw z myeloma. Otrzymano réwniez w krystalicznej formie fragmenty Fab,
Fab’ i Fc. Obrazy dyfrakcyjne fragmentéw Fc, uzyskanych od réznych osobnikéw
byty identyczne lub prawie identyczne. Fragmenty Fab otrzymane od trzech osobni-
kéw wykazywaty r6zne obrazy dyfrakcyjne. Krysztaty fragmentéw Fab’ byly izo-
morficzne z krysztatami fragmentow Fab.

Jozef Lisowski

Bioenergetyka i mechanizmy regulacyjne metabolizmu na VIII Miedzynarodowym
Kongresie Biochemicznym w Szwajcarii (3—9 wrzesien 1970) i Kolokwium Bioenerge-
tycznym we Wioszech (11—14 wrzesien 1970)

Osmy Miedzynarodowy Kongres Biochemiczny miat odbyé sie latem 1970 r.
w Rzymie. Jednakze na skutek rezygnacji Wioskiego Towarzystwa Biochemicznego
z organizacji Kongresu postanowiono na wniosek Szwajcarskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego, ze miejscem Kongresu bedzie Szwajcaria. Chcac utrzymaé¢ w catosci
wczesniej zaplanowany bogaty program naukowy, a takze dotrzymaé terminu Kon-
gresu, organizatorzy zmuszeni byli wprowadzi¢ kilka powaznych innowacji organiza-
cyjnych. Jedng z nich byto rozmieszczenie obrad w trzech réznych miastach: Lucer-
nie, Interlaken i Montreux. Do$¢ znaczne odlegtosci miedzy tymi miejscowos$ciami
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praktycznie uniemozliwiaty jednoczesne uczestniczenie w sympozjach odbywajgcych
sie w roznych miastach. Jedynie w potowie Kongresu przewidziano wolny dzieA dla
umozliwienia uczestnikom zmiany miejsca obrad. Mniejsze byty réwniez mozliwosci
spotkan i dyskusji, szczeg6lnie pomiedzy przedstawicielami réznych specjalnosci bio-
chemicznych. Z drugiej jednak strony rozdzielenie Kongresu na poszczegdélne sym-
pozja, odbywajace sie w réznych miejscowos$ciach, wprowadzito atmosfere spokoju
i skupienia. Nie byto tak charakterystycznych dla duzych zjazdéw ustawicznych
wedréwek miedzy salami obrad.

Druga innowacjg w stosunku do poprzednich kongreséw biochemicznych, po-
dyktowana réwniez wzgledami organizacyjno-technicznymi, byto zaniechanie publi-
kacji sprawozdah kongresowych. Materiaty kongresowe zawieraly jedynie program
i streszczenia wystapien zaproszonych referentéw. Nie opublikowano natomiast
streszczen krotkich doniesien, jak réwniez organizatorzy Kongresu nie przewiduja
publikacji petnego tekstu referatéw programowych. Referaty te byty jednak reje-
strowane na tasmie wideofonicznej i w takiej postaci mogg by¢ udostepnione. Odtwa-
rzanie tasmy nastepuje przy pomocy specjalnej przystawki do telewizora, a koszt
petnego kompletu tasm wynosi okoto 1300 doi. USA. System ten funkcjonowat row-
niez w czasie trwania Kongresu, co w pewnym stopniu umozliwiato $ledzenie obrad
odbywajacych sie w réznych miejscowosciach.

Na Kongres ztozyto sie 10 nastepujacych sympozjow:

1. Budowa biatek (Interlaken),

2. Reaktywno$¢ biatek (Interlaken),

3. Mechanizmy dziatania enzymoéw (Interlaken),

4. Utlenianie biologiczne i bioenergetyka (Lucerna),

5. Kwasy nukleinowe i synteza biatek, | (Montreux),

6. Synteza biatek i kwasy nukleinowe, Il (Montreux),

7. Regulacje biochemiczne (Lucerna),

8. Struktury komdérkowe i uktady wieloenzymatyczne (Montreux),
9. Biochemia rozwoju i r6znicowania (Montreux),

10. Immunochemia (Interlaken).

We wszystkich sympozjach Kongresu wzieto udziat tgcznie okoto 3500 uczestni-
kéw. Najliczniej reprezentowane byly spoza Europy: Stany Zjednoczone Ameryki,
Japonia i lzrael, z krajow europejskich: N.R.F., Wielka Brytania, Szwecja i Holandia.
Polscy biochemicy przybyli na Kongres w liczbie 10 oséb. Stanowito to ponizej 0,3°/»
og6tu uczestnikéw. Delegacja polska byta jedng z najmniej licznych delegacji z kra-
jow Europy. Sktad jej zostat ustalony przez kompetentne czynniki dopiero na kilka
tygodni przed rozpoczeciem Kongresu, co nie tylko podniosto koszty wyjazdu (dwu-
krotne podwyzszenie wpisowego, konieczno$¢ rezerwacji drogich hoteli), lecz takze
praktycznie uniemozliwito zgtoszenie doniesien (tylko jeden uczestnik polski przed-
stawit komunikat kongresowy).

Bezposrednio po Kongresie odbyto sie w Pugnochiuso w potudniowych W#toszech
czterodniowe kolokwium pod tytutem ,Przekazywanie energii w procesach oddy-
chania i fotosyntezy”. Kolokwium to miato charakter spotkania ,satelitarnego” w sto-
sunku do Sympozjum 4 Kongresu i $ci$le sie z nim wigzato tematycznie.

Na Sympozjum bioenergetyczne (4) Kongresu w Szwajcarii ztozyto sie 16 refe-
ratbw zaproszonych moéwcoéw i ponad 30 komunikatéw. Sympozjum >7 (regulacje bio-
chemiczne) obejmowato 17 referatéw i okoto 80 komunikatow. Kolokwium w Pugno-
chiuso zgromadzito okoto 100 uczestnikéw, z ktérych prawie kazdy referowat swoje
prace.

Niniejszy reportaz nie jest pelnym sprawozdaniem. Porusza on te zagadnienia,
ktore piszacemu te stowa wydaty sie bardziej interesujace lub reprezentatywne dla
obrad 4 i 7 Sympozjum Kongresu w Szwajcarii oraz kolokwium bioenergetycznego
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w Pungochiuso. Niektére problemy zostaly pominiete, np. fotofosforylacja, ktora
zastuguje na oddzielne, obszerniejsze omdwienie.

W centrum bioenergetyki pozostaje nadal problem przeksztatcania energii utlenia-
nia na inne, uzyteczne formy energii. Obecny stan informacji o tzw. czynnikach sprze-
zenia energetycznego (ang. coupling factors) zreferowat na Kongresie D. R. Sanadi.
Byta to proba uporzgdkowania i usystematyzowania dotychczas wykrytych czynni-
kéw. Kilka z nich, miedzy innymi czynniki Fi i FO Rackera oraz A, B i D Sanadiego,
zostaty znacznie oczyszczone, a ich dziatanie do$¢ $cisle okre$lone. Mechanizm dzia-
tania, a zatem i mechanizm sprzezenia transportu elektronéw z syntezg ATP, pozo-
staje nadal niezrozumiaty.

Jedng z form wykorzystania energii utleniania jest praca osmotyczna. Referaty
E. J. Harrisa, E. Qugliariello i S. Papy podsumowaty obecny stan wiedzy o transpor-
cie jonow i metabolitow przez wewnetrzng btone mitochondrialng. Motorem trans-
portu jest ,pompa protonowa” $cisle sprzezona z transportem elektronéw w tancuchu
oddechowym. Dzieki obecnosci we wnetrzu mitochondriow okres$lonej ilosci kationow
(gtéwnie K+) oraz alkalicznemu odczynowi, spowodowanemu usuwaniem na ze-
wnatrz protonéw, zachodzi w mitochondriach akumulacja fosforanu. Jony fosforano-
we z kolei wymieniaja sie na jony kwaséw dwukarboksylowych, wéréd nich — jony
waznych metabolitbw mitochondrialnych, jak jabtczan i bursztynian. Jony kwaséw
dwukarboksylowych moga dalej wymienia¢ sie na jony kwasow tréjkarboksylowych,
na przyktad cytrynianu i jony ketokwasow, na przyktad a-ketoglutaranu.

Scisle zalezny od energii jest réwniez transport jonéw Ca2+ w mitochondriach.
A. L. Lehninger oméwit ostatnie badania nad czynnikiem biatkowym wyizolowanym
z bton mitochondrialnych i warunkujgcym wigzanie i prawdopodobnie transport
wapnia.

Zgodnie z ,chemiosmotyczng” teorig sprzezenia energetycznego (P. Mitchell) syn-
teza ATP w mitochondriach uwarunkowana jest istnieniem réznicy pH po obu stro-
nach wewnetrznej btony mitochondrialnej. V. P. Skulachev przedstawit badania wy-
kazujace, ze dziatanie rozprzegajace majg nie tylko substancje znoszgce réznice stezen
jonéw H+ (czyli gradient pH), ale takze zwigzki znoszace tylko rdéznice potencjatu
elektrycznego bez naruszania gradientu pH.

Nowe $wiatto na mechanizm sprzezenia zdaja sie rzuca¢ ostatnie badania zespo-
téw kierowanych przez Chance’a i Slatera nad nowg formg cytochromu b. Forma ta
rézni sie od ,,normalnego” cytochromu b nie tylko widmem absorpcyjnym, lecz takze
potencjatem oksydoredukcyjnym. Jak postulujg autorzy, chodzi tu o wysokoenerge-
tyczng forme cytochromu b, biorgca bezpos$redni udzial w procesie sprzezenia ener-
getycznego.

Szeroko omawiane byto stosowanie tzw. testu fluorescencyjnego. Chodzi tu
o barwniki, np. sulfonian anilino-naftalenowy, ktére wigzgc sie z btong lipoproteido-
wg mitochondriow lub czastek submitochondrialnych zmieniajg swg flurescencje.
Zmiana ta zalezy od zmian hydrofobowych oddziatywah w obrebie btony i, jak sie
uwaza, jest skorelowana ze stanem funkcjonalnym i energetycznym czastek. Jak
wykazata dyskusja, brak dotychczas jasnego poglagdu na mechanizm tych zmian,
a zatem i interpretacja testu fluorescencyjnego nie jest tatwa.

Ostatni rok przyniést interesujgce dane o usytuowaniu tancucha oddechowego
w obrebie wewnetrznej btony mitochondrialnej. Badania w pracowniach Rackera,
Chance’a i Klingenberga wykazaty, ze enzymy flawinowe tancucha oddechowego zlo-
kalizowane sg po wewnetrznej stronie btony, cytochrom c¢ po jej stronie zewnetrznej,
natomiast oksydaza cytochromowa i cytochromy b i Ci w S$rodkowych warstwach
btony *
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Z zakresu regulacji metabolizmu komdérkowego i jego zwigzku z procesami ener-
getycznymi na wspomnienie zastuguja interesujgce referaty L. J. Reeda na temat de-
hydrogenazy pirogronianowej i E. G. Krebsa o kontroli glikolizy i glukoneogenezy.

Utlenianie pirogronianu jest, jak wiadomo, katalizowane przez kompleks wielo-
enzymatyczny, ktérego jednym ze skiadnikdéw jest dehydrogenaza pirogronianowa.
Jak wykazaly najnowsze badania, enzym ten u ssakéw moze wystepowaé¢ w formie
ufosforylowanej i nieufosforylowanej, przy czym tylko ta ostatnia jest aktywna.
Kompleks dehydrogenazy pirogronianowej zawiera, oprécz enzymow bioracych udziat
w utlenianiu pirogronianu, takze kinaze katalizujagcg fosforylacje dehydrogenazy, jak
i fosfataze, katalizujacg jej defosforylacje. Poniewaz donatorem reszty fosforanowej
dla fosforylacji jest ATP, natomiast ADP dziata hamujaco, zatem fosforylacja de-
hydrogenazy, a wiec jej unieczynnienie, zalezy od stosunku ATP:ADP. Tak wiec
stan energetyczny komérki reguluje czynno$é tego enzymu. Jest to zatem jeszcze
jeden mechanizm regulacji cyklu Krebsa.

Fosforylacja i defosforylacja biatek enzymatycznych spetnia réwniez regulacyjnga
role w glikolizie i glukoneogenezie. Badania w tym zakresie, zreferowane przez
E. G. Krebsa, wskazuja, ze zaréwno aktywacja syntezy glikogenu jak i fosforolizy
glikogenu polega na fosforylacji czynnych w tych procesach enzyméw. Fosforylacja
fosforylazy katalizowana jest przez specyficzng kinaze, ktéra z kolei wymaga réwniez
fosforylacji, aby mogta by¢ aktywna. Ta dwustopniowa aktywacja wymaga obecnosci
niskich stezed jonéw Ca2+. Tak wiec wapn odgrywa posrednio decydujaca role
w uruchamianiu fosforolizy glikogenu, procesu zapoczatkowujgcego reakcje glikolizy
niezbedne dla produkcji energii, miedzy innymi w pracujgcym miesniu.

Obrady Sympozjum 4 i 7 oraz kolokwium bioenergetycznego byty dobrg ilustra-
cja tego, jak szeroki wachlarz zagadnien obejmuje wspétczesna bioenergetyka: od
oddziatywan na poziomie molekularnym do regulacji przemian na poziomie komor-
kowym. Widoczne réwniez byto, jak dalecy jeszcze jesteSmy od rozwigzania wielu
podstawowych zagadnien, np. sprzezenia transportu elektrondw z procesem zacho-
wania energii. Stalo sie réwniez jasne, ze postep w wyjasnieniu tych problemoéw
mozliwy bedzie tylko dzieki zastosowaniu nowych technik badawczych, wymagaja-
cych uzycia niezwykle subtelnej, skomplikowanej i kosztownej aparatury.

L. Wojtczak

*) Obszerniejsze informacje na temat enzymatycznej organizacji bton mitochondrialnych
znajdzie Czytelnik w artykule zamieszczonym w Postepach Biochemii 17, 209 (1971).
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