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IN FO R M A C JA  D LA  AUTORÓW

P ostępy  B iochem ii p u b lik u ją  a r ty k u ły  re fe ra to w e  ze w szystk ich  
dziedzin  b iochem ii n ie d ru k o w an e  w  in n y ch  czasopism ach. A rty k u ły  
d ru k o w an e  w  P ostępach  B io ch em ii n ie  m ogą być bez zgody R ed ak c ji 
pu b lik o w an e  w  innych  czasopism ach. A rty k u ły  są honorow ane w g u s ta ­
lonych staw ek . A u torzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 odb itek  p racy ; ż ą d a ­
n ie da lszych  odb itek  (p łatnych) należy  zgłosić p isem n ie  n ad sy ła jąc  
pracę . A u to ra  obow iązuje  k o re k ta  au to rsk a . K oszty  zm ian  te k s tu  w  k o ­
rekcie , poza p o p raw k am i b łędów  d ru k a rsk ic h  ponosi au to r.

R ed ak c ja  zastrzeg a  sobie m ożność w p ro w ad zen ia  sk ró tów  i p o p ra ­
w ek  n ie  w p ły w ający ch  na  tre ść  p racy .

F orm a m a szyn o p isu . M aszynopis p racy  i w szelk ie  za łączn ik i należy 
n adsy łać  w  dw u  egzem plarzach . M aszynopis pow in ien  być n ap isan y  
jed n o stro n n ie , z podw ó jną  in te rlin ią , z m arg inesem  ok. 4 cm  po lew ej 
i ok 1 cm po p raw e j s tro n ie  oraz z n u m erac ją  stron . N a p ie rw sze j s t ro ­
n ie  należy  zam ieścić ty lko : im iona  (w pe łnym  brzm ien iu ) i n azw iska  
au to rów , ich  ty tu ły  naukow e w raz  z nazw am i p laców ek  naukow ych , 
ty tu ł p racy  w  języ k u  po lsk im  i ang ie lsk im  oraz om ów ienie te m a tu  p r a ­
cy w  języ k u  ang ie lsk im  (najw yżej 5 w ierszy  m aszynopisu).

R ozdziały w  tekście  należy oznaczyć n u m erac ją  rzym ską , a p o d ro z ­
działy  — a rab sk ą . T y tu ły  n ie  w ydzielone z te k s tu  n ie  pow inny  być n u ­
m erow ane.

W tekście  n ie  należy  zam ieszczać żadnych  tab lic , ry su n k ó w , sch e ­
m atów  i w zorów . W żądanym  m ie jscu  należy pozostaw ić w olny w iersz  
i oznaczyć: T ab lica  1, Rys. 1, S chem at 1 lub  liczbą rzy m sk ą  w  n a w ia ­
sie — n u m er odpow iedniego  w zoru. W tekście  należy  odw ołać się do 
n u m erac ji w zoru  po słow nym  w ym ien ien iu  zw iązku, np .: k w as g lu ta ­
m inow y (I).

P ow o łu jąc  się n a  l i te ra tu rę  należy  podać w  tekście , w  naw iasie , 
ko le jny  n u m er pozycji w  sp isie  li te ra tu ry .

Z a łą czn ik i do te k s tu .  K ażdy załączn ik  należy  dołączyć n a  oddzielnej 
k a rtce , opatrzony  ko le jn y m  n u m erem  odpow iadającym  u ży tem u  w  te k ś ­
cie, np. T ablica  1, W zór I, Rys. 1 lub  S ch em at 1. F o tog rafie  i w yk resy  
należy oznaczyć jak o  ry su n k i. W szystk ie  załączn ik i należy  oznaczyć 
u góry  n azw isk iem  au to ra  i początkow ym i w yrazam i ty tu łu  p racy .

T ab lica  p o w in n a  zaw ierać  nag łów ek  op isu jący  je j treść , je j r u b r y ­
k i pow inny  być zaopatrzone w  odpow iedni ty tu ł.

P odpisy  i o b ja śn ien ia  pod ry su n k am i i schem atam i pow inny  być 
dołączone na oddzielnej k artce . O znaczenia, k tó ry ch  nie m ożna nap isać  
na  m aszynie , należy w y raźn ie  nan ieść  czarnym  tuszem . W fo to g ra fiach  
i w y k resach  należy oznaczyć „górę” i ,.dół”.

L itera tu ra . W ykaz li te ra tu ry  należy w ypisać oddzieln ie, na  o sta tn ich  
stro n ach  m aszynopisu , w a lfabe tyczne j kolejności nazw isk  au to rów .
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P o s t.  B io c h e m .  17, 195—208 (1971).

JA N IN A  M ALEC *

Błona jądrowa 

Nuclear Envelope

Som e v iew s on n u c lea r enve lope  s tru c tu re  an d  fu n c tio n  a re  p resen ted .

Jednym  z podstawowych osiągnięć, jakie wniosło do badań s tru k tu ­
ry  komórkowej zastosowanie mikroskopu elektronowego, było stw ier­
dzenie, że błony są powszechnym i zasadniczym składnikiem  struk tu ry  
cytoplazm y, stanowiąc znaczną część m asy komórkowej. W niektórych 
rodzajach komórek s tru k tu ry  błoniaste osiągają do 80'°/o suchej masy 
kom órki (78).

W roku 1952 P o r t e r  i K a l l m a n n  (66) wprowadzili term in  „sia­
teczka endoplazm atyczna” (ang. endoplasmic reticulum ) jako określenie 
dla układu kanalików i pęcherzyków widocznych w mikroskopie elektro­
nowym w całych komórkach. Następnie po udoskonaleniu techniki m ikro­
skopii elektronow ej, P a l a d e  i P o r t e r  (59) użyli tego term inu dla 
określenia podobnych s tru k tu r  znajdujących się wyłącznie w cytoplazmie 
i w podobnym znaczeniu term in  ten  jest używany do chwili obecnej, 
obejm ując wszystkie błoniaste składniki cytoplazmy z w yjątkiem  m ito- 
chondriów. I wreszcie w następnych latach P a l a d e  i P a l a y  (58,61) 
zróżnicowali składniki siateczki endoplazmatycznej na gładko i szorstko 
powierzchniowe, co ostatecznie doprowadziło do następującego, obecnie 
przyjętego podziału obecnych w komórce błon (12): 
zew nętrzne (plazmatyczne), 
w ew nętrzne (cytoplazmatyczne): 

szorstkie (ziarniste, alfa), 
gładkie (nieziarniste, beta  i gamma), 

błony organelli komórkowych.
O kreśleniem  „szorstkie” objęto błony cytoplazm atyczne, na których po­
wierzchni widoczne są ziarnistości utworzone przez przylegające do nich 
rybosomy. Ziarnistości takich  nie widać na powierzchni błon „gładkich”, 
które z kolei zostały zróżnicowane na grupę beta i gamma. G rupa beta

* D r m ed., Z ak ład  B iochem ii, In s ty tu t  H em ato log ii, W arszaw a
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195 J. M ALEC [2]

obejm uje te błony cytoplazmatyczne, które w ydają się stanowić w głębie­
nia błony plazm atycznej, podczas gdy błony grupy gamma nie w ykazują 
połączeń z błoną plazmatyczną. Do tej ostatniej grupy błon zaliczany jest 
aparat Golgiego, uważany za wyspecjalizowaną form ę błon gładkich (78). 
Grupa błon organelli subkomórkowych jest najbardziej zróżnicowana, 
obejm ując błony m itochondrialne i błonę jądrową.

Pierw szą wzm iankę o błonie jądrow ej zrobił R o b e r t  B r o w n  
w 1833 roku (wg 52). W latach pięćdziesiątych H a r  t  m a  n  n (30) i na­
stępnie W a t s o n (76) zaobserwowali na różnego rodzaju komórkach, 
że otaczająca jądro otoczka jest złożona z dwóch błon oddzielonych od 
siebie przestrzenią szerokości około 20—40 nm (przestrzeń perinuklearna), 
stanowiącą wokół jądra  rodzaj fosy. Stwierdzano przy tym  wielokrotnie, 
że w ew nętrzna z tych błon jest w ścisłym kontakcie ze znajdującą się na 
krańcach jądra  chrom atyną (4, 48, 52, 54), zew nętrzna zaś odgina się 
w wielu punktach na zew nątrz w k ierunku cytoplazmy, wykazując w y­
raźną łączność z błonam i endoplazmatycznej siateczki cytoplazmy. Dzięki 
tem u ogólny obraz siateczki endoplazmatycznej przedstaw ia się jako 
złożony układ błoniastych s tru k tu r dzielących cytoplazmę na wielką ilość 
przedziałów i ciągnących się od jądra  do błony plazm atycznej (52, 55, 57, 
65). W ygląd mikroskopowy otoczki jądrowej jest pod wielom a względami 
bardzo podobny do błon cytoplazm atycznych zarówno jeśli chodzi o w y­
m iary jak  i obecność na jej zew nętrznej powierzchni cząstek rybonukleo- 
proteidowych, co upodabnia ją do ziarnistych błon cytoplazm y (55, 65). 
Na fak ty  te  zwrócili po raz pierwszy uwagę W a t s o n (76) oraz P a l a -  
d e  i P a l a y  (58, 61), proponując traktow anie błony jądrow ej jako 
składnika układu siateczki endoplazmatycznej, którego część cytoplaz- 
m atyczna wywodzi się z błony jądrow ej. Taka klasyfikacja błony jądro­
wej u trzym uje się do obecnej chwili (12). Za ścisłym związkiem cytoplaz- 
m atycznej siateczki endoplazmatycznej z błoną jądrow ą przem aw iają 
także obserwacje nad odtw arzaniem  się jej po podziale komórki. Miano­
wicie nie ulega wątpliwości, że błona jądrow a ulega w czasie mitozy 
rozpadowi. Dzieje się to w końcowym etapie profazy. Odtworzenie jej 
następuje w telofazie przez połączenie istniejących w cytoplazmie, zgro­
madzonych wokół chromosomów struk tu r, zbliżonych wyglądem  do frag­
m entów siateczki endoplazmatycznej (48). Istnieje szereg obserwacji su­
gerujących, że cytoplazm atyczna część siateczki endoplazmatycznej tw o­
rzy się następnie z błony jądrow ej (3, 16, 22, 23, 28, 39, 63). Zostało 
stw ierdzone wielokrotnie, że rysunek siateczki endoplazmatycznej na te ­
renie cytoplazm y w ykazuje bardzo dużą różnorodność, k tóra nie jest 
jednakże przypadkowa, lecz w ydaje się zależna od stopnia zróżnicowania 
komórki, fazy wzrostu i stanu funkcjonalnego (57, 65). W świetle tych 
obserwacji bardzo in teresująca jest koncepcja P o r t  e r a  (65), k tóry  su­
geruje, że po każdym  podziale komórki, gdy nastąpi odbudowa błony ją ­
drowej, tworzy się nowa siateczka cytoplazm atyczna, która pełni sw oje
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[3] BŁ O N A  JĄ D R O W A 197

funkcje tylko przez jedną generację kom órek i po każdym  podziale zostaje 
zastąpiona przez inną, odpowiednią dla charakteru  biologicznego komórki 
potomnej.

Obok niew ątpliw ych związków zarówno morfologicznych jak  funkcjo­
nalnych, istniejących między błoną jądrow ą a częścią cytoplazm atyczną 
układu siateczki endoplazmatycznej, otoczka jądrow a w ykazuje pewną 
stałą cechę morfologiczną, nie w ystępującą w innych błonach kom órko­
wych, k tóra jest uznawana za k ry terium  różnicujące błonę jądrow ą od 
pozostałych s tru k tu r błoniastych kom órki (20, 73). Cechą tą  jest obecność 
stosunkowo dużych porów o średnicy kilkudziesięciu i więcej m ilim ikro- 
nów. Pory takie po raz pierwszy zaobserwowali C a l l a n  i T o m l i n  (8) 
w jądrach kom órek jajow ych płazów i od tego czasu opisywano je wielo­
krotnie w różnych rodzajach komórek. Szczegółowy opis ich budowy m i­
kroskopowej w kom órkach jajow ych jeżowca morskiego podał A f z e l i u s
(1). Budowa ta  przedstaw ia się następująco (schemat 1): w bardziej lub 
m niej równoległych błonach komórkowych, w ew nętrznej i zewnętrznej, 
w ystępują przerwy, w których obie błony łączą się z sobą, w w yniku czego 
w otoczce jąd ra  tworzą się otwory. W otworach tych widoczne są cylin­
dryczne struk tu ry , tworzące rodzaj kanalików wiodących z jądra do cyto- 
plazm y i nieco do niej wchodzące. Te cylindryczne s tru k tu ry  właśnie, 
zwane w litera tu rze  anglosaskiej por complex, widoczne są na poprzecz­
nych lub skośnych przekrojach błony jądrow ej jako obserwowane wielo­
krotnie ,,pory” :

Jądro

wewnętrzna

zewnętrzna
Błona jądrowa

Cytoplazma

S ch em at 1. S chem atyczne  p rzed s taw ien ie  zespołu  por

Istnienie błony jądrow ej jako w yraźnie zdefiniowanej struk tu ry , cha­
rakteryzującej się w dodatku stałym i cechami morfologicznymi, nieco od­
rębnym i od cech pozostałych błon kom órkowych nasuwa od razu wniosek
o ważności roli, jaką pełni ona przypuszczalnie jako bariera pomiędzy ją ­
drem  a cytoplazmą. Wiadomo już dziś jednak, że spraw a funkcji błon ko­
mórkowych może i powinna być rozpatryw ana w co najm niej dwóch as­
pektach, a mianowicie błon jako barier fizjologicznych, oraz błon — jako 
s tru k tu r metabolicznie czynnych. Ten drugi aspekt zdaje się dotyczyć 
w  szczególnie dużym  stopniu błon wewnątrzkom órkowych.

Trudności w otrzym yw aniu zadowalająco czystych preparatów  błon 
jądrow ych były przyczyną, że badania nad stru k tu rą  i funkcjam i błony
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198 J. M ALEC [4

jądrow ej są znacznie m niej zaawansowane niż badania nad innym i bło­
nam i komórkowymi. W ostatnich kilku latach zaczęły się jednak zaryso­
wywać pewne nowe kierunki badań, których wyniki rzuciły już nieco 
św iatła na zagadnienie znaczenia i roli błony jądrow ej jako odrębnej jed ­
nostki funkcjonalnej i struk tu ra lnej. W pewnym  uproszczeniu można przy­
jąć, że k ierunki te  wywodzą się z trzech następujących, podstawowych 
pytań:
1. Na czym polegają funkcje błony jądrow ej jako bariery  między jądrem  

a cytoplazmą?
2. Jak  wygląda s tru k tu ra  błony jądrow ej w porównaniu ze s tru k tu rą  in­

nych błon komórkowych i czy nie w ykazuje ona jakichś cech swoistych, 
które można by wiązać z jej specjalnym i funkcjam i?

3. Czy z błoną jądrow ą są związane jakieś procesy metaboliczne w ogóle, 
a specjalnie związane z jądrem  w szczególności?

I. Błona jądrowa jako bariera między jądrem a cytoplazmą

Liczne badania nad przepuszczalnością błony jądrow ej wykazały, że 
m ałe cząsteczki zarówno elektrolitów  jak nieelektrolitów  mogą przecho­
dzić przez nią z łatwością, a co więcej, jąd ra  komórkowe m ają zdolność 
akum ulowania niektórych drobnocząsteczkowych związków, jak  na przy­
kład aminokwasy i nukleotydy, w stężeniach wyższych niż znajdują się one 
w cytoplazmie tych samych kom órek (25, 27, 52), na co pierwsi zwrócili 
uwagę N a o r a i wsp. (56). Również i niektóre związki wielkocząstecz­
kowe mogą przechodzić przez błonę jądrową, jak  wskazują prace G o l d ­
s t e i n a  i P r e s c o t t a  (26) oraz Z e t t e r b e r g a  (84). A utorzy ci 
stw ierdzili mianowicie w różnego rodzaju kom órkach swobodne przecho­
dzenie przez błonę jądrow ą wewnątrzkom órkowego rozpuszczalnego biał­
ka. Z drugiej strony jednak istnieją doświadczenia wskazujące, że w pro­
wadzone z zew nątrz do cytoplazm y rozpuszczalne białka jak  album iny 
i globuliny nie przedostają się do jądra  (19, 29, 72), podczas gdy na przy­
kład o wiele większe od cząsteczek tych białek cząstki opłaszczonego poli- 
w inylopirolidonem  złota przechodzą do jądra w znacznych ilościach (17). 
Tego rodzaju wyniki doświadczeń w skazywały na istnienie niewątpliwego 
kontaktu  między jądrem  a cytoplazmą, ale równocześnie sugerowały, że 
kontakt ten  nie opiera się wyłącznie na prostej dyfuzji. W yjaśnienia w y­
m agała również regulacja przechodzenia przez błonę jądrow ą związków 
wielkocząsteczkowych wytw orzonych w jądrze i przekazywanych do cy­
toplazmy, przede wszystkim  RNA inform acyjnego i RNA rybosomów.

Obserwacje różnych komórek w m ikroskopie elektronow ym  zwracały 
uwagę na pory błony jądrow ej jako na możliwą drogę specjalnego kon­
tak tu  pomiędzy jądrem  a cytoplazmą. Na podstawie badań cytologicznych
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[5] B ŁO N A  JĄ D R O W A 199

nad przechodzeniem  do jąd ra  tworzonej w cytoplazmie hemoglobiny, D a ­
v i e s  (13) i K a b a t  (35) sugerują, że znajdujący się w kanalikach po­
m iędzy m asam i chrom atyny roztw ór hemoglobiny łączy się poprzez pory 
błony jądrowej z roztworem  hemoglobiny syntetyzow anym  w cytoplaz­
mie. P rzerw anie ciągłości błony cytoplazm atycznej powoduje wyciekanie 
roztw oru hemoglobiny ze śródchrom atynowych kanalików na zewnątrz 
komórki. Fakty  te  według obu autorów  świadczą o tym , że pory błony 
jądrow ej są stale o tw arte pozwalając na wolne przechodzenie przez nie 
roztw oru hemoglobiny. W edług licznych obserwacji w m ikroskopie elek­
tronow ym  pory błony jądrow ej są również m iejscem  przechodzenia rybo­
somów z jądra  do cytoplazm y (6, 7, 31, 49, 53), z czym wiąże się praw do­
podobnie fakt, że jąderka są bardzo często w ścisłym kontakcie z błoną ją ­
drową (7, 31), a jej pory przechodzą bezpośrednio w kanaliki o tej samej 
średnicy, prowadzące przez okalającą jąderko w arstw ę chrom atyny do ją ­
derka (7). Przechodzenie rybosomów do cytoplazm y a także i niektórych 
innych produktów  syntezy jądra  odbywa się jednakże niew ątpliw ie w spo­
sób kontrolowany, co w ydaje się z kolei wykluczać istnienie porów błony 
jądrow ej jako zawsze otw artych luk w otoczce jądra.

Obserwacje porów w m ikroskopie elektronow ym  dają wrażenie, że są 
one zam knięte cienką przesłoną. Nie zostało jednak wyjaśnione, czy prze­
słona ta stanowi ciągłość w ew nętrznej błony jądrowej, jak  to przypusz­
czali C a l l a n  i T o m l i n  (8), czy też jest to tylko efekt optyczny, jak 
to proponował W a t s o n  (77). Na obrazach z m ikroskopu elektronowego 
pory błony jądrow ej są często wypełnione przez nieprzepuszczającą elek­
tronów substancję, w ystępującą w postaci ziarnistości lub włókien (7, 31, 
42, 64, 75). Widoczne są one nie tylko w samym  w nętrzu porów, ale także 
po obu ich stronach, to znaczy już na terenie jądra  i cytoplazm y (6, 18, 
42, 53, 67). Jak  wykazały próby traw ienia ich enzymami proteolitycznym i, 
dezoksyrybonukleazą i rybonukleazą, tw ory te zbudowane są z białka (42, 
50). Znaczenie ich nie zostało dotychczas wyjaśnione, ale przypuszcza się 
między innymi, że stanow ią one s tru k tu ry  zam ykające pory, w celu re ­
gulowania ich przepuszczalności (18, 20, 79). Także pom iary potencjału 
błony jądrow ej (46, 47) zdają się świadczyć, że pory nie zapew niają wol­
nego kontaktu  pomiędzy jądrem  a cytoplazmą. Wniosek taki nasuwa jed­
nak pytanie, jakie czynniki regulują wobec tego ten  kontakt? Pom iary 
potencjału błony jądrow ej gruczołów ślinianki owadów wykazały, że prze­
puszczalność błony jądrow ej jest niejednakow a w różnych stadiach roz­
wojowych owadów, przy czym zmiany przepuszczalności przebiegają rów­
nolegle ze zmianam i aktyw ności funkcjonalnej badanych organizmów (47). 
Podobne zmiany przepuszczalności wywołali autorzy przez podanie hor­
monu wzrostowego — ekdysonu. W poszukiwaniu korelacji m iędzy zmia­
nami potencjału błony jądrow ej i związanej z tym  zm iany jej przepusz­
czalności a s tru k tu rą  błony jądrow ej, W i e n e r  i wsp. (79) przeprow a­
dzili badania s tru k tu ry  m ikroskopowej błony jądrow ej w tych samych
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w arunkach, w jakich zostały stw ierdzone w yraźne zmiany jej przepusz­
czalności. Nie stw ierdzili oni jednakże żadnych w yraźnych zm ian ani 
w wielkości ani w rozłożeniu porów na powierzchni jądra. Z drugiej strony 
jednak niektóre badania zarówno ilości porów na jednostkę powierzchni 
jądra jak  ich wielkości zdają się wskazywać, że cechy te  są niejednakow e 
w różnych rodzajach komórek. I tak  na przykład według M e r r i a m a  
(51) jądra  rosnących kom órek jajow ych żaby m ają o 40% więcej porów 
na jednostkę powierzchni niż kom órki jajow e dojrzałe. W edług S a l o ­
m o n a  i wsp. (71) liczba porów w jądrach kom órek w ątroby szczurów 
karm ionych tioacetam idem  w zrasta w widoczny sposób na długo przed po­
jaw ieniem  się guza. W reszcie F r a n k e  (20) na podstawie badania ko­
m órek roślinnych sugeruje, że przynajm niej trzy  właściwości m ikroskopo­
wej budowy błony jądrow ej mogą ulegać zmianom w zależności od cha­
rak te ru  komórki. Są nimi: średnica światła porów, stopień rozwoju ścian­
ki porów oraz liczba porów na jednostkę powierzchni jądra. Badania m i­
kroskopowe błon jądrowych, prowadzone system atycznie przez tego au to­
ra w różnego rodzaju kom órkach (21) potwierdziły istotnie pew ną różno­
rodność tych cech, nie pozwoliły jednak jeszcze na wyciągnięcie ogólniej­
szych wniosków ani dotyczących charakteru  spostrzeganych różnic ani 
czynników w pływających na ich powstanie.

Poza czynnikami kontrolującym i przechodzenie przez błonę jądrow ą 
różnych substancji z cytoplazm y do jądra  i w kierunku odwrotnym, 
w utrzym aniu odrębnego od cytoplazm y środowiska jądra  współdziała 
jeszcze jedna cecha budowy błony jądrowej. Cechą tą jest ciągłość zew­
nętrznej błony jądrow ej z cytoplazm atycznym i błonam i siateczki endo- 
plazm atycznej. Zachowanie tej ciągłości powoduje, że w licznych punktach 
błony jądrowej, znajdująca się między zewnętrzną a w ew nętrzną błoną 
jądrow ą przestrzeń perinuklearna łączy się z kanalikam i utworzonym i 
w cytoplazmie przez siateczkę endoplazmatyczną. Wiadomo zaś z kolei, 
że przynajm niej w niektórych rodzajach kom órek kanaliki cytoplazm y m a­
ją bezpośrednie połączenie ze środowiskiem zewnątrzkomórkowym . Ozna­
cza to tym  samym, że może istnieć bezpośrednie połączenie m iędzy śro­
dowiskiem zew nętrznym  kom órki a przestrzenią perinuklearną jądra, 
a substancje ze środowiska zewnętrznego komórki nie muszą przechodzić 
przez cytoplazmę, aby znaleźć się w bezpośrednim  kontakcie z błoną w ew ­
nętrzną otoczki jądrowej. Ilustracją takiej sytuacji jest obserwacja, że 
krople tłuszczu o średnicy 60—200 nm, zaabsorbowane z je lita  cienkiego, 
pojaw iają się bezpośrednio w przestrzeni między dwiema błonami otoczki 
jądrow ej (60). W ydaje się, że ten  m echanizm  przenikania substancji ze 
środowiska zewnętrznego do jądra z pominięciem cytoplazm y (2, 43) znaj­
duje się również u podstaw znanego od wielu lat faktu  wybiórczej aku­
m ulacji w jądrze jonów sodu, w stężeniu kilkakrotnie przewyższającym  
stężenie tych jonów w cytoplazm ie (43, 44, 56).
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II. Skład chemiczny błony jądrowej

Analiza składu chemicznego różnych rodzajów błon komórkowych w y­
kazała, że różnią się one znacznie między sobą pod względem ilościowym, 
a niekiedy również i jakościowym, jakkolw iek stałą cechą wszystkich ro­
dzajów błon jest stosunkowo wysoka zawartość lipidów oraz białka. W y­
daje się natom iast, że glikolipidy są zlokalizowane w większości, jeśli nie 
wyłącznie, w błonach plazm atycznych (69, 70, 74).

Z uwagi na zasadniczą rolę przypisyw aną lipidom w utrzym yw aniu 
s tru k tu ry  błon, stosunkowo wiele prac poświęcono badaniom  porównaw­
czym szczegółowego składu chemicznego różnych klas lipidów pochodzą­
cych z różnych rodzajów błon komórkowych. Spośród lipidów zaś szczegól­
ne zainteresow anie skupiały z kolei fosfolipidy, jako przew ażający ilościo­
wo składnik lipidów.

Tablica 1

Zawartość fosfolipidów głównych klas w jądrach różnych narządów wołu 
(w % całkowitej ilości fosfolipidów)

Fosfolipid

Całe jądra
Błona

jądrowa

Grasica
(70)

Trzustka
(70)

Wątroba
(70)

W ątroba
(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 1,5 nie ozna­

czony
Sfingomielina 2,6 2,6 2,6 6,0

Porównawcze badania procentowej zawartości głównych klas fosfoli­
pidów, opracowane w yczerpująco przez R o u s e r a  i wsp. (70) dla róż­
nych organelli subkomórkowych, wykazały, że jest ona różna w m itochon- 
driach, siateczce endoplazm atycznej oraz jądrach tego samego rodzaju ko­
mórek, przy czym jądra  nie w ykazują swoistości ani gatunkow ej ani na­
rządowej. W tablicy 1 przedstaw iono skład procentowy fosfolipidów jąder 
niektórych narządów wołu oraz izolowanej błony jądrowej w ątroby wołu. 
Pewne zastrzeżenia w odniesieniu do danych dotyczących fosfolipidów ją ­
der może budzić fakt, że pochodzą one z analizy całych jąder, a nie izolo­
wanych błon jądrowych. Jednakże według badań L e m a r c h a l a  
i f e o r n e n s a  (45) skład głównych związków fosfolipidowych w ątroby 
szczura jest bardzo pdobny w izolowanej błonie jądrow ej i pozostałym po
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oddzieleniu błony jądrze, a skład fosfolipidów oznaczony po raz pierwszy 
w izolowanych błonach jądrow ych przez K e e n a n a i wsp. (37) odbiega 
tylko w niewielkim  stopniu od wartości dla całych jąder.

Tablica 2

Skład chemiczny dwóch warstw otoczki jądrowej (w % suchej masy)

Związek chemiczny Narząd
Warstwa

1,19 1,16

Białko W ątroba szczura (69) 62,3 58,8
Wątroba szczura, CE,* HZ** (70) 46-48 24-27

Lipidy W ątroba szczuta, CE, HZ (70) 
z tego około 70% stanowiły 
fosfolipidy

27-50 27-50

Lipidy W ątroba szczura (69) 27,7 35,2
Fosfolipidy 9 9 24,1 29,2
Cholesterol , , 3,6 6,0
Węglowodany 99 3,9 2,9
cukry obojętne 9 9 3,6 2,6
heksozoamina 9 9 0,21 0,24

Kwas sialowy 99 0,09 0,06
W ątroba szczura, CE, HZ (70) 0,08-0,1

RNA W ątroba szczura (70) 3,3 1,4
CE (70) 2,1 1,1
W ątroba szczura (69) 6,1 3,1

DNA W ątroba szczura (70) 1,3 0,2
CE (70) 0,9 0,2
W ątroba szczura (69) 0 0

# CE—Carcinoma Ehrlicha 
** HZ—Hepatoma Zajdela

W opracowanej przez B e r e z n e y a  i wsp. (5) metodzie izolowania na 
dużą skalę błon jądrow ych z w ątroby wołu, autorzy ci odzyskiwali w p re­
paratach izolowanych błon następujące ilości całkowitego m ateria łu  obec­
nego w jądrach: b ia łk a — 10,3%, fosfolipidów — 47,1%, RNA — 23,9%, 
DNA — 0,27%. W otrzym anych tą  metodą preparatach  błony jądrow ej
(37) fosfolipidy stanow iły 62% całkowitej ilości lipidów, cholesterol — 
16%, wolne kwasy tłuszczow e— 13%. Około 70% reszt acylowych lipi­
dów stanow iły 18-węglowe kw asy tłuszczowe, a stosunek zawartości kw a­
su palm itynowego do kwasu olejowego wynosił 0,55. Porów nując otrzy­
m ane przez siebie wyniki analizy błony jądrowej w ątroby wołu z w yni­
kami analizy siateczki endoplazmatycznej cytoplazm y w ątroby szczura (38) 
autorzy zwracają uwagę na zbliżone zawartości głównych związków fos- 
folipidowych w obu rodzajach błon, in terp re tu jąc  ten  fak t jako dowód na 
podkreślany przez cytologów ścisły związek pomiędzy tym i dwoma rodza­
jam i błon. Jednakże porównanie tych samych danych z w ynikam i analizy
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składu fosfolipidów frakcji m ikrosomalnej z innych narządów niż w ątroba 
(70) nasuwa zastrzeżenie, że podobieństwo to może odnosić się wyłącznie 
do w ątroby, a zatem  nie można go uważać za dowód na identyczność błony 
jądrow ej i siateczki endoplazmatycznej cytoplazm y we wszystkich rodza­
jach komórek. Koncepcji identyczności tych dwóch rodzajów błon nie pod­
trzym uje również porównanie zawartości cholesterolu, tłuszczów obojęt­
nych i wolnych kwasów tłuszczowych w błonie jądrowej w ątroby wołu (37) 
i siateczce endoplazmatycznej w ątroby szczura (24, 38, 81). gdyż wartości 
te w yraźnie od siebie odbiegają.

Bardzo istotny m ateriał do zasobu inform acji o budowie chemicznej 
błony jądrow ej wniosły ostatnie, n iestety  jeszcze bardzo niekom pletne, 
badania składu chemicznego poszczególnych w arstw  otoczki jądrowej. Mia­
nowicie w irując izolowane błony jądrow e w gradiencie sacharozy uzyskuje 
się ich rozdział na dwie frakcje o gęstości około 1,16 i 1,19. W edług auto­
rów m etody frakcja „lekka” (1,16) odpowiada prawdopodobnie błonie zew­
nętrznej otoczki jądrow ej, frakcja „ciężka” (1,19)— błonie w ew nętrznej. 
(82). W yniki badania składu chemicznego wyizolowanych w ten  sposób 
frakcji zostały zestawione w tablicy 2. Jak  widać, dwie w arstw y błony 
jądrow ej różnią się pod względem swojej budowy chemicznej i można 
przypuszczać, że i funkcje ich nie są jednakowe.

III. Funkcje metaboliczne błony jądrowej

Badania aktyw ności enzym atycznych obecnych w błonie jądrow ej, pro­
wadzone przeważnie na kom órkach w ątroby szczura, wykazały co nastę­
puje: glukozo-6-fosfataza, dehydrogenaza zred. NAD: cytochrom c i ATP- 
aza stanowią in tegralne składniki błony jądrowej, przy czym aktyw noś­
ci właściwe glukozo-6-fosfatazy i dehydrogenazy zred. NAD: cytochrom c 
wynosiły około 50'% aktywności tych enzymów w błonach siateczki endo­
plazm atycznej cytoplazm y (36). Obserwacja powyższa sugeruje, zdaniem 
autorów, że enzymy te są związane tylko z jedną w arstw ą otoczki jądrowej, 
prawdopodobnie zew nętrzną i stanowi biochemiczne poparcie dla w ysu­
niętej na podstawie badań morfologicznych hipotezy o bliskim związku 
zewnętrznej błony jądrow ej z siateczką endoplazmatyczną cytoplazmy. 
Badania poszczególnych w arstw  błony jądrow ej wykazały, że w arstw a 1,19 
zawiera znaczne ilości arylosulfatazy A i B (62, 82), zaś aktywność ATPazy, 
obecna w obu warstw ach, jest szczególnie duża w w arstw ie 1,16 (82). Obie 
w arstw y w ykazują znaczne aktyw ności enzymów utleniających (tablica 3) 
— oksydazy cytochrom u oraz dehydrogenazy: zred. NAD (i zred. NADP): 
cytochrom  c (82, 83).

Tak duże aktyw ności enzymów utleniających oraz fakt aktyw acji ATP- 
azy przez 2,4-dwunitrofenol i hamowania przez oligomycynę i gram icydynę 
S sugerują, zdaniem  Z b a r a s k i e g o  i wsp. (82), że procesy utleniania
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zachodzące w jądrze mogą być zlokalizowane w jego błonie. Ci sami auto­
rzy stw ierdzili w jądrach i błonie jądrowej brak  aktyw ow anej przez jony 
sodu ATPazy, co potwierdzałoby przypuszczenie, że błona jądrow a nie po­
siada właściwości „pompy sodowej”, a duże stężenie jonów sodu w jądrze 
jest w ynikiem  bezpośredniego ich przechodzenia ze środowiska zew nętrz­
nego do przestrzeni perinuklearnej jądra.

Tablica 3

Aktywności enzymatyczne w błonach jądrowych, jądrach i innych frakcjach subkomórkowych
wątroby szczura (82)

Błona jądrowa Frakcja
Enzym

1,19 1,16
J ą d ra mitochondrialno

-lizosomalna
Mikrosomy

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

zred. NAD: cyto- 
chrom c 59,7 16,3 21,0 61,6 283,0

Dehydrogenaza 
zred. NADP: cyto- 
chrom c 6,5 7,7 2,5 10,7 17,7

Wśród nielicznych prac poświęconych badaniu składu chemicznego błon 
jądrow ych znajduje się tylko jedna poświęcona metabolizmowi składni­
ków błony jądrowej. Mianowicie L e m a r c h a l  i B o r n e n s  (45) ozna­
czali szybkość wbudow ywania 32P do trzech głównych związków fosfolipi- 
dowych (lecytyn, fosfoetanolam in i fosfoinozytoli) jąder i błony jądrow ej 
w ątroby szczura i stw ierdzili, że krzyw a włączania tego prekursora do 
każdego z trzech wym ienionych związków jest identyczna w preparacie 
jąder pozostałym po oddzieleniu błon jądrow ych oraz w izolowanej błonie 
jądrowej, przy czym fosfolipidy błony stanow iłyby około 35%  całkowitej 
ilości fosfolipidów jądra. In terp re tu jąc  tę obserwację autorzy brali pod 
uwagę dwie możliwości jej wyjaśnienia: 1. bardzo szybką w ym ianę 
fosfolipidów pomiędzy błoną jądrow ą a w nętrzem  jądra, 2. syntezę tych 
związków w jądrze i błonie jądrow ej niezależnie od siebie ale z podobną 
szybkością. Ta druga możliwość oznaczałaby, że istnieje bardzo duże za­
potrzebowanie na syntetyzow ane w błonie jądrow ej fosfolipidy, co auto­
rzy pracy proponują powiązać z licznymi, a dotychczas niezrozum iałym i 
obserwacjam i z m ikroskopu elektronowego, w skazującym i na oddziaływa­
nie w zajem ne między błoną jądrow ą a chrom atyną (14, 15, 48, 80), oraz 
z wynikam i doświadczenia J a c k s o n a  i wsp. (32), którzy wyodrębnili 
z chrom atyny jąder grasicy cielęcej kompleks dezoksyrybonukleohistonu 
i lipoproteidu. Kompleks ten  m iałby, według Jacksona, powstawać w  w y­
niku in terakcji związków lipoproteidowych błony jądrow ej z chrom atyną. 
Mechanizm tej in terakcji tłum aczy C o m  i n g s (10) opierając się na kon­

http://rcin.org.pl



[11] B ŁO N A  JĄ D R O W A 205

cepcji replikonu jako podstawowej jednostki replikacji DNA, w ysuniętej 
przez J  a c o b a i wsp. (33, 34) dla w yjaśnienia szeregu zjawisk związa­
nych z syntezą DNA w bakteriach. W edług tej koncepcji replikacja chro­
mosomu bakteryjnego zostaje zapoczątkowana w specjalnym  m iejscu 
chromosomu zwanym  replikatorem , które przylega do specjalnego miejsca 
na błonie baktery jnej. Raz rozpoczęta w replikonie synteza DNA jest nas­
tępnie kontynuow ana aż do jej zakończenia. Związanie replikatora z błoną 
bak tery jną  stanowi bardzo istotny m om ent procesu replikacji DNA, po­
nieważ zapewnia ono rozdzielenie i uszeregowanie chromosomów potom ­
nych na przeciw ległych biegunach komórki. W edług Comingsa obserwacje 
cytologiczne świadczące o istnieniu połączenia między chromosomami ją ­
dra w interfazie a błoną jądrow ą (15, 48, 80) oraz doświadczenia C o ­
m i n g s a  i K a k e f u d y  (11) wskazujące, że w kom órkach człowieka 
zapoczątkowanie syntezy DNA odbywa się w błonie jądrow ej, upoważ­
niają do wysunięcia hipotezy, że w kom órkach organizmów wyższych chro­
mosomy jądra  w interfazie są ułożone w sposób uporządkowany dzięki po­
łączeniu z błoną jądrową, zaś niektóre z tych „punktów przyczepu” mogą 
odpowiadać punktom  inicjującym  syntezę DNA w poszczególnych repli- 
konach.

IV. Uwagi końcowe

Ścisłe podobieństwo morfologiczne wszystkich błon kom órkowych stało 
się podstawą sform ułow anej przez R o b e r t s o n a  (68) w 1957 roku teorii 
jedności błon komórkowych. Obserwował on mianowicie na obrazach z m i­
kroskopu elektronowego, że w szystkie obecne w różnych rodzajach ko­
m órek błony charakteryzują się jednakow ą szerokością 75A, przy czym na 
szerokość tę składają się dwie w arstw y o szerokości 20A przedzielone w ar­
stwą szerokości 35A. Proponując swój model „jednostki błony” (ang. unit 
membrane)  Robertson zakładał, że w szystkie błony komórkowe m ają jed ­
nakową trójw arstw ow ą budowę, identyczną s truk tu rę  m olekularną 
i wspólne pochodzenie. Jednakże w raz z rozwojem m ikroskopii elektrono­
wej stało się widoczne, że szerokość rozm aitych błon kom órkowych nie 
jest jednakowa. Zarysow ały się mianowicie w yraźne różnice między bło­
nami plazm atycznym i a cytoplazm atycznymi. W edług S j e s t r a n d a  
(73) błony komórkowe można na podstawie wym iarów podzielić na co na j­
mniej trzy  klasy: błony m itochondrialne i szorstkie siateczki endoplazma- 
tycznej, błony gładkie siateczki endoplazmatycznej oraz błony plazm a- 
tyczne. Okazało się także, że i druga cecha błon, na której opierała się te ­
oria Robertsona, a mianowicie ich trójw arstw ow a budowa, nie jest uni­
wersalna. Bowiem podczas gdy błony plazm atyczne badane różnym i tech­
nikam i m ikroskopii elektronow ej w ydają się w dalszym ciągu trój w ar­
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stwowe, błony cytoplazm atyczne zdają się posiadać s truk tu rę  globularną 
(73, 74). Równocześnie gromadzące się wyniki licznych biochemicznych 
badań poszczególnych rodzajów błon kom órkowych (9, 40, 41, 69, 70) do­
wodzą, że różnią się one bardzo w yraźnie nie tylko pod względem budowy 
mikroskopowej ale również składu chemicznego, zawartości enzymów oraz 
funkcji metabolicznych. Znaczenie obserwowanych różnic w składzie che­
micznym oraz w obrazie mikroskopowym  różnych rodzajów błon dla ich 
funkcji pozostaje ciągle jeszcze nie wyjaśnione, ale konieczność brania tych 
różnic pod uwagę przy próbach form ułow ania teorii, dotyczących organi­
zacji błon biologicznych, jest ostatnio coraz częściej podkreślana przez róż­
nych autorów  (9, 40, 41, 73, 74). Znaczne różnice zarówno struk tu ra lne  jak 
funkcjonalne pomiędzy różnym i rodzajam i obecnych w tej samej kom ór­
ce błon nasuw ają również przypuszczenie, że jakkolw iek część z nich mo­
że ulegać w zajem nym  przekształceniom, to jednak, być może, nie jest to 
zjawisko obejm ujące wszystkie rodzaje błon w komórce. W takim  zaś w y­
padku trzeba by brać pod uwagę istnienie więcej niż jednego miejsca syn­
tezy błon w komórce (40).

W świetle powyższych uwag w ydaje się, że aktualną sytuację dotyczą­
cą współczesnego stanu wiedzy o struk turze m olekularnej błon kom órko­
w ych bardzo dobrze ilustru je  następujące sform ułowanie K o r n a  (41): 
„Nie ma obecnie w yraźnych podstaw dla podtrzym yw ania naszej w iary 
w teorię ubogo-m olekularnej jednostki błony. (ang. paucimolecular unit 
membrane). Nie znaczy to, że teoria ta  jest fałszywa, tylko, że nie jest do­
wiedziona. Istnieją realne możliwości, że błony mogą różnić się między 
sobą w takim  stopniu, że ich s tru k tu ra  m olekularna nie będzie mogła być 
opisana przez jeden uniw ersalny m odel”.
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LECH W O JTC ZAK  *

Enzymatyczna organizacja błon mitochondrialnych 

Enzymatic Organization of Mitochondrial Membranes

M ito ch o n d ria l o u te r an d  in n e r m em b ran es  can  be sep a ra ted  by sev e ra l m ild  
p ro ced u res . T he in n e r m em b ran e  th u s  o b ta in ed  is th e  locus of th e  re sp ira to ry  cha in  
an d  th e  en erg y  coupling  system . T he o u te r m em b ran e  ap p ea red  to co n ta in  cy tochrom e 
bs, N A D H -cy tochrom e bs red u c tase , m onoam ine ox idase  an d  enzym es acy la ting  g ly ­
ce ro p h o sp h a te  and  lysophospho lip ids . T he in n e r  c o m p artm en t (m atrix ) con ta ins com ­
p le te  enzym e se t fo r th e  c itra te  cycle (excep t su cc in a te  dehydrogenase) and  fa tty  
ac id  a c tiv a tin g  system s. T he in te rm e m b ra n e  space co n ta in s a d en y la te  k inase  and  
nucleoside  d iphosphok inase . M ore d ras tic  p ro ced u res  fo r d is ru p tio n  of m itochond ria  
p ro d u ce  m em b ran e  frac tio n s  of co n siderab ly  d if fe re n t enzym e p a tte rn s , m ost like ly  
due to cross con tam in a tio n .

R ecen t stu d ies  on enzym ic o rg an iza tion  of th e  in n e r m em b ran e  re v e a l th e  fo l­
low ing  localiza tion  of enzym es: coupling  fac to r Fi in  p ro jec tin g  su b u n its , N A D H -de- 
hy d ro g en ase  and  su cc in a te  dehy d ro g en ase  close to  th e  in n e r su rface , cy tochrom e 
c b ound  close to th e  o u te r su rface , an d  cy toch ro m es a, a 3, b an d  ci deep inside  th e  
m em brane .

I. Rys historyczny

Jedną z tendencji współczesnej biochemii jest badanie w ew nątrzko­
mórkowej lokalizacji procesów przem iany m aterii i roli poszczególnych 
s tru k tu r subkomórkowych w tych procesach. Badania w tym  zakresie 
doprowadziły w ostatnich latach do tego, że niektóre procesy m etabolicz­
ne potrafim y już umiejscowić w s truk tu rach  biologicznych z dokładnością 
równą niem al rozmiarom makrocząsteczek. Ciekawie pod tym  względem 
przedstaw ia się historia badań nad rolą mitochondriów.

Dzięki opracowaniu pod koniec lat czterdziestych m etod rozdziału 
s tru k tu r w ew nątrzkom órkowych drogą frakcjonowanego wirowania (52), 
udało się wykazać, że łańcuch oddechowy oraz sprzężona z nim synteza 
ATP zlokalizowane są w mitochondriach. Jednakże jeszcze w roku 1955 
S c h n e i d e r  (53), przedstaw iając na III M iędzynarodowym Kongresie 
Biochemicznym ówczesny stan badań nad w ew nątrzm itochondrialną loka­

* P ro f. d r, Z ak ład  B iochem ii, In s ty tu t B iologii D ośw iadczalnej im. M. N enckiego, 
P o lsk a  A kadem ia  N auk , W arszaw a
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lizacją przem iany m aterii, poddawał w wątpliwość um iejscow ienie całego 
cyklu cytrynianowego w mitochondriach.

Budowa w ew nętrzna m itochondriów była w owym czasie praw ie n ie­
znana. Najbliższe jednak lata, dzięki rozwojowi mikroskopii elektronow ej, 
pozwoliły na w yjaśnienie u ltra stru k tu ry  tych organelli. W ykazano istn ie­
nie dwóch błon oraz oddzielonych nimi przestrzeni: przestrzeni w ew nętrz­
nej czyli m atrix  i przestrzeni międzybłonowej (rysunek 1). Przed biochem ią 
stanęło wówczas pytanie: jaka jest funkcja poszczególnych części m ito- 
chondrionu w przem ianie m aterii tej organelli i gdzie zlokalizowane są 
poszczególne procesy i enzymy? Pierw sze próby odpowiedzi na to pytanie 
opierały się na badaniach drogą rozbijania mitochondriów, na przykład 
ultradźw iękam i, i oddzielania enzymów rozpuszczalnych od fragm entów  
nierozpuszczalnych za pomocą ultraw irow ania. Bardziej subtelne podejście

R ys. 1. S ch em at budow y m itochond rionu . B łona w ew n ę trzn a  tw o rzy  w p u k le n ia  zw a­
ne g rzeb ien iam i m ito ch o n d ria ln y m i (cristae m itochondria les). J e j w e w n ę trz n a  po­

w ie rzch n ia  p o k ry ta  je s t „g rzy b k o w aty m i” s tru k tu ra m i.
1 — B łon a  z ew n ętrzn a , 2 — p rzestrzeń  m ię d zy b ło n o w a , 3 — b łon a  w e w n ę trz n a , 4 — p rzestrzeń

w e w n ętrz n a  (m a tr ix )

polegało na stopniowanej ekstrakcji m itochondriów roztw oram i soli (28, 
42). Dopiero jednak opracowanie m etody izolacji zew nętrznych i w ew nętrz­
nych błon m itochondrialnych (30, 31, 32, 40, 41, 50, 51, 56, 57, 58) stworzyło 
podstaw y do bardziej efektyw nych badań w tym  kierunku. W ostatnim  
zaś roku posunęliśmy się jeszcze dalej. Obecnie chodzi już nie tylko
o stw ierdzenie, w której z obu błon m itochondrialnych znajduje  się ten
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czy inny enzym lub zachodzi odpowiedni proces biochemiczny, ale także, 
w którym  miejscu błony się to dzieje: czy na jej powierzchni zewnętrznej 
lub w ew nętrznej, czy też w głębszych w arstw ach. Zważywszy, że grubość 
każdej z błon m itochondrialnych wynosi kilkadziesiąt angstromów, p re­
cyzja takiej lokalizacji m usi być ogromna.

II. Metody rozdziału błon mitochondrialnych

Pierwszą skuteczną m etodę rozdziału błon m itochondrialnych podali 
P  a r s o n s i wsp. (40). Oparli się oni na wspólnych naszych badaniach 
(61) nad pęcznieniem m itochondriów, które wykazały, że na skutek pęcz­
nienia w środowisku hipotonicznym  lub pod wpływem  czynników chemicz­
nych następuje pęknięcie błony zew nętrznej i jej częściowe oddzielenie * 
od błony wew nętrznej. P a r s o n s  i wsp. (40) wykazali, że gdy tak  tra k ­
towane m itochondria poddać następnie w irow aniu w gradiencie stężeń 
sacharozy, można wydzielić frakcję zaw ierającą fragm enty błony zew­
nętrznej (rysunek 2 i 3) oraz m itochondria w większym  lub m niejszym  
stopniu pozbawione błony zew nętrznej. Metoda ta, udoskonalona następ­
nie przez autorów (41), pozwala na uzyskanie zew nętrznych błon m ito­
chondrialnych o znacznej czystości. Dzięki tem u, że w ew nętrzna błona 
m itochondrialna, mimo spęcznienia, zachowuje w znacznym stopniu swą 
ciągłość, metoda ta pozwala ponadto na oddzielenie substancji rozpuszczal­
nych zaw artych w przestrzeni międzybłonowej. Wadą m etody jest nato­
m iast niska wydajność w odniesieniu do uzyskiw anych błon zewnętrznych.

W celu podniesienia w ydajności S o t t o c a s a  i wsp. (56, 57, 58) opra­
cowali procedurę, polegającą na w yw oływ aniu hipotonicznego pęcznienia 
m itochondriów, a następnie ich skurczu pod wpływem  hipertonicznego roz­
tw oru sacharozy, zawierającego ponadto ATP. Powodowało to dalsze od­
sunięcie błony zewnętrznej od w ew nętrznej (61). Tak spreparow ane m ito­
chondria poddawano następnie bardzo krótkotrw ałem u i ściśle dozowanemu 
działaniu ultradźwięków, co ostatecznie oddzielało od siebie błony m ito- 
chondrialne. W irowanie w gradiencie stężeń sacharozy pozwalało na uzys - 
kanie oddzielnych frakcji (rysunek 4). W ydajność uzyskiwania błon zew­
nętrznych została w ten  sposób znacznie zwiększona. Jednakże frakcja 
tych błon uzyskana tą  m etodą jest zwykle w pewnym  stopniu zanieczysz­
czona fragm entam i błon w ew nętrznych. O statnio opracowana przez nas 
m odyfikacja (63) pozwala zmniejszyć tę kontam inację.

Inna metoda rozdziału zew nętrznych i w ew nętrznych błon m itochond­
rialnych polega na traktow aniu  mitochondriów digitoniną. Dzięki znacznej 
zawartości cholesterolu, z k tórym  digitoniną tw orzy kompleks, zewnętrzna 
błona m itochondrialna ulega znacznie łatw iej fragm entacji, a następnie 
solubilizacji pod wpływem  tego związku niż błona w ew nętrzna. Dzięki te-
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m u stało się możliwe oddzielenie od siebie błon zew nętrznych i m itochond- 
riów pozbawionych tych błon, czyli tak  zwanych m itoplastów  (rysunek 5). 
Metoda ta wprowadzona została przez L e v y  i wsp. (30, 31, 32), następnie 
rozwinięta przez S c h n a i t m a n a  i wsp. (50, 51) oraz H o p p e l a  i wsp. 
(24, 35). P rzy odpowiednim dozowaniu digitoniny pozwala ona na w y­
dzielenie czystej i nieuszkodzonej frakcji m itoplastów (rysunek 5), co nie 
jest możliwe przy zastosowaniu innych metod.

o  O

R ys. 4. R ozdzielan ie  b łon m ito ch o n d ria ln y ch  m etodą S o t t o c a s y  i w sp. (56—58,
63).

E tap  1 — p ę c zn ie n ie  w  śro d o w isk u  h ip o to n ic zn y m ; e ta p  2 — sk u rcz  pod w p ły w e m  h ip er to n ic zn eg o  
r o ztw o ru  sa ch a ro zy ; e ta p  3 — k r ó tk o tr w a łe  ro zb ija n ie  m ito ch o n d r ió w  za  p o m o cą  u ltra d źw ięk ó w ;  
p o w sta ją  p ę c h erz y k i b ło n y  zew n ętrzn e j (k ó łk a  g ła d k ie , p o ró w n a j ry s. 3), „ w y n ic o w a n e ” fr a g ­
m e n ty  b ło n y  w e w n ętrz n e j  (p orów n aj rys. 7) i  sk u rczo n e  m ito p la s ty  (z a c ie n io w a n e ); e ta p  4 — 

r o zd z ie la n ie  fr a g m e n tó w  drogą w ir o w a n ia  w  g r a d ie n c ie  s tę ż e ń  sa ch a ro zy

Przedstaw ione tu  m etody charakteryzuje po pierwsze ostrożne trak to ­
w anie mitochondriów, m ające na celu uniknięcie poważniejszych zmian 
w struk tu rze  i składzie izolowanych błon, po drugie staranne rozdzielanie 
błon i oddzielanie ich od substancji rozpuszczalnych, pochodzących z prze­
strzeni międzybłonowej i przestrzeni w ew nętrznej. Tych podstawowych 
zasad nie przestrzega grupa D. E. G reena z Insty tu tu  Badań Enzym atycz­
nych U niw ersytetu stanu Wisconsin. Stosuje ona do rozbicia m itochond­
riów środki bardziej drastyczne, jak  fragm entacja za pomocą ultradźw ię­
ków, działanie rozpuszczalnikami organicznymi, detergentam i lub fosfo- 
lipazą (2, 5, 6, 23). Jest bardzo prawdopodobne, na co szkoła Greena nie 
zwraca większej uwagi, że przy stosowaniu wyżej wym ienionych środków 
następuje nie tylko oddzielenie błony zewnętrznej od w ew nętrznej, lecz 
także znaczne uszkodzenie błony w ew nętrznej i w ydostanie się części m a-
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Rys. 2. Z ew n ę trzn e  b łony m ito ch o n d ria ln e  o trzy m an e  w edług  m etody  P a r s o n s a  
i w sp . (41). P re p a ra t  u trw a lo n y  cz te ro tlen k iem  osm u i poddany  „b a rw ien iu  n e g a ty ­
w o w em u ”. F o to g ra fia  z m ik roskopu  elek tronow ego . P ow iększen ie  około 17 000X.

W edług P a r s o n s a  i w sp. (41).

R ys. 3. F ra k c ja  zew n ę trzn y ch  błon m ito ch o n d ria ln y ch  o trzy m an a  m etodą P a r s o n ­
s a  i w sp. (41). Z d jęc ie  z m ik ro sk o p u  elek tronow ego  p rzed s taw ia  p ęch erzy k i p o w sta łe  
z frag m en tó w  zew n ę trzn e j b łony po je j ro ze rw an iu . P ow iększen ie  około 35 000X.

W edług P a r s o n s a  i w sp. (41).
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Rys. 5. M itochond ria  pozbaw ione b łony zew nętrzne j (m itop lasty ) d z ia łan iem  d ig iton iny  
w ed ług  p ro ced u ry  S c h n a i t m a n a  i w sp. (50). Z djęcie  z m ik ro sk o p u  e lek tro n o w e­

go; pow iększenie  ok. 20 000X. W edług S c h n a i t m a n a  i w sp. (51).

Rys. 6. M itochond rion  w ą tro b y  szczura uszkodzony pod w p ływ em  pęczn ien ia , sk u rczu
i dz ia łan ia  fosfow o lfram ianu .
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trix . W rezultacie frakcje błony zew nętrznej izolowane przez Greena 
i wsp. zawierają najprawdopodobniej również enzymy przestrzeni w ew ­
nętrznej. Jest to przyczyną trw ających od kilku lat rozbieżności między 
g rupą G r e e n a  (3, 22) i innym i autoram i (11, 18, 29, 32, 41, 51, 55, 56, 
57) na tem at w ew nątrzm itochondrialnej lokalizacji enzymów i powodem 
znacznego zamieszania w tym  zakresie.

III. Właściwości i skład enzymatyczny błon mitochondrialnych

Błony m itochondrialne zew nętrzna i w ew nętrzna różnią się między sobą 
zarówno morfologią, składem  chemicznym, właściwościami fizycznymi, jak  
i zawartością enzymów. Pod względem struk tura lnym  najbardziej charak­
terystyczną cechą błony w ew nętrznej jest obecność „grzybkow atych” 
s tru k tu r  opisanych po raz pierwszy przez F e r n a n d e z - M o r a n a  
i wsp. (19) i zaobserwowanych w mikroskopie elektronowym, po zastoso­
w aniu  techniki barw ienia negatywowego, na w ew nętrznej powierzchni 
błony w ew nętrznej (rysunki 1 i 6).

Głównymi pod względem ilościowym składnikam i błon m itochondrial­
nych są białka i fosfolipidy. W zajemne proporcje tych składników są jed ­
nak odmienne w błonie zew nętrznej i w ew nętrznej. Błona zewnętrzna za­
w iera mianowicie znacznie więcej fosfolipidów (41), co powoduje, że jej 
ciężar właściwy jest niższy. Stwarza to możliwość rozdzielania obu błon 
za pomocą w irowania w gradiencie stężeń. Również skład fosfolipidów obu 
błon jest różny. Przedstaw ia to tablica 1.

Obie błony różnią się znacznie przepuszczalnością. Podczas gdy błona 
zew nętrzna działa jak  sito m olekularne, przepuszczając cząsteczki małe, 
a zatrzym ując związki wielkocząsteczkowe (26, 28, 43, 63, 64), błona w e­
w nętrzna ma bardzo ograniczoną przepuszczalność. Mogą przez nią swo­
bodnie przenikać w zasadzie tylko związki obojętne elektrycznie o ciężarze 
cząsteczkowym nie przekraczającym  100— 150 (18, 26, 28). T ransport w ięk­
szości m etabolitów oraz jonów możliwy jest dzięki obecności specyficz­
nych układów przenośnikowych (14, 15, 21, 26, 28, 47) *.

W ewnętrzna błona m itochondrialna jest siedliskiem łańcucha oddecho­
wego i sprzężonych z nim procesów przekształcania energii, czyli oksy­
dacyjnej fosforylacji. Pod tym  względem istnieje całkowita zgodność ba­
daczy zajm ujących się tym  problem em . Głównymi donatoram i elektronów 
dla łańcucha oddechowego są, jak  wiadomo, zred. NAD i bursztynian. 
Również system  utleniający kw asy tłuszczowe i przekazujący pochodzące 
stąd elektrony na łańcuch oddechowy zlokalizowany jest w błonie wew­
nętrznej (B). Z poglądem tym , uznawanym  przez większość autorów (18), 
nie zgadza się jednak grupa G r e e n a  (4), która uważa, że utlenianie

* Z agadn ien ie  p rzepuszczalności b łon m ito ch o n d ria ln y ch  i tra n sp o r tu  przez n ie  
m e tab o litó w  om ów ione zostało  obszern ie j w  oddzie lnym  a r ty k u le  (62).
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kwasów tłuszczowych przebiega w błonie zewnętrznej. Jest to jednym  
z przykładów rozbieżności, o których pisaliśm y w poprzednim  rozdziale 
i k tóre są prawdopodobnie w ynikiem  niewłaściwej m etody rozdziału błon 
m itochondrialnych przez grupę Greena.

W w ew nętrznej błonie m itochondrialnej zachodzi reakcja transacylacji
(38)

a c y lo -k a rn ity n a  +  CoA ^  acylo-C oA  +  k a rn ity n a

Reakcja ta ma duże znaczenie z tego względu, że estry  karnitynow e 
kwasów tłuszczowych (acylo-karnityna) są form ą transportow ą zaktyw o- 
w anych kwasów tłuszczowych przez błonę m itochondrialną.

W błonie w ew nętrznej, a także częściowo w przestrzeni w ew nętrznej 
(matrix), zachodzą na ograniczoną skalę niektóre procesy biosyntetyczne. 
Stwierdzono mianowicie (9), że m itoplasty (mitochondria pozbawione błony 
zewnętrznej) mogą wbudowywać aminokwasy do nierozpuszczalnych bia­
łek błony w ew nętrznej. Również włączanie octanu znakowanego 14C do 
kwasów tłuszczowych obserwowano we fragm entach błony w ew nętrznej. 
Chodzi tu  jednak głównie o wydłużanie już istniejących łańcuchów kwasów 
tłuszczowych (16, 45), chociaż w błonie w ew nętrznej m itochondriów serca 
obserwowano także kom pletną syntezę łańcucha kwasów tłuszczowych (60).

Zew nętrzna błona m itochondrialna ma zupełnie odm ienny skład enzy­
matyczny. Spośród enzymów oksydoredukcyjnych w ystępują w niej cyto- 
chrom  b5 oraz oksydoreduktazy zred. NAD: cytochrom b5 i zred. NAD: 
cytochrom  c (32, 41, 56, 57). Ta ostatnia, w przeciw ieństwie do układu 
enzymatycznego przenoszącego elektrony ze zred. NAD na cytochrom  c 
w łańcuchu oddechowym w błonach wew nętrznych, nie jest ham ow ana 
przez rotenon i am ytal. Jakie znaczenie ma układ oksydoredukcyjny w bło­
nie zewnętrznej, nie jest dotychczas jasne. Podobny układ w ystępuje rów ­
nież w endoplazmatycznym  retikulum .

Zew nętrzna błona m itochondrialna zawiera pewne enzym y biorące 
udział w syntezie fosfolipidów, mianowicie enzymy prowadzące acylację 
glicerofosforanu do kwasu fosfatydowego (65) i kwasu lizofosfatydowego 
(17) oraz acylację lizofosfolipidów do odpowiednich fosfolipidów (49, 59). 
Tak więc błona zew nętrzna ma pewne ograniczone możliwości syntezy 
fosfolipidów. Brak jej jednak prawdopodobnie układów mogących tworzyć 
de novo lecytynę i fosfatydyloetanoloam inę (33, 65), a więc główne skład­
niki fosfolipidowe błon m itochondrialnych (Tablica 1). Zew nętrzna błona 
m itochondrialna zawiera także enzym hydrolizujący fosfolipidy — fosfo- 
lipazę A2 (37).

Podobnie jak w błonie w ew nętrznej, tak  i w błonie zew nętrznej może 
zachodzić proces w ydłużania łańcuchów kwasów tłuszczowych (16, 60), 
jednakże specyficzność tego procesu w obu błonach jest różna. Enzym em  
przyjm ow anym  często za „m arker” błony zewnętrznej jest oksydaza mo- 
noamin (50).

Grupa Greena reprezentu je pogląd, że w błonie zewnętrznej zachodzi
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szereg procesów oksydoredukcyjnych dostarczających zred. NAD dla łań ­
cucha oddechowego, jak  reakcje cyklu cytrynianowego (3, 5, 22), u tlen ia ­
nie kwasów tłuszczowych (4) i u tlenianie (3-hydroksymaślanu (2, 23). Jed ­
nakże inni autorzy, zajm ujący się lokalizacją enzymów w ew nątrz m ito­
chondriów, kategorycznie tem u zaprzeczają (8, 11, 18, 29, 41, 55, 56, 57). 
Jak  już wspomniano, przyczyną rozbieżności jest prawdopodobnie znaczne 
zanieczyszczenie otrzym yw anych przez G r e e n a  i wsp. (19, 55) frakcji 
błon zew nętrznych enzymami błony w ew nętrznej a naw et m atrix . 
Obecność dehydrogenaz cyklu cytrynianowego w błonie zewnętrznej by­
łaby trudna do zrozum ienia i z tego względu, że błona w ew nętrzna jest 
nieprzepuszczalna dla nukleotydów nikotynamidowych, k tóre są reduko­
wane przez te dehydrogenazy, a u tleniane w łańcuchu oddechowym.

Zgodnie z zapatryw aniem  większości autorów cykl cytrynianow y jest 
zatem  zlokalizowany w przestrzeni w ew nętrznej (jedynie jedna z dehy­
drogenaz, mianowicie dehydrogenaza bursztynianow a, znajduje się w bło­
nie w ew nętrznej). Do przestrzeni tej w nikają z zewnątrz pirogronian 

i kwasy tłuszczowe, dla których to związków w ew nętrzna błona m ito- 
chondrialna jest łatwo przepuszczalna. Natom iast dzięki ograniczonej prze­
puszczalności dla pośrednich związków cyklu cytrynianowego stężenia ich 
w przestrzeni w ew nętrznej są utrzym yw ane na poziomie um ożliwiającym  
spraw ne funkcjonowanie całego cyklu. Pow stający zred. NAD ulega na­
stępnie u tlenieniu w łańcuchu oddechowym w błonie w ew nętrznej, do któ­
rej od w ew nątrz ma łatw y dostęp (patrz rozdział następny).

Przestrzeń w ew nętrzna zawiera ponadto enzymy aktyw ujące kwasy 
tłuszczowe (1), transam inazy (29, 51), kinazę monofosfonukleozydową (54) 
i układ prowadzący ograniczoną syntezę białka (9). Bardziej w yczerpujące 
zestawienie enzymów zaw artych w przestrzeni w ew nętrznej, a także w in­
nych częściach mitochondriów, znajdzie Czytelnik w artykule  E r n s t e r a  
i K u y l e n s t i e r n y  (18).

Skład enzym atyczny przestrzeni międzybłonowej nie jest dokładnie po­
znany. Wiadomo, że zawiera ona kinazę adenylanową (50, 51, 54, 58) i k i­
nazę dwufosfonukleozydową (54). W przestrzeni tej znaleziono także dez- 
oksyrybonukleazę (7), a nasze badania (10) w skazują na niezwykle dużą 
zawartość magnezu, prawdopodobnie w form ie związanej.

W świetle opisanej tu  lokalizacji enzymów możemy lepiej zrozumieć 
funkcje poszczególnych części m itochondrionu. Zadaniem  błony w ew nętrz­
nej i zam kniętej w jej w nętrzu  m atrix  jest utlenianie substratów  oddecho­
wych komórki w cyklu cytrynianow ym  i przy udziale łańcucha oddecho­
wego oraz przetw arzanie uzyskanej w ten  sposób energii na energię wiązań 
fosforanowych ATP. Przy tym  cykl cytrynianow y zachodzi w rozpuszczal­
nej fazie m atrix, natom iast łańcuch oddechowy i oksydacyjna fosforylacja, 
wym agające wysokiego stopnia organizacji m olekularnej i ponadm oleku- 
larnej, zlokalizowane są w błonie. P rzestrzeń zewnętrzna, bogata w kinazę 
adenylanową i dwufosfonukleozydową, pełni rolę pośrednika w przekazy­
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w aniu wysokoenergetycznych połączeń fosforanowych z m itochondrionu 
do reszty komórki. Dzięki tym  dwóm enzymom możliwa jest pośrednio 
fosforylacja nie tylko ADP, ale także AMP i dwufosfonukleozydów nie- 
adeninowych. Nie jest natom iast zrozumiała dotychczas rola błony zew­
nętrznej. Jedną z jej funkcji jest prawdopodobnie utrzym anie w przestrze­
ni międzybłonowej obecnych tam  enzymów. Natom iast rola zaw artych 
w błonie zewnętrznej enzymów oksydoredukcyjnych, podobnie jak  i zna­
czenie dla m etabolizm u komórkowego zachodzących tam  niektórych pro­
cesów syntezy fosfolipidów, pozostają niejasne.

Pod względem układu enzymatycznego i właściwości fizykochemicz­
nych zewnętrzna błona m itochondrialna jest podobna, choć nie identyczna, 
do endoplazmatycznego retikulum . W ydaje się prawdopodobne, że obie 
te  s tru k tu ry  m ają wspólne pochodzenie; inaczej mówiąc, że zew nętrzna 
błona m itochondrialna jest wyspecjalizowaną i zmienioną częścią błon re ­
tikulum .

IV. Enzymatyczna organizacja błony wewnętrznej

W ewnętrzna błona m itochondrialna jest asym etryczna zarówno pod 
względem morfologicznym, funkcjonalnym , jak  i organizacji enzym atycz­
nej. A sym etria morfologiczna przejaw ia się przede w szystkim  obecnością 
„grzybkow atych” s tru k tu r (rysunki 1 i 6), które barw ienie negatyw owe 
preparatów  do m ikroskopu elektronowego ujaw nia tylko po w ew nętrznej 
stronie błony. Uważa się obecnie za udowodnione (48), że w tych s tru k tu ­
rach jest zlokalizowany tak  zwany czynnik sprzęgający Fi, w yk ry ty  przez 
grupę R a c k e r a (44), a będący częścią układu enzymatycznego, w arun ­
kującego sprzęgniętą z transportem  elektronów syntezę ATP.

Przykładem  asym etrii funkcjonalnej jest jednokierunkow y transport 
jonów sprzężony z transportem  elektronów w łańcuchu oddechowym lub 
z hydrolizą ATP. Mianowicie, reakcjom  oksydoredukcyjnym  zachodzącym 
w błonie w ew nętrznej towarzyszy segregacja jonów H+ i O H -  po obu 
stronach błony, prowadząca do akum ulacji jonów H+ na zew nętrznej, zaś 
jonów OH~ na w ew nętrznej stronie błony. Pow stałe w ten  sposób gradient 
stężeń (gradient pH) i różnica potencjałów elektrostatycznych są siłą na­
pędową transportu  szeregu substancji przez błonę m itochondrialną (14, 
26, 39).

Najświeższym osiągnięciem w dziedzinie biochemii m itochondriów jest 
stw ierdzenie asym etrycznego ułożenia enzymów łańcucha oddechowego 
w błonie w ew nętrznej. Na podstawie licznych obserwacji wiadomo, że 
cząstki subm itochondrialne, powstałe przez rozbijanie m itochondriów u ltra ­
dźwiękami, m ają w większości odwróconą konfigurację błony. Ilu stru je  to 
rysunek 7. W cząstkach tych grzybkowate s tru k tu ry  eksponowane są na 
zewnątrz, podczas gdy w całych m itochondriach skierowane są ku prze­
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strzeni w ew nętrznej. W arunkuje to odmienne właściwości cząstek sub- 
m itochondrialnych w porównaniu z m itochondriam i, a jednocześnie ułatw ia 
badanie konfiguracji błony.

Obecność czynnika sprzęgającego Fj (44) po w ew nętrznej stronie w ew ­
nętrznej błony m itochondrialnej (a zatem  po zew nętrznej stronie cząstek 
subm itochondrialnych) potwierdziły badania F e s s e n d e n a  i R a c k e -  
r  a (20) z zastosowaniem przeciwciał przeciw F t. Okazało się, że przeciw ­
ciała te ham ują czynność ATPazy (będącą jedną z funkcji czynnika Fj), 
jeśli działają na cząstki subm itochondrialne, natom iast nie m ają w pływu 
na ATPazę całych mitochondriów.

Rys. 7. S ch em at ilu s tru ją c y  p o w staw an ie  frag m en tó w  b łony  w ew n ę trzn e j (cząstek  
subm ito ch o n d ria ln y ch ). P ionow a lin ia  w sk azu je  m iejsce  ro ze rw an ia  b łony .

Za punkt w yjścia badań nad lokalizacją cytochromów posłużyły obser­
w acje M u s c a t e l l o  i C a r a f o l i e g o  (36), że subm itochondrialne 
cząstki otrzym ane w w yniku rozbijania mitochondriów ultradźw iękam i 
słabo u tleniają dodany cytochrom  c, w przeciw ieństwie do m itoplastów
i m itochondriów zsolubilizowanych za pomocą detergentów , utleniających 
go ze znaczną szybkością. Dane te  wskazują, że oksydaza cytochromowa 
jest łatwiej dostępna od zewnętrznej strony w ew nętrznej błony m itochond­
rialnej niż od jej strony w ew nętrznej. Przypuszcza się obecnie (12, 27), że 
jest to uw arunkow ane związaniem m itochondrialnego cytochromu c w po­
bliżu zewnętrznej powierzchni błony w ew nętrznej. W ydaje się bowiem 
mało prawdopodobne, aby dodany z zew nątrz cytochrom  c mógł bezpo­
średnio reagować z oksydazą cytochromową. W łaściwym substratem  (do­
natorem  elektronów) dla tego enzymu jest cytochrom c związany z błoną. 
A zatem dostępność oksydazy cytochromowej dla zewnętrznego cytochro­
mu c od strony zewnętrznej, lecz nie w ew nętrznej powierzchni w skazy­
wałaby na zlokalizowanie związanego cytochrom u c właśnie w pobliżu 
powierzchni zew nętrznej Potw ierdzają to doświadczenia z zastosowaniem 
przeciwciał przeciw cytochromowi c (12) oraz sztucznego, nieprzenikające-
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go przez w ew nętrzną błonę m itochondrialną akceptora elektronów dla 
cytochromu c, jakim  jest żelazicyjanek (27). Natom iast sama oksydaza 
cytochromowa (cytochromy a +  a3) oraz cytochrom y b i cx są prawdopodob­
nie umiejscowione w pewnym  oddaleniu zarówno od zew nętrznej jak 
i w ew nętrznej powierzchni błony (12, 27). Ilu stru je  to rysunek 8.

\  /  
c \  * c 

C______________ę_________________ ę

R ys. 8. E nzym atyczna o rg an izac ja  w ew n ę trzn e j b łony m ito ch o n d ria ln e j. W ew n ę trzn a  
s tro n a  b łony  sk ie ro w an a  je s t n a  ry su n k u  ku  górze i p o k ry ta  „g rzy b k o w aty m i” s t ru k ­
tu ra m i zaw ie ra jący m i czynn ik  sp rzęga jący  (Fi). Pozosta łe  oznaczenia: a, a3, b, c, Ci — 
odpow iedn ie  cy tochrom y, F p N — flaw o p ro te id o w a  d ehyd rogenaza  zred . NAD, F p B — 
deh y d ro g en aza  bu rsz ty n ian o w a . L in ią  p rze ry w an ą  i s trz a łk a m i oznaczono k ie ru n ek

tra n sp o r tu  e lek tronów

Nieco odmienny pogląd na lokalizację układu cytochromowego w yra­
żają C h a n c e  i wsp. (13). Postulują oni istnienie dwóch niezależnych 
łańcuchów cytochromowych' Cj—c—a— a3, jednego dostępnego z zew nętrz­
nej, drugiego — z w ew nętrznej strony błony, przy czym tylko transport 
elektronów w łańcuchu ,,zew nętrznym ” byłby sprzężony z fosforylacją. 
B rak fosforylacji przy utlenianiu cytochromu c przez cząstki subm ito- 
chondrialne, a więc przy udziale „wew nętrznego” łańcucha cytochrom o­
wego obserwowali także B u r s t e i n  i R a c k e r  (12). Nasuwa się jed ­
nak pytanie, czy w ew nętrzny łańcuch cytochromowy istnieje także w nie­
naruszonych mitochondriach, a jeśli tak, to jaką odgrywa rolę, czy też jest 
artefak tem  powstałym  w trakcie otrzym ywania cząstek subm itochond- 
rialnych.

Istnieje szereg danych wskazujących, że związane z łańcuchem  odde­
chowym dehydrogenazy flawinowe (dehydrogenaza zred. NAD i dehydro­
genaza bursztynianow a) zlokalizowane są w pobliżu w ew nętrznej powierz­
chni w ew nętrznej błony m itochondrialnej. Po pierwsze, wiadomo, że tylko 
w ew nętrzny zred. NAD może być utleniany przez łańcuch oddechowy 
mitochondriów. To samo w ydaje się słuszne również dla bursztynianu  (46). 
Po drugie, ekstrakcja dehydrogenazy bursztynianow ej z m itochondriów
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możliwa jest dopiero po ich rozbiciu (25). Podobnie rekonstytucja oksydazy 
bursztynianow ej za pomocą rozpuszczalnej dehydrogenazy (25), czyli po­
nowne włączenie się dehydrogenazy do łańcucha oddechowego, zachodzi na 
cząstkach subm itochondrialnych, a więc na wynicowanych fragm entach 
w ew nętrznej błony (rysunek 7).

W rezultacie otrzym ujem y obraz ułożenia enzymów łańcucha oddecho­
wego w w ew nętrznej błonie m itochondrialnej taki, jak to pokazuje w upro­
szczeniu * rysunek 8. W ynika z niego, że transport elektronów wzdłuż łań ­
cucha przebiega po linii zygzakowatej, oscylując między dwiema powierz­
chniami błony. Taki przebieg procesów oksydoredukcyjnych w błonie 
m itochondrialnej jest zgodny z założeniami „chem iosm otycznej” teorii 
oksydacyjnej fosforylacji (34).

L IT ER A TU R A

1. A a s M., B r e m e r  J., B ioch im . B iophys. A c ta  164, 157 (1968).
2. A l l m a n n  D. W. ,  B a c h m a n n E., G r e e n  D. E., A rch . B iochem . B iophys. 

115, 165 (1966).
3. A l l m a n n  D.  W. ,  B a c h m a n n  E., O r m e - J o h n s o n  N.,  T a n  W.  C., 

G r e e n  D. E., A rch . B iochem . B iophys. 125, 981 (1968).
4. A l l m a n n  D .W ., G a l z i n g a  L.,  M a c C a m a n  R.  E., G r e e n  D. E., A rch . 

B iochem . B iophys. 117, 413 (1966).
5. B a c h m a n n  E., A l l m a n n  D. W. ,  G r e e n  D. E., A rch . B iochem . B iophys. 

115, 153 (1966).
6. B a c h m a n n  E.,  L e n a z  G.,  P e r d u e  J.  F.,  O r m e - J o h n s o n  N., G r e e n

D. E., A rch . B iochem . B iophys. 121, 73 (1967).
7. B a u d h u i n  P. ,  H e r t o g h e - L e f e v r e  E., d e  D u v e  C., B iochem . B io ­

p hys. Res. C om m . 35, 548 (1969).
8. B e a t t i e  D. S., B iochem . B iophys. Res. C om m . 30, 57 (1968).
9. B e a t t i e  D. S., B a s f o r d  R.  E., K o r i t z  S. B., B io ch em is try  6, 3099 (1967).

10. B o g u c k a  K. ,  W o j t c z a k  L., w  p rzyg o to w an iu  do d ru k u .
11. B r d i c z k a  D., P  e 11 e D., B r u n n e r  G.,  M i l l e r  F., Eur. J. B iochem . 5, 

294 (1968).
12. B u r s t e i n  C., R a c k e r  E., 8 th  In te rn . C ongress B iochem ., S w itze rlan d , 1970, 

A b strac ts , s tr. 161.
13. C h a n c e  B., E r e  e i n  s k a  M., L e e  C. P ., Proc. N at. A cad . Sei. U. S. 66, 928 

(1970).
14. C h a p p e l l  J.  B., C r o f t s  A. R., w  R egu la tion  of M etabo lie  P rocesses in 

M itochondria  (BBA L ib ra ry , tom  V II), red . J. M. T ager, S. P ap a , E. Q uag liarie llo  
i E. C. S la te r , E lsev ier, A m ste rd am  1966, s tr. 293.

15. C h a p p e l l  J.  B., H a  a r  h o f f  K. N., w  B iochem istry  of M itochondria , red .
E. C. S la te r , Z. K an iu g a  i L. W ojtczak , PW N  i A cadem ic P ress , W arszaw a i L on­
dyn 1967, s tr. 75.

16. C o 11 i W., H i n k l e  P.  C., P u l l m a n  M. E., J . Biol. C hem . 214, 6432 (1969).
17. D a a e L. N. W., B r e m e r  J., B iochim . B iophys. A c ta  210, 92 (1970).

* Rys. 8 n ie uw zg lędn ia  postu low anego  p rzez C h a n c e ’ a i w sp. (13) is tn ien ia  
dw óch łańcuchów  cy tochrom ow ych .

http://rcin.org.pl



222 L. W O JTCZAK [14]

18. E r n s t e r  L., K u y l e n s t i e r n a  B., w  M itochond ria  — S tru c tu re  an d  F u n c­
tion , red . L. E rn s te r  i Z. D rah o ta , A cadem ic P ress , L ondyn  i N ew  Y ork  1969, str. 5.

19. F e r n â n d e z - M o r â n  H. ,  O d a  T.,  B l a i r  P.  V., G r e e n  D. E., J . Cell 
Biol. 22, 63 (1964).

20. F e s s e n  d e n  J . M., R a c k e r  E., J . Biol. C hem . 241, 2483 (1966).
21. F o n y o A., B iochem . B iophys. Res. C om m . 32, 624 (1968).
22. G r e e n  D.  E., A 11 m  a n n  D. W. ,  H a r r i s  R. A., T a n  W. C., B iochem . 

B iophys. Res. C om m . 31, 368 (1968).
23. G r e e n  D.  E., B a c h m a n n  E., A l l m a n n  D.  W. ,  P e r d u e  J. F., A rch. 

B iochem . B iophys. 115, 172 (1966).
24. H o p p e 1 C., C o o p e r  C;, B iochem . J. 107, 367 (1968).
25. K e i 1 i n D., K i n g  T. E., Proc. R oy. Soc., Ser. B  152, 163 (1960).
26. K l i n g e n b e r g  M., F E B S L e tte r s  6, 145 (1970).
27. K l i n g e n b e r g  M., 8th In te rn . C ongress B iochem ., S w itze rlan d  1970, A bstrac ts , 

str. 154.
28. K l i n g e n b e r g  M., P  f a f f  E., w  R egu la tion  of M etabolie  P rocesses in  M ito­

ch o n d ria  (BBA L ib ra ry , tom  V II), red . J . M. T ager, S. P ap a , E. Q u ag lia rie llo
i E. C. S la te r , E lsev ier, A m ste rd am  1966, str. 180.

29. L a n d r i s c i n a  C., P a p a  S., C o r a t e l l i  P. ,  M a z z a r e l l a  L.,  Q u a g l i a ­
r i e l l o  E., B ioch im . B iophys. A c ta  205, 136 (1970).

30. L é v y  M. ,  T o u  r  y R., A n d r é  J., C om pt. R end . A cad. Sei., Ser. D 262, 1593
(1966).

31. L é v y  M. ,  T o u r  y R., A n d r é  J., C om pt. R end . A cad. Sei., Ser. D 263, 1766
(1966).“

32. L é v y  M.,  T o u r  y R., A n d r é  J., B iochem . B iophys. A c ta  135, 599 (1967).
33. M c  M u r r a y  W.  C., D a w s o n  R. M. C., B iochem . J. 112, 91 (1969).
34. M i t c h e l l  P., M o y  1 e J., B iochem istry  of M itochond ria , red . E. C. S la te r, 

Z. K an iu g a  i L. W ojtczak , P.W .N. i A cadem ic P ress , W arszaw a i L ondyn , 1967, 
str. 53.

35. M o r t o n  D. J.,  H o p p e l  C., C o o p e r  C., B iochem . J. 107, 377 (1968).
36. M u s c a t e l l o  Ü., C a r  a  f  o 1 i E., J . C ell Biol. 40, 602 (1969).
37. N a c h b a u r  J., V i g n  a i s P . M., B iochem . B iophys. Res. C om m . 33, 315 (1968).
38. N o r  u m  K. R., F  a r  s t  a d M., B r e m e r  J., B iochem . B iophys. R es. C om m .

24, 797 (1966).
39. P a p a  S., L o f r u m e n t o  N.  E., L o g l i s c i  M.,  Q u a g l i a r i e l l o  E., B io ­

ch im . B iophys. A c ta  189, 311 (1969).
40. P a r s o n s  D.  F.,  W i l l i a m s  G.  R.,  C h a n c e  B., A n n . N. Y . A cad . Sei. 137, 

643 (1966).
41. P a r s o n s  D. F., W i 11 i a m  s G. R., T h o m  p  s o n W., W i 1 s o n D., C h a n c e 

B., w  M ito ch o n d ria l S tru c tu re  an d  C o m p artm en ta tio n , red . E. Q uag lia rie llo , 
S. P ap a , E. C. S la te r  i J . M. T ager, A d ria tic a  E d itrice , B ari 1967, str. 29.

42. P  e 11 e D., w  R egu la tion  of M etabolic  P rocesses in  M itochond ria , red . J. M. T ager,
S. P ap a , E. Q u ag lia rie llo  i E. C. S la te r , E lsev ier, A m ste rd am , 1966, s tr . 28.

43. P  f a f  f E., K l i n g e n b e r g  M. ,  R i t t  E., V o g e l l  W., Eur. J. B iochem . 5, 
222 (1968).

44. P u l l m a n  M.  E., P e n e f s k y  H.  S., D a t t a  A.,  R a c k e r  E., J. B iol. C hem . 
235, 3322 (1960).

45. Q u a g l i a r i e l l o  E., L a n d r i s c i n a  C., C o r a t e l l i  P., B ioch im . B iophys. 
A cta  164, 12 (1968).

46. Q u a g l i a r i e l l o  E., P  a 1 m  i e r  i F., Eur. J. B iochem . 4, 20 (1968).
47. Q u a g l i a r i e l l o  E., P a p a  S., M e i j e r  A.  J. ,  T a g e r  J . M., w  M itochon ­

d ria  — S tru c tu re  an d  F unc tion , red . L. E rn s te r  i Z. D rah o ta , A cadem ic P ress , 
L ondyn  i N ew  Y ork  1969, s tr. 335.

http://rcin.org.pl



[15] BŁ O N Y  M ITO CH O NDRIALNE 223

48. R a c k e r  E., H  o r  s t m  a n L. L., J . Biol. C hem . 242, 2547 (1967).
49. S a r  z a ł a M. G., v a n  G o l d e  L.  M.  G.,  d e  K r u y f f  B., v a n  D e e n e n  

L. L. M., B ioch im . B iophys. A c ta  202, 106 (1970).
50. S c h n a i t m a n  C., E r w i n  V. G.,  G r  e e n  w a i t  J . W., J . C ell B iol. 32, 719

(1967).
51. S c h n a i t m a n  C., G r e e n w a l t  J. W., J. C ell B iol. 38, 158 (1968).
52. S c h n e i d e r  W . C., J . Biol. C hem . 176, 259 (1948).
53. S c h n e i d e r  W. C., 3-èm e C ongrès In te rn . B ioch., C onférences e t R ap p o rts , 

B ru x e lle s  1955, Im p rim e rie  H. V a illa n t-C a rm a n n e  S. A., L iège 1956, s tr. 305.
54. S i 1 v  a  - L  i m  a M., N a c h b a u  r  G., V i g n a i s P., C om pt. R end . A cad. Sei., 

Ser. D  266, 739 (1968).
55. S m  o 1 y J . M., K u y l e n s t i e r n a  B., E r n s t e r  L., Proc. N at. A cad . Sei. 

U. S. 66, 125 (1970).
56. S o t t o c a s a  G.  L., E r n s t e r  L.,  K u y l e n s t i e r n a  B.,  B e r g s t r a n d  A., 

M ito ch o n d ria l S tru c tu re  an d  C o m p artm en ta tio n , red . E. Q uag liarie llo , S. P ap a ,
E. C. S la te r  i J. M. T ager, A d ria tic a  E d itrice , B ari 1967, s tr . 74.

57. S o t t o c a s a  G.  L., K u y l e n s t i e r n a  B., E r n s t e r  L.,  B e r g s t r a n d  A., 
J. C ell Biol. 32, 415 (1967).

58. S o t t o c a s a  G.  L., K u y l e n s t i e r n a  B.,  E r n s t e r  L.,  B e r g s t r a n d  A., 
w  M ethods in  Enzym ology, red . R. W. E stab ro o k  i M. E. P u llm an , A cadem ic 
P ress , N ew  Y ork 1967, t. 10, str. 448.

59. S t o f f e l  W. ,  S c h i e f e r  H . G., Z. P hysio l. C hem . 349, 1017 (1968).
60. W h e r e a t  A.  F., O r  i s h i m  o M.  W. ,  N e l s o n  J ., J. B iol. C hem . 214, 6498 

(1969).
61. W ł o d a w  e r  P. ,  P a r s o n s  D.  F., W i l l i a m s  G.  R., W o j t c z a k  L., B io ­

ch im . B iophys. A c ta  128, 34 (1966).
62. W o j t c z a k  L., M onografie  B iochem iczne , w  d ru k u .
63. W o j t c z a k  L., S o t t o c a s a  G. L., w  p rzy g o to w an iu  do d ru k u .
64. W o j t c z a k  L.,  Z a ł u s k a  H., B ioch im . B iophys. A c ta  193, 64 (1969).
65. Z b o r o w s k i  J.,  W o j t c z a k  L., B ioch im . B iophys. A c ta  187, 73 (1969).

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



P o s t. B io c h e m .  17, 225—233 (1971).

STE F A N  K L IT A  *

Retikulum endoplazmatyczne a biosynteza białka 

Endoplasmic Reticulum and the Biosynthesis of Protein

T h e b iochem ical ch a ra c te r is tic s  of m em b ran es  of endop lasm ic  re tic u lu m  an d  
th e ir  ro le  in  p ro te in  b io sy n th esis  a re  rev iev ed

Olbrzym i rozwój cytologii i biochemii w ciągu ostatnich lat sprawił, że 
coraz dokładniej poznajem y budowę, komórek. Wysoce wyspecjalizowana 
aparatura , a przede wszystkim  m ikroskopy elektronowe o dużej zdolności 
rozdzielczej, pozwalają cytologowi wnikać w subtelną stru k tu rę  najdelikat­
niejszych organelli komórkowych. O trzym ujem y w ten  sposób obraz prze­
strzennej organizacji w ew nątrzkom órkowej, ale jest to obraz statyczny. 
D ynam izuje go dopiero praca biochemika, który, najogólniej mówiąc, szuka 
zależności między s tru k tu rą  a funkcją. Tak z punktu  widzenia budowy, 
jak  i procesów biochemicznych, w nętrze kom órki jest w ybitnie zróżnico­
wane. Błonki cytoplazm atyczne dzielą je na szereg wypełnionych plazmą 
komór czy pęcherzyków, nie są też równom iernie rozmieszczone poszcze­
gólne enzymy lub ich zespoły. Trójw ym iarow a siatka błon cytoplazm a- 
tycznych nosi nazwę cytoplazmatycznego system u wakuolarnego. Jego 
składowymi są: retiku lum  endoplazmatyczne, otoczka jądrow a i tzw. apa­
ra t Golgiego.

Pierw sze doniesienie o istnieniu endoplazmatycznego retiku lum  (ER) 
pochodzi z 1945 roku, a zawdzięczamy je P o r t e r o w i  i wsp. (36). ER 
odkryto w fibroblastach hodowanych in vitro. Przestrzenna siateczka ukła­
du retikulocytarnego tworzy system  jam ek różnej wielkości, a także duże, 
spłaszczone woreczki, tzw. cysterny. Retikulum  endoplazmatyczne nie jest 
rozmieszczone równom iernie w całej cytoplazmie. Większe skupiska błon 
widać w sąsiedztwie jądra  komórkowego i m itochondriów (3). W poszcze­
gólnych kom órkach układ retiku locytarny  jest rozbudowany w niejedna­
kowym stopniu. Jest on stosunkowo najprostszy w kom órkach em brional­
nych, w innych zaś staje  się coraz bardziej złożony w m iarę ich różnico­
wania się. W retikulocytach natom iast błonki ER zanikają wtórnie. Silnie 
rozw inięte retiku lum  endoplazmatyczne spotykam y z zasady w komórkach 
cechujących się szybkim tem pem  syntezy białka.

Część błon retikulocytarnych jest związana z rybosomami. Nazywamy

* D r, In s ty tu t  B iochem ii i B iofizyki, P o lska  A k ad em ia  N auk , W arszaw a

3 P o stę p y  B io c h e m ii 2/71
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je błonami szorstkim i (ang. rough membranes). Pozbawione rybosomów 
retikułum  nosi nazwę błon gładkich (ang. smooth membranes).

Jeżeli w irujem y postm itochondrialny supernatan t z tkanki np. w ątro ­
bowej przez 60 m inut przy 105 000 g, na dnie probówki osadzają się tzw. 
mikrosomy, p reparat szczególnie^ zasobny w fosfolipidy i kwasy nukleino­
we (14, 15). Mikrosomy składają się z fragm entów  szorstkiego i gładkiego 
ER oraz nie związanych z błonami rybosomów i polirybosomów (4, 12, 24, 
31, 33). M ikrosomy byw ają zwykle punktem  w yjścia dla dalszej p rep ara ty ­
ki, której celem jest otrzym anie rybosomów, bądź czystych błon ER. Do 
oddzielenia rybosomów od błon ER zastosowano dezoksycholan sodu (DOC) 
(27, 33). Użyty w odpowiednim stężeniu, detergent ten  nie uszkadza rybo­
somów rozpuszczając jednocześnie same błony. Rozdzielenie ER na błony 
szorstkie i gładkie uzyskano stosując ultraw irow anie w gradiencie stężenia 
sacharozy (16, 29, 31). Z otrzym anych podfrakcji wyosabniano następnie 
oczyszczone już błonki działaniem  0,5'°/o DOC. Niedogodnością tych  m etod 
był znaczny stopień degradacji samych błon powodowany względnie w y­
sokim stężeniem  detergentu. Zmniejszono zatem  stężenie detergentu  do
0,26'°/o (17). Ta m etoda pozwalała na otrzym anie preparatów  wolnych od 
rybosomów, lecz i tu  stałe uw alnianie się białek i fosfolipidów z ER w ska­
zywało na powolny wprawdzie, lecz stały  rozpad błon. Okazało się przy 
tym , że jedne enzymy obecne w ER są z nim związane trw ale, inne zaś — 
raczej luźno. Całkowicie obejść się bez detergentów  pozwalają jedynie 
m etody oparte o u ltraw irow anie (5, 8, 13, 28, 44, 45). Stosuje się tu  bądź 
roztw ór sacharozy o gęstości niższej od gęstości rybosomów, a wyższej od 
ER, bądź też liniowo rosnący od 1,13 do 1,26M gradient stężenia sacharozy. 
W tym  drugim  przypadku można w irowane m ikrosomy rozdzielić na 
3 frakcje lokujące się na poziomie gęstości 1,28—1,26, 1,26— 1,21 oraz 1,21— 
1,13M sacharozy. Zm ieniając odpowiednio gęstości sacharozy zdołano roz­
dzielić błony szorstkie na dwie różne frakcje.

I. Charakterystyka biochemiczna błon retikułum endoplazmatycznego

Powszechnie przyjm uje się dzisiaj, że obecne w ER kwasy nukleinowe 
skupione są nie tylko w rybosomach (37, 39). Wysoce oczyszczone gładkie 
błony retikułum , a więc m ateriał nie związany z rybosomami, zaw ierają 
RNA bez względu na technikę ich w yodrębniania (13, 40, 43). Skład zasad 
RNA z błon gładkich ER w yraźnie różni się od składu RNA rybosomowego 
czy przenoszącego (13, 19, 40). Rozdzielany na kolum nach z żelem Sepha-  
dex G-200 lub z m etylow aną album iną RNA błon gładkich jest niejedno­
rodny (40, 43), a w irow any w gradiencie stężeń sacharozy dzieli się na 
dwie frakcje o stałych sedym entacji 28S i 18S (2, 34). Choć odpowiada to 
stałym  sedym entacji RNA podjednostek rybosomowych, to jednak w rybo­
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somach stosunek RNA 285'/RNA 18.S rów ny jest 2, zaś w przypadku RNA 
z gładkich błon retiku lum  stosunek ten  wynosi 2,5. Doświadczenia z za­
stosowaniem  znakowanych prekursorów  wykazały też, że aktywność m e­
taboliczna RNA z retiku lum  endoplazmatycznego jest wyższa niż rRNA
(2). Biologiczna rola RNA w ystępującego w błonach ER poza rybosomami 
jest jeszcze niejasna. Można przypuszczać, że uczestniczy on w przyłącza­
niu się rybosomów lub polirybosomów do tych błon.

W ielu autorów było zdania, że błony szorstkie odróżnia od gładkich 
w yłącznie obecność rybosomów (38). Skład fosfolipidowy, zawartość am i­
nokwasów w białkach, rozmieszczenie enzymów, piętno odnajdowane po 
podaniu zwierzęciu radioaktyw nych prekursorów  były takie same zarówno 
w gładkich jak  i w szorstkich błonach retikulum  (29). Udoskonalenie m e­
tod badawczych wpłynęło na zmianę tych poglądów. Wykazano, że błony 
gładkie są jednak bogatsze w fosfolipidy niż szorstkie, mimo zbliżonej 
zawartości kwasów tłuszczowych (1). Czynnikiem różnicującym  jest za­
wartość cholesterolu. Stosunek molowy fosfolipidów do cholesterolu w y­
nosi 15 w błonach szorstkich, a tylko 4 w błonach gładkich ER. Cholesterol 
zaw arty w gładkich błonach ER stanowi aż 75'°/o całkowitego cholesterolu 
kom órki wątrobowej (1). N ierów nom ierny jest też podział związanych 
z endoplazmatycznym  retiku lum  enzymów między oba rodzaje tych błon. 
Jeszcze w 1961 roku F o u t s  (18) zauważył, że pewne enzymy związane 
z m etabolizm em  leków podanych zwierzęciu znajdują się w błonach gład­
kich ER. Dzisiaj przy jm uje się powszechnie, że gładkie retikulum  uczest­
niczy w procesach detoksykacji, m etabolizmie steroidów oraz w m agazy­
nowaniu glikogenu (35, 38). Potwierdzono też istotną rolę gładkich błon 
retiku lum  w syntezie cholesterolu w w ątrobie (1).

Udział błon szorstkich ER w procesach biosyntezy białka w komórce 
w ynika z obecności aktyw nych rybosomów na powierzchni tych błon. Nie 
znamy jednak zakresu uczestnictwa samej błony w tym  procesie. W związ­
ku z istnieniem  szorstkich i gładkich błon retiku lum  Y v o n n e  M o u l é  
(30) stawia ciekawy problem: czy oba rodzaje błon ER są potencjalnie zdol­
ne do łączenia się z rybosomami? Mógłby to przecież być proces regulo­
w any przez lokalne i aktualne w arunki s truk tu ra lne  i biochemiczne w e­
w nątrz komórki. W rozważaniach nad tym  zjawiskiem  pomocna byłaby 
znajomość s tru k tu ry  elem entarnej błon ER. W mikroskopie elektronowym
0 dużej zdolności rozdzielczej otrzym ano obrazy, na k tórych gładkie błony 
ER m ają budowę mozaikową, złożoną z szeregu podobnych do siebie kom­
ponent globularnych. Zdaniem  Moulé, mogłyby one odpowiadać pow ta­
rzającym  się jednostkom  (repeating units) izolowanym przez G r e e n a
1 wsp. (20) z błon różnego pochodzenia. Można przypuszczać, że właśnie na 
poziomie tych jednostek rozstrzyga się heterogenność funkcjonalna błon, 
w tym  również błon retiku lum  endoplazmatycznego. Każda taka jednostka 
byłaby określoną całością z punktu  widzenia składu chemicznego — a zwła­
szcza zaw artych w niej enzymów. O niezdolności błon gładkich retikulum
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do wiązania się z rybosomami mogłaby według Moule decydować np. w y­
soka zawartość cholesterolu. Ciekawym przyczynkiem  do rozw ażań nad 
różnicami między szorstkim i i gładkimi błonam i ER są spostrzeżenia 
D a l l n e r a  i wsp. (16), że w stadium  em brionalnym  kom órki wątrobow e 
zaw ierają zasadniczo tylko szorstkie retikulum . Dopiero w czasie rozwoju 
postnatalnego obserw uje się w kom órkach w ątroby znaczny przyrost gład­
kich błon retikulum . Zdaniem  Dallnera, szorstkie retiku lum  jest m iejscem  
syntezy elem entów gładkich błon ER.

II. Retikulum endoplazmatyczne i biosynteza białka

Do niedawna jeszcze nie było pewności, czy z błonam i szorstkim i re ti­
kulum  połączone są wolne rybosomy, czy też polirybosomy, bowiem po­
traktow anie frakcji m ikrosomalnej detergentam i uwalniało z niej jedynie 
monosomy oraz ich dim ery. W prawdzie już w 1963 roku W e t t s t e i n ,  
S t a e h e l i n  i N o l l  (46) wydzielili, jako pierwsi, polisomy z w ątroby, 
lecz m ateriałem  wyjściowym  w ich doświadczeniach był postm itochond- 
ria lny  supernatant, a nie m ikrosomy oczyszczone. W yjaśnienie spraw y za­
wdzięczamy L a w f o r d o w i  i wsp. (24), oraz B l o b e l o w i  i P o t ­
t e r o w i  (4). Okazało się, że detergent aktyw uje obecny w m ikrosomach 
enzym nukleolityczny degradujący polisomy. We frakcji rozpuszczalnych 
białek komórkowych znajduje się jednak natu ra lny  inhibitor tej RNazy. 
Polisomy udało się wyodrębnić z mikrosomów prowadząc p reparatykę 
w obecności frakcji zawierającej inhibitor. Inhibitor ten  został następnie 
oczyszczony przez L a w f o r d a  i S c h a c h t e r a  (25). Polisom y połą­
czone z błonami retiku lum  endoplazmatycznego nazywam y polisomami 
związanymi. Nie wszystkie polisomy we frakcji m ikrosomalnej są jednak 
związane z błonam i ER. W ykazali to H e n s h a w  i wsp. (21), posługując 
się wirowaniem  w gradiencie stężeń sacharozy. Są pewne dane, że oprócz 
polisomów silnie związanych z ER i polisomów wolnych, frakcja m ikro- 
somalna zawiera też bardzo słabo związane z błonami polisomy, k tó re  moż­
na izolować bez stosowania DOC (7). Okazało się dalej, że polisomy mocno 
związane z błonami ER m ają stosunkowo duże wym iary. Ciekawe są spo­
strzeżenia W e b b a i wsp. (45) na tem at wzajem nego stosunku ilościowe­
go polisomów wolnych i związanych w wątrobie. Otóż jeśli w w ątrobie 
norm alnej lub regenerującej 60—70'% polisomów znajdują się w stanie 
związanym, to w komórkach w ątroby dotkniętej chorobą nowotworową 
ilość ich spada. W krańcowym  przypadku (hepatoma Novikoffa) nie ma 
praw ie wcale polisomów związanych.

Całkowita ilość polisomów wątrobowych, tak  wolnych, jak i związa­
nych z błonami ER, poziom radioaktyw ności odnaleziony w nich po po­
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daniu zwierzęciu znakowanego aminokwasu, a także stosunek monosomów 
do polisomów — są wartościam i zmiennymi. W norm alnych w arunkach 
zależą one od w ieku zwierzęcia. Rysunki la, lb  i Ic przedstaw iają kolejno

Np. frakcji Góra prób.

Nr. fra k c ji Góra prób.

R ys. la ,  b, c. P ro file  gęstości op tycznej i rad io ak ty w n o śc i rybosom ów  i polisom ów  
z w ą tro b y  szczura 1-dniow ego (la), 5 -dn iow ego  (lb) i dorosłego (lc) wg (10) 

P o liry b o so m y  iz o lo w a n o  m eto d ą  W eb b ’a i w sp . (44), n a s tę p n ie  w ir o w a n o  je  w  g ra d ien c ie  s tę ż e ­
n ia sa ch a ro zy  10—40°/o i z b ie ra n o  fr a k c je  o o b ję to śc i 1 m l (11). D la  o z n a czen ia  r a d io a k ty w n o śc i  
łą czo n o  fr a k c je  w  g ru p y  po 3, w y tr ą c a n o  b ia łk o  i m ier zo n o  jeg o  a k ty w n o ść  w  lic z n ik u  s c y n ty ­

la c y jn y m

http://rcin.org.pl



230 S. K LITA [61

doświadczenia przeprowadzone na w ątrobie szczura jednodniowego, p ię­
ciodniowego oraz dorosłego.

Z rysunków wynika, że zwiększona proporcja pojedynczych rybosomów 
do polirybosomów jest cechą pierwszych dni życia zwierzęcia, potem  zaś 
maleje. Zarówno wolne, jak  i związane polisomy noszą piętno, aktyw nie 
zatem  uczestniczą w biosyntezie białka. Wolne rybosom y nie biorą udziału 
jako takie w biosyntezie białka in v ivo , lecz po wydzieleniu ich mogą one 
współpracować in vitro  z syntetycznym i polinukleotydam i jako m atry ­
cami (9).

Przyłączanie się polisomów do błon ER następuje prawdopodobnie po­
przez podjednostkę 60S każdego rybosomu. W ynika to z badań S a b a t i - 
n i e g o  i wsp. (41) nad wpływem  czynnika chelatującego jon magnezowy 
(EDTA). Niewielkie stężenie EDTA w preparacie zaw ierającym  m ikro- 
somy z w ątroby świnki morskiej uwalnia tylko m niejsze podjednostki ry ­
bosomów, zaś odłączenie większych podjednostek od błon ER wym aga dal­
szego zwiększania stężenia związku chelatującego. Uzupełnieniem  i po­
twierdzeniem  tych wniosków są w yniki badań w mikroskopie elektrono­
wym. Sposób łączenia się rybosomów z błonam i ER przedstaw ia schem a­
tycznie rysunek 2.

Rys. 2. T ro ja k a  m ożliw ość p rzy łączan ia  się rybosom ów  do pow ierzchn i b łony  ER
W iązan ie  s ię  za p o śred n ic tw e m  m n ie jsz e j p o d jed n o stk i zo sta ło  w y k lu c z o n e  w  w y n ik u  b ad ań  
z z a sto so w a n iem  E D T A  (p rzek reś lo n e). W yb oru  m ięd zy  dw om a p o z o sta ły m i w a r ia n ta m i d o k o ­
n a n o  d z ięk i m ik ro sk o p ii e le k tr o n o w e j. P rz y jm u je  s ię  in te r a k c ję  ty lk o  pop rzez  w ię k s z ą  p o d ­

je d n o stk ę  ry b o so m u  (41)

Wrażliwość rybosomów przyłączonych do błon ER na poziom jonu m ag­
nezowego rzuca też pewne światło na m echanizm  tej interakcji. Można 
przypuszczać, że m am y tu  do czynienia z wiązaniem  typu RNA-RNA lub 
RNA-białko rybosomów, przy czym ze strony błon retiku lum  endoplazm a- 
tycznego uczestniczyłby w nim ich w łasny kwas rybonukleinowy.

Uwagi końcowe

Przytoczone wyżej fak ty  są tylko niewielkim  fragm entem  rozległego 
frontu  badań nad retiku lum  endoplazmatycznym . Niemniej i z tego w y­
nika jasno, że ER przestało być domeną badaczy zajm ujących się tylko
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struk tu rą  komórki. Komórki w ątroby, organu będącego najczęściej źród­
łem  m ateriału  do wielorakich badań, w ykazują się dużą intensywnością 
biosyntezy białka. Wiadomo, że w toku syntezy pow stają białka tak  na 
potrzeby własne kom órki (białka s truk tu ry , enzymy), jak i na potrzeby 
całego organizmu (np. album iny osocza krwi). Obecność w komórce dwóch 
klas polirybosomów, tych związanych z retikulum , oraz innych, wolnych, 
a jeśli związanych to z błonam i cytoplazm atycznym i innym i niż ER, nie 
jest zapewne przypadkow a. Należy się spodziewać ścisłego rozgraniczenia 
funkcji jednych i drugich. Pew ne fak ty  są już znane: np. białka osocza 
krw i syntetyzowane są przez polisomy związane z ER (42), a podobnie 
powstaje też katalaza (22). Nie ma natom iast jeszcze pewności co do m iej­
sca syntezy reduktazy zred. NADP-cytochrom  c, ani też rozpuszczalnych 
enzymów cytoplazm atycznych. Jeśliby podział na białka syntetyzowane 
przez polisomy wolne i związane z błonam i ER m iał się okazać ścisły, to 
pow staje pytanie, k tóra ze składowych polirybosomu jest za to odpowie­
dzialna. Poznanie kodu genetycznego nie pozostawia wątpliwości, że s tru k ­
tu ra  polipeptydu jest determ inow ana przez struk tu rę  mRNA (26). W iemy 
jednak, że mRNA nie uczestniczy w przyłączaniu się polisomu do po­
wierzchni błony ER (6, 32). Pozostają zatem  rybosomy. Jest to tym  bar­
dziej prawdopodobne, że według coraz powszechniejszej opinii rybosomy 
nie są homogenne z punktu  widzenia budowy, a być może i funkcji (23). 
Można założyć, że cząsteczka mRNA specyficznego np. dla katalazy może 
utworzyć polisom tylko z określoną klasą rybosomów, zawsze takich sa­
mych, te zaś m iałyby możliwość przyłączania się do błon ER. Należałoby 
ponadto eksperym entalnie dowieść, że są rybosomy pozbawione możli­
wości in terakcji z ER. One z kolei, w połączeniu ze specyficznymi tylko 
dla siebie łańcucham i mRNA, tw orzyłyby populację polisomów wolnych. 
Byłoby to dość skomplikowane, lecz prawdopodobne, zjawisko wzajem nej 
specyficzności pomiędzy mRNA, rybosomami i retikulum  endoplazmatycz- 
nym. Błony ER są tu  zapewne aktyw nym  partnerem , tym  samym  więc 
skupiają na sobie szczególną uwagę.
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B A R B A R A  FRĄCKOWIAK*

Struktura i funkcja błon chloroplastów  

The Structure and Function of Chloroplast Membranes

T h e s tru c tu ra l  an d  fu n c tio n a l aspects of ch lo ro p last m em b ran es  a re  rev iew ed .

Błony stanow ią zasadnicze struk tu ra lne  elem enty w wielu organellach 
komórkowych. W błonach chloroplastów są zlokalizowane wieloenzym a- 
tyczne układy biorące udział w transporcie elektronów i syntezie ATP. 
Zgodnie z chemiczną hipotezą syntezy ATP błona u trzym uje odpowied­
nią s tru k tu rę  układów białek katalizujących w ytw arzanie ATP, natom iast 
według chemiosmotycznej teorii fosforylacji błona spełnia zasadniczą ro­
lę w transporcie protonów i w ytw orzeniu odpowiedniego potencjału w a­
runkującego syntezę ATP.

Poznanie s tru k tu ry  i funkcji błon chloroplastów ma więc niew ątpliw e 
znaczenie dla w yjaśnienia m echanizm u fotofosforylacji.

I. Morfologiczna struktura błon chloroplastów roślin wyższych

W latach 1936— 1947 F r e y - W y s s l i n g  i W u h r m a n n  (14, 16) 
oraz H e i t z (19) po zastosowaniu m ikroskopu świetlnego stwierdzili, że 
chloroplasty roślin wyższych składają się z dwóch faz: z zawierającej chlo­
rofil fazy granularnej oraz z bezpostaciowej stromy. Autorzy ci zaobserwo­
wali ponadto, że grana posiadają s tru k tu rę  warstw ową. Późniejsze badania 
z zastosowaniem m ikroskopu elektronowego (17, 35, 36, 41, 78, 79) nie 
tylko potw ierdziły lam ellarną stru k tu rę  gran  chloroplastów, ale wykazały, 
że obszar strom y, początkowo uważany za homogenny, także ma s tru k ­
tu rę  warstwową.

Układ błon chloroplastów składa się z dysków (79) lub spłaszczonych 
pęcherzyków nazywanych tylakoidam i (48, 50). Każdy tylakoid ma dwie 
równoległe błony połączone ze sobą. Grubość tych błon wynosi około 70Â
i zależy od stosowanych m etod utrw alania preparatów  (87). M e n k e (48)

* M gr, Z ak ład  E n zym atyk i, In s ty tu t  B iochem ii, U n iw e rsy te t W arszaw sk i, W ar­
szaw a

W ykaz sto sow anych  sk ró tów : IN T  — ch lo rek  2 -p - jo d o fen y lo -3 -p -n itro fen y lo -5 - 
fen y lom ono te trazo low y , D C IP  — 2 ,6 -dw uch lo ro feno lo indofeno l
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wyróżnia dwa rodzaje tylakoidów. Jedne, tzw. duże tylakoidy lub ty la- 
koidy strom y, rozciągają się w obszarze m iędzygranowym, natom iast tzw. 
m ałe tylakoidy lub tylakoidy gran  ograniczają się do obszaru granum . 
Grana obserwowane w chloroplastach roślin wyższych są więc wiązką re ­
gularnie ułożonych tylakoidów.

Ścisłe rozróżnianie dwóch rodzajów tylakoidów nie w ydaje się jednak 
konieczne w świetle prac W e i e r a  i T h o m p s o n a  (90) oraz W e h -  
m e y e r  a (83). W e h m e y e r  (83) wykazał, że kraw ędzie lam elli g ra ­
num  mogą podwijać się tworząc jak  gdyby dwa tylakoidy w tym  sam ym  
granum . Równocześnie możliwe jest w ystępowanie perforacji w błonach 
tylakoidów gran, co umożliwia połączenie między poszczególnymi ty la- 
koidami (13, 21, 78). Istnienie perforacji wykazano również w błonach 
przestrzeni m iędzygranularnej (13).

Loculus (W)
Duży tylakoid (M) /

X  •
-------- w  ^ P r z e j d ą  (ang. partition) (W) 

Krawędź (ang. margin) (W)

Błona ścieżki (ang. fret membrane) (W)

Kanalik ścieżkowy (ang. fret channel)

Ścieżka (ang. fret) (W)
M -  Menke 
W - Woier

Rys. 1. M odel s tru k tu ry  ch lo ro p lastu  z zaznaczen iem  n o m en k la tu ry  M enkego i W eie ra  
< w g P a r k a  (65)

W e i e r  i wsp. (87) stwierdzili, że koncepcja system u błon oparta  na 
istnieniu tylakoidów nie może stosować się do takiego rodzaju obrazów 
s tru k tu ry  błon chloroplastów, jakie otrzym ali stosując m ikroskop elek tro ­
nowy o dużej zdolności rozdzielczej. Autorzy ci zwrócili szczególną uwagę 
na obszar, gdzie przylegają do siebie błony dwóch sąsiednich tylakoidów. 
Stwierdzili bowiem, że przestrzeń m iędzy dwoma sąsiadującym i obok sie­
bie tylakoidam i jest mniejsza, niż podwójna grubość błony zew nętrznego 
tylakoidu granum . Poza tym  w ew nątrz granum  trudno jest rozróżnić po­
szczególne błony sąsiadujących ze sobą tylakoidów.

Te obserwacje sugerują istnienie ścisłego połączenia między sąsiadu­
jącym i tylakoidam i, z czym wiąże się możliwość, że tylakoid nie stanow i 
rzeczywistej jednostki s truk tu ra lnej błon chloroplastów. Za tego rodzaju 
jednostkę można natom iast uważać całe granum . (87). Na potw ierdzenie 
tej hipotezy W e i e r  i wsp. (87) przedstaw iają obrazy częściowo uszko­
dzonych chloroplastów, w których, mimo uszkodzenia obszaru m iędzygra-
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nowego, grana zostają zachowane jako odrębne struk tury . Ponadto, jak  
wykazano w wielu laboratoriach (28, 29, 40, 61), przestrzeń intergranow a 
w pewnych w arunkach znacznie pęcznieje, a mimo to granum  pozostaje 
nadal jednostką struk tura lną.

Opierając się na powyższych obserwacjach W e i e r  i wsp. (84, 86, 87,
88) stosują inne niż M e n k e (48) term iny  opisujące budowę granum . 
Cienkie, ciemne błony obserwowane w ew nątrz granum  określane są jako 
przegrody (ang. partitions). Błony te albo łączą się ze sobą na końcach 
(ang. margjn) albo łączą się z innym i granam i przez ścieżki (ang. fret). 
Przestrzeń ograniczona przez przegrodę określana jest jako loculus, na­
tom iast obszar w ew nątrz ścieżki jako kanalik ścieżkowy (ang. fre t chan- 
nel).

Schemat u ltra s tru k tu ry  błon chloroplastów z zaznaczeniem term inów  
stosowanych przez W eiera i Menke przedstaw ia rysunek 1.

II. Molekularna struktura błon chloroplastów

1. Podjednostki w  błonach chloroplastów

Na występowanie podjednostek w błonach chloroplastów zwrócili po 
raz pierwszy uwagę F r e y - W y s s l i n g  i S t e i m a n n  (15). P a r k
i P  o n (68) oraz P a r k  i B i g g i n s  (66) rozszerzyli te  badania otrzy­
m ując obrazy cząstek o długości 160— 185A, szerokości 155A i grubości 
100A. Ziarnistości te nazwano kwantosom am i uważając, że stanowią one 
nie tylko struk tura lne, ale również funkcjonalne podjednostki błon, 
w których zachodzi fotosynteza (63, 64, 65, 69).

Stosując technikę przygotowania preparatów  mikroskopowych opra­
cowaną przez M o o r a i wsp. (53), która polega na zam rażaniu m ateriału  
w roztworze glicerolu przed wykonaniem  skrawków i dalszym sublim a­
cyjnym  w ytraw ieniu  tych skrawków (ang. freeze-etching) M i i h l e t h a -  
l e r  i wsp. (58) wykazali istnienie dwóch rodzajów cząstek. Jedne,
o wielkości 120A, składają się prawdopodobnie z czterech podjednostek 
wielkości 60A, a drugie, pojedyncze cząstki m ają wielkość 60A. Stosując 
tę samą technikę również B a m b e r g e r  i P a r k  (6) wykazali dwa ro ­
dzaje cząstek: m niejsze około 100A i większe 175A.

Zasadnicze rozbieżności między badaniam i przeprowadzanym i w la­
boratoriach M uhlethalera i Parka dotyczą położenia cząstek w ew nątrz 
s tru k tu ry  granum . N ierozstrzygnięte jest czy cząstki leżą częściowo na 
zewnątrz, a częściowo w ew nątrz błony (57), czy też same cząstki stanowią 
błonę (6, 9). Obrazy zdjęć z m ikroskopu elektronowego, wykonane w la­
boratorium  M uhlethalera i Parka z zastosowaniem podobnych technik, są 
bardzo podobne. W obu przypadkach zaobserwowano dwa rodzaje cząstek,
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a różnice w ich wielkości i um iejscowieniu mogą raczej być wynikiem  od­
m iennej preparatyki niż odzwierciedlać rzeczywiste różnice w ystępujące 
in vivo.

Niezależnie od położenia cząstek należy się liczyć z możliwością, że 
niektóre ziarnistości obserwowane przez różnych autorów mogą pochodzić 
ze strom y. M ü h l e t h a l e r  (57) przypuszcza, iż jeden z rodzajów cząs­
tek  obserwowanych przez niego mogą stanowić rybosomy.

2. U łożenie podjednostek w  błonach chloroplastów

Zastosowanie przez W e i e r  a i wsp. (86, 87, 88, 89) m ikroskopu elek­
tronowego o dużej zdolności rozdzielczej pozwoliło stwierdzić, że w pod- 
jednostkach błon chloroplastów można wyróżnić jasny rdzeń o średnicy 
37Á i ciemniejszą w arstw ę zew nętrzną (ang. r im ) grubości 28Á. Ułożone 
w  szereg podjednostki tworzą przegrodę (ang. partition), która składa się 
z pięciu w arstw  (rysunek 2).

Krawędź (ang. margin)

Jasna kora

Przegroda (ang. partition) 

Podjednostki

Zewnętrzna ciemna warstwa 

Wewnętrzna ciemna warstwa 

Jasne warstwy

Zewnętrzna ciemna warstwa 

Wewnętrzna ciemna warstwa 

Zewnętrzna ciemna warstwa

Jasna warstwa
b

Rys. 2. U łożenie pod jed n o stek  w  b łonach  ch lo rop lastów  w g W e i e r  a i w sp. (86)

Środkowa ciemna w arstw a tworzy się na granicy dwóch szeregów pod­
jednostek. Jest ona obszarem hydrofobowym  w przeciw ieństw ie do hydro­
fitowej zew nętrznej powierzchni przegrody. Hydrofobowy charak ter w ar­
stw y w ew nętrznej może być w ynikiem  odpowiedniego przegrupowania 
cząsteczek błony lub też połączenia dwóch w arstw  o hydrofobowych po­
w ierzchniach (18, 85). Podjednostki przegrody mogą więc być asym etrycz­
nym i cząsteczkami lipoproteidów. W e i e r  i B e n s o n  (85) uważają, że 
w arstw y podjednostek są połączone poprzez otaczające je substancje hy-
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drofilowe. Środkowa, ciemna część przegrody jest hydrofobowa i połączo­
na z innym i substancjam i hydrofobowymi, jak  chlorofil, chinony, karo- 
tenoidy i prawdopodobnie kardiolipina.

Nieco inny model ułożenia podjednostek w błonach chloroplastów pro­
ponują M e n k e  i K r e u t z  (37, 38, 39, 49, 51, 52) (rysunek 3).
Według tego modelu w arstw y lipidowe i białkowe ułożone są w błonach 
oddzielnie, jedna nad drugą (37). Dowodem tego rodzaju budowy m a być 
obserwacja, że w yekstrahow anie lipidów z chloroplastów zmniejsza ich 
grubość, ale nie zmienia średnicy (38, 52). Autorzy ci sugerują również, 
że jedna w arstw a błony jest homogeniczna, druga składa się z podjednos­
tek. Ponieważ interferencja, charakterystyczna dla układów o pow tarza-

R ys. 3. M odel ty lak o id u  p roponow any  p rzez  M e n k  e g o (51)

jących się pod jednostkach, w ystępuje również po w yekstrahow aniu lipi­
dów z chloroplastów, należy przypuszczać, że globularne podjednostki w y­
stępują w w arstw ie białkowej (37).

Jest prawdopodobne, iż różnice między modelami M enke i K reutza 
oraz W eiera są spowodowane stosowaniem różnych technik badań.

Rys. 5. S chem atyczne u łożenie  cząstek  b ia łkow ych  na  pow ierzchn i b łony  ty lak o id u
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Inne modele tylakoidów proponują M i i h l e t h a l e r  i wsp. (57, 58, 
59) oraz P a r k  i wsp. (10, 64, 68). B r a n t o n  i P a r k  (10) stosując 
technikę sublim acyjnego w ytraw iania (53) zaproponowali model, w któ­
rym  cząstki (kwantosomy) ułożone są w charakterystyczny sposób na wew­
nętrznej powierzchni błony (rysunek 4).

M i i h l e t h a l e r  i wsp. (58) uważają, że cząstki białkowe znajdują 
się nie tylko na w ew nętrznej, ale także na zew nętrznej powierzchni lipi­
dowej błony tylakoidu (rysunek 5). Cząstki można bowiem usunąć przez 
przem ycie błon wodą i odwirowanie (51, 56). P a r k  i S h u m w a y  (70) 
zastosowali nieco inną technikę — głębokiego w ytraw iania (ang. deep et- 
ching) i stw ierdzili ponownie, że cząstki znajdują się w ew nątrz błony ty la­
koidu.

Pomimo dość dużej ilości badań dotyczących modelu tylakoidu nie 
ustalono jego ostatecznej postaci. Istnieją znaczne rozbieżności pomiędzy 
badaczami dotyczące zarówno samych obrazów z m ikroskopu elektrono­
wego, jak  i ich in terpretacji.

III. Biochemiczne własności błon chloroplastów

Morfologiczna s truk tu ra  błon chloroplastów jest stosunkowo dobrze 
poznana, natom iast o sposobie oddziaływania m olekularnych kompleksów, 
um iejscowieniu i m echanizm ach reakcji fotochemicznych, zachodzących 
w błonach posiadamy jedynie fragm entaryczne dane. Badania powiązań 
s tru k tu ry  błon z aktyw nościam i fotosyntetycznym i przeprowadza się sto­
sując m etody histochemiczne lub frakcjonując błony chloroplastów i okreś­
lając u ltra stru k tu rę  oraz aktyw ności fotosyntetyczne otrzym anych frag­
mentów.

1. Lokalizacja reakcji Hilla w  błonach za pomocą m etod histochem icznych

Dla lokalizacji m iejsc w komórce, gdzie zachodzą reakcje utleniania 
i redukcji, stosuje się często sole związków tetrazolow ych (73, 75, 76). 
U tlenione form y związków tetrazolow ych są łatwo rozpuszczalne w wo­
dzie, natom iast produktem  redukcji jest nierozpuszczalny w wodzie for- 
mazan. Osad form azanu wytw orzony w odpowiednim m iejscu w  błonie 
ma dostateczną gęstość elektronow ą dla zaobserwowania tego miejsca 
w mikroskopie elektronow ym . By zbadać um iejscowienie reakcji Hilla 
w błonach chloroplastów, użyto chlorku 2-p-jodofenylo-3-p-nitrofenylo-5- 
fenylom onotetrazolowego (INT) (25). Związek ten  redukuje  się przy udzia­
le aktyw nych w reakcji Hilla błon chloroplastów jedynie na świetle. 
Stwierdzono (25, 54, 55), że w m iarę zwiększania czasu oświetlania prepa­
ratów  błon w obecności INT w ystępuje stopniowe odkładanie się form aza­
nu na błonach. Form azan odkłada się na całej powierzchni błon, a nie je-

http://rcin.org.pl



Granum

\
Chloroplast

R ys. 4. M odel ty la k o id u  p ro p o n o w an y  p rzez  B r a n t o n a  i P a r k a  (10)
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dynie na cząstkach związanych z błonami. Cząstki związane z błonami, 
zwane kwantosom am i (43), prawdopodobnie nie są jedynym  miejscem, 
w których zachodzą reakcje fotoredukcji. Jak  przypuszczają M o u d r i a -  
n a k i s i wsp. (25, 54, 55) fotoredukcja w błonach chloroplastów nie za­
chodzi w w yodrębnionych i poszczególnych miejscach, ale jest procesem 
charakterystycznym  dla całej błony. Nie jest wykluczone, że fotoredukcja 
zachodzi w ziarnistościach błony, które są dużo m niejsze niż kwantosom y 
i dlatego nie mogą być rozróżniane w mikroskopie elektronow ym  (55).

2. Ekstrakcja błon chloroplastów  za pomocą H20  i EDTA

Dla rozwiązania problem u, jakie aktywności fotosyntetyczne są zloka­
lizowane w ziarnistościach błon, próbowano usunąć różnym i czynnikam i 
te ziarnistości z wyizolowanych błon chloroplastów. Stwierdzono przede 
wszystkim , że chociaż działanie na błony chloroplastów wielom a czynni­
kam i chemicznymi i fizycznymi (55, 56) powoduje znaczne zm niejszenie 
ilości cząstek na błonach, to jednak aktywność reakcji Hilla w takich p re­
paratach  pozostaje niezmieniona. Tego rodzaju obserwacje potw ierdziły 
badania histochemiczne (25), z których również wynikało, że ziarnistości 
błon typu  kwantosomów nie są miejscem, gdzie zachodzi fotoredukcja.

Całkowite usunięcie ziarnistości z błon chloroplastów można uzyskać 
przez ekstrakcję wodą, a następnie ImM EDTA. Taką ekstrakcję zastoso-

R ys. 6. U w aln ian ie  ak tyw nośc i enzym atycznych  z b łon  ch lo rop lastów  po ek s trak c ji
b łon  w odą i ED TA  (55)

4 P o s tę p y  B io c h e m ii 2/71
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wano w celu określenia, jakie aktywności enzymatyczne są charak terys­
tyczne dla ziarnistości błon (55, 56) (rysunek 6).

Stwierdzono, że trzykrotne przem ycie chloroplastów wodą, a następ­
nie ImM EDTA, powoduje usunięcie 90% rozpuszczalnych białek z po­
wierzchni błony. Usunięte białka wykazują aktywność karboksydysm uta- 
zy, katalizują wym ianę fosforanu w układzie ATP-ADP, w ykazują ak­
tywność ATPazy stym ulowanej Mg2+ i ATPazy stym ulow anej Ca2+. Wy­
soką aktywność karboksydysm utazy obserw uje się w supernatancie już po 
ekstrakcji wodą błon chloroplastów, natom iast 70% aktywności ATPazy 
stym ulowanej Ca2+ przechodzi do supernatan tu  dopiero po ekstrakcji ImM 
EDTA. T rzykrotne przem ycie wodą praw ie wcale nie zmniejsza fotofos- 
forylacji, dopiero ekstrakcja ImM  EDTA powoduje u tra tę  zdolności ka­
talizowania syntezy ATP przez p repara ty  błon.

Zaobserwowano również rozprzęganie transportu  elektronów i fosfory­
lacji w chloroplastach pod wpływem  EDTA (5, 44, 80). Rozprzęganie to 
jest związane z uw alnianiem  równocześnie tzw. „czynnika sprzęgającego”, 
(ang. coupling factor) (42, 45, 46, 71), k tóry  w pewnych w arunkach, na 
przykład po inkubacji z dw utiotreitolem  lub trypsyną, wykazuje ak tyw ­
ność ATPazy stym ulowanej Ca2+ (46, 80).

H o w e l l  i M o u d r i a n a k i s  (26) rozdzielili frakcje białkowe, 
otrzym ane przez ekstrakcję błon chloroplastów wodą i EDTA, i zbadali 
ich obrazy w m ikroskopie elektronowym, stosując negatywowe w ybar- 
wianie preparatów . A utorzy ci stwierdzili, że frakcja ATPazy stym ulow a­
nej Ca2+ przedstaw ia taki sam obraz, jak  kwantosom y obserwowane 
w błonach. Obserwowane cząstki, podobnie jak  kwantosomy, m iały w iel­
kość około 100A. Cząstki z frakcji karboksydysm utazy m iały nieco inny 
kształt i były nieco większe niż kwantosomy. Również pozostałe frakcje 
różniły się znacznie od obrazu kwantosomów.

Frakcja ATPazy stym ulowanej Ca2+, dodana do uprzednio w yekstra­
howanych błon chloroplastów, przyw raca zdolność do fosforylacji, nieza­
leżnie od tego, czy frakcja ATPazy zostanie dodana przed oświetleniem  
mieszaniny reakcyjnej, czy też w okresie ciemności bezpośrednio po na­
świetleniu. H o w e l l  i M o u d r i a n a k i s  (26) sugerują, że frakcja 
kwantosomów bierze udział w ciem nym  etapie fotofosforylacji, już po 
wytworzeniu w reakcji świetlnej wysokoenergetycznego pośrednika XE 
(22).

Tego rodzaju in terp re tac ji przeciw staw iają się tw órcy teorii kw antoso­
mów. P a r k  i P h e i f  h o f  e r  (67) podają w wątpliwość fakt, że ekstrak­
cja EDTA usuwa wszystkie cząstki z powierzchni błony chloroplastów. 
Autorzy ci zaobserwowali na powierzchni błon ziarnistości (kwantosomy) 
zarówno w preparatach  błon ekstrahowanych, jak  i nieekstrahow anych 
EDTA. Badacze ci twierdzą, że usuw ane podczas ekstrakcji EDTA cząstki 
stanowią karboksydysm utazę (10) i ATPazę zależną od Ca2+, ale nie są 
kwantosomami.
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Ostatnie badania przeprowadzone w laboratorium  C r a n e ’ a (4) w y­
kazały, że stosując technikę w ybarw iania negatywowego M oudrianakisa 
dla uzyskania obrazów błon chloroplastów ekstrahow anych EDTA rze­
czywiście nie można zaobserwować cząstek na błonach. Natomiast przy 
stosowaniu techniki sublim acyjnego w ytraw iania błony prawdopodobnie 
nadal zaw ierają ziarnistości.

Wobec istniejących rozbieżności konieczne jest przeprowadzenie dal­
szych badań, które pozwolą wyjaśnić czy cząstki obserwowane w m ikros­
kopie elektronow ym  przy zastosowaniu techniki M o o r a i wsp. (53) są 
rzeczywiście m iejscami procesów fotochemicznych.

3. Frakcjonow anie chloroplastów  detergentam i

D etergenty powodują rozdzielenie błon chloroplastów na m niejsze frag­
m enty, co umożliwia badanie zarówno lokalizacji poszczególnych reakcji 
fotofosforylacji, jak  i m echanizm u transportu  elektronów i syntezy ATP.

Najczęściej stosowanym i detergentam i są 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 badań stosuje się ponadto siarczan dodecylu (77), 
Tween 20 (33), Tween 40 (7), saponiny (33) oraz Span 80 (12).

Tablica 1

Aktywności fotochemiczne i enzymatyczne cząstek chloroplastów otrzymanych 
po traktowaniu digitoniną (4)

Zawartość
Szybkość redukcji 

[i.mole/mg chlorofilu/godz.
Frakcja chlorofilu

mg
/

DCIP* NADP
NADP z 

D C IP+  
Askrobinian

mulowana
Ca2+

Chloroplasty
kontrolne 35,00 164 88 . 148 132,0

1 000 g 6,75 36 1,66 53 15,8
10 000 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-dw uchlorofenoloindofenol

W e s s e l s  (91, 92) stosując digitoninę do frakcjonow ania chloroplas­
tów, otrzym ał fragm enty  błon katalizujące cykliczną fosforylację i foto- 
redukcję NADP przez zredukow any 2,6-dwuchlorofenoloindofenol (DCIP), 
lecz nie katalizujące fotoredukcji NADP przy użyciu wody jako donora 
elektronów. Inni badacze (1, 2, 3, 4, 8, 47) stosując do frakcjonow ania di-

4*
http://rcin.org.pl



244 B . FR Ą C K O W IA K [10]

gitoninę otrzym ali dwa rodzaje fragm entów  błon chloroplastów: jedne se- 
dym entujące przy 1 000— 10 000 g, w których stosunek chlorofilu a do chlo­
rofilu b był niższy niż w nienaruszonych chloroplastach oraz inne frag­
m enty, sedym entujące między 50 000— 144 000 g w których stosunek ilości 
chlorofilu a do chlorofilu b był wyższy niż w nienaruszonych chloroplas­
tach (tablica 1).
Ponadto stwierdzono (2, 3, 4), że frakcja 10 000 g łatw iej redukuje  DCIP 
niż NADP. W tej frakcji zlokalizowane są głównie aktywności związane 
z układem  II fotosyntezy. W przeciw ieństwie do tego lżejsze fragm enty  
błon, sedym entujące przy 144 000 g, nie katalizują redukcji samego DCIP 
lub NADP, natom iast redukują bardzo szybko NADP w obecności sztucz-

Tablica 2

Ultrastruktura chloroplastów frakcjonowanych digitoniną (4)

Frakcja

Chloroplasty nienaruszone 
(aktywny układ I i II foto­
syntezy)

Frakcja 10 000 g  (zachowana 
iktywność układu II foto­
syntezy, niska aktywność 
układu I)

Frakcja 144 000 g  (aktywność 
układu I fotosyntezy)

Stosowana technika

Wybarwianie negatywowe

Cząstki 100—110 A powiąza- 
zane z zewnętrzną powierz­
chnią błon 

Błony prawie bez cząstek

Błony zupełnie pozbawione 
cząstek

Sublimacyjne wytrawianie 
(ang. freeze etching)

Cząstki 175 A i 110 A

Większość cząstek dużych 
(175 A), niewielkie obszary 
z cząstkami małymi (110 A)

Jedynie małe cząstki (110 A)

nego donora elektronów (DCIP +  askorbinian). F rakcja 144 000 g zawiera 
zatem  aktywność układu I fotosyntezy. Frakcja 144 000 g zawiera rów ­
nież aktywność ATPazy stym ulowanej Ca2+ (4). Za pomocą digitoniny 
można więc fizycznie rozdzielić układ I fotosyntezy od układu II.

Obrazy poszczególnych frakcji w mikroskopie elektronow ym  z zasto­
sowaniem sublim acyjnego w ytraw iania preparatów  (4) wykazały, że frak ­
cję zawierającą układ II fotosyntezy (10 000 g) stanow ią fragm enty  błon, 
w których w ystępują głównie cząstki wielkości 175A podobnie ułożone, 
jak  w chloroplastach kontrolnych (tablica 2).
Natom iast frakcja wykazująca aktywność układu I fotosyntezy (144 000 g) 
składa się tylko z m niejszych cząstek o wielkości 110A. Po zastosowaniu 
techniki negatywowego w ybarw iania cząstki 110A obserwowano we frak ­
cji błon 10 000 g. W ydaje się, że ziarnistości te  nie tylko zlokalizowane są 
na powierzchni błony, ale także stanow ią jej część.

Pom iary grubości wyizolowanych błon frakcji 10 000 g i 144 000 g w y­
kazały, że błony te  są cieńsze niż lam elle znajdujące się w nienaruszo­
nych chloroplastach. A r n t z e n ,  D i l l e y  i C r a n e  (4) uw ażają więc,http://rcin.org.pl
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że traktow anie błon chloroplastów digitoniną powoduje ich rozdzielenie 
na dwie w arstw y, w których zlokalizowane są reakcje I i II układu foto­
syntezy. Podobne rozerwanie błony chloroplastów zachodzi również przy 
zam rażaniu błon w wodnym  roztworze glicerolu (10).

Na podstawie tego rodzaju badań A r n t z e n ,  D i l l e y  i C r a n e  (4) 
proponują zobrazowane na rysunku 7 rozmieszczenie aktywności fotosyn- 
tetycznych. Rysunek przedstaw ia części dwóch tylakoidów z naniesionymi 
pod jednostkami. W arstwa B stanowi frakcję 10 000 g zawierającą cząstki 
wielkości 174A, k tóra w ykazuje aktywności układu II fotosyntezy. W arstwa 
C jest frakcją 144 000 g z ziarnistościam i wielkości 110A, katalizującą re ­
akcje układu I fotosyntezy. Na zewnętrznej powierzchni tylakoidu znajduje 
się karboksydysm utaza i czynnik sprzęgający, obserwowane już uprzednio 
przez H o w e l l a  i M o u d r i a n a k i s a  (26).

Podobne rozfrakcjonowanie układu I i II fotosyntezy uzyskano przy 
zastosowaniu Tritonu X-100 (90, 91), rozdzielając błony chloroplastów na 
dwie frakcje: lżejszą i cięższą o różnym  stosunku chlorofilu a do chloro­
filu b.

Możliwość rozfrakc jonowania układu I i II fotosyntezy digitoniną i Tri- 
tonem X-100  potw ierdza również w ysuniętą przez A r n o  n a  i wsp. (3) 
hipotezę o odrębności reakcji fosforylacji cyklicznej i niecyklicznej, w e­
dług której fosforylacja cykliczna związana jest z układem  I fotosyntezy, 
natom iast fosforylacja niecykliczna wyłącznie z układem  II fotosyntezy.

Oprócz w ielu niejasnych jeszcze zagadnień dotyczących morfologicz­
nej s tru k tu ry  błon chloroplastów istnieje przede wszystkim  problem, czy 
ziarnistości związane z błonam i chloroplastów reprezentu ją  rzeczywiście 
jednostki fotosyntetyczne. Możliwość rozfrakc jonowania układów I i II 
fotosyntezy wskazuje, że jeżeli jednostki takie istnieją, to muszą składać 
się z dwóch podjednostek. W i l l i a m s  (93) postuluje istnienie odręb­
nych podjednostek układu I i II fotosyntezy, które odpowiednio połączone 
tworzą jednostkę fotosyntetyczną. Być może, że obserwowane przez róż­
nych autorów dwa rodzaje ziarnistości błon odpowiadają właśnie tym pod- 
jednostkom.
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WOJCIECH ROSSOWSKI*

Budowa antygenowa blon komórek zwierzęcych 

Antigenic Membrane Structure of Animal Cells

D iffe ren t aspec ts of an tig en ic  s tru c tu re  of m em b ran es of an im a l cells a re  re v ie ­
w ed  an d  discussed.

Badania nad właściwościami im m unogenetycznym i kom órek zapocząt­
kowali L a n d s t e i n e r  oraz L i t t l e  i ich współpracownicy w począt­
kach obecnego stulecia (63, 64, 65, 70, 71). L i t t l e  (70) jako pierwszy 
postulował, że przyjęcie się przeszczepu guza w organizmie biorcy zależy 
od obecności u obu partnerów  dużej liczby wspólnych, genetycznie okreś­
lonych „czynników wrażliwości”. Jeżeli zespół czynników zgodności daw ­
cy, będzie* odpowiadał zespołowi czynników biorcy, przeszczep zostanie 
przyjęty. W przeciw nym  razie przeszczep nie może się rozwijać (70).

L ittle  stw orzył więc podwaliny teorii genetycznej w nauce o przeszcze­
pach, którą rozwinął później G. D. S n e l l  i wsp. (103, 104). Prace 
L a n d s t e i n e r a  (63) oraz D u n g e r n a  i H i r s z f e l d a  (30) nad 
grupam i krw i a także L a n d s t e i n e r a  i L e v i n e  (64) nad osobni­
czymi różnicami krw i i dziedzicznymi właściwościami aglutynogenów 
krw i u człowieka nie tylko stw orzyły podstawy współczesnej hematologii 
lecz również zapoczątkowały badania nad antygenam i komórkowymi.

Dopiero jednak w latach pięćdziesiątych i sześćdziesiątych zwrócono 
baczniejszą uwagę i uzyskano dowody na podstawową rolę s truk tu r bło­
nowych w kom órkowych procesach immunologicznych. B i l l i n g h a m ,  
B r e n t  i M e d a w a r  (10) stwierdzili, że można wywołać wrażliwość 
przeciw przeszczepom skóry przez uprzednie wprowadzenie do organiz­
mu biorcy zawiesiny rozbitych kom órek śledziony dawcy. M a n s o n, 
F o s c h  i P a l m  (74, 75, 85) wykazali związek antygenów transplan tacyj­
nych z lipoproteidam i frakcji mikrosomów kom órek prawidłowych i no­
wotworowych. H e r b e r m a n  i S t e t s o n  (50) stwierdzili, że najw yż­
szą zawartość antygenów  transplan tacyjnych  posiadają błony komórkowe 
oraz błony gładkie retiku lum  endoplazmatycznego. W ostatnich latach 
S h i m a d a  i N a t h e n s o n  (100, 101), K a h a n  i R e i s f e l d  i wsp. 
(57, 58) oraz D a v i e s  (24, 25) drogą preparatyw ną otrzym ali z błon ko­

* D r hab . m ed., Z ak ład  R adiobiologii i O chrony  Z d row ia , In s ty tu t  B adań  J ą d ro ­
w ych, W arszaw a
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m órkowych śledziony myszy, świnki morskiej i człowieka, n iektóre allo- 
antygeny w form ie jednorodnych elektroforetycznie i chrom atograficznie 
preparatów . P repara ty  te  w ykazują jedną lub kilka swoistości i w stanie 
zamrożonym zachowują aktywność biologiczną przez kilka lat (24, 81).

I. Podstawy genetyczne i ontogeneza właściwości antygenowych błon

Właściwości immunologiczne błony określają zespoły m olekuł glikoli- 
pidowych, glikoproteidowych i białkowych, należące do kilkunastu  pozna­
nych dotychczas systemów antygenowych, kontrolowanych przez określo­
ne loci w system ie genetycznym  komórki.

Na powierzchni kom órek człowieka i innych ssaków w ystępują dwa 
główne i niezależne układy antygenów błonowych. Pierw szym  jest podsta­
wowy układ zgodności tkankow ej. Układ ten  kontrolow any przez locus 
HL-A u człowieka locus H-2 myszy i ich analogi u innych ssaków określa 
osobnicze właściwości immunologiczne powierzchni błon. Drugim jest układ 
substancji grupowych krwi, w ystępujący powszechnie w kom órkach i ich 
produktach. Ponadto na powierzchni kom órek oraz błon w ew nątrzkom ór­
kowych w ystępują substancje antygenow e należące do odrębnych układów 
im m unogenetycznych (4, 12, 13, 91, 111). Niekiedy są one charakterystycz­
ne tylko dla jednego określonego typu  komórki na przykład antygen TL 
lub PC .l. i stanowią wówczas antygeny różnicujące. Częściej w ystępują 
na powierzchni kilku typów komórek, na przykład antygeny Ly-A i Ly-B 
oraz antygen 0 , w ykryw ane w tymocytach, limfocytach, a także w cen­
tra lnym  układzie nerw owym  (8).

A ntygeny zgodności tkankow ej (transplantacyjne) są zespołem odręb­
nych, genetycznie determ inow anych cząstek wbudow anych w s tru k tu rę  
lipoproteidową błony. Układ alloantygenów typu HL-A u człowieka jest 
najsilniejszym  układem  w arunkującym  przyjęcie lub odrzucenie przesz­
czepu (24, 27). U człowieka inform acje genetyczne zawiadujące system em  
izoantygenów HL-A zlokalizowane są na jednej parze autosom alnych 
chromosomów (5, 60). Zdaniem  większości badaczy najw ażniejsze infor­
m acje genetyczne zaw arte są w dwóch odrębnych regionach chromosomu, 
określonych jako region LA (Payne) i region 4 serii lub „czw arty” system  
V a n  R o o d ’ a (5), Nie jest pewne, czy są to dwa odrębne loci, czy też 
dwie lub więcej podjednostek w obrębie jednego locus (5, 60). Większość 
badaczy przyjm uje obecnie, że u człowieka są to dwa odrębne loci ściśle 
ze sobą powiązane (5, 24, 37, 58, 60, 94, 114). Ilość alleli w obu loci jest 
odmienna. Jednak  podawane liczby alleli dla układu HL-A; podobnie jak  
i ich symbole zm ieniają się wraz z postępem  badań. Najniższe oznaczone 
ilości alleli wynoszą 20—30. Wiadomo jednak, że wśród 44 badanych alleli
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podczas III In ternational H istocom patibility W orkshop, nie stwierdzono 
dwóch identycznych (5). B a c h  (5) posługując się testem  MLC (ang. m i­
xed  leukocyte culture) stwierdził, że lim focyty pobrane od 600 nie zwią­
zanych ze sobą par osobników, we wszystkich przypadkach w ykazywały 
efekt stym ulacji. Biorąc pod uwagę jedynie dokładnie przebadane swois­
tości antygenow e w układzie HL-A, K i s s m e y e r - N i e l s e n  i wsp. 
(60), w pierwszym  locus umieszczają 7 allęli, a mianowicie LAI (HL-A1), 
LA2 (HL-A2), Ba, LA3 (HL-A3), ILN (H L-A .ll); „S tew art” (HL-A.9) oraz
0 w drugim  zaś 8 alleli, to jest 7C (HL-A.7), 7D (HL-A.8), T12 (HL-A. 12), 
NH (HL-A. 13), R, BB oraz 0. F e l l o w s  i D a u s s e t  (37) w haploidal- 
nym  genomie ludzkiego plem nika w pierwszym  locus lokalizują allele 
kontrolujące syntezę antygenów HL-A .l, HL-A.2, HL-A.3, HL-A.9, D al5
1 Da 17 (HL-A. 19), podczas gdy drugi locus zawiera według nich geny 
HL-A.5, HL-A.7, HL-A .8 i Da4 (HL-A.12). W a l f o r d  i wsp. (115) 
w pierwszym  locus lokalizują także geny „Thompson” i Lc-26, a w d ru ­
gim geny Lc-15, „Gallegos” i ,,M erritt” . Ten ostatni gen w ykrywano 
w 90^/0 przypadków ostrej białaczki u dzieci, a także u ich zdrowych ro­
dziców.

Badania nad zachowaniem się poszczególnych antygenów w populac­
jach oraz nad rozmieszczeniem ich w poszczególnych rodzinach, pozwoliły 
podzielić w szystkie znane dotychczas alloantygeny na odpowiednie grupy 
tak zwane segreganty, to jest antygeny wzajem nie wyłączające się w pro­
cesach dziedziczenia. Przypuszczalnie istn ieją cztery serie segregantów. 
W pierwszej serii znajdują się antygeny H L-A .l, 2, 3, HL-A.9, 10 i HL- 
-A .ll, w drugiej zaś — antygeny HL-A.5, 7, 8, 12 i 13 (5).

U myszy, podobnie jak  u człowieka, antygeny transplan tacyjne typu 
H-2 w ystępują na powierzchni większości kom órek i są  ̂ głównym czyn­
nikiem grupowym  krw i oraz czynnikiem  zgodności tkankow ej (7, 11, 84). 
Kontrolowane są one przez locus H-2, jeden z 13 transplantacyjnych loci 
myszy. Locus H-2 zawiera ponad 20 alleli, z których każdy determ inuje 
9 do 15 z 27 znanych swoistości (24, 97, 101, 102). Locus H-2 jest, jak  się 
zdaje, utworzony z grupy ściśle związanych ze sobą genów zlokalizowa­
nych na IX parze chromosomów. Składa się on z dwóch oddzielonych od 
siebie obszarów oznaczonych jako odcinek „D” i odcinek „K ”. D eterm inu­
ją one w ytw arzanie odrębnych cząstek antygenow ych zlokalizowanych 
w odrębnych m iejscach na błonie komórkowej (24).

Ponadto u myszy w ystępują również układy antygenów zlokalizowane 
na powierzchni ściśle określonych typów kom órek (np. izoantygeny 0 , 
układu LyA i LyB, oraz układu TL).

Związki podobne do substancji grupowych krw i człowieka w ystępują 
także u bakterii, roślin wyższych i różnych grup system atycznych kręgow­
ców (7, 11, 51, 106). U człowieka obecność substancji grupowych krw i w y­
kazano w większości kom órek różnych narządów oraz w wydzielinach (54, 
77, 108, 109, 110). S c h u l m a n  (108) zaobserwował ścisłą równoległość
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występowania substancji grupowych A i B krw i oraz antygenu H/O na 
powierzchni kom órek u człowieka, przy czym najw yższe stężenie an ty ­
genu H — wykazywały tkanki grupy O.

Substancje grupowe krw i stw ierdza się już u najm łodszych badanych 
zarodków. Obecność antygenów ABH wykazano u 5 do 8 mm zarodków 
ludzkich (108, 109), gdzie w ystępowały one na powierzchni śródbłonków 
układu sercowo-naczyniowego oraz w większości kom órek nabłonkowych, 
z w yjątkiem  centralnego układu nerwowego, nadnerczy i w ątroby. N aj­
wyższą zawartość antygenów nabłonkowych stw ierdzono u zarodków 
35 mm. U starszych zarodków i płodów stężenie antygenów  ABH w ko­
m órkach nabłonkowych stopniowo m aleje w m iarę dojrzew ania czynnoś­
ciowego narządów i podejm owania przez nie swoistych funkcji fizjologicz­
nych (108, 109, 110). A ntygeny ABH w ykryw ano także w  wysoko zróżni­
cowanych rakach skóry oraz w gruczolakorakach (109).

W tkankach dojrzałego człowieka antygeny ABH w ykryć można na 
powierzchni śródbłonków układu sercowo-naczyniowego oraz w nabłon­
kach w ielow arstwowych płaskim  i przejściowym  (108, 109, 110).

Podobne badanie przeprowadzono na innych ssakach. U 10-dniowego 
zarodka szczura jako pierwsze pojaw iają się na powierzchni erytrocytów  
antygeny grupowe krw i C i E. A ntygen D pojawia się w niewielkiej ilości 
pomiędzy 16 i 18 dniem  życia płodowego, natom iast an tygen  A — dopiero 
w 32 dniu życia pozapłodowego (84).

U myszek szczepu C3H krw inki czerwone i kom órki śledziony są nie­
wrażliwe na hum oralne izoprzeciwciała w czasie pierwszych dwóch do 
trzech dni życia a reaktyw ność osobnika dojrzałego uzyskują dopiero po­
między 6-tym  i 10-tym dniem (78). Natom iast ery trocy ty  i komórki śle­
dziony myszy szczepów C57B1 i C57L są wrażliwe na hum oralne izoprze­
ciwciała już w pierwszym  dniu po urodzeniu (79).

Odmiennie zachowują się antygeny transplan tacyjne typu H-2 u myszy. 
Stężenie alloantygenów tej grupy w tkankach zarodków i płodów w zrasta 
stopniowo w m iarę dojrzewania. Metodą im m unofluorescencji w ykryto  
antygeny grupy H-2 u płodów dopiero powyżej 15 dnia życia w ew nątrz- 
macicznego, u noworodków zaś wszystkie badane tkanki wykazywały już 
dodatnie odczyny (78). O ile jednak  poziom alloantygenów grupy H-2 g ra­
sicy już u 18-dniowych płodów odpowiada narządowi osobnika dojrzałego, 
to śledziona osiąga pełną dojrzałość immunologiczną dopiero pomiędzy 
pierwszym  i czwartym  tygodniem  życia pozapłodowego (21).

Podobne zależności pomiędzy dojrzewaniem  morfologicznym i im m u­
nologicznym znaleziono także dla innych układów antygenow ych. Poziom 
izoantygenów układu 0  w mózgu noworodków u 8 szczepów myszy stano­
wi zaledwie około 0,8%  wartości charakterystycznej d la mózgu osobnika 
dojrzałego (93). Niskie stężenie tych izoantygenów u trzym uje się przez 
pierwsze 4 dni życia, po czym w zrasta stopniowo, osiągając poziom osob­
nika dojrzałego pomiędzy 5 i 6 tygodniem  (91, 93).
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II. Morfologiczne podstawy struktury antygenowej błon

1. W ybrane zagadnienia organizacji m olekularnej błon

Podstawowa stru k tu ra  błon, utworzona jest dzięki swoistym oddziały­
waniom fizykochemicznym genetycznie określonych drobin białkowych 
z drobinam i lipidowymi. Istota tych oddziaływań oraz towarzyszące im 
zmiany konform acji nie są jeszcze dokładnie poznane. W przypadku błony 
komórkowej krw inki czerwonej stan konform acji podstawowej grupy bia­
łek prawdopodobnie nie jest związany ściśle ze stanem  fizycznym w ięk­
szości fosfolipidów błonowych. G 1 a s e r  i wsp. (42) na podstawie w yni­
ków badań dyspersji skręcalności optycznej, dichroizm u kołowego oraz 
protonowego rezonansu magnetycznego błon erytrocytów  norm alnych oraz 
traktow anych fosfolipazą C, dochodzą do wniosku, że podstawowa część 
fosfolipidów i białek może zmieniać stru k tu rę  niezależnie od siebie. Zgod­
ne z tym  poglądem są spostrzeżenia L e n a r d a  i S i n g e r a  (67), że 
usunięcie fosfolipidów z błon krw inki czerwonej nie zmienia konform acji 
białek.

Jednakże badając inne rodzaje błon cytoplazm atycznych uzyskano od­
m ienne wyniki. T r u m p i wsp. (113) stw ierdzili, że w błonach endoplaz- 
matycznego retiku lum  stan  fizyczny lipidów wpływa w znacznym stopniu 
na konform ację białek. W yrazem takich zmian konform acji zachodzących 
w wyniku działania fosfolipazy C, jest poszerzenie błony widoczne w m i­
kroskopie elektronow ym  oraz u tra ta  aktywności glukozo-6-fosfatazy. Re­
konstrukcja i reagregacja błon przeprowadzone w odpowiednich w arun­
kach przyw racają aktywność enzym atyczną (97, 113).

Rozmieszczenie podstawowych składników struk tura lnych  błony ko­
mórkowej jest niesym etryczne. Asym etryczna stru k tu ra  błony wyraża się 
w szczególności odmiennością struk tu ra lną  i funkcjonalną jej części ze­
wnętrznej i w ew nętrznej (8). Pogląd Ro b e r t s o n a  (95) o asym etrii 
struk tu ralnej błony znalazł następnie poparcie innych badaczy (29, 35, 36). 
W ykazano (8), że w rezultacie u trw alenia błon komórkowych w roztworze 
aldehydu glutarowego oraz w roztworze czterotlenku osmu lub octanu ura- 
nylu, blaszka w ew nętrzna jednostki s truk tu ra lnej błony (107) staje się nieco 
szersza (30 A do 40 A) i w ykazuje m niejsze powinowactwo do m etali cięż­
kich w porównaniu z blaszką zewnętrzną. Szczególnie wyraźnie różnicuje 
obie blaszki utrw alenie błony przy pomocy soli lantanu (LaM n04~) (29). 
Blaszka zew nętrzna oraz przylegająca do niej w arstw a m ukopolisacharydo- 
wa w ykazuje znacznie silniejsze powinowactwo do tego m etalu niż blaszka 
w ew nętrzna. D o g g e n w e i l e r  i F r e n k  (29) sądzą, że blaszka we­
w nętrzna w przeciw ieństw ie do zewnętrznej, zbudowana jest głównie z fos- 
fatydocholiny, k tóry  to związek nie w ykazuje powinowactwa do soli lan ­
tanu i wapnia.
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A sym etria funkcjonalna błony w yraża się między innym i nierów no­
m iernym  rozmieszczeniem nukleotydo jedno-, dwu- i trój-fosfataz oraz 
kwasu sialowego na powierzchni komórki (8, 117). Kwas sialowy w s tru k ­
turach komórkowych w ystępuje najczęściej w postaci kom pleksu glikopro- 
teidowego lub lipopolisacharydowego. W przypadku glikoproteidów M i N 
czerwonych ciałek krw i człowieka z resztam i kwasu sialowego lub sialo-ga- 
lakto-pyranozy związana jest swoistość antygenow a (87, 105).

Substancje glikoproteidowe i lipopolisacharydowe tworzą system  egzo- 
sacharydów otaczający powierzchnię komórki i innych błon cytoplazm a- 
tycznych (8, 44, 48). Obecność w arstw y m ukopolisacharydowej, nazwanej 
przez B e n n e t t a  ,,glycocalyx” (9), wykazano na powierzchni zew nętrz­
nej wszystkich badanych dotąd kom órek zarówno wolnożyjących jak  i w y­
stępujących w zespołach tkankow ych (patrz 8, 44). W arstwę tę określaną 
również jako „płaszcz zew nętrzny” (ang. extraneous coat) można uwidocz­
nić m etodami histochemicznymi w ykazującym i kwaśne m ukopolisachary- 
dy (45). W m ikroskopie elektronow ym  ,,glycocalyx” przedstaw ia się jako 
substancja bezpostaciowa bezpośrednio przylegająca do części zew nętrznej 
błony komórkowej (9, 44, 45). Można ją  usunąć przez traw ienie neuram i- 
nidazą (45).

Funkcja biologiczna „glycocalyx” nie jest jeszcze dokładnie poznana. 
Wiadomo jednak, że w określonych w arunkach w arstw a ta  spełnia funkcję 
substancji osłaniającej oraz dzięki obecności na jej powierzchni określo­
nych receptorów antygenow ych determ inuje immunologiczne właściwości 
powierzchni komórki.

Immunologiczną asym etrię błony komórkowej stw ierdzali liczni bada­
cze, E a s t o n ,  G o l d b e r g  i G r e e n  (32) jako jedni z pierwszych w y­
kazali, że głównym m iejscem  wiązania cytotoksycznych przeciwciał przez 
kom órki raka wysiękowego K rebs-2 jest powierzchnia błony komórkowej 
oraz błony gładkiego retiku lum  endoplazmatycznego.

L e e  i F e l d m a n  (66) badali rozmieszczenie antygenów grupowych 
krw i oraz czynnika Rh0(D) na powierzchni błony krw inki czerwonej. P ro­
dukt reakcji immunologicznej lokalizował się w określonych m iejscach na 
zewnętrznej powierzchni błony w regularnych odstępach.

C a r e y  i P e t t e n g i l l  (19) stw ierdzili na żywych fagocytach, że 
dodatek surowicy antyfagocytowej, w ilości nie wpływającej jeszcze na 
stopień włączania znakowanej tym idyny i urydyny, ham uje fagocytozę. 
Towarzyszy tem u znaczne pofałdowanie błony, charakterystyczne dla z ja­
wiska aglutynacji. A utorzy sądzą, że w w yniku reakcji immunologicznej 
pomiędzy przeciwciałem  i antygenem  zlokalizowanym w błonie dochodzi 
do „usztyw nienia” błony i zaham owania procesów ruchow ych niezbędnych 
podczas fagocytozy. B e n e d e t t i  i E m m e l l o t  (8) badając w m ikro­
skopie elektronow ym  izolowaną frakcję błon komórkowych hom ogenatu 
w ątroby, którą poddano reakcji immunologicznej z przeciwciałami, s tw ier­
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dzili obecność m ateriału  włóknistego ściśle przylegającego do zewnętrznej 
blaszki błony.

Ostatnio publikowane badania elektronom ikroskopowe nad lokalizacją 
antygenów błonowych na powierzchni kom órek układu siateczkowo-śród- 
błonkowego wskazują, że aktyw ne receptory antygenow e są bezpośrednio 
związane z w arstw ą m ukoproteidową przylegającą do zewnętrznej blaszki 
błony komórkowej (3, 4).

W przeciw ieństwie do poprzednio cytowanych autorów, którzy recep­
tory  antygenów lokalizowali jedynie na zewnętrznej powierzchni błony, 
F u r u s a w a  (39) sądzi, że niektóre płodowe aglutynogeny, których nie 
można wykryć na powierzchni dojrzałych erytrocytów  są zlokalizowane 
w w ew nętrznej blaszce błony, są jednak w stanie zamaskowanym i nie 
można ich w ykryć bezpośrednim i m etodam i immunologicznymi.

2. Lokalizacja śródkom órkowa

Antygeny zgodności tkankow ej typu H-2 zlokalizowane są we frakcji 
lipoproteidowej błon komórkowych i błon cytoplazm atycznych obok an ty ­
genów determ inow anych przez inne H-loci, jak: H-3, H -6, H-7 i inne (27, 
48, 52, 74, 75, 85). Zawartość antygenów w poszczególnych tkankach myszy 
jest odmienna. Z badań H e r b e r m a n a  i S t e t s o n a  (50) wynika, że 
w przeliczeniu na mg białka, najwyższą zawartość antygenów grupy H-2 
w ykazuje śledziona, w ątroba i węzły chłonne, najniższą zaś mózg, mięśnie 
szkieletowe i m ięsień sercowy. Różne form y izoantygenów określane przez 
locus H-2, w danej tkance czy narządzie w ykazują podobny typ rozmiesz­
czenia, co może wskazywać, że pod względem fizjologicznym stanowią one 
kompleks funkcjonalny, tworzący jednostkę czynnościową na powierzchni 
błony (50).

W ewnątrzkomórkowe rozmieszczenie izoantygenów system u H -2 zba­
dano na frakcjach (50) hom ogenatu w ątroby uzyskanych drogą wirowania 
różnicowego według m etody d e  D u v e  (31) i P e t e r s a  (86) oraz na 
frakcji błon komórkowych uzyskanych przy pomocy m etody N e v i l l e  
(82). Najwyższą zawartość antygenów grupy H-2 znaleziono we frakcji 
błon komórkowych (100— 167 jednostek na mg białka), około 5— 6 razy 
m niej we frakcji błon gładkich m ikrosom alnych i około 300 razy mniej 
we frakcji m itochondrialnej. Frakcja lizosomów zawierała 5 do 8 jednostek 
antygenow ych na mg białka.

Frakcja gładkich błon m ikrosom alnych wątroby, śledziony i nerek w y­
kazuje średnio 50-krotnie wyższe stężenie antygenów grupy H-2 w po­
równaniu z analogiczną frakcją z mózgu, mięśni szkieletowych, mięśnia 
sercowego i jąder (50).

Podobne rozmieszczenie śródkomórkowe jak  antygeny grupy H -2, w y­
kazują również inne układy antygenów błonowych w szczególności izo- 
antygeny system u 0 , TL, i LyA, LyB (12, 13, 92). Aktywność antygenu
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0  we frakcji mikrosomów grasicy myszy jest 19-krotnie wyższa w po­
rów naniu z pełnym  hom ogenatem  (92).

3. W łaściw ości antygenow e a stan konform acji błony

Zm iany w struk tu rze  antygenow ej błon krw inek czerwonych zachodzą­
ce w procesie dojrzewania opisał F u r u s a w a  (39). A utor ten, jako jeden 
z pierwszych, stw ierdził, że aglutynogeny, które są obecne na powierzchni 
kom órek raka wysiękowego Ehrlicha, w ystępują także na powierzchni 
erytroblastów  i erytrocytów  m łodych płodów myszki do 16 dnia życia pło­
dowego. W późniejszych okresach rozwoju oraz u osobników dojrzałych 
wspom niane aglutynogeny są również obecne w błonie erytrocytów , ale 
ich grupy czynne stają się niedostępne. F u r u s a w a  (39) sądzi, że przy­
czyną tego zjawiska może być m odyfikacja samej drobiny antygenu, bądź 
też zakrycie grup czynnych aglutynogenów przez inne substancje produ­
kowane w kolejnych etapach różnicowania.

Odwrotne zjawisko, to jest odsłanianie ukry tych  grup receptorowych, 
spostrzegane jest in vivo  w przebiegu procesów transform acji kom órki oraz 
in vitro w w yniku działania niektórych proteaz na powierzchnię błony 
N ajaktyw niejszym i proteazam i okazały się ficyna i papaina działająca już 
w stężeniu rzędu 10-3 mg na 1 ml zawiesiny kom órek (17). Przypuszcza 
się, że proteazy mogą usuwać powierzchniową w arstw ę białkową lub zwią­
zaną z białkami, odsłaniając bezpośrednio m iejsca receptorowe, bądź też 
mogą indukować przekształcenia s tru k tu ry  m olekularnej błony, prow adzą­
ce do ujaw nienia się aktywności aglutynacyjnych (17). Należy szczególnie 
podkreślić duże podobieństwo pomiędzy zmianam i w struk turze  błon pod 
działaniem  proteaz i zmianam i w procesie transform acji (16, 17). Zm iana 
konform acji wykształconej już stru k tu ry  błony jest jednym  z charak te ry ­
stycznych przejawów procesu nowotworowego (17). Błonowe receptory 
aglutynin  swoistych dla komórek nowotworowych są prawdopodobnie 
związane z frakcją drobinową kom órek sedym entującą przy 105 000 g 
(16, 17). Frakcja ta uzyskana z kom órek białaczkowych myszy szcze­
pu L 1210 oraz z komórek transform ow anych BHK-21 ham uje aglu­
tynację kom órek m acierzystych (16, 17, 18). Analogiczna frakcja z ko­
m órek praw idłowych nie w ykazuje właściwości hamowania aglutynacji, 
jednak  obecność w niej receptorów aglutynin można ujaw nić w odpowied­
nich w arunkach in vitro  (17). Inni autorzy (48) stw ierdzili, że frakcja gan- 
gliozydów z kom órek nowotworowych ham uje aglutynację kom órek m a­
cierzystych, natom iast takaż frakcja z kom órek praw idłowych jest n ie­
aktyw na. Gangliozydy kom órek praw idłowych stają  się aktyw ne w teście 
hamowania cytoaglutynacji kom órek nowotworowych po utlen ian iu  nad- 
jodanem  w reakcji Sm itha, co wskazuje, że czynnikiem  m askującym  jest 
fukoza lub galaktoza (48). Usunięcie cukru m askującego przekształca cząs­
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teczkę normalnego gangliozydu w form ę nieprawidłow ą o niekom pletnym  
łańcuchu cukrowym, podobną do znajdowanej w komórkach nowotworo­
wych (47, 48). Tak zmodyfikowana frakcja gangliozydów ham uje swoiście 
charakterystyczną dla kom órek nowotworowych aglutynację pod wpływ em  
aglutyniny kiełków pszenicy (47, 48).

W niektórych przypadkach odsłonięcie aktyw nych receptorów an tyge­
nowych uzyskuje się traw iąc powierzchnię kom órek neuram inidazą. W ten  
sposób wykazano obecność antygenów transplan tacyjnych  na powierzchni 
błony komórek trofoblastu myszy (41). W naturalnych  w arunkach obszary 
receptorow e tych antygenów są m askowane związkami wchodzącymi 
w skład norm alnej otoczki m ukoproteidowej komórki. Odsłonięcie recep­
torów antygenow ych zmienia właściwości biologiczne komórki: np. kom ór­
ki białaczkowe myszy potraktow ane neuram inidazą nie mogą rozwijać się 
w organizmie myszy zdrowej, rozw ijają się natom iast w ustro ju  m yszy 
naprom ienionej, której układ immunologiczny został uszkodzony lub znisz­
czony (40). Wiadomo też (40), że usunięcie kwasu sialowego z zona pellu-  
cida komórki jajowej królika silnie ham uje wnikanie plem nika, oraz że 
traktow anie izolowanych mięśni gładkich neuram inidazą i EDTA znosi 
wrażliwość na serotoninę, a dodatek gangliozydów lub kwasu sialowego 
wrażliwość tę przywraca.

Prawdopodobnie receptor błonowy reagujący z serotoniną jest gliko- 
proteidem , a usunięcie z niego kwasu sialowego zmienia odwracalnie kon­
form ację obszaru receptorowego (20, 40).

Istnienie na powierzchni erytrocytów  receptorów, przy pomocy których 
w irusy łączą się z błoną komórkową jest znane od dawna. Z erytrocytów  
człowieka otrzym ano receptor w irusa grypy posiadający właściwości sub­
stancji grupowych M i N (6, 61). Ostatnio stwierdzono (105) wyraźną za­
leżność pomiędzy zdolnością hamowania hem aglutynacji wywołanej przez 
w irusy grypy A/PRS i B/Md, a wielkością drobiny glikoproteidów i za­
wartością kwasu sialowego. Wykazano, że na powierzchni inhibitora o cię­
żarze cząsteczkowym 1X 10® (mucyna ślinianki podżuchwowej owcy) znaj­
duje się 800 reszt sialo-a-IV-acetylo-galaktozoaminowych związanych w ią­
zaniem O-glikozydowym z resztam i seryny i treoniny (87).

Podobne właściwości wykazują także fragm enty  antygenów grupowych 
M i N o ciężarze cząsteczkowym 3,0 X 104 i 1,2 X 107 (105).

Ostatnio K o r n f e l d o w i e  (62) w yodrębnili z krw inek czerwonych 
człowieka glikopeptyd, k tóry  wiąże się z fitohem aglutyniną (PHA). Jego 
ciężar cząsteczkowy wynosi około 2000 a cukrem  determ inującym  jest 
reszta galaktozy osłonięta kwasem  N -acetyloneuram inowym . Z fitohem a­
glutyniną glikopeptyd ten  wiąże się prawdopodobnie wiązaniem  glikozy- 
loaminowym pomiędzy kwasem asparaginowym  i N-acetyloglikozoaminą, 
na co w skazuje oporność tego wiązania na redukcję borowodorkiem w śro­
dowisku alkalicznym  (62). G likopeptyd z krw inek ham uje odpowiedź m ito- 
tyczną indukowanych PHA limfocytów i to około 3000 razy skuteczniej
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niż N-acetylogalaktozam ina lub galaktoza. Fakt ten  może wskazywać, że 
PHA może wiązać się z podobnymi oligosacharydami tak  na błonie krw inki 
czerwonej jak i lim focytu (62).

Szczególnie in teresujące są dane o odmienności s tru k tu ry  błony komó­
rek prawidłowych i nowotworowych ocenianej na podstaw ie zdolności 
wiązania konkanaw aliny A (53). Konkanaw alina A, białko o charakterze 
globulin, uzyskane z grochu (Canavalia ensiformis) wiąże się z wieloma 
rozgałęzionymi polisacharydam i oraz glikoproteidam i posiadającym i wol­
ne grupy hydroksylowe przy węglach C-3, C-4 i C-6 pierścienia D-hekso- 
pyranozowego (68). Kom órki nowotworowe i transform ow ane przy pomocy 
w irusa polyoma i SV-40 czy uszkodzone prom ieniam i X posiadają na swo­
jej powierzchni receptory zdolne do reakcji z grupam i czynnym i konkana­
waliny A, rezultatem  czego jest aglutynacja (53). A glutynację tę można 
odwrócić wprowadzając do środowiska a-m etylo-D-glikopyranozę, która 
łącząc się z natyw nym i grupam i receptorow ym i konkanaw aliny A zapobie­
ga związaniu z receptoram i antygenow ym i powierzchni kom órki (53). Ko­
mórki prawidłowe rosnące w norm alnych w arunkach nie ag lu tynu ją  pod 
wpływem  konkanaw aliny A. Stwierdzono (68) wprawdzie, że konkanaw ali­
na A otacza płaszczem krw inki czerwone, nie powoduje jednak ich aglu­
tynacji. Jeżeli kom órki tkanek norm alnych poddać działaniu trypsyny, to 
zyskują one zdolność aglutynacji pod wpływem  konkanaw aliny (53). Na tej 
podstawie przypuszcza się, że komórki prawidłowe m ają te  same lub po­
dobne receptory błonowe jakie stw ierdza się w kom órkach nowotworowych 
lub uszkodzonych (promienie X), ale w ystępują one w form ie zakrytej 
i mogą zostać odsłonięte m.inn. pod wpływem  proteaz (16, 17, 39, 53).

III. Charakterystyka wyodrębnionych antygenów błonowych

A ntygeny transplan tacyjne system u H-2 wyodrębniono z błon kom ór­
kowych limfocytów oraz kom órek śledziony, płuc, nerek, w ątroby i innych 
narządów (24, 97, 100, 118).

Ekstrakcja do roztworów wodnych uw alnia około 2°/o ogólnej zaw artoś­
ci antygenów, a traw ienie papainą lub ficyną — około 5'°/o antygenów
o swoistości H-2.2 i około 18% antygenów H-2.5. Pozostałe antygeny uszko­
dzone w czasie preparatyk i tracą aktywność biologiczną (24, 55, 56, 80, 114). 
Przeprowadzenie antygenów do roztw oru można też uzyskać stosując de­
tergenty  (Triton  X-114, cholan potasu), a także pod wpływem  ultradźw ię­
ków (52, 59). Dalsze oczyszczanie prowadzi się drogą sączenia przez Sepha- 
d ex  G-75 lub G-200, a następnie chrom atografii jonowym iennej i e lektro­
forezy na żelu poliakrylam idowym  (24, 55,* 56, 58, 73, 94, 118). P repara t 
antygenu transplantacyjnego w yodrębniony w ten  sposób z kom órek śle­
dziony świnki morskiej m iał gęstość pozorną ponad 1,238 i ciężar cząstecz­
kowy około 200 000 (55, 57). Podobne wartości ciężaru cząsteczkowego
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(75 000—200 000) dla p repara tu  antygenów typu H-2 ze śledziony uzyskali 
N a t h e n s o n  i D a v i e s  (80). W późniejszych pracach Davies (24) okre­
śla ciężar cząsteczkowy większości rozpuszczalnych preparatów  antygenów 
transplan tacyjnych  typu H-2 na 45 000 do 70 000. Podobną wartość uzys­
kali dla preparatu  ludzkiego antygenu transplantacyjnego typu HL-A 
S a n d e r s o n  i B a t c h e l o r  (99). Stosując kontrolowane traw ienie pa­
painą błon kom órkowych śledziony dwóch szczepów myszy o genotypach 
H-2b i H-2d wyodrębniono (101, 118) dwie klasy fragm entów w ykazują­
cych aktywności alloantygenowe.

Pierw sza klasa o ciężarze cząsteczkowym około 66 000 w ykazywała 
obecność kilku swoistości. Dla allelu H -2b stwierdzono swoistości H-2.5, 
H-2.33 i H-2.28, a dla allelu H-2d swoistości H-2.3,8; H-2.3,10,13 (81, 101). 
F ragm enty  pierwszej klasy są glikoproteidam i zaw ierającym i 80 do 90°/o 
białka i 10'°/o cukrów, w tym  cukry obojętne, glukozaminę i kwas sialowy. 
A lloantygeny grupy H-2b zaw ierały 90% białka, 5°/o cukrów obojętnych 
i około 4,4% heksozam iny zaś antygeny grupy H-2d zawierały nieco m niej 
cukrów, w tym  3—5% cukrów obojętnych i 3°/o heksozaminy. Różnice te 
acz niewielkie są jednak znamienne. A ntygeny obu grup zawierały około 
1% kwasu sialowego. Wśród cukrów obojętnych stwierdzono głównie ga- 
laktozę i mannozę.

Analiza składu aminokwasowego obu grup antygenów w skazuje na 
duże podobieństwo. Jedyna uchw ytna różnica polega na nieco większej 
zawartości argininy i kwasu asparaginowego w m ateriale alloantygenowym  
typu H-2d w porównaniu z grupą H-2b (101).

Druga klasa fragm entów  alloantygenów H -2 m a ciężar cząsteczkowy 
około 33 000 (118). F ragm enty alloantygenów tej klasy wykazują tylko 
jedną swoistość alloantygenową. Swoistością tą  dla genotypu H-2b jest 
H-2.2, a dla genotypu H-2d, cecha H-2.31. Analiza chemiczna wykazała, że 
badany m ateriał zawiera glikoproteidy o zawartości 72% (dla H-2d) do 
83% (dla H-2b) białka, 6 do 7% cukrów obojętnych, glukozaminę i kw as 
sialowy. M ateriał izolowany ze śledzion myszy o genotypie H-2b zawiera 
więcej seryny i tyrozyny oraz około 6%  glukozaminy, natom iast m ateriał 
H-2d zawiera więcej kwasu asparaginowego, waliny, leucyny i izoleucyny, 
a praktycznie nie zawiera glukozaminy. Glikoproteid H-2d jest nieco cięż­
szy (34 000) niż glikoproteid H-2b. Większość peptydów w obu glikoprotei- 
dach jest identyczna, jednak trzy  peptydy w glikoproteidzie H-2b i cztery 
w glikoproteidzie H-2d są odm ienne (102). W ęglowodany obu glikoprote- 
idów tworzą prawdopodobnie identyczne łańcuchy, z których każdy za­
w iera około 15 reszt monocukrów. Usunięcie kwasu sialowego z cząstecz­
ki glikoproteidów nie zmienia ich właściwości antygenow ych (102).

Ludzki antygen transplan tacyjny  typu HL-A uzyskano w kilku p ra ­
cowniach (58, 73, 114). M ateriał aktyw ny w reakcji stym ulacji limfocytów 
zaw arty  jest w pośredniej frakcji wypływającej z kolum ny Sephadex G-200 
(114). P repara ty  antygenu transplantacyjnego ludzkiego typu HL-A i m y­

http://rcin.org.pl



260 W. R O SSO W SK I [12]

siego typu H-2 są podobne. W obu przypadkach najw yższy procent przej­
ścia do roztw oru m ateriału  antygenowego z błon kom órek śledziony uzys­
kano w w yniku 60 m inutowego traw ienia papainą. Najwyższe stężenie 
aktyw ności antygenow ej, wyrażone stopniem  ham ow ania efektu  cytotok- 
sycznego znaleziono w podobnej objętości eluatu z kolum ny Sephadex

Tablica 1

Skład cukrów w oczyszczonych alloantygenach H-2 i HL-A wg (73)

Źródło alloantygenu cukry obojętne (%) kwas sialowy (%) aminocukry (%)

H-2
C57B1/6 5,96 1,45 4,90
DBA/2 3,34 1,10 3,22

HL-A
RAJI 7,33 0,9 0,50
R-4265 6,14 0,75 0,50

G-150. P u n k t izoelektryczny m ateria łu  HL-A przypada na pH  4,35, a dla 
m ateriału  H-2 przy pH  5,2. W żelu poliakrylam idow ym  aktyw ność HL-A 
sp. 6b i 7c, w ędruje nieco szybciej w porównaniu z aktyw nością alloanty- 
genową H-2.5. Ruchliwość elektroforetyczna antygenu HL-A w pH  9,4 (58) 
jest nieco większa niż antygenu transplantacyjnego świnki m orskiej (56, 
57). Zawartość cukrów w oczyszczonych preparatach  alloantygenów  HL-A 
i H-2 przedstaw ia tablica 1. Największe różnice w ystępują w zawartości 
glukozam iny. Skład aminokwasowy antygenów typu HL-A i H-2 jest rów ­
nież zbliżony (rysunek 1).

S truk tu ra  I rzędowa antygenu transplantacyjnego świnki morskiej 
w ykazuje również znaczne podobieństwo do antygenów  człowieka i myszy. 
A ntygen transplan tacyjny  świnki m orskiej wyodrębniony w 1967 roku 
(56) okazał się jedynym  białkiem  odpowiedzialnym za opóźniony efekt 
skórny u uczulonych świnek m orskich (56, 57).

Skład aminokwasowy antygenu transplantacyjnego ze śledziony i płuc 
dwóch różnych szczepów wsobnych świnek m orskich w ykazuje statystycz­
nie znam ienne różnice w zawartości seryny, alaniny, izoleucyny, leucyny 
i w aliny (58). K a h a n i wsp. (58) sądzą, że niektóre z tych aminokwasów 
nadają określonym  drobinom swoiste cechy immunologiczne w arunkując 
bezpośrednio konfigurację s tru k tu ry  antygenow ej, bądź determ inując od­
powiednie m odyfikacje s tru k tu ry  drugo- i trzeciorzędowej. Podobne wnios­
ki w ynikają z wspom nianych już badań (101, 102) nad s tru k tu rą  białkową 
alloantygenów  H-2b i H-2d myszy. Porów nując skład am inokwasowy an ty ­
genu transplantacyjnego myszy, św inki m orskiej i człowieka widzimy, że 
zawartość leucyny, izoleucyny, fenyloalaniny i treoniny  w ykazuje na j­
m niejsze różnice m iędzygatunkowe. Trzy pierwsze am inokw asy m ają są­
dząc z tablicy T a n f o r d a  (43) wysoki współczynnik hydrofobowości.
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Największe różnice ilościowe dotyczą lizyny, proliny, seryny, tyrozyny
i m etioniny (patrz rysunek 1). Jeżeli przyjąć, że antygeny te stanow ią ho- 
mologi białkowe u badanych gatunków, to wielkość zespołów grup hydro­
fobowych zgodnie z poglądami G o l d s a c k a  (43) powinna być podob­
na, co zapewniałoby utrzym anie podobnej s tru k tu ry  III rzędowej i funkcji 
biologicznej. Przypuszczenie takie jest bardzo interesujące, zwłaszcza 
w świetle znanych podobieństw struk tura lnych  i funkcjonalnych an tyge­
nów błonowych.
A ntygen  0 . A ntygen 0  opisano jako antygen grasiczy w ystępujący w nor­
m alnej tkance myszy szczepu AKR (91, 92, 93). Dwie jego postacie izoanty- 
genowe 0-A K R  oraz 0-C3H eB /Fe znaleziono na powierzchni tymocytów. 
Szczególnie duże ilości antygenu 0  znajdują się w grasicy i w centralnym  
układzie nerwowym  osobników dojrzałych, a niewielkie ilości także w śle­
dzionie, węzłach chłonnych, w yrostku robaczkowym i płucach. Jak  już 
wspomniano, mózg płodów i noworodków do czwartego dnia życia zawiera 
m ałe ilości tego antygenu. Lokalizacja śródkomórkowa antygenu 0  jest 
podobna jak  alloantygenów typu H-2. Jednak w przeciw ieństw ie do nich, 
antygen 0  wykazano jedynie na powierzchni tymocytów, limfocytów i ko­
m órek siateczki (4). B o y  s e  i wsp. (14) sądzą, że antygen 0  jest zlokali­
zowany w ew nątrz s tru k tu ry  błony. Ponieważ żadna z badanych przez nich 
surowic nie ham uje całkowicie aktywności antygenu 0 , natom iast suro­
wica a n ty -0  blokuje system  TL i H-2(D) autorzy ci są zdania, że ilość 
antygenu 0  w błonie komórkowej jest większa niż innych antygenów blo­
kowanych przez przeciwciała.

Próby wyodrębnienia antygenu 0  przy pomocy m etod stosowanych 
w preparatyce innych antygenów błonowych, powodują jego inaktyw ację. 
Inaktyw uje go też ekstrakcja m ieszaniną chloroform :m etanol (2:1) co 
skłania do przypuszczenia, że antygen 0  ma charak ter lipoproteidu (92). 
Izoantygeny L y -A  i Ly-B .  B o y s e i wsp.' (12), opisali dwa układy izoan- 
tygenów w ystępujących na powierzchni błony limfocytów i tym ocytów 
myszy. Oznaczono je jako Ly-A i Ly-B (od ang. lymphocyte), a kontro lu ­
jące je loci jako Ly-A i Ly-B. Każdy locus składa się tylko z dwóch alleli 
(Ly-A .l i Ly-A.2 oraz Ly-B .l i Ly-B.2). A ntygeny Ly zostały w ykryte  
na powierzchni błony tymocytów a w mniejszej ilości na powierzchni 
limfocytów. P rekursory  szpikowe tych kom órek nie w ykazują obecności 
antygenów  Ly. Tym ocyty i lim focyty chim er poprom iennych w yka­
zują obecność antygenów powierzchniowych grup Ly-A, Ly-B i 0  daw ­
cy. Poziom antygenów Ly badano w różnych tkanach myszy. Jeżeli 
zawartość obu izoantygenów Ly-A i Ly-B w grasicy uznać za 100°/o, to 
w węzłach chłonnych w zależności od szczepu myszy i typu  izoantygenu 
znajduje się od 23 do 75°/o, w śledzionie od 8 do 52°/o, w szpiku kostnym  
od 1 do 5°/o, a tkanki centralnego układu nerwowego, płuc, w ątroby, nerek 
oraz czerwone ciałka krw i nie w ykazują obecności antygenów Ly.

Udział izoantygenów Ly-A i Ly-B w procesach odrzucania przeszcze­
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pu nie jest jeszcze ostatecznie udokum entowany, ponieważ jednak niezgod­
ność w zakresie obu układów powoduje powstawanie przeciwciał, B o y s e
1 wsp. (14) proponują, aby je  uznać jako antygeny zgodności tkankow ej. 
A ntygen  TL. A ntygen TL (ang. Thym us-leukaem ia) w ykryty  został w nor­
m alnej grasicy niektórych szczepów myszy oraz w kom órkach białaczko- 
w ych (13, 15). W stanie fizjologicznym w ystępuje on tylko w tymocytach. 
TL locus jest kompleksowy i determ inuje trzy  swoistości antygenow e TL.l,
2 i 3. Zlokalizowany jest on w sąsiedztwie końca D układu antygenów 
transplan tacyjnych  H-2. W tym ocytach myszy w ystępuje w jednej 
z trzech form fenotypowych jako TL — ; TL +  (TL.2); TL +  (TL. 1,2,3). Form a 
fenotypowa TL .l uważana jest za antygen swoisty białaczkowy (13, 26). 
Kom órki białaczkowe występować mogą zatem  w trzech form ach fenoty­
powych, a mianowicie: TL .l; TL. 1,2 lub TL. 1,2,3, w zależności od szczepu, 
z którego się wywodzą. Ponieważ białaczka może powstawać zarówno 
u osobników TL — , jak  i TL +  , D a v i e s  i wsp. (26) sądzą, że gen s tru k ­
tu ra lny  dla syntezy antygenu TL, w ystępuje u obu szczepów myszy. A nty­
gen jest w ytw arzany jednak tylko u szczepu TL +  , podczas gdy u szczepu 
TL — , gen struk tu ra lny  podlega represji.

W komórce antygen TL związany jest z frakcją lipoproteidową błon 
gdzie w ystępuje razem  z antygenam i typu H-2. Można go oczyścić i od­
dzielić od antygenu H-2 przez frakcjonow anie na kolum nie z Bio-Gel P 300 
a następnie na kolum nie z DEAE-Sephadex A-50 (26). D a v i e s  i wsp. 
(26) wyciągają stąd wniosek, że aktywność antygenów TL i H-2 zlokalizo­
w ana jest na odrębnych cząsteczkach. Ponieważ reprezentacja układu an ty ­
genowego H-2 na powierzchni tym ocytów jest związana z obecnością an ty ­
genów TL (jest ona większa u osobników TL — ) przypuszcza się, że istnieje 
współzależność chemiczna pomiędzy dwoma rodzajam i drobin o odm ien­
nych funkcjach biologicznych (26).

IV. Reprezentacja układów antygenowych na powierzchni komórki

Istnienie szeregu systemów antygenow ych na powierzchni błon zostało 
wykazane w różnych typach komórek przy pomocy m etod serologicznych
i biochemicznych. Z badań prowadzonych m etodą im m unofluorescencji 
można wnosić, że poszczególne alloantygeny uform owane są w postaci od­
rębnych skupisk, bądź też w ystępują w form ie rozproszonej na całej po­
wierzchni kom órki (21, 34). Dokładniejszą lokalizację umożliwiło dopiero 
zastosowanie znakowanych ferry tyną  przeciwciał do badań w mikroskopie 
elektronowym . M etoda ta nasuwa jednak szereg zastrzeżeń.

Sprzęganie przeciwciał z ferry tyną  dokonuje się przy współudziale 
dwuwartościowych chemicznych ,,couplerów”, którym i są najczęściej dwu- 
izocyjanian m etaksylenu, tolueono-2,4-dwuizocyjanian lub p,p’-m ,m ’-dw u- 
nitro-dw ufenylo sulfonian. Związki te  niezależnie od znacznej denaturacji
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przeciwciał wywoływanej podczas sprzęgania, m ają ponadto zdolność w ią­
zania się w wielu punktach cząsteczki białka tworząc agregaty dwóch lub 
więcej drobin. Wysoce heterogenny produkt, wymaga oczyszczania, które 
w dalszym ciągu obniża aktywność przeciwciał. W mikroskopie e lektro­
nowym obserw uje się ostatecznie szereg w arstw  cząstek ferry tyny  w rejo ­
nie antygenu, co zaciemnia subtelną mozaikę m akrom olekularnego utkania 
błony. M odyfikacją tej bezpośredniej m etody jest opracowana przez 
H a m m e r l i n g a  i wsp. (49) tak  zwana m etoda pośrednia. W ynik re ­
akcji zależy tu ta j nie od kowalencyjnego wiązania ferry tyny  z globuliną, 
lecz od swoistych wiązań typu antygen-przeciw ciało pomiędzy ferry tyną
i globuliną anty-ferrytynow ą. W ykazanie produktu  reakcji w m ikroskopie 
elektronow ym  wym aga stworzenia dwuw artościowych przeciwciał hybry ­
dów an ty -ferry tyna  i an ty  y -G oraz wstępnego „uczulenia” badanych ko­
m órek przeciwciałam i nieznakowanymi. Tą m etodą uzyskuje się znacznie 
subtelniejsze jednow arstwowe wyznakowanie badanych antygenów, przy 
czym wyznacznikiem  może być nie tylko ferry tyną, ale także niektóre w i­
rusy roślinne (3).

Niezależnie od swych wad m etody oparte na sprzęganiu przeciwciał 
z ferry tyną  pozwoliły ustalić szereg różnic w strukturze antygenow ej ko­
mórek.

Na powierzchni limfocytów w ykryto do tej pory alloantygeny pięciu 
układów antygenowych: H-2, 0 , MSLA, Ly-A i Ly-B. A o k i i wsp. (4) 
m etodą bezpośrednią i pośrednią znakowania przeciwciał ferry tyną  zba­
dali lokalizację alloantygenów układów H-2, 0  i TL na powierzchni lim ­
focytów, tymocytów i innych komórek układu siateczkowo-śródbłonkowe- 
go. Używane surowice zawierały przeciwciała skierowane przeciwko kilku 
swoistościom badanych układów antygenow ych. W szystkie surowice da­
wały podobny obraz z odpowiednimi fenotypowo limfocytami. W obsza­
rach dla układu H-2 drobiny ferry tyny  odnajdywano na m niejszych lub 
większych obszarach błony komórkowej m ałych i dużych limfocytów, przy 
czym te ostatnie były intensyw niej wyznakowane. Ogólną powierzchnię 
wyznakowaną ocenić można na 85 do 90‘°/o. Antygen 0  zajm uje tylko nie­
wielkie odcinki błony limfocytów.

W yniki te różnią się od wcześniejszych badań D a v i s a  i S i 1 v e r - 
m a n a  (28), którzy stw ierdzali jednolite i równom ierne rozmieszczenie 
ferry tyny  na całej powierzchni lim focytu.

Rozmieszczenie alloantygenów na powierzchni tym ocytów jest inne 
niż na limfocytach. C harakterystyczne jest, że obszar w yznakowany fe rry ­
tyną dla antygenów H-2 stanowi zaledwie około 10°/o, natom iast obszar 
zajęty  przez układ 0  wynosi ponad 50'°/o powierzchni tymocytów. N aj­
m niejszy obszar zajm uje układ TL. Ogranicza się on do jednego lub kilku 
m ałych odcinków reprezentujących około 5'°/o powierzchni kom órki (4).

Zawartość antygenów układu 0 , Ly-A oraz antygenu MSLA oznaczoną 
na podstawie pojemności absorpcyjnej limfocytów wyrażono w wartościach
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względnych w stosunku do pojemności absorbcyjnej tym ocytów (111). 
Przyjm ując jako 100 procent zawartość antygenu 0-C3H  w tym ocytach 
m yszy szczepu BALB, w lim focytach węzłów chłonnych stw ierdzono 25'%, 
a w lim focytach krw i obwodowej 19°/o. W analogicznych kom órkach za­
wartość antygenu Ly-A.2 wynosi 66l0/o i 68°/o oraz antygenu MSLA odpo­
wiednio 46% i 32% (111).

Odm ienną stru k tu rę  antygenow ą przedstaw ia powierzchnia kom órek 
plazm atycznych. Komórki te nie posiadają antygenów charakterystycznych 
dla limfocytów (88). T a k a h a s h i  i wsp. (111) przy pomocy testu  ab- 
sorbcyjnego z odpowiednimi antysurow icam i w ykazali brak  antygenów 
0-C3H, Ly-A.2, MSLA, TL i Ly-B na powierzchni praw idłowych kom órek 
plazm atycznych oraz kom órek szpiczaka MOPC-70A, MOPC-104E i MPC- 
67. Natom iast surowica DBA/2 an ty  MOPC-70A wykazywała właściwości 
cytotoksyczne jedynie w stosunku do komórek w spom nianych wyżej 
trzech linii szpiczaka myszy, a nie wykazywała tych właściwości w sto­
sunku do limfocytów, tym ocytów i kom órek śledziony, a także komórek 
białaczkowych w ykazujących obecność antygenów G, FMR, ML, E i TL. 
Swoisty antygen błonowy odpowiedzialny za efekt cytotoksyczny z tą  su­
rowicą obecny jest na powierzchni różnych badanych linii szpiczaków m y­
szy i praw idłowych komórek plazm atycznych, a także w homogenacie w ą t­
roby, nerki i mózgu oraz w kom órkach śledziony (111). A ntygen ten  został 
określony symbolem PC .l (od ang. plasma celi).

Na powierzchni praw idłowych komórek plazm atycznych rozpoznano 
dotąd tylko dwa układy antygenowe: H-2 i PC .l. Reprezentacja układu 
H-2 na powierzchni tych kom órek sądząc na podstawie kinetyki testu  cy- 
totoksycznego jest tego rzędu co u tym ocytów (111). Jednakże badania 
w m ikroskopie elektronow ym  w skazują na znacznie większą reprezentację 
H-2, przypom inającą raczej sytuację w lim focytach (4). R eprezentacja an­
tygenu PC .l na powierzchni kom órek plazm atycznych obecnie nie jest 
jeszcze znana.

S truk tu rę  antygenow ą innych kom órek wolnożyjących badano jedynie 
fragm entarycznie. A o k a i wsp. (4), którzy jak  dotąd przedstaw ili n a j­
obszerniejszą dokum entację uważają, że reprezentacja układu H-2 jest na j­
obfitsza na powierzchni kom órek siateczki, a najm niejsza na m akrofagach
i czerwonych ciałkach krwi. Reprezentację szeregu badanych układów an­
tygenowych na powierzchni niektórych kom órek ilustru je  tablica 2, sporzą­
dzona na podstawie wyników badań A o k i i wsp. (4), T a k a h a s h i
i wsp. (111) oraz D a v i s a  i S i l v e r m a n a  (28).

Rozmieszczenie poszczególnych układów antygenow ych na powierzchni 
kom órek można badać także przy pomocy metod serologicznych w oparciu
o tak  zwany test blokowania (14, 23). Metoda opiera się na spostrzeżeniu, 
że jeżeli dwa antygeny są wystarczająco blisko siebie zlokalizowane na 
powierzchni błony, to absorbcja przeciwciał przez jeden z nich zmniejsza

http://rcin.org.pl



[1 9 ] BU D O W A  A N TY G E N O W A  BŁO N 2 6 7

absorbcję drugiego. Procent obniżenia zdolności absorbcyjnej można obli­
czyć według wzoru (14):

n [tymocyty blokowane]—n[tymocyty kontrolne] 
n [tymocyty blokowane] x

M etoda ta pozwala nie tylko zlokalizować antygen na powierzchni błony, 
ale także w przypadku kilku antygenów określić ich pozycję względem 
siebie.

C r e s s w e l l  i S a n d e r s o n  (23) stw ierdzili tą metodą, że izoanty- 
geny układu H-2 o odm iennych swoistościach, są zlokalizowane tak  blisko 
siebie, że wiązanie się z przeciwciałam i jednego z nich stw arza zawadę 
przestrzenną ham ującą absorbcję drugiego. Odległość między tym i an ty ­
genam i jest więc równa lub m niejsza od rozmiarów drobiny IgG.

B o y s e  i w s p .  (14) zastosowali test blokowania do lokalizacji na po­
w ierzchni tymocytów pięciu układów alloantygenowych: H-2, 0 , Ly-A, 
Ly-B oraz TL. Stw ierdzili oni, że antygeny determ inow ane przez parę al- 
leli, zajm ują najbliższą względem siebie pozycję. Oceniając procent blo­
kowania przeciwciał skierowanych przeciw poszczególnym antygenom  
wykazali też, że badane system y alloantygenowe można podzielić na dwie 
grupy: pierwszą obejm ującą alloantygeny TL.3; TL.2; TL .l; H-2(D) i Ly-B 
oraz drugą grupę zaw ierającą Ly-A i H-2(K). W obu przypadkach kolej­
ność antygenów ustalono na podstawie braku  kom petycji pomiędzy H-2(D)
i H-2(K), TL .l i TL.3 itd.

Jak  wspomniano wcześniej, antygen 0  nie jest blokowany przez żadne 
przeciwciało, natom iast surowica a n ty -0  blokuje antygeny TL.2; TL.l; 
H-2(D); Ly-B i Ly-A. Pozwala to przypuszczać, że ilość antygenu 0  w ko­
mórce jest większa od ilości antygenów blokowanych. Jeżeli antygen 0  
jest zlokalizowany w części w ew nętrznej jednostki s truk tu ra lnej błony, to 
przypuszczalna kolejność na błonie przedstaw ia się następująco (14):

0 0 0 0 0 0 

T L .3 TL.2 ^  T L .l <±  H-2(D) Ly-B  L y-A  H -2(K )

V. Inne antygeny błonowe

Badania s tru k tu ry  błon komórkowych w ostatnich latach osiągnęły 
znaczny postęp ze względu na opracowanie nowych m etod wyodrębniania 
składnika białkowego.

W 1968 r. N e v i l l e  (83) stosując ekstrakcję do 1 mM roztw oru EDTA 
w pH obojętnym  izolował z frakcji błon kom órek w ątrobow ych antygen 
stanowiący około 10% całkowitej zawartości białka. W rozdziale elektro- 
foretycznym  w 5M moczniku w pH  2,7 białko to wykazywało ruchliwość 
o R f  — 0,18. To swoiste narządowe białko jest związane jedynie z frakcją 
błon komórek wątrobowych. Porównawcze badania immunologiczne po­
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tw ierdziły obecność podobnego antygenu w błonach komórek w ątrobo­
wych myszy, szczura i świnki m orskiej. W procesie ontogenezy białko to 
pojawia się dopiero w drugiej połowie życia płodowego.

W tym  samym czasie M a r c h e s i  i wsp. (76) z błon czerwonych cia­
łek krw i w ypreparow ali białko, k tóre nazwali „Spectrin”. Białko to na­
stępnie wydzielono również z błon erytrocytów  świnki m orskiej, konia, 
owcy, królika i człowieka.

W roztworach soli spektrina  polim eryzuje, tworząc dwie główne form y 
agregatów o stałej sedym entacji S 20w =  8 i 11, a w roztworze 6M guani­
dyny dysocjuje na podjednostki o współczynniku sedym entacji 1,9S. Cię­
żar cząsteczkowy podjednostki obliczono na 140 000— 150 000. Głównymi 
am inokwasami są: kwas glutam inow y (20,5 |liM'0/o), leucyna (12,4 m-M°/o) 
oraz kwas asparaginowy (10,9 ^M'%). Spektrina  w błonie czerwonych ciałek 
stanowi około 20'°/o całkowitej zawartości białka. W teście dyfuzji podwój­
nej białko to tworzy jedno pasmo precypitacji z homologiczną surowicą 
odpornościową. Spektriny  z błon krw inek czerwonych różnych gatunków 
ssaków wykazują częściowe podobieństwo immunologiczne. Badania im ­
munologiczne i elektrono-m ikroskopowe wskazują, że spektrina  znajduje 
się po w ew nętrznej stronie błony gdzie prawdopodobnie tworzy włóknistą 
sieć (112).

F u r t h m a y r  i T i m p l  (38) podobną m etodą jak  M a r c h e s i  (76) 
otrzym ali z błon erytrocytów  wołu, owcy i człowieka białko struk tu ra lne
o bardzo zbliżonej charakterystyce do spektriny. Białko to nie zawiera 
kwasu sialowego ani lipidów, a jego ciężar cząsteczkowy wynosi około 
190 000 do 210 000. Podobnie jak spektrina, białko to jest prawdopodobnie 
zlokalizowane w głębszych w arstw ach s tru k tu ry  błony erytrocytów  (38).

Białko o podobnej charakterystyce do spektriny  zaw arte jest praw do­
podobnie również we frakcji błon retikulum  endoplazmatycznego homoge- 
natu  w ątroby szczura (97).

Istn ieje  szereg danych w literaturze donoszących o wyizolowaniu an ty ­
genów swoistych pod względem narządowym  jak  i śródkomórkowym. 
E d i n g t o n i wsp. (33) otrzym ali dwa typy antygenów swoistych zwią­
zanych z błonami komórek nabłonkowych nerki. Jeden z nich oznaczony 
jako RTE-3 jest lipoproteidem  o współczynniku sedym entacji S20w =  28. 
Drugi antygen o współczynniku sedym entacji 9,8S jest białkiem  im m uno- 
gennym  ale w stanie fizjologicznym w ystępuje w form ie zamaskowanej. 
Pojawia się on w surowicy krw i w przypadkach uszkodzenia nabłonków 
nerkowych. Opisano także antygeny swoiste w ystępujące w tarczycy (34), 
w nabłonku jelita  (41) oraz w grasicy (22, 98). Wiele prac poświęcono ana­
lizie immunologicznej s tru k tu r błonowych uzyskanych z frakcji retiku lum  
endoplazmatycznego. Jako jedni z pierwszych przeprowadzili analizę frak ­
cji mikrosomów uzyskanych z wątroby, śledziony i węzłów chłonnych 
W h i t b e c k  i R o s e n b e r g  (116). Stwierdzili oni w badanych frak ­
cjach obecność antygenu Forssm ana. L u n d k v i s t  i wsp. (72) oraz

http://rcin.org.pl



[21] BU D O W A  A N TY G EN O W A  BŁO N 269

R o s s o w s k i  (96) badali przy pomocy m etod immunologicznych kompo­
nent białkowy błon endoplazmatycznego retikulum  komórek wątrobowych. 
Stwierdzono, że w czasie ontogenezy ilość antygenów białkowych oraz 
lipoproteidowych charakterystycznych dla osobnika dojrzałego zwiększa się 
z 6 do 14, w szczególności zlokalizowane w strefach a -l, a-2 i (3-1 globulin. 
R a f t e l l  i P e r l m a n  (90) stw ierdzili we frakcji błon gładkich m ikro- 
somowych nie wiążących się z jonam i magnezu obecność dwóch swoistych 
antygenów, które wykazać można już drugiego dnia po urodzeniu. Jeden 
z antygenów wykazywał aktywność nukleotydo-dwufosfatazy. Frakcja 
gładkich błon m ikrosomowych wiążących jony magnezu oraz frakcja błon 
szorstkich w ykazuje obecność wielu antygenów wspólnych przy czym je­
den z nich jest swoisty dla tych frakcji.

Analizując struk tu rę  błon kom órkowych należy mieć na uwadze sub­
stancje, których obecność na powierzchni komórek związana jest z ich swo­
istą fizjologiczną funkcją. Substancjam i takim i są imm unoglobuliny (69,
89) oraz białko aktynopodobne (46).

Obecność aktyw nych determ inantów  imm unoglobulin na powierzchni 
żywych limfocytów w ykazali przy pomocy odczynu im m unofluorescencyj- 
nego R a f f i wsp. (89). Dodatni odczyn w ystępuje w postaci „czapy” obej­
m ującej 1/3 do 1/5 powierzchni komórki. Pochodzenie imm unoglobulin na 
powierzchni limfocytów nie jest wiadome. Przypuszcza się, że są one w y­
tw arzane przez te  same kom órki na powierzchni których w ystępują (89). 
W stępne doświadczenia w skazują także, że im m unoglobuliny odnajdyw ane 
na powierzchni w szystkich badanych do tej pory kom órek należą do jed ­
nej klasy. Ponieważ są one blokowane przez przeciwciała anty-kappa moż­
na przypuszczać na podstawie badań L e s l e y a  i D u t t o n a  (69), że 
omawiane receptory immunoglobinowe zaw ierają łańcuch lekki typu kappa. 
Ogólnie przyjm uje się, że im m unoglobuliny te zlokalizowane są na po­
wierzchni kom órek biorących udział w procesach odpowiedzi im m unolo­
gicznej i w arunkują  swoiste rozpoznanie antygenu (69). Odrębną funkcję 
spełnia substancja aktynopodobna w ystępująca na powierzchni niektórych 
typów kom órek (fibroblasty tkanki łącznej i trom bocyty, oraz komórki 
mięśni i w ątroby płodów). Białko to ma odgrywać pewną rolę w procesach 
adhezji (46).

VI. Uwagi końcowe

W świetle obecnych wyników badań, w s truk tu rę  m olekularną błon 
wbudowane są zarówno antygeny charakterystyczne dla form dojrzałych, 
których receptory w w arunkach praw idłowych tworzą w arstw ę percep- 
cyjno-reaktyw ną na powierzchni błon, jak  również antygeny „nieczynne” 
w dojrzałych form ach komórkowych, których receptory zostały zabloko-
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wane na określonych etapach różnicowania. Receptory tych antygenów  
mogą zostać ujaw nione wówczas, gdy w w arunkach in vivo m echanizm y 
kontroli genetycznej zostaną zmodyfikowane na przykład w procesie tran s­
form acji nowotworowej, lub w w yniku działania kancerogenów chemicz­
nych. W tych przypadkach dochodzi do zmiany m etabolizm u komórek, 
a następnie w zrostu przepuszczalności ich błony (1). Istnieje pogląd, że 
właśnie lizosomalne proteazy są czynnikiem  m odyfikującym  s tru k tu rę  an­
tygenową błon, podobnie jak  to ma miejsce w w arunkach in vitro  (1, 17). 
Zmieniona s truk tu ra  w arstw y percepcyjno-reaktyw nej błon byłaby zatem  
odpowiedzialna za zmienione cechy komórek, to jest szybki wzrost, proli­
ferację, zanik zdolności adhezji (17). Tak więc, zmieniona konform acja bło­
ny lub jej poszczególnych białek stałaby się genetycznie określonym  sku t­
kiem i przyczyną zjawisk różnicowania i odróżnicowywania komórki.

W m iarę postępu procesów dojrzewania w zrasta ilość wykrywalnycH 
system ów antygenów  transplantacyjnych. Stanowi to dodatkową barierę 
zabezpieczającą swoistość kom órek i tkanek. Mnogość odrębnych cech ko­
dowanych przez system  genetyczny HL-A człowieka nie jest jeszcze po­
znana. K i s s m e y e r - N i e l s e n  i wsp. (60) wyznaczyli 1596 odm ien­
nych HL-A genotypów. Jest to jednak prawdopodobnie najniższa możliwa 
wartość. Przypuszczać bowiem należy, że ilość odrębnych cech genotypo­
wych jest niezwykle wysoka (2). Stanowią one skuteczne, jak  dotąd, za­
bezpieczenie odrębności jednostki biologicznej.

Szczególnie szybki rozwój badań w ostatnich latach nad stru k tu rą  
antygenow ą błon oraz nad stru k tu rą  poszczególnych antygenów, świadczy
o wadze omawianego zagadnienia, którego rezu lta ty  mogą znaleźć p rak ­
tyczne zastosowanie między innym i w onkologii oraz w nauce o przesz­
czepach.
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TERESA S A W IC K A  *, AN D RZEJ PIASEK  **

Heteropolisacharydy zwierzęcych błon komórkowych 

Heteropolisaccharides of Plasma Membranes

Som e p ro p e rtie s  of g lycolip ids an d  g lycopro te ins of m am m alian  celi su rfaces a re  
rev iew ed .

Przez szereg lat u trzym yw ał się w biologii pogląd o wyłącznie lipopro- 
teidowej s truk tu rze  błon kom órek zwierzęcych. Obecnie przyjm uje się za 
udowodnione, że na powierzchni wszystkich rodzajów kom órek zwierzę­
cych w ystępują również węglowodany (68). Mimo to, żadna z teorii doty­
czących s tru k tu ry  błon kom órkowych dotychczas nie uwzględniła współ­
uczestniczenia kompleksów węglowodanowych.

Badania immunochemiczne wskazują na specyficzną rolę jaką odgrywa 
kom ponent cukrowy w ystępujący na powierzchni komórek. Specyficzność 
ta, w yrażająca się we w zajem nym  oddziaływaniu m iędzykomórkowym jak 
selektyw ne nagrom adzanie się określonego typu kom órek w miejscach za­
każenia, w yodrębnianie się kom órek tego samego typu z m ieszaniny lub 
„sam orozpoznawanie” się kom órek w wyniku reakcji immunologicznych, 
jest prawodopodobnie w ynikiem  charakterystycznej s tru k tu ry  antygeno­
wej błon komórkowych, rozpoznawanej przez kom plem entarne m iejsca in­
nych kom órek lub związków wielkocząsteczkowych. Ustalenie chemicznej 
s tru k tu ry  związków determ inujących specyficzność kom órek oraz w yjaś­
nienie mechanizmów reakcji prowadzących do ich biosyntezy może w przy­
szłości pozwolić na regulowanie tych procesów w pożądanym im m unolo­
gicznie kierunku.

Ogólne dane dotyczące charakterystyki składników cukrowych zwierzę­
cych glikoproteidów i glikolipidów oraz niektóre drogi ich m etabolizm u 
zostały przedstaw ione uprzednio w niniejszym  czasopismie (14, 76, 91). 
Omówienie swoistości immunologicznej glikolipidów i glikoproteidów sub­
stancji grupowych krw i układu ABO może czytelnik znaleźć w artykule

* D r, In s ty tu t  B iochem ii i B iofizyki, P o lsk a  A kadem ia  N auk , W arszaw a.
** M gr, In s ty tu t  H em ato log ii, Z ak ład  B iochem ii, W arszaw a.

W ykaz sto sow anych  sk ró tów : G al — g a lak to za , G ik  — glukoza, G alN A c — N -ace- 
ty loga lak tozoam ina , GINAc — N -ace ty log lukozoam ina , N AN  — N -ace ty lo n eu ram in o w y  
kw as, F u k  — fukoza.

6*
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przeglądow ym  K o ś c i e l a k a  (56). In tencją niniejszego artyku łu  jest 
przedstaw ienie nielicznych jeszcze danych, bezpośrednio dotyczących w y­
stępowania, funkcji i niektórych mechanizmów regulujących biosyntezę 
heteropolisacharydów  (glikolipidy, glikoproteidy) będących kom ponentam i 
zew nętrznych błon cytoplazm atycznych komórek zwierzęcych.

I. Występowanie i funkcja

Pierw sze dane o występow aniu kom ponentu węglowodanowego na po­
w ierzchni kom órek zwierzęcych pochodzą z prac C h a m b e r s a (8, 9). 
Cham bers posługując się m etodam i histochemicznym i zaobserwował w y­
stępow anie jeszcze jednej w arstw y, poza lipoproteidową, okryw ającej bło­
ny kom órkowe jaj pewnych bezkręgowców i pierwotniaków. Późniejsze 
badania potw ierdziły te  dane (67, 72, 79, 80), nie uogólniano ich jednak 
w stosunku do kom órek zwierząt wyższych. Prace G a s i c a i wsp. (24, 
25) dostarczyły w 1962 roku pierwszych bezpośrednich danych histoche- 
micznych, świadczących o w ystępowaniu na powierzchni kom órek ssaków 
zew nętrznej otoczki bogatej w węglowodany. Ponieważ prace te dotyczyły 
wyłącznie kom órek raka wysiękowego Ehrlicha przypuszczano, że obec­
ność węglowodanów w błonie komórkowej jest cechą towarzyszącą nowo- 
tworzeniu. Dopiero R a m b o u r g  i wsp. (79, 80), którzy badali 50 róż­
nych typów kom órek szczura wykazali na powierzchni komórek obecność 
w arstw y bogatej w węglowodany (ang. celi coat), co stanowi cechę wspól­
ną dla praw ie wszystkich komórek ssaków. Badania histochemiczne i bio­
chemiczne wykazały, że w skład błon komórek norm alnych i nowotworo­
wych wchodzą kom pleksy heteropolisacharydowe o charakterze zarówno 
glikoproteidowym  jak  i glikolipidowym (4, 36, 37, 55, 59, 82). Rozwój tech­
nik badawczych pozwalających na izolowanie błon kom órkowych lub ich 
fragm entów  otwiera możliwości prowadzenia badań w szerszym zakresie. 
Dotychczas są to jednak badania fragm entaryczne. D o d d  i G r e y  (18), 
S t a h l  i T r a m s  (98) oraz R a y i wsp. (88) otrzym ali niew ielkie ilości 
glikolipidów (około 6%  m ateria łu  lipidowego) z zew nętrznych błon kom ór­
kowych wyizolowanych z w ątroby szczura. A utorzy stw ierdzili, że w skład 
frakcji glikolipidowej wchodzą pochodne acylowanej sfingozyny — cera- 
midu. K 1 e n k (46), R a p p o r t  i wsp. (83), oraz Y a m a k a w a  i S u ­
z u k i  (115) ustalili s truk tu rę  szeregu prostych glikolipidów w ystępują­
cych w błonach kom órek pochodzących z różnych źródeł. Stw ierdzili oni, 
że w błonach komórkowych erytrocytów  oraz kom órek z tkanek nowotwo­
row ych i norm alnych (nerka, wątroba) w ystępują następujące glikosfingo- 
lipidy: glukozyloceramid, galaktozylo-glukozyloceram id (laktoceramid), 
galaktozylo-galaktozylo-glukozyloceram id, N-acetylogalaktozam inylo-ga- 
laktozylo-galaktozylo-glukozyloceram id (globozyd), N -acetyloneuram iny-
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lo-galaktozylo-glukozyloceram id (hematozyd). We wszystkich w ym ienio­
nych związkach łańcuch oligosacharydowy (lub monosacharyd) połączony 
jest wiązaniem  glikozydowym między glukozą i pierwszym  węglem  sfin- 
gozyny. Z błon komórkowych tkanek nowotworowych R a p p o r t  i wsp. 
(86, 87) w yodrębnili glikosfingolipid w ykazujący właściwości antygenow e
i nazwali go cytolipiną H. Okazało się, że cytolipina H ma budowę lakto- 
ceram idu. W kilka lat później R a p p o r t  i wsp. (84) otrzym ali z tkanki 
nerkow ej człowieka tzw. cytolipinę K, o struk tu rze identycznej ze s tru k ­
tu rą  globozydu.

H a k o m o r i  i wsp. (32, 35, 36) dostarczyli danych świadczących
o różnicach w zajem nych stosunków ilościowych i budowy antygenów  gli- 
kolipidowych z błon kom órek nowotworowych i norm alnych. W procesie 
nowotworzenia wywołanego sztucznie przez transform ację fibroblastów  
chomika w irusem  polyoma, wraz ze zmianą własności antygenow ych tra n s­
form owanych fibroblastów zaobserwowano zm niejszanie się zawartości N- 
-acetylogalaktozoam iny (GalNAc), fukozy (Fuk), N-acetyloglukozoam iny 
(GINAc), m annozy i kwasu sialowego (NAN) (4, 37). Badania porów naw ­
cze wykazały, że błony nowotworowych fibroblastów zaw ierają pięciokrot­
nie m niej hem atozydu i dziesięciokrotnie więcej laktoceram idu niż błony 
fibroblastów norm alnych. H a k o m o r i  i wsp. (32, 35) wyizolowali z ludz­
kich tkanek rakow ych glikolipidy o rozbudowanym  łańcuchu oligosachary-

G al(l-*3)G lkN A c(l-> -3)G al(l-H )G lk(l-> l)ceram id
4
t
1
F u k

I
Fuk(l->2)G al(l-»3)G lkN A c(l—>3)Gal(l->4)Glk->ceramid 

4
t
1
F u k

n
Fuk(l-»2 )G al(l—>3)GlkNAc(l->3)Gal—K jlkN A c(l—»3)Gal(l—>4)Glk ceram id 

4
t
1
F u k

ni
Schem at 1. S tru k tu ra  su b s tan c ji g rupow ych  Lea (I) (33) i Le*> (II, III) (32) z ludzk iego

g ru czo lak o rak a  żo łądka

dowym (34), których skład i s tru k tu rę  przedstaw ia schem at 1. Glikolipidy 
te  wykazywały specyficzność antygenow ą substancji grupowych krw i typu 
Lea (I) i Leb (II i III). Nagromadzanie się sfingolipidów o aktyw ności g ru ­
powej Lea przy równoczesnej delecji haptenów A i B zaobserwowano 
w wielu ludzkich tkankach nowotworowych (43, 85, 101).

Funkcje antygenow e tkanek mogą być uzależnione od w ystępow ania
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na powierzchni błon komórkowych nie tylko glikolipidów, lecz również 
glikoproteidów (66). N a t h e n s o n  i wsp. (75), prowadząc badania nad 
„antygenem  przeszczepialności” wyizolowanym  z kom órek śledziony m y­
szy, uwalniali z błon działaniem  papainy rozpuszczalne fragm enty gliko- 
proteidowe. M ateriał oczyszczano za pomocą chrom atografii na CM-Sepha- 
dex, D EAE-Sephadex  oraz elektroforezy krążkow ej na żelu. Jednorodny 
elektroforetycznie m ateriał zawierał 85'% białek i 15% węglowodanów.

Szersze omówienie zagadnień związanych z antygenam i transp lan ta­
cyjnym i można znaleźć w artykule  R o s s o w s k i e g o  (90) w niniejszym  
czasopismie.

Dotychczasowa wiedza na tem at chemicznego składu i s tru k tu ry  węglo­
wodanowego kom ponentu zew nętrznych błon komórkowych dotyczy głów­
nie erytrocytów . Przyczyniły się do tego badania nad występowaniem
i s tru k tu rą  glikolipidów i glikoproteidów będących nośnikam i specyficz­
nej aktyw ności grupowej krwi. Ustalono, że charakter antygenow y nadaje 
substancjom  grupowym  kom ponent węglowodanowy (106). Obserwowaną 
aktywność grupową erytrocytów  wiązano z identyczną serologicznie ak ­
tywnością grupową glikoproteidów w ystępujących w płynach ustrojowych. 
Łatwość otrzym ania glikoproteidowych substancji grupowych z płynów 
ustrojow ych pozwoliła na ustalenie s tru k tu ry  łańcuchów węglowodano­
wych w arunkujących specyficzność serologiczną (schemat 2). Składnik w ę­
glowodanowy tych glikoproteidów jest połączony z polipeptydem  wiąza­
niem  glikozydowym między N-acetyloglukozoam iną a seryną lub treoniną.

Z błon kom órkowych erytrocytów  ludzkich grupy A i B wyizolowano 
glikolipidy wykazujące aktywność grupow ą (38, 53, 54, 55). Stwierdzono,

0

Schem at 2. S tru k tu ra  łańcuchów  o ligosacharydow ych  su b s tan c ji g ru pow ych  (106)
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że w błonach erytrocytów  grupy B w ystępują dwa aktyw ne im m unolo­
gicznie glikolipidy różniące się ilościowym składem  reszt cukrowych (fu- 
koza, galaktoza, N-acetyloglukozoamina i glukoza) (38). Z erytrocytów  g ru ­
py A wyizolowano trzy aktyw ne grupowo glikolipidy, k tórych kom ponent 
węglowodanowy zbudowany jes t z N-acetylogalaktozoaminy, N -acetylo- 
glukozoam iny, fukozy, galaktozy i glukozy (38, 58), w ystępujących w róż­
nych stosunkach ilościowych. Oprócz cukrów substancje te zaw ierają am i- 
noalkohol (sfingozynę) i kwasy tłuszczowe. S truk tu ry  dwóch z wyżej w y­
m ienionych glikolipidów zostały ustalone przez K o ś c i e l a k a  i wsp. 
(58). (schemat 3).

G alN A c(l—>3)Gal(l—>?)GlkNAc(l—»3)G al(l->?)Glk—>ceramid
9
t
1
F u k

G alN A c(l-»3)G al(l-»?)G lkN A c(l->3)G al(l-»3)G al(l-»?)
?
■f G ik -»ceram id
1
F u k

Schem at 3. S tru k tu ra  g liko lip idow ych  su b s tan c ji g rupow ych  o ak tyw nośc i A (58)

G a r d a s  i K o ś c i e l a k  (23) wykazali, że aktywność grupowa ludz­
kich erytrocytów  jest związana z występowaniem  w błonach tych  kom órek 
zarówno glikolipidów jak  i „glikoproteidów”. Obecność glikoproteidów 
skorelowana jest z występowaniem  tych substancji w płynach ustrojowych. 
W przypadku osobników zw anych „niewydzielaczam i” (brak substancji 
grupowych w płynach ustrojowych) aktywność grupową błon w arunkują  
wyłącznie glikolipidy (23, 33). Spraw ą otw artą jest budowa substancji g ru ­
powej H (grupa krw i 0) pochodzącej z erytrocytów  ludzkich. Dotychczas 
nie udało się wyizolować glikolipidu o aktyw ności H z krw inek. Przypusz­
cza się, że substancja ta  m a glikoproteidowy charakter (57). G likoprotei- 
dowy charak ter m ają również substancje grupowe M i N.

Z błon kom órkowych pod w pływ em  działania enzymów proteolitycz­
nych uw alnia się wiele glikoproteidów różniących się w yraźnie zawartością 
cukrów i rozpuszczalnością w wodzie (2, 12, 63, 65). Spośród nich ak tyw ­
ność grupową M i N w ykazują rozpuszczalne w wodzie glikoproteidy o du­
żej zawartości cukrów i kw asu sialowego (89). Masę tych glikoproteidów 
ocenia się na około 30 000 (42, 73, 111). Związki te  w roztw orach w odnych 
łatwo ulegają agregacji. Spowodowane to jest niesym etrycznym  rozmiesz­
czeniem hydrofilnych łańcuchów oligosacharydowych wzdłuż hydrofobo­
wego łańcucha peptydowego (73, 112). Skład chemiczny łańcuchów oligo­
sacharydowych przedstaw ia się następująco: 23 cząsteczki galaktozy, 
4 mannozy, 2 fukozy, 9 N-acetylo-glukozoam iny, 18 N-acetylo-galaktozo- 
aminy, 28 reszt kwasu N-acetyloneuram inow ego oraz 105 aminokwasów
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(20, 21, 111). Ogólnie przyjm uje się, że aktywność imm unologiczna zwią­
zana jest z w ystępowaniem  kwasu sialowego w tych związkach. U h l e n -  
b r u c k  i K r u p ę  (104) sugerują, że obserwowane różnice w reakcjach 
serologicznych glikoproteidów M i N są spowodowane jedynie innym  
m iejscem  przyłączenia kwasu sialowego do poprzedzającej go reszty  cu- 
krowcowej. G likoproteidy M i N zaw ierają dwa rodzaje łańcuchów oligo- 
sacharydowych różniących się ilością i składem  reszt cukrowcowych (103, 
111). Łańcuchy krótkie zbudowane są z galaktozy, N -acetylo-galaktozo- 
am iny i dwóch reszt kwasu sialowego, zaś łańcuchy długie posiadają kwas 
neuram inow y, fukozę, 2 cząsteczki galaktozy, 2 m annozy i 4 cząsteczki 
glukozoaminy. W ydaje się, że łańcuchy długie powodują występow anie 
aktyw ności M i N (111).

Badania prowadzone w różnych laboratoriach dostarczyły danych w ska­
zujących, że kwas sialowy w arunkuje  również antygenow y charak ter sub­
stancji Rh0(D) — jednego ze składników złożonego system u Rh (16). D o d d
i wsp. (18) na podstawie hamowania aglutynacji surowicą an ty  Rh0(D) 
przez gangliozydy zaproponowali s tru k tu rę  części węglowodanowej tego 
antygenu przedstaw ioną na schemacie 4.

G al(l-»3)G alN A c(l-»4)G al—C er 
3
t
2

NAN(2-8)NAN
S ch em at 4. S tru k tu ra  k o m ponen tu  w ęglow odanow ego an ty g en u  R h0 (16)

Proponowana stru k tu ra  jest bardzo hipotetyczna. Dotychczas nie udało 
się wyizolować ani też określić typu związku charakteryzującego się ak ­
tywnością Rh. Rozbicie błony komórkowej na frakcje lipidową i glikopro- 
teidową powoduje u tra tę  tej cechy (30). Ostatnio G r e e n o w i  (30) uda­
ło się renaturow ać cechę Rh przez rekom binację frakcji glikoproteidowej 
z lipidową lub z lecytyną pochodzącą z jaj kurzych. Sugeruje to glikopro- 
teidowy charak ter tej substancji, jednak do ujaw nienia się tej cechy sero­
logicznej konieczna jest obecność fosfolipidów.

Kwas sialowy wchodzi również w skład glikopeptydów uw alnianych 
z ludzkich płytek krw i po zadziałaniu trypsyną lub pronazą (7). Podobnie 
S h i m e d a  i N a t h e n s o n  (96) wykazali, że właściwości antygenow e 
limfocytów są związane z występowaniem  glikoproteidów w ich błonach.

Om awiając biologiczne funkcje węglowodanowych kom ponent błon 
komórkowych, należy wym ienić badania, które doprowadziły do w yjaśnie­
nia pochodzenia ładunku jonowego na powierzchni błon komórkowych. 
Badania nad ruchliwością elektroforetyczną erytrocytów  datu ją  się od lat 
czterdziestych, kiedy F u r c h g o t t  i P o n d e r  (22) przypuszczali, że 
kefaliny w yw ołują to zjawisko. W 1958 roku K 1 e n k (47) po raz p ierw ­
szy wyraził przypuszczenie, że ujem ny ładunek erytrocytów  spowodowa­
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ny  jest obecnością kwasu N-acetyloneuraminowego. Dalsze badania po­
tw ierdziły słuszność poglądów Klenka, rozszerzając równocześnie zakres 
badań na inne typy kom órek zwierzęcych (108, 109, 110). Zaobserwowano, 
że zmiany ujem nego ładunku powierzchni komórek są połączone z proce­
sami takim i jak  nowotworzenie, adhezja oraz wzrost (10, 70).

Liczną grupę związków w ystępujących w błonach komórkowych są 
gangliozydy, czyli glikosfingolipidy zawierające kwas sialowy. Gangliozy- 
dy, zawierające reszty kwasu sialowego, specyficzną sekwencję węglowo­
danów w łańcuchach oligosacharydowych i hydrofobowe reszty lipidowe, 
w ystępując na powierzchni kom órek mogą wpływać na elektroujem ny ła­
dunek, właściwości antygenow e i adhezję komórek (69). Te właściwości 
prawdopodobnie odgrywają rolę we wzajem nej regulacji podziałów ko­
m órkowych. Z drugiej strony, gangliozydy w ystępując w błonach neuro­
nowych, dendrytach, oksonach i w połączeniach synaptycznych mogą 
współuczestniczyć w zjawiskach przenoszenia im pulsu nerwowego.

Najdokładniej poznane są gangliozydy wyizolowane z tkanki mózgowej 
(99, 100), w ystępujące zresztą również w innych tkankach (69). N-acetylowe 
pochodne kwasu neuram inowego w ystępują głównie w gangliozydach móz­
gu, śledziony i erytrocytach ludzkich podczas gdy N-glikolilowe pochodne 
dom inują we frakcjach wyizolowanych z niektórych tkanek zwierzęcych 
(48 ,52 ,53 ,61 ,69 ,114).

W zależności od ilości reszt kwasu sialowego gangliozydy dzieli się na 
jedno-, dwu-, tró j- i cztero-sialowe. Jak  dotychczas wyizolowano i częścio­
wo ustalono stru k tu rę  piętnastu  różnych gangliozydów. W roku 1967 Com­
mission on Biochemical Nomenclature  ustaliła następujące nazewnictwo 
dla gangliozydów. Dużą literą  G oznaczamy przynależność danego związku 
do grupy gangliozydów. L itery  M, T, D, Q charakteryzują ilość reszt kwasu 
sialowego w cząsteczce: M — jedna, D — dwie, T — trzy  i Q — cztery. Cyf­
ry  arabskie określają sekwencje łańcucha oligosacharydowego. Cyfrą 1 
oznaczamy gangliozydy posiadające następującą struk tu rę  łańcucha oligo­
sacharydowego: galaktozylo-N-acetylo-galaktozoam inylo-galaktozylo-glu- 
kozylo-ceramid, cyfrą 2 — N -acetylo-galaktozoam inylo-galaktozylo-gluko- 
zylo-ceramid, cyfrą 3 — galaktozylo-glukozylo-ceram id. Małą literą a lub 
b oznaczamy izom ery posiadające te same reszty cukrowcowe (102). Na 
schemacie 5 przedstawiono stru k tu rę  oraz obowiązujące nazewnictwo gan­
gliozydów wyizolowanych z mózgu (od 1— 10) i erytrocytów  (11). W nie­
których stanach chorobowych między innym i w chorobie Tay-Sachsa za­
obserwowano w yraźne zmiany stosunków ilościowych poszczególnych ty ­
pów gangliozydów (44, 45). Zm iany takie zaobserwowano również w bło­
nach komórek nowotworowych (6).

Naruszenie s tru k tu ry  cukrów powierzchniowych powoduje poważne 
zm iany cech różnych komórek. Na przykład krążenie limfocytów szczura 
zmienia się po traw ieniu  ich glikozydazami (26). Lim focyty preinkubow ane 
z glikozydazami pochodzącymi z Clostridium perfringens  i w strzykiw ane
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1. N A N (2-3)G al(l-l)C er

2. NAN(2-3)Gal(3, l-4 )G lk (l-l)C e r G M3

3. NAN(2-8)NAN(2-3)Gal(P, l-4 )G lk (l- l)C e r Gd»

4. GalNAc(P, 1—4)Gal((3, l-4 )G lk (l- l)C e r Gmz
3
t
2

NAN

5. GalNAc(P, l-4)Gal(P, l-4 )G lk (l-l)C e r GD?
3
t
2

NAN(8-2)NAN
6. Gal(p, l-2)GalNAc(P, l-4)Gal((3, l-4 )G lk (l- l)C e r Gmi

3
t
2

NAN

7. Gal(P, l-3)GalNAc(P, l-4)Gal(P, l-4 )G lk (l-l)C er Goia
3
t
2

N AN  (8-2) NAN
8. Gal((3, l-3)GalNAc(P, l-4)Gal((3, l-4 )G lk (l-l)C e r G oib

3
t
2

NAN
9. Gal(P, l-3)GalNAc(p, l-4)Gal(f3, l-4 )G lk (l- l)C e r G t i

3 3
t t
2 2 

NAN NAN 8-2 NAN
10. Gal(0, l-3)GalNAc((3, l-4)Gal(P, l-4 )G lk (l- l)C e r GQ1

3 + N A N  3
t t
2 2 

NAN N A N  8-2 NAN
11. GaKP, l-4(GalNAc(P, l-3)Gal(6, l-4)G lk-C er 

+ N G N
S ch em at 5. S tru k tu ra  gangliozydów . (1— 10 z m ózgu, 11 — z e ry trocy tów ) (70)

szczurom są wyłączane z norm alnej cyrkulacji przez układ siateczkowo- 
śródbłonkowy. Zjawisko to in te rp re tu je  się jako w ynik naruszenia okreś­
lonej s tru k tu ry  kompleksów cukrow ych w ystępujących na powierzchni 
limfocytów, co z kolei powoduje brak odpowiednich m iejsc rozpoznawa­
nych przez kom plem entarne s tru k tu ry  na powierzchni kom órek układu 
siateczkowo-śródbłonkowego (wątroba, śledziona) i w rezultacie uniem oż­
liwia przenikanie limfocytów. Podobny efekt powoduje traw ienie lim fo­
cytów neuram inidazą (112) i trypsyną (113). Ponadto stwierdzono, że 
glikoproteidowe kom ponenty błon kom órkowych mogą odgrywać rolę w ta ­
kich procesach jak  koniugacje drożdży (13) oraz reagregacja zdysocjowa- 
nych kom órek m orskich gąbek (64).
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II. Regulacja biosyntezy
0

Sposób w jaki odbywa się regulacja biosyntezy glikoproteidów i gliko­
lipidów jest przedm iotem  wielu spekulacji i nie jest jeszcze całkowicie 
jasny. Problem  ten  jest szczególnie in teresujący ze względu na heterogen- 
ny skład tych związków. Biosynteza węglowodanowych kom ponentów gli­
kolipidów i glikoproteidów wchodzących w skład zewnętrznych błon ko­
m órkowych przebiega drogą stopniowego przyłączania jednostek cukro­
wych do łańcucha oligosacharydowego według zasady jeden gen — jeden 
enzym — jedno wiązanie glikozydowe. W większości kom órek katalizujące 
ten  proces glikozylotransferazy, tworzą wieloenzymowy kompleks zwią­
zany z błonam i gładkimi endoplazmatycznego retikułum . B o s m a n  i wsp. 
(5), badając procent włączania znakowanej glukozoaminy i fukozy w gli- 
koproteidy i glikolipidy różnych frakcji kom órek HeLa, stw ierdzili po 
30 m inutow ej inkubacji, że przew ażająca ilość radioaktyw ności nagrom a­
dza się w polim erach błon gładkich frakcji m ikrosom alnej. Po 3,5-godzin- 
nej inkubacji większość znakowanej glukozoaminy odnajdowano w glikoli­
pidach i glikoproteidach wyizolowanych z frakcji zew nętrznych błon 
komórkowych, uzyskiw anych drogą wirowania w gradiencie sacharozy. 
Dane te nasunęły autorom  wniosek, że glikolipidy i glikoproteidy syn te ty ­
zowane w m ikrosomach przesuw ają się stopniowo do zew nętrznych błon 
komórkowych. Nie jest jasne, czy przesuw ają się one indywidualnie, czy 
też jako większe kom pleksy tworzące struk tu ra lne  podjednostki błon. 
M o l  n a r  i wsp. (71) badając w ew nątrzkom órkowe um iejscowienie pro­
cesu wbudowywania węglowodanów do glikoproteidów błon cytoplazm a- 
tycznych raka wysiękowego Ehrlicha, stw ierdzili że heksozoaminy i galak- 
toza są w budow ywane intensyw niej do polimerów frakcji zewnętrznych 
błon cytoplazm atycznych niż frakcji błon gładkich endoplazmatycznego 
retikułum . Z obserwacji tej autorzy wnosili, że przyłączanie monosacha- 
rydów do łańcuchów oligosacharydowych glikolipidów i glikoproteidów 
może być katalizowane przez enzymy umiejscowione w różnych s tru k tu ­
rach wewnątrzkom órkowych. Lokalizacja glukozylotransferaz w zew nętrz­
nych błonach cytoplazm atycznych um ożliw iałaby skompletowanie łańcu­
chów oligosacharydowych, których synteza zapoczątkowana jest w m ikro­
somach, oraz proces regenerow ania uszkodzonych przez zewnętrzne 
czynniki fragm entów  błon.

Istotną spraw ą w doświadczeniach prowadzących do ustalenia wew­
nątrzkomórkowej lokalizacji procesów glikozylacji białkowych lub lipido­
wych akceptorów jest w ybór odpowiedniej techniki. W wielu wypadkach 
badania prowadzone przy zastosowaniu endogennych akceptorów, które 
mogłyby być różnorodnym i pośrednikam i niekom pletnej glikozylacji, 
związanymi z błonami m ikrosom alnym i i pozostającym i z nimi podczas 
homogenizacji. W badaniach tego typu właściwe jest stosowanie egzogen­
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nych akceptorów o znanej strukturze, co pozwala na dokładną charak te­
rystykę uzyskanego produktu  glikozylacji.

Dotychczasowe dane dotyczące bięsyntezy gangliozydów m ają charak­
te r fragm entaryczny. W mózgu embrionów kurczęcia wykazano obecność 
transferazy sialowej, katalizującej przeniesienie kwasu N -acetyloneuram i- 
nowego na dwuheksozoceramid i aminoglikolipid (41, 49). W ykazano rów­
nież występowanie transferazy katalizującej przeniesienie galaktozy 
z UDP-galaktozy na akceptory glikolipidowe (14, 98).

Jednym  z zasadniczych zagadnień biosyntezy glikoproteidów i glikoli­
pidów błon komórkowych jest zagadnienie, czy synteza kom ponentu wę­
glowodanowego obu tych polimerów katalizowana jest przez ten  sam  sys­
tem  enzymatyczny. Danych dotyczących tego zagadnienia dostarczają 
badania nad biosyntezą substancji grupowych krwi. Według hipotezy 
M o r g a n a  i W a t k i n s  (74, 107) potwierdzonej w ostatnich latach da­
nym i doświadczalnymi, genetyczna kontrola syntezy substancji grupowych 
krw i układu ABO i Lewis wyraża się obecnością lub brakiem  transferaz 
glikozylowych, które katalizują przyłączanie reszt cukrowych, będących 
immunologicznymi determ inantam i, do substancji prekursorow ych. I tak 
na przykład transferaza galaktozy, która katalizuje przyłączanie galaktozy, 
będącej determ inantem  substancji grupowej krw i typu B, w ystępuje tylko 
u ludzi i m ałp z typem  krw i B (51). Podobnie transferaza N-acetylogalak- 
tozoam iny w ystępuje tylko u ludzi o typie krw i A (31). Specyficzność 
wym ienionych substancji zależy więc od występowania określonego genu 
A lub B, którego pierwszym  produktem  jest odpowiednia glukozylotrans- 
feraza. W w ypadku substancji Leb, której specyficzność jest uw arunko­
wana obecnością dwóch reszt L-fukozy (schemat 2), określona s tru k tu ra  
jest rezultatem  współdziałania dwóch genów (7, 78, 95). Przypuszcza się, 
że s tru k tu ra  kom ponentu węglowodanowego substancji grupowych jest 
wynikiem  współdziałania glukozylotransferaz pochodzących z genomu obu 
rodziców i wyrażać się może indywidualnością tkankową, mogącą odgry­
wać rolę w odrzucaniu przeszczepów. Pewne dane wskazują, że reakcje 
przyłączania tej samej reszty cukrowej tym  samym  wiązaniem  katalizują 
te same enzymy bez względu na to, czy akceptorem  jest glikolipid, gliko- 
proteid czy oligosacharyd (28). Na przykład ugrupowanie GalNA c-a-(l->3)- 
Gal, które wyraża specyficzność grupową A (105), w ystępuje w glikolipi­
dach wyizolowanych z erytrocytów  (60), w glikoproteidach wydzielanych 
przez śluzówki (1), w oligosacharydach moczu (64) oraz w m leku dawców
o typie krw i A (51), nie w ystępuje natom iast w związkach pochodzących 
z osobników o grupie krw i B lub 0 (cytowane wg G i n s b u r g a  i N e u -  
f e 1 d t a (28). Ponieważ synteza ugrupowania G al-N A c-a-(l -> 3)-Gal jest 
uzależniona od tego samego genu A, prawdopodobnie ta  sama glikozylo- 
transferaza bierze udział w tych procesach niezależnie od rodzaju akcep­
tora. S c h e n k e l - B r u n n e r  i T u p p y  (94) poddając ludzkie ery ­
trocyty  grupy 0 i B działaniu transferazy  N-acetylogalaktozoam iny w obec­
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ności (3H)UD P-N-acetylogalaktozoam iny stw ierdzili włączanie znakowane­
go am inocukru do polimerów otoczki komórkowej, co pociągało za sobą 
zmianę rodzaju aktywności grupowej badanych erytrocytów. Autorzy obli­
czyli ilość reszt GalNAc przeniesionych na badane erytrocyty  i stwierdzili, 
że jest ona dwa do trzech razy większa od ilości m iejsc antygenow ych 
oznaczonych dla erytrocytów  typu A przez E c o n o m i d o u  i wsp. (19). 
O bserwacja ta  sugeruje możliwość w ystępowania na powierzchni e ry tro ­
cytów innych akceptorów dla N-acetylogalaktozoam iny poza glikolipido- 
wymi, przy czym w obu wypadkach reakcję przeniesienia reszty cukrowej 
katalizow ałby ten  sam enzym.

Nowych danych dotyczących specyficzności transferaz glikozylowych 
w stosunku do akceptora dostarczyły badania przy zastosowaniu nisko- 
cząsteczkowych akceptorów cukrowych. I tak  transferaza a-D-N-acetylo- 
galaktozoaminy, pochodząca z gruczołów podszczękowych lub z mleka daw ­
ców ludzkich o grupie krw i A, katalizuje przeniesienie a-N -acetylogalakto- 
zoaminy na resztę galaktozy (wiązanie przy węglu 3 galaktozy) wyłącznie 
w tedy, gdy akceptorowa cząsteczka galaktozy jest podstawiona przy wę­
glu 2 przez L-fukozę (39, 50). Funkcji akceptorowej nie spełniają w tym  
w ypadku dwu-, tró j- i pięciosacharydy, w których L-fukoza jest przyłą­
czona do N-acetylogalaktozoaminy. Podobna specyficzność charakteryzuje 
transferazę galaktozy w ystępującą u dawców o grupie krw i B, k tóra k a ta ­
lizuje przeniesienie a-D-galaktozy z UDP-galaktozy na resztę galaktozową 
podstawioną przez L-fukozę przy węglu 2 (50). Ponieważ skład oligosacha- 
rydów w ystępujących w m leku ludzkim  różni się w zależności od grupy 
krw i dawcy (49) wysunięto przypuszczenie, że czynnikiem  regulacji syn­
tezy określonych substancji grupowych krw i może być nie tylko obecność 
lub brak odpowiednich transferaz glikozylowych, ale również enzymów 
niezbędnych do syntezy określonych akceptorów oligosacharydowych (27). 
Sprawą dyskusyjną jest również, jaki czynnik wpływa na zakończenie pro­
cesu przyłączania reszt cukrowych. G o t t s c h a l k  (29) zwraca uwagę 
na fakt, że gdy kwas sialowy znajduje się na końcu nieredukującego łań­
cucha oligosacharydowego dalsze przyłączanie jednostek cukrowych nie 
następuje. Natom iast gdy kwas sialowy w ystępuje w łańcuchu bocznym, 
łańcuch główny może ulegać dalszej glikozylacji. Innym  czynnikiem w pły­
w ającym  na zakończenie syntezy kom ponentu węglowodanowego może być 
według Gottschalka anom eryczna konfiguracja ostatniej reszty cukrowej. 
Na przykład końcowymi jednostkam i cukrow ym i ludzkich substancji g ru­
powych A i B są N-acetylogalaktozoam ina i galaktoza o konfiguracji a -D  

podczas gdy inne reszty cukrowe tych substancji w ystępują w konfigu­
racji (3-d  lub a r L.

Na przebieg syntezy glikolipidów i glikoproteidów może również w pły­
wać m echanizm  hamowania zwrotnego, pod którego kontrolą znajduje się 
pula nukleozydodwufosfocukrów w tkankach zwierzęcia. B a t e s i wsp. 
(3) stw ierdzili znaczny wzrost poziomu UDP-N-acetyloheksozoam in w wą­
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trobie szczurów karm ionych pożywieniem zaw ierającym  kwas orotowy, 
przy czym zjawisko to było wynikiem  raczej wzmożonej ich syntezy niż 
zaham owaniem  zużywania nukleozydodwufosfocukrów w procesie bio­
syntezy glikoproteidów. W edług autorów wzmożona synteza nukleotydów 
u ry  dyl owych w w ątrobie szczura jest w ynikiem  zniesienia ham owania 
zwrotnego, utrzym ującego w norm alnych w arunkach równowagę między 
aktyw nością am idotransferazy, katalizującej przeniesienie grupy am ido­
wej z glutam iny na fruktozo-6-fosforan, a poziomem puli UD P-N-acetylo- 
glukozoaminy. Równocześnie autorzy stwierdzili, że dwuazom ycyna A bę­
dąca analogiem  glutam iny ham uje syntezę pochodnych glukozoaminy 
w w ątrobie i zmniejsza pulę UDP-N-acetyloheksozoam in o 8510/© w ciągu
4 godzin od wstrzyknięcia. W ten  sposób dwuazomycyna A powoduje blok 
syntezy glikoproteidów w sposób pośredni, zmniejszając poziom UDP-N- 
acetyloheksozoam in w wątrobie. Efekt ten  może być zniesiony przez 
w strzykiw anie szczurom glukozoaminy.

Poziom UDP-N-acetyloheksozoam in w tkankach zwierzęcych może być 
również regulow any działaniem  jonów metali. Na przykład D a e h n -  
f e l d t  i S a w i c k a  (15) zaobserwowali wpływ m anganu na syntezę 
UDP-N-acetyloheksozoam in z N-acetyloheksozoamino-I -fosforanów i UTP, 
katalizow aną in vitro  przez białko o tym  samym ciężarze cząsteczkowym 
(92). W określonych w arunkach doświadczalnych obecność jonów Mn2+ 
ham uje syntezę UDP-N-acetyloglukozoam iny, pozostając bez w pływ u na 
tworzenie się UD P-N-acetylogalaktozoam iny.

Na podstawie badań in vivo  (62) wysunięto hipotezę w yjaśniającą bio­
syntezę glikoproteidów w w ątrobie szczura. Według S c h a c h t e r a  (93) 
synteza łańcuchów oligosacharydowych jest sprzężona z biosyntezą łań­
cucha peptydowego. Pierw szy cukier łańcucha oligosacharydowego, N- 
acetylo-glukozoam ina, jest przyłączana do łańcucha polipeptydowego bio- 
syntetyzowanego na rybosomach. Dalsza synteza łańcucha peptydowego 
związanego z rybosom ami powoduje przyłączenie nowych oligosachary- 
dów. Zakończenie biosyntezy łańcuchów cukrowcowych następuje w apa­
racie Golgiego organelli i w arunkuje  wydzielanie glikoproteidów na zew­
nątrz kom órki (93).

Na zakończenie trzeba podkreślić, że mimo intensywnego prowadzenia 
badań w celu w yjaśnienia s tru k tu ry  i mechanizmów regulujących syntezę 
heteropolisacharydów  cytoplazm atycznych błon komórkowych, wiele za­
gadnień czeka w dalszym ciągu na rozwiązanie.

L IT E R A T U R A

1. A m  i n  o f  f  D., M o r g a n  W.  T., W a t k i n s  W. M., B iochem . J. 46, 426 (1950).
2. B a r a n o w s k a  T., L i s o w s k a  E., A rch . Im m u n o l. T herap . E x p tl.  11, 609 

(1963).

http://rcin.org.pl



[1 3 ] P O L ISA C H A R Y D Y  B ŁO N  ZW IERZĘCYCH 287

3. B a t e s  C.  J., A d a m s  W.  R., H  a n  d s c h  u  m  a c h  e r  R.  E., J. Biol. C hem . 
241, 1705 (1966).

4. B l a c k  P.  H. ,  W u  H. ,  M e e z a n  E., R o b e r t s o n  H.  T., R o b b i n s  P.  W.,  
F edera tion  Proc. 28, 567 (1969).

5. B o s m a n  H.  B., H a g o p i a n  A.,  E  y  1 a r  E.  H.,  A rch . B iochem . B io p h ys.  
130, 573 (1969).

6. B r a d y  R.  O.,  B o r e k  C., B r a d l e y  R. M.,  J. B iol. C hem . 244, 6552 (1969).
7. C e p p e l i n i  R.,  P roc. 5th C ongr. In te rn . Soc. Blood. T ran sfu s io n , P a r is  1955, 

s tr . 207.
8. C h a m b e r s  R., C old S p rin g  H arbour S ym p . Q uant. B iol. 8, 144 (1940).
9. C h a m b e r s  R., C h a m b e r s  E.  L.,  E x p lo ra tio n s  in to  th e  N a tu re  of th e  

L iv ing  Cell. H a rv a rd  U n iv e rs ity  P ress , C am bridge , M ass. 1961, s tr . 33.
10. C o o k  G. M. W., Biol. R ev . 43, 363 (1968).
11. C o o k  G.  M.  W. ,  E y l a r  E. H., B ioch im . B iophys. A c ta  101, 57 (1965).
12. C o o k  G.  M.  W. ,  H e a r d  D.  H. ,  S e a m a n  G. V. F., N a tu re  188, 1011 (1960).
13. C r a n d a l l  M.  A.,  B r o c k  T. D., B acterio l. R ev . 32, 139 (1968).
14. C z a r t o r y s k a  B., Post. B iochem . 17, 3 (1971).
15. D a e h  n f  e 1 d t  J., S a w i c k a  T., In te rn a tio n a l C ancer C ongress, H ouston  

1970, A b s trac ts  s tr. 262.
16. D o d d  M. C., B i g  l e y  N. J., G e y  e r  V. B., Science  132, 1398 (1960).
17. D o d d  M.  C., B i g  l e y  N.  J., J o h n s o n  G.  A. ,  M c C l u e r  R. M., N a tu re  

204, 549 (1964).
18. D o d d  M.  C., G r a y  G. M., B ioch im . B iophys. A c ta  150, 397 (1968).
19. E c o n o m i d o u  J.,  H u g h e s - J o n e s  N.  C., G a r d n e r  B., V o x  S a n g u in is

12, 321 (1967).
20. E y l a r  E. H., M a d o f  f M., F edera tion  Proc. 21, 402 (1962).
21. E y l a r  E. H. ,  M a  d o f f  M.,  B r o d y  O., O n c l e y  J. L., J . Biol. C hem . 

237, 1992 (1961).
22. F  u  r  c h  g o 11 R. F., P o n d e r  E., J . G en. P hysio l. 24, 447 (1941).
23. G a r d a s  A.,  K o ś c i e l a k  J., V o x  Sangu in is , w  d ru k u
24. G a s i c G., B e r w i c k  J., J . Cell. B iol. 19, 223 (1962).
25. G a s i c G., G a s i c T., Proc. Soc. E xp tl. B iol. M ed. 114, 660 (1963).
26. G e s n a r  B,, G i n s b u r g  V., Proc. N at. A cad. Sei. U. S . 52, 750 (1964).
27. G i n s b u r g  V.,  K o b a t  a A.,  G r o l l m a n  E. E. w  B lood an d  T issue A n ti­

gens, red . D. A m inoff, A cadem ic P ress , N ew  Y o rk -L o n d y n  1970.
28. G i n s  b u r g  V.,  N e u f e l d t  E. F., A n n u a l R ev . B iochem . 38, 371 (1969).
29. G o 11 s c h a 1 k  A., N a tu re  222, 452 (1969).
30. G r e e n  F. A., J. B iol. C hem . 243, 5519 (1968).
31. G r o l l m a n  E. F.,  K o  b a  t a  A.,  G i n s b u r g  V., F edera tion  Proc. 27, 345

(1968).
32. H a k o m o r i  S., A n d r e w s  H. D., B ioch im . B iophys. A c ta  202, 225 (1970).
33. H a k o m o r i  S., J  e a n 1 o z R. W., J . Biol. C hem . 236, 2827 (1961).
34. H a k o m o r i  S., J e a n l o z  R. W., J. B iol. C hem . 239, PC  3606 (1964).
35. H a k o m o r i  S., J e a n l o z  R. W., F edera tion  Proc. 24, 231 (1965).
36. H a k o m o r i  S., K o ś c i e l a k  J., B l o c h  K.  J., J e a n l o z  R. W., J . I m ­

m uno l. 98, 31 (1967).
37. H a k o m o r i  S.,  M u r a k a m i  W. T., Proc. N at. A cad. Sei. U. S. 59, 254 (1968).
38. H a k o m o r i  S., S t r y c h a r z  G. C., B io ch em is try  7, 1279 (1968).
39. H e a r n  V.  M. ,  S m i t h  Z.  G. ,  W a t k i n s  W. M., B iochem . J. 109, 315 (1968).
40. K a l c k e r  H. M., C o n tro l of C ell D ivision an d  C ancer In d u c tio n  N atl. C ancer 

In s t. M onograph . 14, 21 (1964).

http://rcin.org.pl



288 T. SA W IC K A , A . P IA SE K [14]

41. K a n f e r  J.  N. ,  B l a c  k l  o w  R.  S., W a r r e n  L., B r a d y  R. O., B iochem . 
B iophys. Res. C om m . 14, 287 (1964).

42. K  a t  h a n  R. H., W i n z l e r  R. J ., J. B iol. C hem . 238, 21 (1963).
43. K a y  H. E. H., W a l l a c e  B. M., J. N at. C ancer In s t. 26, 1349 (1961).
44. K  1 e n k E., H o p p e -S ey le rs  Z., P hysio l. C hem . 262, 128 (1939).
45. K  1 e n  k  E., H o p p e-S ey le rs  Z. P hysio l. C hem . 267, (1940).
46. K  1 e n k E., H o p p e -S ey le rs  Z. P hysio l. C hem . 273, 76 (1942).
47. K 1 e n k  E., N eu ram in ic  ac id  w  T he C h em istry  an d  B iology of M ucopo lisac- 

ch arid es , red . G. E. W. W ostenho lm e i M. O. C onnor s tr . 269 1958.
48. K  1 e n  k  E., P a d b e r g  G., Z. P hysio l. C hem . 327, 249 (1962).
49. K o b a t a  A.,  G i n s b u r g  V.,  T s u d a  M., A rch . B iochem . B io p h ys . 130, 

509 (1969).
50. K o b a t a  A., G r  o 11 m  a n E. F., G i n s b u  r  g V., A rch . B iochem . B iophys. 

124, 609 (1968).
51. K o b a t a  A.,  G r  o i l m a n  E. F.,  G i n s b u r g  V., B iochem . B io p h ys. Res. 

C om m . 32, 272 (1968).
52. K o b a y a s h i  K., T o h o ku  J. E xp tl. M ed. 63, 185 (1956).
53. K o ś c i e l a k  J., N a tu re  194, 751 (1961).
54. K o ś c i e l a k  J., B ioch im . B iophys. A c ta  78, 313 (1963).
55. K o ś c i e l a k  J., P roc. 10th C ongr. In t. Soc. B lood T ran sf. S tokho lm  1964, 

s tr . 453.
56. K o ś c i e l a k  J., Pol. T yg . L ek .  24, 22, 851 (1969).
57. K o ś c i e l a k  J., d ane  n ie  opub likow ane.
58. K o ś c i e l a k  J.,  P i a s e k  A.,  G ó r n i a k  H., w  B lood an d  T issue A n tigens, 

red . D. A m inoff, A cadem ic P ress , N ew  Y o rk -L o n d y n  1970, str. 163.
59. K o ś c i e l a k  J., Z a k r z e w s k i  K., P roc. In t. Sym p. Biol. A vt. M ucoids, 

W arszaw a str. 21 (1959).
60. K o ś c i e l a k  J., Z a k r z e w s k i  K ., N a tu re  ,517  (1960).
61. K u h n  R., W i e g a n d t H., Z. N aturfo rsch . B 19, 80 (1964).
62. L a w f o r d  G.  R.,  S c h ä c h t e r  H., J . B iol. C hem . 241, 5408 (1966).
63. L i s o w s k a  E., N a tu re  218, 569 (1968).
64. L u n d b l a d  A., B iochim . B iophys. A c ta  148, 151 (1967).
65. M a k e l a  O., M i t t i n e n  T., P e s o l a  R., V o x  S a n g u in is  5, 492 (1960).
66. M a r c u s  D.  M. ,  C a s s  L. E., Science  164, 557 (1969).
67. M a r g o l i a s h  E., S c h e n c k  J.  R., H a r g i e  M.  P. ,  B u r  o k  a s  S., 

R i c h t e r  W.  R., B a r l o w  G. M., M o s c o n a A., B iochem . B io p h ys. Res. 
C om m . 20, 383 (1965). ^

68. M a r s h a l l  J . M., N a c h m  i a s V. T., J. H istochem . C y tochem . 13, 92 (1965).
69. M a r  t  e n  s s o n E., Progr. C hem . F ats L ip . 10, 374 (1969).
70. M a y  h e w  E., O ’ G r  a d y E. A., N a tu re  207, 4992, 86 (1965).
71. M o l n a r  J., C h a o  H. ,  M a r k o v i c  G., A rch . B iochem . B iophys. 134, 533

(1969).
72. M o n n  e L., S 1 a u 11 e r  b a c k D. B., E xp tl. Cell. Res. 1, 477 (1950).
73. M o r a w i e c k i  A., B ioch im . B iophys. A c ta  83, 339 (1964).
74. M o r g a n  W.  T.,  W a t k i n s  W. M., B ritish  M ed. B u ll. 25, 30 (1969).
75. N a t h e n  s o n S. G., S h i m  a d a A., Y a m  a n e K., F edera tion  Proc. 28, 

567 (1969).
76. N o w o r y  t k o  , J. ,  S a r n e c k a - K e l l e r  M., Post. B iochem . 15, 15 (1969).
77. P e p p e r  D. S., J a m i e s o n  G. A., B io ch em is try  8, 3362 (1969).
78. R a c e  C., Z i d e r m  a n D., W a t k i n s  W. M., B iochem . J. 107, 733 (1968).
79. R a m  b o u  r  g A., L  e b  1 o n d C. P., J . Cell. B iol. 32, 27 (1967).
80. R a m b o u r g  A.,  N e u t r a  M., L  e b  1 o n d C. P., A n a t. R ecord. 154, 41 (1966).

http://rcin.org.pl



[15 ] PO LISA C H A R Y D Y  BŁO N  ZW IERZĘCYCH 2 8 9

81. R a p p o r t  M.  M. ,  G r a f  L., C ancer Res. 21, 1225 (1961).
82. R a p p  e r  t  M. M., G r a f  L.,  A l o n z o  N., C ancer 8, 546 (1955).
83. R a p p o r t  M.  M. ,  G r a f  L.,  A l o n z o n  N. F., J. Lip . Res. 1, 301 (1960).
84. R a p p o r t  M.  M. ,  G r a f  L. ,  S c h n e i d e r  H., A rch . B iochem . B io p h y s . 

105, 43 (1964).
85. R a p p o r t  M.  M. ,  G r a f  L., S k  i p  s k  i V.  P. ,  A l o n z o  N. F., C ancer  12, 

438 (1959).
86. R a p p o r t  M.  M. ,  S k i p s k i  V.  P. ,  A l o n z o  N. F., N a tu re  181, 1803 (1958).
87. R a  p  p  o r  t  M. M., Y a r  i v  J., A rch . B iochem . 92, 438 (1961).
88. R a y  T. K ., S k i p s k i  V.  P. ,  B r a c l a y  M. ,  E s s n e r  E., A r c h i b a l d  F. M., 

J. B iol. C hem . 244, 5528 (1969).
89. R o m  a n o w  s k  a E., V ox. S a n g u in is  9, 578 (1964).

,90. R o s s o w s k i  W., Post. B iochem . 17, 249 (1971).
91. S a r n e c k a - K e l l e r  M. ,  N o w o r y t k o  J., Post. B iochem . 15, 3 (1969).
92. S a w  i c k  a  T., C h o j n a c k  i T., B ull. A cad. Sei. Polon. Sei. Ser. Sei. Biol.

18, 125 (1970).
93. S c h ä c h t e r  H., w  B lood an d  T issue A ntigens , red . D. A m inoff, A cadem ic 

P ress , N ew -Y o rk -L o n d y n  1970, s tr. 357.
94. S c h e n k e l - B r u n n e r  H.,  T u p p y  H., N a tu re  223, 1272 (1969).
95. S h e n  L., G r  o 11 m  a n E. F., G i n  s b  u  r  g V., Proc. N at. A cad. Sei. U. S.

59, 224 (1968).
96. S h  i m  a d a A., N a t  h e n s o n S. G., B iochem . B iophys. Res. C om m . 29, 828

(1967).
97. S t a h l  W.  L., T r a m s  E. G., B ioch im . B iophys. A c ta  163, 459 (1968).
98. S t e i g e r w a l d  J.  C., K a u f  mi t  n B., B a s u  S., R o s e m a n  S., F edera­

tio n  Proc. 25, 587 (1966).
99. S v  e n  n e r  h o 1 m  L., N a tu re  177, 524 (1956).

100. S v e n n e r h o l m  L., J . L ip id  R es. 5, 145 (1964).
101. T a l  C., Proc. N a t. A cad. Sei. U. S . 54, 1318 (1965).
102. T he N o m en c la tu re  of L ip ids, IU P A C -IU B  C om m ission  on B iochem ical N om en­

c la tu re , A p ril 1967, Eur. J. B iochem . 2, 127 (1967).
103. T h o m a s  D. B.,  W i n z l e r  R. J., J. B iol. C hem . 244, 5943 (1969).
104. U h l e n b r u c k  G., K  r  u  p  e M., V o x  Sa n g u in is  10, 326 (1965).
105. W a t k i n s  W. M., w  G ly cop ro te in  red . G o ttsch a lk  A., E lsev ie r P ress , A m ste r­

dam  1966, s tr. 628.
106. W a t k i n s  W. M., Science  152, 172 (1966).
107. W a t k i n s  W.  M. ,  M o r g a n  W. T. J., V ox S a n gu in is  4, 97 (1959).
108. W e i s s  L., J. C ell. B iol. 26, 735 (1965).
109. W e i s s  L., T he C ell P e r ip h e ry  M etastic  an d  o th e r  C o n tac t P h en o m en a , N orth  

H o lland  P u b lish in g  Co, A m ste rd am  1967.
110. W e i s s  L. ,  M a y h e w  E., U l r i c h  K., Lab. In v e s t.  15, 1304 (1966).
111. W i n z l e r  R. J., w  B lood an d  T issue A ntigens, red . D. A m inoff, A cadem ic 

P ress , N ew  Y o rk -L o n d y n  1970, s tr . 117.
112. W o o d r u f f  J.,  G e s n e r  B. M., J. C lin. In v e s t.  46, 134 (1967).
113. W o o d r u f f  J.,  G e s n e r  B. M., S cience  161, 176 (1968).
114. Y a m a k a w a  T., M a t s a m u t o  M. ,  S u z u k i  S., I i d a  T ., J . B iochem . 

(Tokyo) 43, 41 (1956).
115. Y a m a k a w a  T., S u z u k i  S., J . B iochem . (Tokyo)  39, 393 (1952).

7 P o s tę p y  B io c h e m ii 2/71
http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



P o s t .  B io c h e m .  17, 291—303 (1971).

W IRG IN IA  JA N IS Z O W S K A * , ZD ZISŁ A W  W O JC IE C H O W SK I**

Biosynteza polisacharydów ściany komórkowej roślin wyższych 

The Biosynthesis of the Celi Wall Polysaccharides in Higher Plants

T he re c e n t in v es tig a tio n s  on th e  s tru c tu re  an d  b io sy n th esis  of th e  celi w a li po ly ­
sacch arid es  in  h ig h e r p la n ts  a re  rev iew ed .

P rzy jm uje się obecnie, że większość reakcji biosyntezy złożonych związ­
ków cukrowcowych, a w szczególności biosynteza polisacharydów, prze­
biega z udziałem  nukleozydodwufosfocukrów jako donorów reszt cukro­
wych. W ystępowanie, własności oraz m etabolizm  tych związków omówiony 
jest w wielu szczegółowych opracowaniach monograficznych (36, 41, 81). 
Wolna energia hydrolizy (AF) wiązania glikozylowego w nukleozydodwu- 
fosfocukrach wynosi około — 7,6 kcal/mol i jest znacznie wyższa od energii 
hydrolizy wszelkich innych biologicznych pochodnych glikozylowych 
(w tym  również fosforanów cukrów). Z term odynam icznego punktu  w i­
dzenia nukleozydodwufosfopochodne są więc najdogodniejszymi donorami 
reszt cukrow ych do biosyntezy rozm aitych złożonych cukrowców.

Synteza nukleozydodwufosfopochodnych cukrów zachodzi przy udziale 
enzymów, zwanych ogólnie pirofosforylazami, według reakcji la. W yko­
rzystanie powstałego nukleozydodwufosfocukru przebiega według reakcji 
lb, katalizowanej przez transferazy  specyficzne w stosunku zarówno do 
akceptora jak  i cukrowej pochodnej.

N—P ~ P  P + l  P -cu k ie r-> N —P ~ P < ~ P  cu k ie r +  P ~ P  la
N—P ~ P ~ c u k i e r  +  akceptor-»-N —P ~ P  +  cu k ie r — ak cep to r lb

gdzie: N — nukleozyd purynow y lub pirym idynow y
W ciągu ostatnich kilku lat, dzięki intensyw nym  badąniom  prowadzo­

nym  w licznych ośrodkach, poznano dość dokładnie rozm aite aspekty udzia­
łu nukleozydodwufosfocukrów w biosyntezie zapasowych polisacharydów 
roślinnych i zwierzęcych tj. skrobi i glikogenu (43, 58, 75). Znacznie mniej 
w iem y o biosyntezie innych układów polisacharydowych. Poniżej omówio­
ne zostaną szczegółowo badania nad udziałem nukleozydodwufosfocukrów 
w biosyntezie polisacharydów roślinnych ścian komórkowych.

* M gr, I n s ty tu t  B iochem ii, U n iw e rsy te t W arszaw sk i, W arszaw a.
** D r, In s ty tu t  B iochem ii, U n iw e rsy te t W arszaw sk i, W arszaw a.
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I. Składniki wielocukrowcowe ściany komórkowej roślin wyższych

Każdą komórkę roślin wyższych otacza jej m artw y tw ór — ściana ko­
mórkowa. Osłania ona kom órkę przed niekorzystnym i bodźcami zew nętrz­
nym i i tworzy szkielet rośliny. Ściana komórkowa składa się z trzech 
warstw : blaszki środkowej, błony pierw otnej i błony w tórnej (rysunek 1). 
Głównymi składnikam i każdej z nich są polisacharydy.

W czasie podziału kom órki pierwsza powstaje blaszka środkowa, zbu­
dowana z pektyn. Podstawowym  elem entem  struk tura lnym  pektyn są 
nierozgałęzione łańcuchy zbudowane z cząsteczek D-galakturonopiranozy 
połączonych wiązaniam i a(l->4) (10, 55). Liczba jednostek w łańcuchu w y­
nosi od kilkudziesięciu do kilkuset. W natyw nej pektynie część grup k a r­
boksylowych r e s z t  kw asu D - g a l a k t u r o n o w e g o  j e s t  z m e t y l o w a n a .  Z now­
szych badań wynika, że w pektynach w ystępują także w niew ielkich iloś­
ciach cukry obojętne, między innym i D-galaktoza, D - k s y l o z a ,  L-arabinoza 
i L-ramnoza (14, 32, 39). Cukry te dołączone są do głównego łańcucha poli- 
galakturonianowego wiązaniami glikozydowymi tworząc rozgałęzienia, 
a być może wchodzą również w skład łańcucha głównego (9, 10). Możliwe 
również, że pektyny w ścianie komórkowej powiązane są w iązaniam i estro­
wym i z innym i polisacharydam i, na przykład arabanem  i galaktanem .

Po uform owaniu blaszki środkowej powstaje błona pierwotna, a n a ­
stępnie błona wtórna. Błona pierw otna zawiera stosunkowo mało celulozy, 
która jest głównym składnikiem  polisacharydowym  błony w tórnej. Celu­
loza jest nierozgałęzionym hom opolisacharydem  zbudowanym  z 3 000—

Rys. 1. B udow a ściany  kom órkow ej ro ś lin  w yższych
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10 000 jednostek D-glukopiranozowych połączonych wiązaniam i (3 (l->4). 
Łańcuch celulozy jest sztyw ny dzięki dodatkowym  wiązaniom wodorowym 
m iędzy C-2 i C-6 sąsiednich jednostek (24, 44). W ścianie komórkowej 
cząsteczki celulozy zgrupowane są w równoległe wiązki stanowiące m ikro- 
fibrylle. M ikrofibrylle nie są regularnie ułożone na całej przestrzeni, lecz 
tw orzą obszary „krystaliczne”, tzw. micelle, i obszary niekrystaliczne, 
zwane przestrzeniam i m iędzym icellarnym i. W błonie pierw otnej przestrze­
nie m iędzym icellarne w ypełnione są hemicelulozą (83).

Term in „hem icelulozą” określa wszystkie polisacharydy ściany kom ór­
kowej różne od pektyn  i celulozy. Jest to grupa homo- i heteropolisacha- 
rydów o na ogół stosunkowo niskim ciężarze cząsteczkowym. W substan­
cjach hemicelulozowych w ystępują przede wszystkim: D-ksyloza, L-arabi- 
noza, D-mannoza, D-glukoza, D -galak to^ , kwas D-glukuronowy i L - r a m -  

noza (37, 78). Niektórzy autorzy (48, 74) wyodrębniają, na zasadzie różnej 
rozpuszczalności w ługach, dwie frakcje: hemicelulozę A i hemicelulozę B. 
F rakcja  B zawiera większą ilość kwasu glukuronowego, często w postaci 
4-O-metylopochodnych (50, 51). We frakcji A przew ażają cukry obojętne. 
W skład hemicelulozy wchodzą m iędzy innym i następujące polisacharydy: 
ksylany, araboksylany, arabany, glukom annany, m annany, galaktany i glu- 
kuroniany.

K sylany są zbudowane z 40—200 jednostek D-ksylopiranozy połączo­
nych wiązaniami (3 (1—>>4). Większość łańcuchów jest nierozgałęziona lub 
zaw iera rozgałęzienia w postaci pojedynczych jednostek cukrowych, za­
zwyczaj L-arabinozy (8). Gdy zawartość L-arabinozy dochodzi do kilku­
nastu procent, polisacharyd taki nazywa się araboksylanem  (46). W nie­
których roślinach wyższych w ystępują arabany złożone z reszt L-arabo- 
furanozy połączonych wiązaniam i a (l->5) i a (l->3) (45).

M annany są zbudowane z cząsteczek D-mannopiranozy połączonych 
wiązaniami (3—(1—>4) (7). G lukom annany składają się z cząsteczek D-man­
nopiranozy i D-glukopiranozy połączonych w nierozgałęziony łańcuch w ią­
zaniami 13 (l->4) (16, 73, 86), przy czym stosunek glukozy do mannozy w y­
nosi 1:3—4 (27).

G alaktany zbudowane są z około 4 600 cząsteczek D-galaktopiranozy 
połączonych wiązaniam i (3 (1 ^4 ) (89). Czasem w ścianie komórkowej w y­
stępują arabogalaktany (92)..

II. Biosynteza pektyn

W ykrycie w w ielu roślinach wyższych UD P-D-galakturonianu nasu­
wało od dawna przypuszczenia o możliwej roli tego związku jako donora 
reszt kwasu galakturonow ego w procesie biosyntezy łańcuchów poligalaktu- 
ronianowych pektyn. UD P-D-galakturonian w ykryto między innym i w fa­
soli (40, 68), bawełnie (34) i owsie (28).
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Wiadomo obecnie, że jedną z dróg powstawania UD P-D-galakturonia- 
nu w roślinach wyższych jest dwuetapowa reakcja przekształcenia UDP- 
-D-glukozy (5, 66, 76, 82) (reakcja 2).

N A D  zred. N A D  ep im eryzacja  

UD P-d -gl ukoza---- -------------- > UDP-D-glukuronian-------------- > UDP-D-galakluronian 2

Enzymy katalizujące poszczególne przekształcenia — dehydrogenazę 
UDP-D-glukozy i 4-epim erazę UDP-D-glukuronianu — w yodrębniano z nie­
których roślin, między, innym i z fasoli (6, 30, 70, 84). W siewkach fasoli 
w ykryto również enzymy katalizujące powstawanie U D P-D-galakturonianu 
na drodze bezpośredniej (29, 70) (reakcja 3).

A T P  A D P  U T P  P -P

D -galakturonian  —^  ^  > lP -D -galak tu ron ian  U D P-D -galakturonian 3

Szereg badań wskazuje na możliwość biosyntezy U D P-D-galakturonia­
nu na jeszcze innej drodze. Stwierdzono mianowicie, że 2-uC- lub 2- H- 
mezoinozytol jest dobrym  prekursorem  pektyn w roślinach wyższych (1, 2, 
4, 57, 62, 63). Zaproponowana przez L o e w u s a  i K e l l y  (59, 60, 62) 
droga łączy metabolizm mezoinozytolu z powstawaniem  pektyn (sche­
m at 1).

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

-------------- U D P -D • metyloglukuronian — eP^eryzaeia— ^  y Dp.D-«etylogalak^jronian
II
t

pektyny

S chem at 1. P o w staw an ie  p e k ty n  z glukozy poprzez m ezoinozytol w g (51)

Według L o e w u s a  (61) proces ten  przebiegałby w następujących e ta­
pach: 1) cyklizacja heksozy do cyklitolu, 2) m etylow anie cyklitolu, 3) u tle ­
nienie pochodnej m etylowej cyklitolu z rozszczepieniem wiązania między 
Cu i C6 do estru  metylowego kwasu glukuronowego, 4) epim eryzacja do 
estru  metylowego kwasu galakturonowego (na poziomie UDP-pochodnej).

Trudno obecnie definityw nie stwierdzić, która z omówionych wyżej 
dróg powstawania U D P-D-galakturonianu odgrywa najw ażniejszą rolę
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w biosyntezie pektyn. Niewykluczone jest, że drogi te funkcjonują rów no­
legle.

W 1965 roku w pracow ni H a s s i d a (90) otrzym ano z siewek fasoli 
frakcję  enzymatyczną, katalizującą biosyntezę poligalakturonianu z U D P- 
-D-14C-galakturonianu. Szczegółowe badania radioaktyw nego polim eru 
kw asu galakturonowego, syntetyzowanego przez ten  układ, polegające na 
częściowej degradacji za pomocą poligalakturonazy (EC.3.2.1.15) z Pénicil­
lium chrysogenum  i liazy poligalakturonianow ej (EC.4.2.2.2.) z Clostridium  
multifermentas,  wykazały ponad wszelką wątpliwość, że otrzym any poli­
m er rzeczywiście jest identyczny z naturalną pektyną. Działanie tych en­
zymów jest specyficzne w stosunku do łańcuchów a (1—>4) poligalakturo- 
nianow ych (64, 65). Pierw szy z nich rozszczepia wiązania glikozydowe z w y­
tw orzeniem  mono- lub oligomerów kwasu galakturonowego, drugi powodu­
je  kolejne odszczepienie od nieredukującego końca łańcucha cząsteczek 
kw asu A4,5dw ugalakturonow ego na drodze nie hydrolitycznej. Zastosowa­
nie enzymów do traw ienia radioaktyw nego polim eru wykazało ponadto, że 
włączanie galakturonianu z UDP-D-14C-galakturonianu do układów poli- 
galakturonianow ych, katalizow ane przez p repara t enzym atyczny z siewek 
fasoli, polega na syntezie całych łańcuchów de novo, a nie na przyłączaniu 
pojedyńczych jednostek kw asu galakturonow ego do już gotowych łańcu­
chów poligalakturonianowych, znajdujących się w nieoczyszczonym p re ­
paracie. P rep ara ty  enzym atyczne o podobnych własnościach otrzym ano 
również z innych roślin, m iędzy innym i z pomidorów i buraka (53, 87, 89, 
90). Aktywność transferazy  katalizującej syntezę pektyn  związana jest, 
jak  w ielokrotnie wykazano, z frakcją sedym entującą w zakresie 500— 
10 000 gr, zaw ierającą fragm enty  ściany komórkowej.

Obszerne badania nad specyficznością substratow ą układów syn tetyzu­
jących pektyny przeprowadzili T s a u - Y e n  L i n  i wsp. (87). W ykazali 
oni, że p repara ty  enzym atyczne z wielu roślin wyższych istotnie do syn­
tezy pek tyn  najlepiej w ykorzystują UDP-pochodną kwasu galakturono­
wego. W preparatach  z siewek pomidorów i buraka stosunkowo dobrym  
donorem  kw asu galakturonow ego była również TDP pochodna (około 1/3 
aktyw ności UDP-pochodnej), natom iast w preparacie z siewek fasoli — 
CDP-pochodna. Inne pochodne nukleotydow e (GDP- i AD P-D -galakturo- 
nian) praktycznie nie były w ykorzystyw ane do syntezy pektyn.

W naturalnych  pektynach część grup -COOH reszt kwasu galak turo­
nowego jest zm etylow ana (3, 4). Wykazano, że biosynteza estrów m etylo­
wych pektyn  odbywa się na drodze transm ety lacji z L-metioniny (79, 80). 
Bezpośrednim  donorem  reszt m etylow ych jest według K a u s s a i wsp. 
(52, 54) „czynna m etionina” — S-adenozylo-L-metionina. Nie jest całkowi­
cie jasne czy wprowadzenie grup m etylow ych zachodzi już po utw orzeniu 
łańcucha kw asu poligalakturonowego, czy też, jak  sugerowali n iektórzy 
badacze (3, 4, 60), polim eryzacji ulegają uprzednio zm etylowane reszty  
kwasu galakturonowego. Większość danych eksperym entalnych przem a-
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za pierwszą z tych możliwości, to znaczy za w prow adzeniem  reszt 
m etylow ych do gotowej już cząsteczki kwasu poligalakturonowego. V i l -  
l e m e z ,  S w a n s o n  i H a s s i d  (89) stwierdzili, że p repara t enzym a­
tyczny z siewek fasoli, efektyw nie włączający do frakcji pektynow ej 14C 
z UD P-14C-D-galturonianu, w nieznacznym  tylko stopniu w ykorzystuje 
UD P-14C-D-metylogalałęturonian. Nie obserwowali oni również stym ulow a­
nia włączania reszty cukrowej z UDP-D-galakturonianu, gdy podawano 
równocześnie UD P-m etylo-D-galakturonian. W łączenie grup m etylow ych 
z S-adenozylom etioniny do pektyn  zachodzi naw et wówczas, gdy p repara t 
pozbawi się uprzednio śladów „endogennych” nukleotydów za pomocą fos- 
fodw uesterazy (53). W skazuje to, że m etylow aniu podlega gotowy łańcuch 
kw asu poligalakturonowego, a nukleozydodwufosfocukry nie pośredniczą 
w tym  procesie. W każdym  jednak razie oba układy enzym atyczne biorące 
bezpośrednio udział w biosyntezie pektyn, tj. enzymy katalizujące tw o­
rzenie wiązań glikozydowych (polimeryzacja) i wiązań estrow ych (m etylo- 
wanie), zlokalizowane są w tych sam ych s truk tu rach  komórkowych, zwią­
zanych ściśle ze ścianami komórkowymi.

Niewiele wiadomo o czynnikach, k tóre regulu ją  szybkość syntezy pek­
tyn. Wykazano, że UTP, UDP i UMP ham ują biosyntezę pek tyn  z UDP- 
--14C-D-galakturonianu, natom iast stym ulujące działanie ma ATP (89, 90). 
Obserwowano również w yraźnie aktyw ujące działanie n iektórych katio­
nów jedno- i dwuwartościowych (Mn2+, K +, Mg2+, Co2+, N a+) (89), kwasu 
indolilooctowego i niektórych enzymów rozkładających polisacharydy 
ścian komórkowych, na przykład (3-(l->3) glukanazy z m ikroorganiz­
mów (91).

III. Biosynteza celulozy

W 1958 roku G l a s e r  (38) stwierdził, że bezkomórkowe prepara ty  
z Acetobacter x y l in u m  m ają zdolność syntetyzow ania celulozy w obecności 
UDP-D-glukozy. Fakt w ytw arzania celulozy przez m ikroorganizm y z UDP- 
-D-glukozy nie przesądzał, że tak  samo jest w roślinach wyższych. W 1964 
roku B a r b e r ,  E l b e i n  i H a s s i d  (12, 13, 26) otrzym ali z siewek 
fasoli i innych roślin wyższych frakcję, osadzającą się przy 10 000 g, k tóra 
w ykorzystyw ała GDP-D-14C-glukozę do syntezy nierozpuszczalnego w w o­
dzie polisacharydu o identycznych z celulozą właściwościach. Po częścio­
wej hydrolizie kwasowej lub za pomocą enzymów celulolitycznych zawsze 
otrzym ywano wyłącznie celobiozę (glukozylo-13 (l->4) glukozę) i oligosa- 
charydy zbudowane z reszt glukozy połączonych wiązaniam i (3 (1—>4). Inne 
nukleozydodwufosfopochodne glukozy (UDP-, ADP-, TDP-, CDP-glukoza) 
oraz sama glukoza i fosforany glukozy nie były substratam i w tej reakcji 
(12, 26). Na podstawie w łasnych prac H a s s i d  (42) uważa, że specyficz­
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nym  donorem reszt glukozy dla biosyntezy celulozy u roślin wyższych jest 
wyłącznie GDP-D-glukoza. Jednakże niektórzy badacze nie podzielają zda­
nia Hassida i uważają zagadnienie specyficzności transferazy, biorącej 
udział w syntezie celulozy, w stosunku do zasady wchodzącej w skład nu- 
kleozydodwufosfoglukozy za nadal otw arte.

B r u m m o n d  i G i b b o n s  (18), prowadząc badania na preparacie 
enzym atycznym  z łubinu stw ierdzili, że zarówno GDP-D-glukoza, jak 
i UDP-D-glukoza mogą być w ykorzystyw ane do syntezy polisacharydu
0 własnościach celulozy, przy czym lepszym donorem  glukozy była w tym  
przypadku UDP-D-glukoza. Podobne w yniki dla p repara tu  z liścieni owsa 
otrzym ali O r d i n  i H a l l  (71, 72). Jednak  gdy donorem  glukozy była 
UDP-D-14C-glukoza, po częściowej hydrolizie powstałego polisacharydu 
uzyskano m ieszaninę oligosacharydów zaw ierających reszty glukozy po­
łączone wiązaniam i |3 (1—>4) i (3(1—>3), m iędzy innym i celobiozę i lam inari- 
biozę (glukozylo |3 (l->3) glukozę). N atom iast gdy substratem  była GDP- 
-D-14C-glukoza otrzym ano polisacharyd, w którym  wiązania pomiędzy resz­
tam i glukozy były wyłącznie (3 (l->4) (71, 72, 88). Nie jest zupełnie jasne, 
czy gdy donorem reszt glukozy jest UDP-D-glukoza, obok celulozy pow sta­
je  kalloza ((3 (1—>3) glukan), czy też zbliżony właściwościami do celulozy 
polisacharyd zaw ierający zarówno wiązania (3 (l->3) i (3 (l->4).

F r a n z  i M e i e r  (35) badali biosyntezę celulozy z UDP-D-14C-glu- 
kozy in vivo  we włoskach nasion bawełny. M ateriał ten  jest szczególnie 
dogodny do badań nad biosyntezą celulozy in vivo, gdyż izolowane włoski 
baw ełny stosunkowo łatwo utrzym ać przy życiu przez dłuższy okres czasu, 
a ich ściany komórkowe zaw ierają około celulozy i tylko nieznaczną 
ilość substancji pektynow ych i hemicelulozowych. W czasie rozwoju włos­
ków bawełny dość dobrze w yróżniają się dwa okresy: pierwszy — do 25 dni 
od zakwitnięcia rośliny, kiedy syntetyzow ane są niem al wyłącznie pektyny
1 hemicelulozy błony pierw otnej, oraz drugi okres — od 25 do 35 dnia, kiedy 
zachodzi synteza celulozy błony w tórnej. W pierwszej fazie rozwoju w łos­
ków bawełny, odpowiadającej okresowi syntezy pektyn i hemiceluloz, ogól­
ne włączenie glukozy z UDP-D-14C-glukozy było stosunkowo niewielkie 
i zbliżone do poziomu włączania 14C-glukozy (przy tych samych stężeniach 
obu substratów). W drugiej fazie, odpowiadającej okresowi syntezy celulo­
zy, poziom włączenia glukozy z UD P-14C-glukozy szybko w zrastał prze­
wyższając wielokrotnie poziom włączenia wolnej 14C-glukozy, przy czym 
otrzym any radioaktyw ny polisacharyd zawierał wyłącznie wiązania (3(l->4). 
Podobne zjawisko obserwowano prowadząc badania nad preparatem  enzy­
m atycznym  otrzym yw anym  z siewek fasoli w .różnym wieku (33). Dalszym 
dowodem przem aw iającym  za tym, że w bawełnie specyficznym donorem  
glukozy dla biosyntezy celulozy jest UDP-D-glukoza, są wyniki analizy 
zawartości nukleozydodwufosfocukrów we włoskach baw ełny w obu okre­
sach rozwoju. W okresie pierwszym  w ykryw ano UDP-D-glukozę, UD P-d-
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galaktozę, UDP-L-arabinozę, UDP-D-ksylozę i UDP-D-galakturonian, czyli 
nukleozydodwufosfopochodne tych cukrów, które są niezbędne do w ytw o­
rzenia blaszki środkowej i błony pierw otnej. Natom iast w drugim  okresie, 
gdy zachodzi biosynteza celulozy, w ykryw ano jedynie UDP-D-glukozę 
i nieznaczne ilości UDP-D-galaktozy, a nie w ykryw ano w ogóle G D P-d- 
glukozy (34).

Wiadomo, że o ile UDP-glukoza jest prawdopodobnie głównym skład­
nikiem  puli nukleozydodwufosfocukrów w roślinach wyższych (28, 34, 40)
o ty le GDP-D-glukozy, która według Hassida jest specyficznym donorem  
reszt glukozy w biosyntezie celulozy, nie w ykryto dotąd w żadnej z bada­
nych roślin, z w yjątkiem  liści truskaw ki (47). Jednak — zdaniem Hassi­
da — niew ykryw anie GDP-D-glukozy w m ateriale roślinnym  może być 
związane z dużą szybkością w ykorzystyw ania tego nukleozydodwufosfo- 
cukru do syntezy celulozy. Stwierdzono, że niektóre rośliny wyższe za­
w ierają układ enzym atyczny katalizujący w ytw arzanie GDP-D-glukozy 
z l-fosforanu glukozy i #GTP (26).

IV. Biosynteza hemiceluloz ściany komórkowej

Glukomannan. Prowadząc badania nad biosyntezą celulozy przez p re ­
para t enzym atyczny z siewek fasoli, E l b e i n  i H a s s i d  (27) zauważy­
li, że dodatek nieznakowanej GDP-D-mannozy stym uluje włączenie GDP- 
-D-ł4C-glukozy do frakcji polisacharydowej. Syntetyzow any polim er nie 
był celulozą lecz heteropolisacharydem  zawierającym  glukozę i mannozę. 
Szczegółowa analiza kilku oligosacharydów, uzyskanych w w yniku częścio­
wej hydrolizy polim eru, wykazała, że jest on (3 (l->4) glukom annanem  za­
wierającym  3—4 cząsteczek mannozy na jedną cząsteczkę glukozy (25). 
Gdy podawano GDP-D-14C-mannozę i nieznakowaną GDP-D-glukozę, otrzy­
mano identyczny polisacharyd zaw ierający radioaktyw ną mannozę, przy 
czym niew ielką część radioaktyw ności odnaleziono również w glukozie. 
Można przypuszczać, że frakcja enzymatyczna w arunkująca biosyntezę 
polisacharydów ściany komórkowej zawiera 2-epim erazę GDP-D-mannozy. 
M aksym alne włączenie m annozy z GDP-D-mannozy obserwowano wów­
czas, gdy stosunek stężenia GDP-D-mannozy do stężenia GDP-D-glukozy 
wynosiło 3:1, to znaczy tyle, ile stosunek obu cukrów w polisacharydzie. 
Wykazano, że jony Mg2+ wyraźnie stym ulują włączanie m annozy z GDP- 
-D-mannozy do glukom annanu, natom iast nie m ają w pływu na włączanie 
glukozy z GDP-D-glukozy. Nasuwa to przypuszczenie, że reszty glukozy 
i m annozy w czasie biosyntezy glukom annanu przenoszone są przez odręb­
ne transferazy (25).

Ksylany i araboksylany. P r i d h a m  i H a s s i d  (77) otrzym ali frak ­
cję enzymatyczną z niedojrzałych kolb kukurydzy, aktyw nie włączającą
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D - k s y l o z ę  z UDP-D-14C-ksylozy do polisacharydu identycznego z na tu ra l­
nym  ksylanem . Okazało się (15), że pow stający radioaktyw ny polim er za­
w iera również radioaktyw ną L-arabinozę. W skazuje to, że UDP-D-ksyloza 
ulega częściowo epim eryzacji do UDP-L-arabinozy, a następnie oba te nu- 
kleozydodwufosfocukry w ykorzystyw ane są do biosyntezy polisacharydu.

Galaktan. N c  N a b ,  V i l l e m e z  i A l b e r s h e i m  (67) wykazali, 
że układ enzym atyczny z siewek fasoli w obecności UDP-D-14C-galaktozy 
syntetyzuje polim er o własnościach identycznych z galaktanem  w yodręb­
nionym  z tej samej rośliny.

Kwasowe polisacharydy frakcji hemicelulozowej. Prawdopodobnie do­
noram i reszt cukrow ych w biosyntezie kw aśnych hemiceluloz są również 
UD P-cukry. K a u s s (48) otrzym ał z kolb kukurydzy p repara t enzym a­
tyczny w ytw arzający glukuronoksylan z UDP-D-glukuronianu i U D P-d- 
ksylozy. W kw aśnych heteropolisacharydach hemicelulozowych część cząs­
teczek kwasu glukuronowego w ystępuje w postaci 4-O-metylopochodnych. 
Badania K a u s s a  i H a s s i d a  (50, 51) wyjaśniły, że m etylow anie jest 
procesem w tórnym , zachodzącym już po utw orzeniu łańcucha polisacha­
rydowego, a donorem  reszt m etylow ych jest S-adenozylo-L-metionina 
(analogicznie jak  podczas biosyntezy pektyn).

Jak  wynika z omówionych wyżej wyników badań, donorem  reszt cuk­
rowych w biosyntezie polisacharydów typu hemiceluloz, z w yjątkiem  glu- 
kom annanu, są prawdopodobnie zawsze UD P-cukry. Centralną pozycję 
w m etabolizmie tych związków zajm uje UDP-D-glukoza, z której na dro­
dze enzym atycznych przekształceń (epimeryzacja, utlenienie, dekarboksy­
lacja) pow stają wszystkie pozostałe U D P-cukry niezbędne do syntezy poli­
sacharydów 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 
polisacharydów ściany komórkowej

Pomimo niew ątpliw ie wzrastającego w ostatnich latach zainteresow a­
nia zagadnieniem  biosyntezy polisacharydów ściany kom órkowej roślin 
wyższych i znacznych osiągnięć w tej dziedzinie, wiele podstawowych pro­
blemów pozostaje nadal niedostatecznie wyjaśnionych. Dalszy postęp 
w tej dziedzinie zależny jest, jak  się wydaje, od postępów w poznaniu 
struk tu ry  chemicznej składników ścian komórkowych oraz m etod ich w y­
odrębniania w stanie czystym z uniknięciem  częściowej degradacji. Z d ru ­
giej strony niezbędne jest udoskonalenie m etodyki otrzym yw ania prepa­
ratów enzym atycznych syntetyzujących polisacharydy ścian komórkowych. 
Jak  dotąd, p repara ty  enzym atyczne katalizujące powstawanie rozm aitych 
polisacharydów ścian kom órkowych z odpowiednich nukleozydodwufosfo-
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cukrów otrzym uje się w w yniku w irowania rozbitych kom órek przy 500— 
10 000 g. O trzym yw ane aktyw ne frakcje są fragm entam i ściany kom órko­
wej z przylegającym i do niej fragm entam i błony cytoplazm atycznej, z k tó­
rą związane są enzymy syntetyzujące polisacharydy. Efekty prób oczysz­
czenia tych preparatów  są jak  dotychczas nieznaczne. Szczególnie trudne  
jest oddzielenie układów enzymatycznych od fragm entów  ściany kom órko­
wej. O trzym ane p repara ty  enzymatyczne zaw ierają więc zawsze endo­
genne akceptory reszt cukrowych (tj. odpowiednie polisacharydy). F ak t ten  
u trudn ia  w zasadniczy sposób badania m echanizm u przenoszenia reszt cu­
krowych. Z tego właśnie powodu brak  dotąd informacji, czy dla syntezy po­
trzebne są „prim ery”, tak  jak  to wykazano dla układów syntetyzujących 
skrobię oraz glikogen (43, 58, 75).

Zdecydowana większość badaczy zajm ujących się zagadnieniem  biosyn­
tezy polisacharydów ścian komórkowych zgadza się z tym, że odpowiednie 
nukleotydowe pochodne cukrów są bezpośrednim i donoram i reszt cukro­
wych w procesie biosyntezy wiązań glikozydowych. N iektórzy autorzy po­
stu lu ją  jednak istnienie lipidowego przenośnika, za którego pośrednictw em  
odbywałoby się przeniesienie reszt cukrowych z nukleozydodwufosfocuk- 
rów na właściwy akceptor (tj. polisacharyd) (17, 20, 21, 22, 49). Chociaż da­
ne doświadczalne przem aw iające za istnieniem  takiego pośrednika są nie­
liczne i dotyczą w większości syntezy polisacharydów przez m ikroorganiz­
my, hipoteza ta  zasługuje na bardziej szczegółowe omówienie, gdyż dobrze 
tłum aczy przestrzenny mechanizm współdziałania między układam i enzy­
matycznymi, biorącym i udział w syntezie polisacharydów ścian kom órko­
wych.

Wiadomo, że enzymy katalizujące syntezę nukleozydodwufosfocukrów 
(pirofosforylazy) zlokalizowane są w cytoplazmie. Układ polim eryzujący 
(transferazy) związany jest natom iast z zew nętrzną częścią lipido-białko- 
wej błony cytoplazm atycznej. Przenośnik lipidowy, zlokalizowany w e­
w nątrz błony cytoplazm atycznej, brałby więc udział w przenoszeniu reszt 
cukrowych z nukleozydodwufosfocukrów tworzonych po w ew nętrznej s tro ­
nie błony cytoplazm atycznej na akceptor położony po zew nętrznej stronie 
błony cytoplazm atycznej. W 1961 roku C o l v i n  (21) w ykrył u sy n te ty ­
zującego celulozę m ikroorganizm u Acetobacter xy linum  i w niektórych 
roślinach wyższych glikolipidowy związek, k tóry prawdopodobnie mógłby 
pełnić funkcję takiego przenośnika reszt cukrowych. Glikolipid ten  jest 
w ykorzystyw any przez układ enzym atyczny z Acetobacter xy linum ,  jako 
donor reszt glukozy do syntezy celulozy. Zdaniem  Colvina, związek ten  
składa się z polialkoholu zawierającego około 30 atomów węgla, glukozy 
i ew entualnie zasady organicznej (22). Z kolei K a u s s (49) przypuszcza, 
że u roślin wyższych takim  przenośnikiem  lipidowym m ogłyby być gliko­
zydy steroli. O trzym any przez niego z siewek fasoli p reparat enzym atycz­
ny, inkubow any z UD P-14C-D-glukozą, obok syntezy celulozy katalizu je  
włączenie glukozy do glikozydów (3-sitosterolu i stigm asterolu. Z drugiej
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jednak strony F l o w e r s  i wsp. (31) wykazali, że częściowo oczyszczone 
p repara ty  enzymatyczne z siewek fasoli i łubinu, syntetyzujące in tensyw ­
nie celulozę, nie w ytw arzają w uchw ytnych ilościach żadnych połączeń 
glikolipidowych. Problem  ew entualnego lipidowego przenośnika cukrów 
w biosyntezie polisacharydów ścian komórkowych pozostaje więc nadal 
otw arty.

Na szczególną uwagę zasługuje zagadnienie specyficzności transferaz, 
biorących udział w syntezie poszczególnych polisacharydów, w stosunku 
do zasady wchodzącej w skład donora reszty cukrowej, tj. nukleozydodw u- 
fosfocukru. Wiadomo obecnie, że skrobia w roślinach wyższych syntetyzo­
wana jest z ADP-D-glukozy (75), glikogen zwierzęcy z UDP-D-glukozy (43), 
celuloza natom iast — według prac H a s s i d a  i wsp. (12, 13, 26, 42) — 
z GDP-D-glukozy. Tak więc trzy  ilościowo najw ażniejsze biologiczne poli­
m ery glukozy w ytw arzane byłyby z różnych nukleozydodwufosfopochod- 
nych glukozy. W kom órkach roślin wyższych są układy enzym atyczne k a ­
talizujące syntezę zarówno ADP-, GDP-, jak  i UDP-D-glukozy. O statn i 
związek jest donorem  reszt glukozy w biosyntezie niektórych różnych od 
celulozy a zawierających glukozę polimerów wchodzących w skład ściany 
komórkowej oraz do syntezy szeregu glikozydów, między innym i fenolo­
wych (11, 23, 56, 93), sterolowych (19, 49) i innych (85). Wysoce praw do­
podobna w ydaje się hipoteza, że biosynteza rozm aitych połączeń glukozy- 
dowych w roślinach wyższych może być regulowana na poziomie syntezy 
nukleozydodwufosfopochodnych. Oddziaływania powodujące zm iany ak ­
tywności poszczególnych pirofosforylaz decydowałyby o wielkości pul 
ADP-, GDP- i UDP-D-glukozy i poprzez to — o relacji m iędzy szybkością 
biosyntezy skrobi, celulozy i innych pochodnych glukozydowych w ko­
mórkach.
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ZBIGNIEW  RUCZAJ  *

Antybiotyki —  inhibitorami biosyntezy ściany komórkowej
bakterii

Antibiotics — Inhibitors in Biosynthesis of the Bacterial Cell-Wall

T he m ode a t ac tion  of an tib io tic s  on b io syn thesis  of th e  p ep tidog lycan  p re c u rso rs  
an d  th e ir  c ro ss-lin k in g  is described .

Mechanizm działania antybiotyków  w komórce polega na swoistym od­
działywaniu na reakcje enzym atyczne lub s truk tu ry  komórkowe. A nty­
biotyki uznać więc można za inhibitory o bardzo ściśle określonej funkcji. 
Znam ienne jest przy tym, że penicylina nie tylko była pierwszym  zastoso­
wanym  w terapii antybiotykiem , lecz również była pierwszym, którego 
działanie inhibitorowe umożliwiło poznanie złożonego procesu biosyntezy.

Już w początkowym okresie badań zauważono, że penicylina ham ując 
rozwój bakterii powoduje zmiany ich kształtu; obserwacja ta wskazywała 
na oddziaływanie tego antybiotyku na powierzchniowe s tru k tu ry  komórki. 
L e d e r b e r g  (24) wykazał, że bakterie  pod wpływem  niskich stężeń pe­
nicyliny zam ieniały się w pozbawione ściany sferoplasty, identyczne 
z otrzym anym i przez W eilbull’a pod wpływem  lizozymu, a P a r k  
i J o h n s o n  (35, 37) już w 1949 roku obserwowali nagrom adzanie się 
w komórkach bakteryjnych, poddanych działaniu penicyliny, związków, 
w których skład wchodziły nukleotydy urydynowe. Okazało się, że związ­
ki te są składnikam i ściany komórkowej bakterii (35, 36, 38). C h a t t e r -  
j e e  i P a r k  (6) uznali więc połączenia te za bezpośrednie prekursory  ścia­
ny. Związki tego typu nagrom adzają się również pod wpływem  innych czyn­
ników. D-Cykloseryna powoduje nagrom adzanie w kom órkach Staphylo-  
coccus aureus UDP-NAc-muramylo-L-ala-D-glu-L-lizyny, a brak lizyny 
w podłożu prowadzi do kum ulow ania kwasu U D P-NA c-m uram ylo-L-ala- 
-D-glutaminowego, natom iast w w yniku działania fioletu goryczkowego 
nagromadza się UDP-NAc-glukozoamina lub kwas UD P-N A c-m uram ino- 
wy (11, 15, 53). Na udział jonów Mg2+ i Mn2+ w biosyntezie ściany w ska­
zuje fakt, że brak tych jonów w podłożu powoduje podobne nagrom adzanie

* Dr, Z ak ład  B iochem ii, In s ty tu t A n tyb io tyków , W arszaw a
W ykaz sto sow anych  sk ró tów : U D P -N A c-G lc  — u ry d y n o -5 -d w u fo sfo -N -ace ty lo - 

-g lukozoam ina, U D P -N A c-M ur — k w as u ry d y n o -5 -d w u fo sfo -N -ace ty lo -m u ram in o w y , 
m ezo-D A P — k w as m ezo -dw uam inop im elinow y
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się nukleotydow ych prekursorów  ściany (9). A ntybiotyki: bacytracyna, no- 
wobiocyna, w ankom ycyna i rystocetyny, dodane do hodowli Staphylococ­
cus aureus, powodują także nagrom adzanie różnego typu prekursorów  
ściany (53).

Odkrycia te  zapoczątkowały długoletnie badania nad s tru k trą  i biosyn­
tezą ściany komórkowej bakterii, a antybiotyki stały  się użytecznym  na­
rzędziem  w poznaniu procesu powstawania polim eru cukrow o-peptydo- 
wego, wchodzącego w skład ściany, jak  również m echanizm u przenoszenia 
nukleotydow ych prekursorów  ściany z cytoplazm y poprzez m em branę cy- 
toplazm atyczną na zew nątrz komórki.

W procesie biosyntezy ściany komórkowej wyróżnić można trzy  etapy 
zachodzące w różnych układach struk tura lnych  komórki:
a. synteza nukleotydow ych prekursorów  ściany
b. pow staw anie liniowych polimerów m ukopeptydowych (peptydoglikano- 

wych)
c. utw orzenie krzyżowych mostków peptydowych, łączących łańcuchy m u- 

kopeptydowe.
Poszczególne etapy biosyntezy hamowane są przez różne antybiotyki.

I. Hamowanie syntezy nukleotydowych prekursorów ściany 
przez D-cykloserynę i O-karbamylo-D-serynę

W arunkiem  rozpoczęcia syntezy ściany komórkowej jest aktyw acja 
c u k r ó w  przez utw orzenie połączeń z kwasem  urydyno-5-trójfosforow ym  
(UTP). U bak terii pow stają UDP-N-acetylo-glukozoamina i kw as UD P-N - 
- a c e t y l o - m u r a m i n o w y ,  do k t ó r e g o  w kolejnych reakcjach przyłączane są 
am inokwasy w następującej kolejności: L-ala, D - g l u ,  L-liz, oraz dw upeptyd 
D - a l a - D - a l a  u  Staphylococcus aureus lub L - a l a ,  D - g l u ,  m ezo-DAP i wspom ­
niany wyżej dw upeptyd u Escherichia coli (11, 57). Ten ostatni jest p rzy­
łączany przez tzw. enzym dołączający — ligazę UDP-NAc-m uram ylo-L- 
- a l a - D - g l u - L - l i z - :  D - a l a n y l o - D - a l a n i n y  (16, 33).

Ham owanie syntezy peptydoglikanu ściany przez cykloserynę (d-4- 
-amino-3-izoksazolidon), w ytw arzaną przez Streptomyces garyphalus  (14), 
polega na specyficznym  oddziaływaniu na racemazę alaninową (EC 5.1.1.1.) 
(58, 66), oraz syntetazę D - a l a n y l o - D - a l a n i n o w ą  ( l i g a z a  D - a l a n y l o - D - a l a n i n y  

(ADP); EC 6.3.2.4.) (16, 32, 56). O-Karbam ylo-D-seryna o podobnej s tru k ­
turze, w ytw arzana przez szczepy z rodzaju Streptomyces  (13), ham uje je ­
dynie racem azę alaninową (26). Działanie obydwu antybiotyków  polega 
więc na ingerencji w syntezę łańcucha peptydowego m ukopeptydu (sche­
m at 1).

Racemaza alaninowa jest enzymem specyficznym w stosunku do a la­
niny, współdziałającym  z fosforanem  pirydoksalu. D-Cykloseryna ham uje
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D-cykloseryna
O-karbamylo-D-seryna

2 L-alanina 2 D-alanina
(1)

D-cykloseryna

UDP-NAc-muramylo- 
-L -A la -» >  D -G lu -* -L -L iz

UDP-NAc-muramylo- 
-  L -A la — D-Glu— L -L iz — * -  D-Ala — ► D-Ala

S ch em at 1. Hamowanie racemazy alaninowej i syntetazy D-alanylo-D-alaninowej
przez cykloserynę

1 /[D -a la n in a ]

R ys. 1. K o m p ety cy jn e  ham o w an ie  racem azy  a lan in o w e j p rzez  D -cyk loserynę w ed ług
S t r o m i n g e r a  i w sp. (56)
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aktywność tego enzymu jako inhibitor kompetycyjny (26). Stała inhibito­
rowa Ki D-cykloseryny wynosi 600 mM, a stała Michaelisa Km w stosunku 
do d -  i L-alaniny wynosi 6,1 i 6,5 mM (26), co oznacza, że enzym wiąże 
antybiotyk 100 razy efektywniej niż naturalny substrat jakim jest alanina.

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

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

Zarówno L-cykloseryna jak i O-karbamylo-L-seryna nie hamują czyn­
ności racemazy. R o s e  i S t r o m i n g e r  (50) na podstawie podobieństwa 
układu przestrzennego D-cykloseryny i D-alaniny wyjaśnili swoistość ha­
mowania enzymu przez D-izomer antybiotyków (rysunek 2). D-Alanina i l -  

-alanina dzięki ruchomemu wiązaniu pomiędzy atomami węgla przyjmo­
wać mogą kilka układów konformacyjnych. Jeden z nich jest identyczny 
z układem przestrzennym D-cykloseryny. Odrębny układ przestrzenny l -  

-cykloseryny uniemożliwia natomiast jej reagowanie z centrum aktywnym 
enzymu, w wyniku czego nie hamuje ona aktywności racemazy (57).

D - alanina L - alanina 0  - karbamylo - L - seryna

R ys. 2.

S y n t e z a  d w u p e p t y d u  D - a l a n y l o - D - a l a n i n y  j e s t  k a t a l i z o w a n a  p r z e z  s y n -  

t e t a z ę  D - a l a n y l o - D - a l a n i n y  z g o d n i e  z  r e a k c j ą  (30, 31, 54):

2 D -alanina +  A T P Mgłf- K|  D -alanylo-D -alanina +  A D P +  P i

Enzym ten wiąże dwie cząsteczki alaniny. Miejsce wiążące grupę aminową 
alaniny jest bardziej wrażliwe na działanie cykloseryny niż m iejsce w ią­
zania drugiej cząsteczki alaniny przez jej grupę karboksylową (31). S tw ier­

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

D - cykloseryna L-cykloseryna 0  - karbamylo - 0  - seryna
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d z o n o ,  ż e  D - c y k l o s e r y n a  h a m u j e  e n z y m  k o m p e t y c y j n i e .

M odyfikacje cząsteczki antybiotyku, zm ieniają jego własności inhibi­
torowe, na przykład podstaw ienie przy C5 grupy m etylowej (cżs-5-metylo- 
-D-4-amino-3-izoksazolidon) pociąga za sobą zmianę charak teru  wiązania 
z enzymem, powodując zmniejszenie stałej inhibitorowej Ki około 50 razy 
(K i=12m M ) (31). Nabywanie oporności na D-cykloserynę przez bakterie  
związane jest ze wzrostem  poziomu zarówno racemazy jak  i syntetazy ala- 
nylo-alaninowej, oraz ze w zrostem  wyłącznie racemazy w przypadku po­
jaw ienia się oporności na O -karbam ylo-D-serynę (43).

II. Hamowanie syntezy liniowych polimerów mukopeptydowych 
ściany przez wankomycynę, rystocetyny i bacytracynę

Badania nad mechanizmem syntezy polisacharydowego łańcucha m u- 
kopeptydowego w głównej mierze przeprowadzono z bezkomórkowymi 
ekstraktam i enzym atycznym i ze Staphylococcus aureus i Micrococcus lyso- 
deikticus  (1, 2, 28, 59, 60). Coraz więcej jednak danych dotyczących innych 
drobnoustrojów uzupełnia te  wyniki.

Synteza wiązania ^-glikozydowego (l->4) między UD P-NA c-m uram ylo- 
-pentapeptydem  a UDP-NAc-glukozoaminą zachodzi na nośniku lipidowym  
(1) (schemat 2). Nośnik ten  wyosobniono za pomocą chrom atografii na 
DEAE-celulozie i przeprowadzono jego identyfikację. Jest to C55-alkohol 
izoprenoidowy zawierający jedenaście reszt izoprenowych, oraz dwie reszty  
fosforanowe (3, 11).

Reakcję 1 (schemat 2) przeniesienia fosfo-N A c-m uram ylo-pentapeptydu 
z U D P-N A c-m uram ylo-pentapeptydu na fosfolipidowy związek pośredni 
katalizuje translokaza fosfo-N A c-m uram ylo-pentapeptydu (UMP), przy 
cżym uwalnia się UMP (59, 60). Syntezę wiązania glikozydowego (reakcja
2, schem at 2) z UDP-NAc-glukozoaminą katalizuje inny układ enzym atycz­
ny uw alniający jednocześnie cząsteczkę UDP (1).

U Staphylococcus aureus reszta kwasu glutaminowego m ukopeptydu 
ulega amidacji (reakcja 3, schem at 2) w obecności jonów NH3 i ATP, a do 
grupy e-aminowej lizyny dołącza się 5 cząsteczek glicyny (reakcja 4, sche­
m at 2), tworząc Glc-NAc-M ur-NAc- (dekapeptyd amid), przy czym dona­
torem  glicyny jest glicylo-tRNA (5, 6, 8, 28, 34, 52, 54).

Liczba i rodzaj dołączanych aminokwasów do fragm entu  peptydowego 
dwusacharydowej cząsteczki m ukopeptydu połączonej z nośnikiem fosfo- 
lipidowym wiązaniem pirofosforanowym  są różne w zależności od gatunku 
bakterii (49).

U Micrococcus lysodeikticus  do a-karboksylow ej grupy kwasu g lu ta­
minowego dołączana jest tylko jedna cząsteczka glicyny przy udziale ATP. 
Pow staje NAc-glukozoam ino-NAc-m uram ylo (heksapeptyd) (reakcja 3, 
schem at 3), (8. 27, 51).
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U DP-MurN Ac-pen tapeptyd UMP

S ch em at 2. C yk l fosfo lip idow y w  b io syn tezie  po lim eró w  m u k o p ep ty d o w y ch  ściany  
S tap h y lo co ccu s aureus  (w edług  S t r o m i n g e r a  i w sp. (57)

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

Udział tRNA w reakcjach w ydłużania fragm entu  peptydowego w ska­
zuje na bardziej ogólne znaczenie tej form y aktyw acji aminokwasów 
w procesach biologicznych.

Utworzony w ten  sposób m ukopeptyd o pełnym  fragm encie peptydo- 
wym  jest przenoszony na nośniku fosfolipidowym poprzez m em branę cyto- 
plazm atyczną do miejsca akceptorowego w ścianie, gdzie dw usacharydo- 
-m ukopeptyd dołącza się do reszty cukrowej akceptora (reakcja 5, schem at 
2; reakcja 4, schem at 3). Mechanizm syntezy tego wiązania glikozydowego 
jest nieznany. W końcowym etapie, w w yniku działania fosfatazy odłącza 
się nośnik lipidowy, przy czym uw alnia się fosfor nieorganiczny (51) (re­
akcja 6, schem at 2; reakcja 5, schem at 3).

W ankomycyna, rystocetyny i bacytracyna ham ują łączenie się p rek u r­
sorów ściany z fosfolipidowymi nośnikami, oraz proces ich defosforylacji 
(20, 21, 23, 44, 45).

W ankomycyna, w ytw arzana przez Streptomyces orientalis (41), jest 
antybiotykiem  glikozydowym o nieznanej bliżej budowie, zawiera w cząs-
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S ch em at 3. C yk l fosfo lip idow y w  b io syn tez ie  po lim erów  m u k o p ep ty d o w y ch  śc iany  
M icrococcus ly so d e ik ticu s  w ed ług  S i e w e r t a  i S t r o m i n g e r a  (51)

teczce ugrupow anie fenolowe, N -m etylo-leucynę i kwas asparaginow y, 
a rystocetyny A i B otrzym ane z hodowli Nocardia lurida (12) zbudowane 
są między innym i z glukozy, m annozy, arabinozy i ramnozy. A ntybiotyki te 
ham ują reakcję dołączania dw usacharydow ej cząsteczki m ukopeptydu do 
akceptora w ścianie baktery jnej, a w wyższych stężeniach także reakcję 
katalizow aną przez translokazę fosfo-NAc-muramylo pentapeptydu (22). 
Zahamowanie w 50°/o w ykorzystania do syntezy ściany dw usacharydow ej 
cząsteczki m ukopeptydu obserwowano przy stężeniach obu antybiotyków  
20 M-g/ml (1, 2, 65). Penicylina nie w ykazywała działania ham ującego na tę 
reakcję (tablica 1).

Oba te efekty należy rozpatrywać w połączeniu z obserwacjami nad 
adsorpcją wankomycyny i rystocetyny na mukopeptydzie ściany w komór­
ce nienaruszonej (7) oraz wiązaniem się z wyosobnionymi mukopeptydo- 
wymi prekursorami ściany (39). Antybiotyki te wykazują większe powi­
nowactwo do nienaruszonej ściany komórkowej niż do składników ściany 
znajdujących się w bezkomórkowych preparatach (4). Stwierdzono, że wan- 
komycyna tworzy połączenia jedynie z takimi prekursorami, które zawie­
rały na końcu łańcucha peptydowego dwupeptyd D-alanylo-D-alaninę (39), 
co tłumaczy wpływ tych antybiotyków również na czynność karboksypep-
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Tablica 1

Wpływ antybiotyków na wykorzystanie oczyszczonego GlcNAc-M ur 
NAc-(pentapeptyd)-P-P-fosfolipidu w syntezie peptydoglikanu ściany M. lysodeikticus (6)

Antybiotyk fig/ml Peptydoglikan
(m[xmole)

Hamowanie
(%)

T ** 5 0

([¿g/ml)

_ 35 0
Rystocetyna 6 30 14

24 13 63 20
Wankomycyna 6 27 23

23 14 60 20
Penicylina G 420 31 11 > 5 0 0

* stężenie hamujące w 50%

t y d a z y  o d ł ą c z a j ą c e j  k o ń c o w ą  r e s z t ę  D - a l a n i n y  p o d c z a s  s y n t e z y  k r z y ż o w y c h  

w i ą z a ń  p e p t y d o w y c h  (10, 25).
Cykl fosfolipidowy w biosyntezie polim eru m ukopeptydowego jest ha­

mowany przez bacytracynę, peptydow y antybiotyk w ytw arzany przez 
szczepy rodzaju Bacillus (42). Bacytracyna jest specyficznym inhibitorem  
reakcji defosforylacji P-P-fosfolipidu, katalizowanej przez fosfatazę, a tym  
samym  uniemożliwia regenerację nośnika i wejście jego w ponowny cykl 
reakcji prowadzących do syntezy m ukopeptydu (51) (rysunek 3).

R ys. 3. W pływ  b acy tracy n y  na  udzia ł d w u sach ary d o  (14C -p e n ta p e p ty d )-P -32P -fo sfo - 
lip id u  w  syn tez ie  p ep ty d o g lik an u  ściany  i u w a ln ian ie  n ieo rgan icznego  fo sfo ran u  
w  bezkom órkow ych  u k ład ac h  enzym atycznych  M. ly so d e ik ticu s  w ed łu g  S i e w e r -

t a  i S t  r  o m  i n g e r  a (51).

S i e w e r t  i S t r o m i n g e r  (51) stosując podwójnie znakowany 
dw usacharydo(14C -pentapeptyd)-P-32P-fosfolipid jako substra t i układ enzy-
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m atyczny z Micrococcus lysodeikticus lub Staphylococcus aureus s tw ier­
dzili w obecności bacytracyny nagrom adzanie P -32P-fosfolipidu, przy jed­
noczesnym zaham owaniu uwalniania 32Pi (rysunek 3). Jednocześnie w yka­
zano, że wankom ycyna, rystocetyny i penicylina nie wpływały na reakcję 
defosforylacji P -32P-fosfolipidu (tablica 2).

Tablica 2

Hydroliza P-32P-fosfolipidu przez frakcję enzymatyczną M.lysodeikticus w obecności 
różnych antybiotyków

Dodany antybiotyk [¿g/ml Ilość uwolnionego 32P 
Cpm

Bez enzymu 44
Enzym bez antybiotyku 1040
Bacytracyna 153 361
Penicylina G 40 1030
Rystocetyna A 40 1075
Wankomycyna 40 1001

Bacytracyna ham uje również defosforylację P -32P-fosfolipidu katalizowaną 
przez fosfatazę alkaliczną Escherichia coli i tkanek zwierzęcych. Pozostaje 
niew yjaśnione czy antybiotyk reaguje z fosfolipidowym substratem  czy 
też z fosfatazą (51).

III. Penicylina inhibitorem „sieciowania” ściany

Końcowy etap biosyntezy ściany, polegający na „usieciow aniu” linio­
wych łańcuchów m ukopeptydu przez utworzenie krzyżowych mostków 
peptydowych, zachodzi bez udziału ATP, jako źródła energii, na zew nątrz 
m em brany cytoplazm atycznej stanowiącej barierę przepuszczalności ko­
mórki.

U wszystkich badanych bakterii m ostki peptydowe powstają przez po­
łączenie grupy aminowej peptydu jednego łańcucha z przedostatnią cząs­
teczką alaniny w łańcuchu peptydowym . Pow stanie nowego wiązania jest 
możliwe dzięki energii w iązania peptydowego końcowej cząsteczki D - a l a ­

niny. Jest to etap syntezy ściany komórkowej hamowany przez penicyliny, 
w tej liczbie penicyliny syntetyczne: penicylinę V, m etycylinę, oksacylinę 
i am picylinę, oraz przez cefalosporyny. M echanizm działania penicyliny 
został szczegółowo omówiony w odrębnym  artykule  w Postępach Bio­
chemii (64).

T i p p e r  i S t r o m i n g e r  (61) wykazali, że w kom órkach Staphylo­
coccus aureus w ystępuje 93'% peptydoglikanu usieciowanego i tylko 7% 
nieusieciowanego, k tóry  oddzielono m etodą sączenia na żelu Sephadex.
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Pod wpływem penicyliny ilość peptydoglikanu nieusieciowanego zawie­
rającego dodatkową resztę D-alaniny znacznie zwiększała się.

. Przeprow adzenie reakcji usieciowania, opartej na transpeptydacji, 
w układach bezkomórkowych Staphylococcus aureus i Micrococcus lyso- 
deikticus  nie powiodło się, jakkolw iek z tych drobnoustrojów  udało się 
wyodrębnić pośrednie związki oligomeryczne złożone z kilku a naw et 
z dziesięciu podjednostek (57, 61). Przebieg reakcji transpeptydacji u S. au­
reus przedstaw iono na schemacie 4.

Glikopeptyd
I

MurNAc

I
L-A la

D-Glu

L -L iz — G li— - G li—— Gli-«— Gli—— Gli
I

D-Ala  

D-Ala

— G li—  D-Ala-

Glikopeptyd

I
MurNac

I
L-A  la 

t
D -G lu  

t
L -L iz -

Glikopeptyd
I

MurNAc
I

L-A la
*

D-Glu 

*
L -L iz -

I
D-Ala 

D-Ala

• G li— Gli — G li— G li— Gli

-G li— Gli — G li— Gli— Gli

Glikopeptyd
I

MurNAc

I
L-A la

ł
D-Glu

ł
D -A la -^ -L -L iz — G li- -G li—— G li—  G li— G li—

S chem at 4. „S iec io w an ie” p e p ty d o g lik an u  w  b iosyn tez ie  ściany  5 . aureus  w ed łu g  
S t r o m i n g e r a  i w sp. (57); -> s trz a łk i w sk azu ją  k ie ru n e k  od końca  łań cu c h a  p e p ty -  

dow ego z g ru p ą  -C O O H  do końca  łań cu c h a  z g ru p ą  -N H 2

Stwierdzono, że penicyliny w niskich stężeniach (1 M-g/ml) powodowały 
u S. aureus nagrom adzanie się niepowiązanych krzyżowo jednostek pep ty- 
doglikanowych z końcową D-alaniną w łańcuchu peptydowym. W tych 
w arunkach kom órki ulegają szybkiej lizie i giną (17, 63). C harakterystycz­
ne przy tym , że wobec wysokich stężeń penicyliny (10(Vg/ml), przy cał­
kowitym  zaham owaniu syntezy krzyżowych wiązań peptydowych, kom ór­
ki pozbawione ściany żyły dłużej (63).

Syntezę usieciowanego peptydoglikanu u drobnoustrojów G ram ujem - 
nych badano w układach bezkomórkowych E. coli (17). Pow stanie wiązań
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krzyżowych pomiędzy liniowymi łańcuchami peptydoglikanu zachodzi ana­
logicznie jak u S. aureus, z wydzieleniem końcowej cząsteczki D-alaniny 
pentapeptydu. W kolejnej reakcji z udziałem karboksypeptydazy D-alani- 
nowej, zostaje usunięta reszta D-alaniny z końca sąsiedniego łańcucha 
peptydoglikanu, co warunkuje powstawanie u E. coli wyłącznie dimerów 
(18). Powstawanie dimerów peptydoglikanowych u E. coli przedstawia 
schemat 5. Obydwie reakcje wrażliwe są na działanie penicyliny, przy 
czym karboksypeptydaza D-alaninowa hamowana jest in vitro  w stęże­
niach niższych niż stężenia hamujące wzrost E. coli (17, 18, 19).

G lc N A c -M u rN A c -L A Ia -*-D -G lu -*-m e zo -D A P -*-D -A la -*-D -A la
s '

G lc N A c -M u rN A c -L -A la -*-D -G lu -* .m e z o -D A P -*-D -A la -» -D -A la

transpeptydaza

G lcN A c-M urN A c-L-A la-*- D-Glu—»»mezo-DAP—*-D -A la

G lcN A c-M u rN A c-L -A la -*.D -G lu -*-m ezo -D A P — ► D -A la -^ D -A la  + D-Ala

karboksypeptydaza D-alaniny

G Ic N A c-M u rN A c-L -A la -ł-D -G lu -^ -irezo -D A P —►D-Ala

G IcN A c-M urN A c-L-A la-— D-Glu—*■ tnezo-DAP—► D-Ala + D-Ala

S ch em at 5. P o w staw an ie  d im erów  p ep ty d o g lik an u  w  u k ład ac h  bezkom órkow ych  E. 
coli w ed ług  S t r o m i n g e r a  i w sp . (57)

Ze szczepu E. coli wyodrębniono drugi enzym, karboksypeptydazę 
D-alaninową II. Enzym ten, niewrażliwy na działanie penicyliny, odłącza 
ostatnią resztę D-alaniny w dimerze peptydoglikanu, czyli przedostatnią 
w pentapeptydowym fragmencie prekursora UDP-muramylopentapepty- 
du (19).

W yniki ostatnich badań S t r o m i n g e r a  (55), referow ane na Mię­
dzynarodowym Zjeżdzie IUPAC  w Rydze w 1970 roku, w skazują na iden­
tyczność transpeptydazy i karboksypeptydazy I.

Istnieje duże podobieństwo budowy przestrzennej penicyliny i dwu- 
peptydu D-alanylo-D-alaniny (62). Wiązanie -C O -N <  w pierścieniu (3-lak- 
tamowym penicyliny i -CO-N<C w dwupeptydzie leżą dokładnie w tej sa­
mej pozycji (rysunek 4). Prawdopodobnie penicylina reaguje z enzymem
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t w o r z ą c  p o ł ą c z e n i e  —  p e n i c y l o i l o - e n z y m  o  a n a l o g i c z n y m  u k ł a d z i e  s t r u k t u ­

r a l n y m  j a k  D - a l a n y l o - D - a l a n i n a  (61, 62).
Mechanizm reakcji transpeptydacji przedstawiony na schemacie 6 wska­
zuje na acylowanie transpeptydazy w jej miejscu aktywnym poprzez 
(3-laktamowy pierścień penicyliny.

R ys. 4. Modele przestrzenne penicyliny i D-alanylo-D-alaniny

Glikopeptyd połączony wiązaniami krzyżowymi

Schem at 6. M echanizm  ham o w an ia  tra n sp e p ty d a z y  p rzez pen icy lin ę  w ed ług  T i p  -
p e r a  i S t r o m i n g e r a  (61)
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Różnice w stopniu wrażliwości bakterii G ram dodatnich i G ram ujem - 
nych na działanie penicylin i innych antybiotyków spowodowane są różną 
budową ściany (49).

W tablicy 3 przedstawiono działanie antybiotyków na wzrost bakterii 
i przebieg reakcji syntezy peptydoglikanu w układach bezkomórkowych 
E. coli. Obserwowane różnice w ypływ ają z małej zdolności penetracyjnej 
niektórych antybiotyków  poprzez ścianę E. coli, przy jednoczesnej dużej 
wrażliwości układów bezkomórkowych tego drobnoustroju (11).

Tablica 3

Porównanie wrażliwości komórek Escherichia coli i bezkomórkowych układów 
enzymatycznych na działanie antybiotyków

Antybiotyk

Stężenie hamujące w 50% (I50)[J-g/ml

Wzrost Syntetaza
peptydoglikanu

Transpeptydaza
Karboksypep-

tydaza
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 — —

Przedstaw ione wyniki badań w skazują jednoznacznie na rolę jaką speł­
niają antybiotyki w poznaniu reakcji składających się na proces biosyn­
tezy ściany komórkowej bakterii.
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S T A N IS Ł A W  SZM IG IE LSK I *

Biochemia aktywnego transportu jonów sodu i potasu 

Biochemistry of Active Transport of Na+ and K + Ions

A ctive tr a n s p o r t  of N a+  an d  K + across celi M em branes is rev iew ed .

Skład jonowy cytopłazm y kom órki różni się zasadniczo od składu p ły ­
nu okołokomórkowego. W nętrze komórki zawiera jony potasu i aniony o r­
ganiczne w wysokich stężeniach, jest natom iast ubogie w sód i chlorki. 
P łyn okołokomórkowy charakteryzuje się odm iennym  składem  — wyso­
kim stężeniem  sodu i niskim potasu. Naruszenie tych stosunków jonowych 
między kom órką i płynem  okołokomórkowym prowadzi w krótkim  czasie 
do głębokich zaburzeń metabolicznych, początkowo odwracalnych, później 
kończących się śmiercią komórki. Przyczyny w ystępowania tak  dużych 
różnic w składzie jonowym  kom órki i p łynu okołokomórkowego nie są do­
kładnie znane; przypuszcza się, że gradienty  jonowe odgrywają podsta­
wową rolę w przew odnictw ie nerwowym  i elektrycznym  oraz że szereg 
enzymów we w nętrzu kom órki potrzebuje potasu jako kofaktora (21).

Stw ierdzenie odmiennego składu jonowego komórki i płynu okołoko­
mórkowego zwróciło uwagę badaczy na błonę komórkową, jako tw ór 
um ożliwiający występowanie tych różnic i regulujący prawdopodobnie 
przem ianę jonową komórki. Badania przy użyciu radioaktyw nych znacz­
ników wykazały, że błona komórkowa jest przepuszczalna dla m ałych jo ­
nów, jednak w różnym  stopniu (3). P rzenikanie jonów sodu i potasu przez 
błonę komórkową w brew  gradientow i ich stężeń nasunęło już stosunkowo 
wcześnie hipotezę istnienia jakiegoś aktywnego system u transportu  jonów 
w błonie komórkowej. Większość błon komórkowych jest spolaryzowana — 
w nętrze komórki ma ładunek ujem ny w porównaniu z płynem  okołoko­
mórkowym. P rzy  odpowiednio wysokiej różnicy potencjałów mogłoby to 
tłumaczyć bierne w nikanie jonów pótasu do w nętrza komórki, w brew  ich 
stężeniu. Jednakże założenie ruchów jonów związane z różnicą ładunków 
we w nętrzu kom órki nie tłum aczy zupełnie przenikania jonów sodu z ko­
mórki do płynu okołokomórkowego. Dla tych celów niezbędne jest istn ie­
nie jakiegoś m echanizm u czynnego transportu  sodu z komórki do płynu

* Dr, W ojskow y In s ty tu t  M edycyny L o tn iczej, W arszaw a
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okołokomórkowego, tzw. pompy sodowej, wym agającej do swej pracy do­
starczenia energii.

Większość doświadczeń dążących do ustalenia na tu ry  pom py sodowej 
była przeprowadzona na olbrzym ich kom órkach nerwowych krabów. Ko­
m órki te  z powodu ich wielkości są idealnym  modelem do badania tran s­
portu  jonów. Długość kilku centym etrów  i szerokość do 1 mm umożliwia 
przeprowadzenie badań przy użyciu technik  m ikrochirurgii na pojedyn­
czych włóknach nerw owych, do których wprowadza się radioaktyw ny 22Na 
(8). Badania z użyciem radioaktyw nego izotopu sodu wykazały ścisłą zależ­
ność między transportem  jonów przez błonę komórkową a m etabolizmem  
energetycznym  komórki. Zablokowanie oddychania tlenowego komórki 
przez cyjanki powoduje zatrzym anie 22Na we w nętrzu komórki, przy czym 
stopień zaham owania przenikania sodu przez błonę komórkową jest pro­
porcjonalny do ilości wysokoenergetycznych wiązań fosforanowych ATP 
(8). Usunięcie trucizny oddechowej pozwala na resyntezę wysokoenerge­
tycznych wiązań fosforanowych i powoduje wydalenie 22Na z w nętrza ko­
mórki. W prowadzenie ATP do w nętrza za tru tych  kom órek (ale nie do 
płynu okołokomórkowego) powoduje kró tkotrw ały  wzrost przenikania 22Na 
z w nętrza komórki do p łynu okołokomórkowego, zależny od ilości w pro­
wadzonego ATP (8).

W szystkie te doświadczenia sugerow ały niew ątpliw y udział wysoko­
energetycznych wiązań fosforanowych ATP w aktyw nym  transporcie jo­
nów sodu z w nętrza kom órki do płynu okołokomórkowego. Analogiczne 
wyniki uzyskano przy obserw acji transportu  sodu przez błonę krw inek 
czerwonych (tzw. cieni komórkowych, poddanych działaniu niewielkiego 
stopnia hipotonii) oraz w skraw kach nerek i mózgu (3). Przedstaw ione po­
wyżej doświadczenia stanow iły fundam ent badań nad aktyw nym  transpor­
tem  jonów sodu i potasu. W ykazano stosunkowo wcześnie współzależność 
przenikania tych dwu jonów przez błonę komórkpwą (15) — usunięcie po­
tasu z płynu okołokomórkowego zmniejsza wydalanie sodu z komórek, 
a zwiększenie stężenia potasu w płynie okołokomórkowym nasila przeni­
kanie sodu przez błonę komórkową. Analiza kinetyki przenikania sodu 
i potasu przez błonę kom órki w w arunkach  różnych stężeń tych jonów 
w płynie okołokomórkowym doprowadziła do wniosku (3), że jony potasu 
ak tyw ują pompę sodową, a całość ma charak ter reakcji enzym atycznej. 
Dalszym krokiem  w zrozum ieniu m echanizm u aktywnego transportu  sodu 
i potasu przez błonę kom órkową była obserwacja S c h a t z m a n n a  (35), 
że glikozydy nasercowe, a przede wszystkim  digitalis i Strofantyna, są sil­
nym i inhibitoram i pom py sodowej. Zjawisko hamującego w pływ u glikozy­
dów nasercowych na pompę sodową obserwowano we wszystkich bada­
nych komórkach i tkankach, jednak wrażliwość ich w ahała się w dość 
znacznych granicach. W dalszych badaniach (8, 17) stwierdzono, że gliko­
zydy nasercowe działają tylko w tedy, gdy znajdują się w płynie okołoko­
mórkowym. W prowadzenie naw et dużych ilości ouabainy (strofantyny G)
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do w nętrza włókna nerwowego kraba pozostawało bez w pływu na ak tyw ­
ny transport sodu i potasu. W yciągnięto stąd wniosek, że miejsca działania 
blokującego glikozydów nasercowych znajdują się na powierzchni błony 
komórkowej.

W ykazanie zależności transportu  sodu od w iązań wysokoenergetycz­
nych ATP oraz od zawartości potasu w płynie okołokomórkowym i m ożli­
wość blokowania pom py sodowo-potasowej przez glikozydy nasercowe 
pozwoliły na opracowanie hipotetycznych modeli aktywnego transportu  
jonów sodu i potasu. Podstaw ą modelu jest opisany w roku 1957 przez
S k o u (38) układ enzym atyczny adenozynotrójfosfatazy aktyw ow anej 
przez sód i potas (Na-K-ATPazy). W swej oryginalnej pracy S k o u (38) 
wyizolował z błony komórkowej nerw u kraba frakcję, k tóra w obecności 
jonów m agnezu m iała zdolność hydrolizowania ATP. Stopień hydrolizy 
był zależny od stężenia jonów sodu i potasu oraz był hamowany przez ou- 
abainę. Na tej podstawie powyższy układ enzym atyczny związano z ak ­
tyw nym  transportem  jonów sodu i potasu przez błonę komórki. Dalsze 
prace (por. 21, 26, 42) potw ierdziły te  obserw acje i pozwoliły na scharakte­
ryzowanie i częściowo zlokalizowanie układu enzymatycznego Na-K-ATP 
azy w komórce.

1. W ystępow anie  i c h a ra k te ry s ty k a  N a -K -A T P azy

Dla określenia aktyw ności układu Na-K -A TPazy najlepiej posługiwać 
się m ikrometodą S k o u (38) — zmodyfikowaną przez B o n  t i n g a (4) (tab­
lica 1). Zasadą m etody jest określenie ilości fosforanu nieorganicznego uzys­
kanego przez rozszczepienie ATP pod wpływem  enzym u zawartego w roz­
tworze liofilizowanego hom ogenatu tkanek lub narządów. Reakcję enzym a­
tyczną przeprowadza się w 5 kontrolow anych w arunkach (optym alne stę­
żenia Na+ i K +, bez Na+, bez K +, z dodatkiem  ouabainy (10“ 5M) oraz bez 
ATP). We wszystkich próbkach znajdują się jony magnezu, jako ak tyw a­
tor ATPaz. Aktywność układu N a-K -A TPazy oblicza się jako różnice m ię­
dzy aktywnością wszystkich ATPaz (próbka I) i aktyw nością M g-ATPazy 
(średnia próbek II, III i IV).

Przy zastosowaniu powyższej m etody stw ierdzono aktywność układu 
Na-K-ATPazy praw ie we wszystkich badanych tkankach (4). Najwyższe 
aktywności stw ierdzano w mózgu (szczególnie w  substancji szarej), sia t­
kówce oka, rdzeniu nerek oraz w mięśniach. N a-K-ATPaza hydrolizuje 
ATP do ADP i fosforanu nieorganicznego. Do swego działania wymaga, 
oprócz jonów Mg2+, określonych stężeń jonów N a+ i K + (38). Obecność 
tylko sodu lub tylko potasu nie w ystarcza do działania układu. P rzy  obec­
ności w roztworze jonów Mg2+ i Na+ potas może być zastąpiony przez 
jony N H 4 , Rb+, Cs+, lub L i+ (uszeregowane w kolejności ich efektywności)
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Tablica 1

Zasady określania aktywności układu Na-K-ATPazy

1. Tkanki liofilizowane i homogenizowane w H 20 .
2. Płyny inkubacyjne:

A*
(I)

B*
(II)

c*

(III)
D*
(IV)

E*
(V)

ATP 2 2 2 2 _
Mg2+ 1 1 1 1 1
N a+ 58 58 — 58 58
K + 5 — 5 5 5
C N - 10 10 10 10 10
EDTA 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tris pH 7,5

(92mM) + + + + +
Ouabaina

(10~4M) — — — + —

3. inkubacja 1 godzina w temp. 37°C
4. Określenie fosforu nieorganicznego
5. Całkowita aktywność ATPaz — płyn inkubacyjny A (I)

Mg-ATPaza — średnia aktywność płynów B, C i D (II, III i IV)
Aktywność Na-K-ATPazy =  Całkowita aktywność ATPaz — aktywność Mg-ATPazy.

•w artości liczbowe w tablicy podane w mM

(4, 38). Zwiększanie stężenia potasu w roztworze (przy niezm iennym  stę ­
żeniu jonów Mg2+ i N a+) powoduje początkowo wzrost aktyw ności ukła­
du, aż do osiągnięcia w artości m aksym alnych, po czym aktyw ność spada 
do 0. Sód w roztworze inkubacyjnym  nie może być zastąpiony przez inny 
kation (42).

Z analizy kinetycznej w pływu sodu i potasu na aktyw ność układu 
Na-K-ATPazy wynikałoby, że enzym ten ma dwa centra ak tyw ne dla ka­
tionów — jedno dla sodu (z powinowactwem dla N a+ 6—8 razy większym  
niż dla K +) oraz drugie dla potasu (39). Dalsze badania wykazały, że układ 
Na-K-ATPazy w żywych kom órkach wym aga dla swej optym alnej ak­
tywności obecności sodu we w nętrzu kom órki i potasu na zew nątrz (2, 
16, 45).

Substratem  dla układu Na-K-ATPazy jest ATP. Przy zastąpieniu go 
przez ITP, GTP lub UTP (23) układ w ykazuje jedynie śladową aktywność. 
Badania z użyciem 32P-A TP sugerują, że rozkład ATP przez układ Na-K- 
-ATPazy przebiega dwustopniowo (38)— pierwszym  stopniem  jest prze­
niesienie wysokoenergetycznych wiązań fosforowych na związek pośredni 
(reakcja ta wym aga obecności Mg2+ i N a+), drugim  stopniem  — defosfo- 
rylacja wym agająca obecności K +. Dwustopniowość reakcji enzym atycz­
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nej rozkładu ATP przez Na-K-ATPazę skomplikowała nieco model pom ­
py sodowej, do której działania potrzeba nie jednego a kilku układów en­
zymatycznych.

We wszystkich badanych tkankach charakterystyka układu enzym a­
tycznego była podobna, stwierdzono jednak pewne różnice w optim um  pH  
oraz optym alnych stężeniach jonów N a+ i K +. Optimum  pH  w aha się 
w granicach 7,2 dla nerw u kraba do 7,6 dla tkanek ssaków, stężenie N a+ 
od l,4m M /l dla nerw u kraba do 0,6mM/l dla nerek i 0,4mM/l dla mózgu 
ssaków (42). Różnice te  mogą zdaniem A l d r i d g e  (1) wynikać nie ty le 
z różnic w budowie chemicznej układu enzymatycznego, co z różnicy za­
wartości N a+ i K + w struk tu rach  podkomórkowych, zawierających N a-K - 
ATPazę.

Układ N a-K-ATPazy charakteryzuje się dużą wrażliwością na działa­
nie glikozydów nasercowych i wapnia (38, 42). Najważniejsze z inhibitorów 
tego układu przedstawiono w tablicy 2. Pozwalają one na różnicowanie 
poszczególnych rodzajów ATPaz w ystępujących w komórkach.

Tablica 2

Najważniejsze inhibitory ATPaz

Układ Na-K-ATPazy Mg-ATPaza

Ouabaina +  +  + _
Scillaren +  +  + -
Związki blokujące grupy-SH +  + + + +
Jony Ca2+ +  +  + +
Mocznik +  + +  +
N-etylomaleinian +  + +
Dwuetylofluorofosforan(DFP) _
Azydki _ +  +  +
Bilirubina - +  +
Guanidyna - +  +  +
Atebryna +  + +
Oligomycyna + 4-

Zastosowanie inhibitorów układu Na-K-ATPazy pozwala również na 
różnicowanie aktyw nego i biernego transportu  sodu i potasu przez błonę 
komórki. Wrażliwość na ouabainę jest różna dla różnych gatunków  zw ie­
rząt i dla różnych tkanek. Przeciętnie stężenia powodujące zaham owanie 
aktyw ności układu Na-K-ATPazy w 50'% w ahają się w granicach 1 0 M 
(dla krw inek czerwonych) do 10-6 M (dla mózgu). Poza ouabainą również 
szereg innych glikozydów nasercowych (digoxin, scillaren, em icym arin 
i inne) są inhibitoram i aktyw nego transportu  jonów przez błonę komórki. 
Cechą charakterystyczną glikozydów ham ujących układ Na-K-ATPazy jest 
nienasycony pierścień laktonowy w konfiguracji (3 przy węglu C17 pierście­
nia cyklopentanofenantrenu. Zmiana konfiguracji przestrzennej przy węglu
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C17 lub nasycenie pierścienia laktonowego prowadzi do częściowej lub cał­
kowitej u tra ty  właściwości blokowania aktywnego transportu  sodu i pota­
su przez błonę kom órki (17). Zahamowanie układu Na-K-ATPazy przez 
ouabainę w niskich stężeniach może być zniesione przez zwiększenie stę­
żenia potasu w płynie okołokomórkowym. Sugeruje to, że blokowanie 
układu Na-K-ATPazy przez glikozydy nasercowe odbywa się na drodze 
zablokowania centrum  aktywnego enzymu dla potasu (na zewnątrz ko­
mórki).

Inkubacja frakcji podkomórkowych, w ykazujących aktywność układu 
Na-K-ATPazy, z fosfolipazą A (33), lub fosfolipazą C (36) powoduje w yraź­
ne osłabienie wpływu sodu i potasu na aktywność układu enzymatycznego. 
Podobny efekt obserw uje się po inkubacji z lizolecytyną (41), nienasyco­
nym i kwasami tłuszczowymi (40) i niektórym i detergentam i. We w szyst­
kich tych przypadkach aktywność ATPaz zależnych od jonów Mg2+ pozo­
sta je  niezmieniona lub jest tylko nieznacznie obniżona. W yniki tych obser­
wacji nasuw ają dwojakie przypuszczenie: że lipidy są niezbędne dla 
stym ulacji układu enzymatycznego przez sód i potas lub, że dla aktyw nego 
transportu  sodu i potasu przez błonę kom órki niezbędne jest zachowanie 
s tru k tu r lipoproteidowych w błonie (42). Udział s tru k tu r lipoproteidowych 
w aktyw nym  transporcie sodu i potasu przez błonę kom órki przem aw ia 
za tym, że Na-K-ATPaza nie jest jednym  enzymem, jak  to początkowo 
przypuszczano (38, 39), ale układem  co najm niej kilku enzymów (42); stąd 
proponowana nazwa: układ Na-K-ATPazy, stosowana obecnie powszech­
nie w literaturze anglosaskiej. Układ ten  ma zabezpieczać i przeprowadzać 
aktyw ny transport sodu i potasu, natom iast wiele niejasności budzi jesz­
cze sama ATPaza. Enzymu tego nie udało się do chwili obecnej otrzym ać 
w stanie czystym i w dalszym ciągu istnieją w literatu rze kontrow ersje, 
jaka jest jego natura. Niektórzy autorzy przypuszczają, że w komórce ist­
nieje tylko jedna ATPaza, aktyw ow ana zarówno przez jony Mg2+, jak  i N a+ 
i K +, która, zależnie od potrzeb, może spełniać rolę dostarczyciela energii 
dla różnych układów, między innym i i dla aktywnego transportu  sodu 
i potasu (42). Inni autorzy przychylają się do zdania, że istnieją dwa od­
rębne układy ATPaz (23).

2. L o ka lizac ja  u k ła d u  N a-K -A T P azy

Badania um iejscowienia układu Na-K-ATPazy w kom órkach przepro­
wadzane były za pomocą frakcjonowanego wirowania oraz technik histo- 
chemicznych. N ajtrudniejszym  problem em  jest oddzielenie aktywności 
układów ATPaz aktyw owanych tylko przez Mg2+ od układu aktywowanego 
przez jony Mg2+ oraz Na+ i K +. Drogą frakcjonowanego wirowania homo- 
genatu tkanek nerw owych kraba można otrzymać preparaty , w których 
aktywność ATPazy po dodaniu jonów Mg2+ jest stosunkowo niewielka.
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D odatek jonów Na+ i K + w odpowiednich stężeniach zwiększa aktyw ­
ność ATPazy 6—20 razy (38). W tkankach ssaków zastosowanie ana­
logicznej procedury pozwala jedynie na uzyskanie preparatów , w których 
stosunek Na-K-ATPazy do M g-ATPazy wynosi 1,5—3,0. Dodatek dezoksy- 
cholanu (DOC) lub EDTA do płynu, w którym  przeprowadza się homo­
genizację, pozwala zwiększyć ten  stosunek do 6—8 (40).

Układ enzym atyczny N a-K-ATPazy zlokalizowany jest we frakcjach 
podkomórkowych, które zgodnie z badaniam i H a n z o n a  i T o s c h i ( 1 9 )  
określa się jako błony komórkowe i m ikrosomy (5, 12, 16, 22, 23). Frakcja 
m itochondriów nie zawiera aktywności układu Na-K-ATPazy. Mikrosomy 
sedym entujące przy siłach graw itacyjnych 30 000— 100 000 g składają się 
z siateczki endoplazmatycznej i fragm entów  błon kom órkowych (29). Do 
chwili obecnej nie wiadomo, w którym  z tych dwu składników komórki 
jest zlokalizowany układ Na-K-ATPazy. Badania cytochemiczne przepro­
wadzone na błonach komórkowych krw inek czerwonych wykazują aktyw ­
ność enzymu na w ew nętrznej stronie błony komórkowej (29, 30). Metoda 
histochemiczna stosowana do badania aktyw ności układu Na-K-ATPazy 
nie jest jednak wolna od zastrzeżeń (6). Opiera się ona na modyfikacji k la­
sycznej m etody W a c h s t e i n a  i M e i s e l a  (44) badania aktywności 
M g-ATPazy. Zasadą m etody jest inkubacja nieutrw alonych tkanek w bu ­
forow anym  roztworze ATP i soli ołowiawych z dodatkiem  aktyw atorów  
(Mg2+, N a+ i K +). Produktem  reakcji jest fosforan ołowiu, następnie prze­
prowadzany w siarczek ołowiu, k tóry  jest widoczny pod mikroskopem. 
Podstaw owym i zastrzeżeniam i w stosunku do tej m etody jest stw ierdzenie 
blokowania układu Na-K-ATPazy przez ołów w stężeniach używanych 
w reakcji cytochemicznej oraz nieenzym atyczny rozkład ATP przez ołów 
(31, 32). W ynika stąd możliwość powstawania dużej ilości nieswoistych 
strątów  siarczku ołowiu i trudność w zróżnicowaniu aktywności Mg- 
-ATPazy, Na-K-ATPazy i reakcji nieswoistej. W związku z tym  wielu ba­
daczy odnosi się krytycznie do cytochemicznej m etody badania aktywności 
ATPaz, uważając że nie pozwala ona zupełnie na określenie aktywności 
tych enzymów.

3. Stechiom etria aktyw nego transportu jonów  sodu i potasu

Dla opracowania modeli pompy sodowo-potasowej niezbędne było po­
znanie zależności między transportem  jonów przez błonę komórkową a in­
nym i funkcjam i kom órki oraz określenie ilościowe rozpadu ATP w sto­
sunku do sodu i potasu, k tóry  przeniknął przez błonę komórki. Wiele prac 
poświęcono zależności między aktywnością m etaboliczną tkanek (mierzo­
ną stopniem  zużycia tlenu) a transportem  sodu. Rozważania te są bardzo 
istotne, gdyż mogą w pew nym  stopniu przyczynić się do w yjaśnienia m e­
chanizmu transportu  jonów przez błonę komórkową. Gdyby transport sodu
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przez błonę komórki opierał się na prostym  m echanizm ie oksydoredukcji, 
to m aksym alna wydajność tego system u wynosiłaby 4 jony Na+ transpor­
towane przez błonę na 1 zużytą cząsteczkę tlenu  (26). Tymczasem stosunek 
ten  określono dla naskórka żaby na 18 jonów N a+ (11), a dla nerek na 28 
(27). Sugeruje to, że pompa sodowa ma niewielki związek z system em  oksy- 
doredukcyjnym  komórki. Potw ierdzają to spostrzeżenia (27), że tkanki za­
nurzone w roztworach pozbawionych sodu i potasu nie w ykazują znam ien­
nego obniżenia zużycia tlenu.

Znacznie trudniej jest badać stosunek transportu  jonów sodu i potasu 
do zużycia ATP w całych komórkach, gdyż kom órki wykazują tendencję 
do szybkiego wyrównyw ania niedoborów ATP i utrzym yw ania jego ilości 
na stałych poziomie. W kom órkach stale zachodzi fosforylacja nukleotydów
i naw et przy szybkim zużywaniu ATP istnieje dostatecznie dużo związ­
ków rezerwowych (np. fosfokreatyna), z których natychm iast syntetyzo­
wane jest ATP. Dopiero po wyczerpaniu tych rezerw  zaczyna się obser­
wować zmniejszenie ilości ATP. Dlatego badania stosunku ilości transpor­
towanych jonów sodu i potasu do ilości rozłożonego ATP dawały przez 
długi czas rozbieżne w yniki (26). Początkowo określano stosunek Na+/ATP 
jako 1 (20). Dopiero późniejsze badania wykazały (18, 28, 37), że na jedną 
rozłożoną cząsteczkę ATP przechodzą przez błonę komórkową trzy  jony 
sodu i dwa potasu. Tłumaczy to różnice w stężeniu sodu i potasu we 
w nętrzu komórki i w płynie okołokomórkowym. Analogiczny stosunek: 
3 jony N a+ na 1 cząsteczkę ATP stwierdzono niezależnie od stężenia sodu 
w płynie okołokomórkowym (37).

4. Związki pośrednie w  transporcie sodu i potasu

Istnienie związków pośrednich w transporcie sodu i potasu sugerowano 
w ielokrotnie. L e a w  i R e u s c h a w  (28) stwierdzili, że frakcja m ikro- 
somalna nerw u kraba, posiadająca aktywność układu Na-K-ATPazy ma 
również zdolność katalizowania reakcji w ym iany ATP-ADP. Po inkubacji 
tej frakcji z dodatkiem  AD32P  radioaktywność można stwierdzić w ATP. 
W ymiana ta może być zmniejszona przez dodatek jonów sodu i potasu, 
natom iast ouabaina znosi wpływ tych jonów. Na tej podstawie sugeruje 
się, że pierwszym  etapem  rozkładu ATP przez układ Na-K-ATPazy jest 
utworzenie fosforylowanego enzymu połączonego z ADP. Dalszym potw ier­
dzeniem tej hipotezy były w yniki doświadczeń, w których inkubowano 
frakcje komórkowe zaw ierające aktywność układu Na-K-ATPazy z radio­
aktyw nym  AT32P. Badania te (9, 10, 18, 25, 34) wykazały, że po inkubacji 
w płynie zawierającym  jedynie jony Mg2+ radioaktywność frakcji jest nie­
wielka i szybko osiąga swoje maksimum . Dodatek jonów N a+ zwiększa 
radioaktyw ność frakcji i w przeciw ieństw ie do pierwszego układu, po osiąg­
nięciu m aksim um  radioaktyw ności obserw uje się jej stopniowy spadek.
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Sugeruje to, że w obecności jonów Mg2+ i N a+ radioaktyw ny 32P odszcze- 
piony od ATP ulega początkowo związaniu z frakcją, a po pewnym  czasie 
zostaje związany poza układem  enzymatycznym . Dodatek jonów K + do 
roztw oru przyspiesza spadek radioaktyw ności frakcji. Przem awia to za 
hipotezą, że dla transportu  sodu przez błonę komórkową niezbędna jest 
fosforylacja układu enzymatycznego, natom iast dla transportu  potasu — 
jego defosforylacja.

Pomimo, że wszyscy badacze są zgodni co do konieczności istnienia 
związków pośrednich w transporcie sodu i potasu, nadal nieznana jest na­
tu ra  tego związku. Panuje  przekonanie, że są to fosfolipidy (26). Zdaniem  
H o k i n ó w (24) w transporcie sodu i potasu bierze udział monofosfoino- 
zytyd, inni autorzy (7, 13, 14, 43) uważają, że związkiem pośrednim  jest 
trójfosfoinozytyd, k tóry  podlega szybkiej defosforylacji i ponownem u ufos- 
forylowaniu.

#

5. Model pom py sodow o-potasow ej w  komórce

Na podstawie omówionych powyżej spostrzeżeń opracowano wiele m o­
deli pom py sodowo-potasowej w komórce, które w m iarę rozszerzania się 
inform acji były coraz bardziej skomplikowane. Jednak  do chwili obecnej 
model pom py sodowo-potasowej pozostaje nadal w sferze hipotez, k tóre 
dostarczają jedynie w ytyczonych do dalszych doświadczeń.

P Ł Y N  O K O ŁO K O M O R K O W Y

B Ł O N A  KO MÓRKOWA

X -  P K ,

2 K

X -  K , • X  -  N a ,

X -  P N a 3 .............. S3

X -  P N 3 j  ...............S2

r X -  P N a 3 ...............S j

W N Ę T R Z E  KO MÓRKI 3 Na 2 K A T P - * - A D P

Schem at 1. M odel pom py  sodow o-po tasow ej w ed ług  S k  o u  (41)
x  — z w ią ze k  tr a n sp o r to w y  (p ra w d o p o d o b n ie  fo s fo lip id )  S „  S 2, S3 — p o z io m y  e n e rg e ty c z n e

W szystkie modele zakładają istnienie w błonie komórkowej związku, 
k tóry ma zdolność „pom powania” jonów w oparciu o energię dostarczaną 
z rozkładu ATP. Najbardziej rozpowszechnionym i najlepiej sum ującym  
posiadane inform acje jest model proponowany przez S k o u (41), p rzed­
stawiony na schemacie 1.

Dla w yjaśnienia dużego powinowactwa do sodu we w nętrzu kom órki
i do potasu na zew nątrz kom órki zakłada się, że energia układu N a-K - 
-ATPazy jest zużywana do przem iany związku sodofilnego i połączonego
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z sodem na związek o dużym powinowactwie do potasu. Zgodnie z tym  
modelem wym iana sodu w ew nątrz- i zewnątrzkomórkowego następuje 
w w yniku naprzem iennego rozpadu i resyntezy ATP. Na zew nątrz kom ór­
ki związek transportow y łączy się z potasem, przenika do w nętrza kom órki
i ulega defosforylacji, a w miejsce potasu wchodzi sód. W obrębie samej 
błony komórkowej związek transportow y z dołączonym sodem (X-Na3) 
znajduje się na różnych pośrednich poziomach energetycznych (S1( S2, S3). 
Jak  już wspomniano, związek pośredni jest prawdopodobnie fosfolipi- 
dem lub grupą fosfolipidów. Model ten, podobnie jak  inne, jest wysoce 
spekulatyw ny, niem niej w ydaje się najlepiej podsumowywać zebrane w ia­
domości o aktyw nym  transporcie sodu i potasu. Najbliższa przyszłość poz­
woli, być może, zidentyfikować związek czy związki pośrednie w tran s­
porcie sodu i potasu i określić ich naturę.
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GRAŻYNA DUDEK *

Udział białek w transporcie przez błony komórkowe 

The Role of Proteins in Transport through the Celi Membranes

T he ro le  and  p ro p e r tie s  of p ro te in s ac ting  as c a rr ie rs  in ac tive  tra n sp o r t th ro u g h  
th e  celi m em b ran es is described  and  discussed.

Błona komórkowa odgrywa aktyw ną rolę w wym ianie substancji m ię­
dzy w nętrzem  komórki a środowiskiem. Na podstawie badań w mikroskopie 
elektronow ym  ustalono, że błony komórkowe utrw alane w roztworach me­
tali ciężkich (0 s 0 4) w ykazują budowę trójw arstw ow ą. Pierw otnie uważano, 
że znajdująca się w środku w arstw a lipidów otoczona jest z zewnątrz i we­
w nątrz w arstw am i białka (schemat 1-a). Od 1/4 do 1/3 białek s tru k tu ra l­
nych błony w ystępuje w form ie spiral reszta zaś w postaci nieuporząd­
kowanych zwojów.

°)

ë ëëëëë 
v ^ t a a w n a

S ch em at l a  i b. S tru k tu ra  błony kom órkow ej wg (18) 
b ia łk a  w  fo rm ie  h e lix ô w  (UUUU) i n ieu p o rzą d k o w a n y ch  zw o jó w  (a* v ) ,  ^  — p o la rn e  lip id y ,

'/////z — n ie p o la rn e  sk ła d n ik i b ło n y  (h y d ro fo b o w e  resz ty  a m in o k w a só w  c zy  lip id ów )

Obecnie bardziej prawdopodobny wydaje się układ mozaikowy drobin 
białkowych i lipidowych (schemat 1-b). Hipoteza o istnieniu pojedynczego 
łańcucha polipeptydowego przechodzącego poprzez błonę komórkową nie 
została dotychczas potwierdzona (18).

Oprócz przenikania pasywnego czyli dyfuzji przez błony komórkowe 
istnieje też transport aktyw ny wielu substancji. Przebiega on niezgodnie 
z praw am i dyfuzji, przeciwko gradientowi stężeń i wymaga nakładu ener-

* M gr, Z ak ład  R adiobiologii i O chrony Z drow ia, In s ty tu t B adań  Jąd ro w y ch , W ar-
szaw a
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gii. U kłady transportu  aktywnego w błonach um ożliw iają selektyw ną 
przepuszczalność substancji zarówno do w nętrza kom órki jak  i na ze­
wnątrz.

Istnieje szereg modeli m ających na celu w yjaśnienie m echanizm u tran s­
portu substancji przez błony. Ogólnie możemy je podzielić na modele za­
kładające istnienie porów (otworów) w błonie komórkowej i modele tra k ­
tujące błonę jako nieprzerw aną, ciągłą przegrodę.

W roku 1957 B u r g e n (4) w ysunął hipotezę, że w błonie komórkowej 
istnieją pory, przez które substancje przenikają do w nętrza komórki. 
W m yśl tej hipotezy, za aktyw ny transport substancji przez pory m ają 
być odpowiedzialne białka, posiadające prawdopodobnie własności enzy­
mów, zlokalizowane na w ew nętrznych ściankach porów i spełniające funk­
cję centrów wiążących. Sugerowano, że pory w błonie komórkowej mogą 
być stabilne, czyli niezmiernające swoich w ym iarów oraz niestabilne — 
oscylacyjne. Na schemacie 2 przedstawiono hipotetyczne modele porów 
w błonie komórkowej oraz w ykresy prawdopodobieństwa znalezienia się 
cząsteczki substra tu  w ew nątrz porów.

P M \ w  P

S ch em at 2a i b. M odele po rów  w  b łon ie  kom órkow ej w g (4) 
a ) m o d el poru s ta b iln eg o , b) m o d el poru  o sc y la c y jn eg o ; w  fo rm ie  śc iś n ię te j  (po le w e j )  w  fo r m ie

ro zszerzo n ej (po p raw ej)
M — c zą s te c zk i p rzech o d zą ce , O — cen tra  w ią ż ą c e  w  porze, Z — zew n ętrz n a  stron a  b ło n y  k o m ó r ­
k o w e j, W — w e w n ę trz n a  s tro n a  b ło n y  k o m ó rk o w ej, P  — w y k r e sy  p ra w d o p o d o b ień stw a  z n a le ­

zien ia- s ię  c zą stec zek  w  porze

Wejście cząsteczki do poru stabilnego (schemat 2a) odbywa się na sku ­
tek przyciągania jej przez centra wiążące znajdujące się na ściankach 
poru. Odległość między centram i wiążącymi, a cząsteczką m aleje w k ierun ­
ku strony w ew nętrznej błony i w pobliżu niej staje się optym alna dla 
związania danej cząsteczki. Wówczas zarówno energia wiązania cząsteczki 
jak i prawodopodobieństwo znalezienia się jej przy stronie w ew nętrznej
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błony są największe. Model poru stabilnego nie w yjaśnia przejścia sub- 
s tra tu  z poru do w nętrza komórki. Model poru oscylacyjnego (schemat 2b) 
tłum aczy m echanizm  oderwania cząsteczki z pozycji gdzie jest ona na j­
silniej związana. Średnica takiego poru oscylacyjnego ulega zmianom. K ie­
dy por jest ściśnięty centra wiążące znajdujące się bliżej zewnętrznej stro­
ny błony komórkowej przyciągają substancje ze środowiska. Gdy por się 
rozszerza cząsteczki substra tu  są przyciągane przez centra wiążące znajdu­
jące się bliżej w ew nętrznej strony błony komórkowej i przy następnym  
skurczeniu się poru substra t przechodzi do w nętrza komórki w w yniku 
obniżenia siły wiązania.

Modele zakładające ciągłość błony przypisują zasadniczą rolę w tran s­
porcie enzymom zlokalizowanym w ew nątrz lub na powierzchni błony ko­
mórkowej. Model zaproponowany przez M i t c h e l l a  (21) zakłada obec­
ność enzymu, nazwanego „translokazą”, pomiędzy zew nętrzną i w ew nętrz­
ną powierzchnią błony.

S ch em at 3. M odel b łony  kom órkow ej w g (21)
Z a k resk o w a n e  o b sza ry  p rzed sta w ia ją  „ tr a n s ło k a z ę ” en z y m  w ią ż ą c y  b ło n y  k o m ó rk o w ej, k tó ry  

m oże o d d z ia ły w a ć  a lte r n a ty w n ie  m ię d zy  zew n ętrz n ą  i w e w n ętr z n ą  p o w ierzch n ią  b ło n y  
Z — z ew n ętrzn a  s tro n a  b ło n y  k o m ó rk o w ej, W — w e w n ętrz n a  stron a  b ło n y  k o m ó rk o w e j

Przemieszczenie anionu ze środowiska do w nętrza kom órki przebiega 
według M itchella następująco (schemat 3):- na zewnętrznej powierzchni 
błony anion zbliża się do centrum  aktywnego i zostaje do niego przyłą­
czony. Dołączenie anionu indukuje zmiany konform acyjne „translokazy” 
w wyniku czego anion przechodzi na stronę w ew nętrzną błony. Po odłącze­
niu anionu od centrum  aktyw nego następuje powrót układu do stanu po­
czątkowego.

Model transportu  enzymatycznego przedstaw iony przez Crana (cyt. za 
32) w 1966 roku zakłada, że zasadniczą rolę w transporcie odgrywają enzy­
m y powierzchniowe. Cząsteczki przenikające adsorbowane są w zew nętrz­
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nej w arstw ie błony komórkowej. Termiczne pobudzenie składników błony 
doprowadza do lokalnych przewężeń błony i przerw y w jej dwucząstecz- 
kowej w arstw ie lipidów, przez które to przewężenia zaadsorbowane cząs­
teczki przedostają się do w nętrza komórki.

W szystkie przedstaw ione modele opierają się więc na istnieniu nośnika, 
k tóry wiąże się z przenoszonym jonem  lub cząsteczką. W ogólny sposób 
poszczególne fazy transportu  substancji przedstawiono na schemacie 4.

Uważa się (24), że pierwszą fazą jest rozpoznanie substancji m ającej 
ulec przeniesieniu przez jej połączenie z aktyw nym  m iejscem  drobiny 
spełniającej funkcję nośnika. Mechanizm tego zjawiska byłby bardzo po­
dobny do wiązania substra tu  z enzymem. N astępuje z kolei przeniesienie 
substancji przez błonę. Dalszym etapem  transportu  jest uwolnienie sub­
stancji przenoszonej z m iejsca aktywnego i przekazanie jej do w nętrza 
komórki, po czym następuje powrót system u do stanu pierwotnego. Taki 
selektyw ny transport wym aga użycia energii. N iestety do tej pory nie 
można określić, w której fazie jest ona dostarczana i w jaki spbsób.

* ROZPOZNANIE UWOLNIENIE

ryrnPT.AEMA ' PRZENIESIENIE POWHOT

S+

S ch em at 4. Fazy  tra n sp o r tu  p rzez b łonę kom órkow ą w g (24)
S — su b sta n c ja  p rzech od ząca  do w n ę tr za  k o m ó rk i

Jak  w ynika z wyżej przedstaw ionych danych dokładny mechanizm 
transportu  przez błony komórkowe jest jeszcze nieustalony. Prowadzone 
od wielu lat badania w tej dziedzinie m ają między innym i na celu znale­
zienie substancji, które są odpowiedzialne za właściwe rozpoznanie i p rze­
kazanie odpowiedniej cząsteczki do w nętrza komórki.

W ostatnich latach przeprowadzono szereg badań, które wskazują, że 
transport np. aminokwasów i cukrów, może odbywać się przy udziale okreś­
lonych białek nośnikowych.

I. Identyfikacja substancji przenoszących i ich lokalizacja w komórce

W 1966 roku P i p e r n o  i O x e n d e r  (27) wykazali, że kom órki 
E. coli K  12 poddane na zimno szokowi osmotycznemu tracą częściowo 
zdolność do włączania niektórych aminokwasów. W rok później A n r a k u
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(2) badał transport 14C D-galaktozy u m utantów  E. coli K  12, pozbawionych 
galaktokinazy i wykazał, że kom órki te poddane szokowi osmotycznemu 
tracą około SÔ /o zdolności do włączania i gromadzenia galaktozy (rys. 1-a).

Okazało się, że szok osmotyczny uwalnia częściowo z komórki składnik 
konieczny do przenoszenia galaktozy. Składnik ten przechodząc do roztwo­
ru  nie zmienia swojej aktywności, gdyż inkubacja z tym  roztworem  ko­
m órek poddanych uprzednio szokowi przyw raca im pierw otną zdolność 
transportu  (1-b). Stwierdzono ponadto, że inkubacja kom órek praw idło­
w ych z roztworem  zaw ierającym  substancje uwalniane w wyniku szoku 
osmotycznego powoduje niewielkie ale istotne zwiększenie transportu  ga­
laktozy (1—c). Substancje uw alniane pod wpływem  szoku rozdzielono na 
kolum nie z Sephadex G-100 na dwie frakcje. Jedna z nich charakteryzo­
w ała się dużą absorpcją przy 280 nm, wysokim stosunkiem  A28Unm/A260nm w y­
noszącym 1,84 (charakterystyczne cechy białka), oraz zawierała l - uC-ga- 
laktozę. Na podstawie tych doświadczeń w ysunięto przypuszczenie, że 
składnikiem  koniecznym do transportu  D-galaktozy do kom órki baktery jnej 
i uw alniającym  się z niej w w yniku szoku osmotycznego jest białko. Cię­
żar tego białka nie przekracza 70 000. Potw ierdzeniem  swoistej funkcji 
białek w system ie transportu  niektórych substancji przez błony kom órko­
we jest hamowanie tego procesu przez inhibitory syntezy białka np. chlor­
am fenikol (32). ,

Czos w  min

Rys. la ,  b, c. W pływ  szoku osm otycznego n a  w łączan ie  galak tozy  do kom órek  E. coli  
g  — k o m ó rk i k o n tr o ln e , □  — k o m ó rk i p od d an e  szo k o w i o sm o ty czn em u , O  — k o m ó rk i in k u b o w a n e  

z ro z tw o rem , k tó ry  w y w o ła ł szok  o sm o ty c z n y

Przez długi czas trudności metodyczne i techniczne związane z izolacją 
białek przenoszących uniem ożliw iały bliższe ich poznanie. Dopiero zastoso­
wanie metody podwójnego znakowania (32) przyniosło pewien postęp. Me­
toda ta polega na równoczesnym  badaniu dwu hodowli:

10 P o stęp y  B io ch em ii http://rcin.org.pl
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1) kom órek bakteryjnych, które produkują wszystkie białka i m ają zdol­
ność transportu  badanej substancji, oraz

2) ich m utantów , które u traciły  zdolność transportu  określonych substan­
cji i nie tworzą odpowiednich białek przenoszących.
Do pożywek wzrostowych bakterii dodaje się ten  sam znakowany am i­

nokwas np.: fenyloalaninę, ale do hodowli pierwszej 14C-fenyloalaninę, 
natom iast do hodowli drugiej 3H-fenyloalaninę. Po wyhodowaniu kolonii, 
miesza się razem  równe ilości kom órek bakteryjnych z obu kolonii, homo­
genizuje i poddaje rozdziałowi frakcjonowanem u. Przy równej ilości ko­
m órek bakteryjnych, stosunek 14C-fenyloalaniny do 3H -fenyloalaniny bę­
dzie około jedności w większości badanych frakcji. Frakcja charakteryzu­
jąca się najwyższym  stosunkiem  14C-fenyloalaniny do 3H-fenyloalaniny 
w analizowanym  układzie zawiera białka przenoszące. Przy użyciu tej m e­
tody udało się uzyskać między innym i białko przenoszące (3-galaktozyd 
w E. coli (9). Wykazano, że białka przenoszące są składnikiem  błony ko­
mórkowej (8, 22) i nazwano je  białkam i M (membranowymi). Uważa się, 
że są one związane z błoną wiązaniem białkowo-lipidowym (8).

Bardzo interesujące są ostatnie badania K a b a c k a  i M i l n e r a  (13) 
nad wpływem  różnych źródeł energii na włączanie proliny przez wyizo­
lowane błony z E. coli ML 308—225. Autorzy ci stwierdzili, że dodanie 
D-mlęczanu lub bursztynianu znacznie zwiększa włączanie proliny (odpo­
wiednio 20 i 8 razy) przez błony. Jednocześnie wykazano, że przem iana 
D-mleczanu w pirogronian przyspiesza transport także innych am inokw a­
sów. Dane te wskazują, że w ystępująca w błonie d - ( — ) dehydrogenaza 
kwasu mlekowego jest ściśle związana z transportem  różnych am inokw a­
sów.

II. Własności białek przenoszących

Badania nad białkam i transportującym i są prowadzone głównie na ko­
m órkach bakteryjnych. P i p e r n o  i O x e n d e r  (28) wykazali, że w jed ­
nej komórce baktery jnej (E. coli K 12) istnieje kilka oddzielnych systemów 
transportu  dla poszczególnych grup aminokwasów: (a) leucyna, izoleucyna, 
walina, (b) alanina, glicyna, seryna, (c) fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan, 
(d) m etionina. O istnieniu odmiennych systemów transportu  w E. coli 
świadczą także badania D i e t z a i wsp. (6), którzy wykazali, że szok os- 
m otyczny obniża w różnym  stopniu włączanie poszczególnych grup sub­
stratów . Stwierdzono również, że szok osmotyczny uwalnia z komórki k il­
ka białek przenoszących (6, 27).

Białka przenoszące wyizolowano w wielu pracowniach (3, 14, 19, 23, 26, 
31, 33, 34). Były one jednorodne zarówno elektroforetycznie jak również 
w ultraw irów ce analitycznej (3, 26, 33). Porównanie dwóch białek prze­
noszących różne substra ty  (białka przenoszącego leucynę i białka przeno­
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szącego galaktozę) wykazało ich zbliżoną ruchliwość elektroforetyczną (3). 
W tablicy 1 przedstawiono niektóre własności białek przenoszących sub­
stancje przez błony komórkowe.

Ciężar cząsteczkowy większości tych białek wynosi około 30 000 (3, 11, 
23, 25, 26, 29, 31, 33). Natom iast białko przenoszące jony K + i Na+ otrzy­
m ane z frakcji m ikrosom alnej hom ogenatu mózgu wołu oraz białko tran s­
portujące fosfoenolopirogronian z E. coli odbiegają znacznie od tej w artoś­
ci (1, 20). Szczególnie interesujące są trzy  różne białka transportu jące 
L-fukozę otrzym ane z Lotus tetragonolobus (14). M ają one wprawdzie od­
m ienne ciężary cząsteczkowe, ale wiążą L-fukozę w ilości 1 mola na 30 000 g 
białka, co wskazywałoby na istnienie w cząsteczce tych białek dwóch lub 
czterech m iejsc wiążących. Pozostałe białka przenoszące m ają po jednym  
m iejscu wiążącym substrat. Stałe dysocjacji kom pleksu białko-substrat są 
zaw arte w granicach 10-6 do 10~8 m ola/litr. N iektóre z białek udało się 
otrzym ać w form ie krystalicznej.

W tablicy 2 przedstawiono skład aminokwasowy niektórych białek 
przenoszących (3, 23, 33). Białko z Salmonella typh im urium  przenoszące 
jony SOj- , białka z Escherichia coli przenoszące leucynę i galaktozę oraz 
białko z dw unastnicy kurczęcia przenoszące jony wapnia m ają skład am i­
nokwasowy podobny, ale nie identyczny. Odznaczają się one dużą zaw artoś­
cią kwasów asparaginowego, glutaminowego i alaniny, oraz niską zaw ar­
tością m etioniny, tryptofanu i histydyny. Cysteina nie w ystępuje w więk­
szości białek przenoszących, a niektóre z nich zaw ierają znikome ilości 
tego aminokwasu (3, 14, 23, 26, 31). Są to białka kwaśne. Ich punkt izo- 
elektryczny znajduje się poniżej pH  6 np.: punkt izoelektryczny białka 
przenoszącego leucynę wynosi 5,15 (26). Białka przenoszące leucynę 
i galaktozę są term ostabilne, odporne na działanie kwasów, a wrażliwe 
na działanie zasad. C harakteryzują się one dużą wybiórczością w stosunku 
do przenoszonych substancji (3, 26).

N iektóre substancje mogą być przenoszone przez dwa lub więcej białek 
transportu jących i tak  np. arginina u E. coli jest przenoszona przez 
dwa różne białka (34), a jak  już wspomniano w transporcie L-fukozy u Lo­
tus tetragonolobus biorą udział aż trzy  białka (14).

III. Schematy transportu

Niedawno opracowano dwa schem aty uwzględniające udział specyficz­
nych białek przenoszących w aktyw nym  transporcie przez błony.

1. T ra n sp o r t h is ty d y n y

Według F e r r o - L u z z i - A m e s  i L e v e r  (7) w transporcie his­
tydyny u Salmonella typhim urium  biorą udział trzy  białka. Białko-J ~95°/o
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i białko-K~5°/o są białkam i wiążącymi histydynę i działają równolegle. 
Przenoszenie h istydyny do w nętrza komórki przez te białka wym aga obec­
ności trzeciego białka — P (schemat 5).

Białko-P i J-białko wiążące histydynę są kodowane przez odpowiednie 
geny his P i his J, k tóre m ają określoną pozycję na mapie chromosomów. 
Pozycja genu his K, k tóry  koduje białko-K jest nieustalona.

Najdalej zaawansowane prace nad transportem  dwucukrów przepro­
wadzili :Fox i K ennedy ze współpracownikami. W roku 1965 przedstaw ili 
oni roboczy schem at transportu , w którym  w yjaśnili rolę zlokalizowanego 
w błonie białka M (membranowego) w przenoszeniu ß-galaktozydow do 
komórki Escherichia coli (9). Ciężar cząsteczkowy tego białka określili na 
około 30 000 (11). W ykazali również, że białko to jest kodowane przez gen

B ia łk o - P

S chem at 5. T ra n sp o r t h is ty d y n y  u S a lm onella  ty p h im u r iu m  w g (7)

2. T ra n sp o r t dw ucuk rów

C Y T O P L A Z M A Ś R O D O W I S K O

G A I - — G A L - O R M M

ROH

[OAL-OR • M] [ m • g a l - or"]

K* (b) M +  GAL-OR

(c) ATP

GAL-OR+  Mi

S ch em at 6. M odel tra n s p o r tu  lak tozy  przez b łonę kom órkow ą w g (29)
O b ja ś n i e n i a  w  t e k ś c i e
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111] U D Z IA Ł  B IA Ł EK  W TR A N SPO R C IE 34 3

y  operonu lac (8). Białko to ma dwa oddzielne miejsca wiążące dla różnych 
cukrów (5). W kilka lat później schem at ten  zmodyfikowali (29). W obec­
nej form ie pełniej odzwierciedla on ogólne własności transportu  przez 
błony komórkowe. Powyżej przedstawiono uproszczony schem at przenosze­
nia laktozy w system ie transportu  Escherichia coli (schemat 6).

Podstawowym  założeniem jest istnienie dwóch form białka M; form y 
M (nośnikowej) oraz form y (wewnętrznej). Białko w form ie M w ystę­
puje na zewnętrznej stronie błony komórkowej (prawa strona schem atu) 
i może wiązać wybiórczo określone galaktozydy, pełniąc funkcję ich noś­
nika w transporcie przez błonę komórkową. Ta faza (a) transportu , w k tó ­
rej kompleks ß-galaktozyd-bialko M przechodzi przez błonę nie wym aga 
dostarczenia energii i nie powoduje zmiany chemicznej cukru. W fazie 
(b) zachodzącej na w ew nętrznej powierzchni błony (lewa strona schem a­
tu) forma M przekształca się w formę M;. Białko w form ie Mj ma niższe 
powinowactwo do galaktozydu i nie może służyć jako jego nośnik, w w y­
niku czego galaktozyd odłącza się. W tej reakcji niezbędne są jony pota­
sowe i amonowe. Następnie na zewnętrznej powierzchni błony zachodzi 
reakcja (c) powrotu białka w formę M. Reakcja ta zachodzi w obecności 
jonów Mgi+ i wym aga ATP lub innego trójfosforanu nukleozydu puryno- 
wego jako źródła energii.

IV. Białko dostarczające energii do transportu

Na ogół energia potrzebna do transportu  substancji przez błony ko­
mórkowe jest dostarczana bezpośrednio przez nukleotydy purynowe. 
W przypadku transportu  niektórych cukrów przez błony komórkowe 
E. coli, w dostawie energii uczestniczy białko nazwane HPr. Białko to prze­
nosi resztę fosforanową z fosfoenolopirogronianu na cząsteczkę cukru. 
W roku 1964 K u n d i n g  i wsp. (15) wyizolowali z E.coli K  235 układ 
fosfotransferaz bakteryjnych, k tóry  katalizował przenoszenie fosforu z fos­
foenolopirogronianu na różne węglowodany według reakcji:

Enzym  I M g2+
P -en  olop ir ogr on ian +  H P r < *** p ir  ogron ian  +  P - H P r

P -H P r+ c u k ie rE_n zym  p - cuk ie r +  H P r
Mg2+

System ten  składa się z dwóch enzymów (I i II) oraz term ostabilnego biał­
ka HPr o masie cząsteczkowej około 9 400. Białko H Pr odgrywa decydu­
jącą rolę w transporcie niektórych cukrów. Komórki, które u traciły  to 
białko w wyniku szoku osmotycznego nie mogą pobierać i gromadzić po­
szczególnych cukrów. Jeżeli takie kom órki inkubowano z oczyszczonym 
białkiem  HPr, to odzyskiwały one zdolność do transportu  cukrów (16), Do
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azotu w pozycji 1 pierścienia imidazolowego histydyny białka H Pr przy­
łącza się jedna reszta fosforanowa (1, 16). Reszta ta  zostaje następnie prze­
kazana cząsteczce cukru, która ulega fosforylacji w pozycji 6 (17). Enzym 
II charakteryzuje się specyficznością w stosunku do cukrów (10, 30) i de­
cyduje o właściwym rozpoznaniu cukru mającego ulec fosforylacji. Uważa 
się, że istnieją odpowiednie enzymy II dla poszczególnych cukrów prze­
noszonych przy udziale system u fosfotransferaz. Enzym II jest zlokalizo­
w any w błonie komórkowej (16). W 1968 roku K a b a c k (12) potwierdził 
rolę system u fosfoenolopirogronian-fosfotransferaza w transporcie niektó­
rych cukrów (glukozy, fruktozy, 2-dezoksyglukozy, galaktozy, 3-dezoksy- 
metyloglukozy) przez izolowane błony otrzym ane z E. coli.

Z  przedstaw ionych danych wynika, że transport aktyw ny niektórych 
substancji przez błonę komórkową może zachodzić przy udziale swoistych 
białek. Białka te spełniają rolę nośników (substancji lub energii) w tym  
procesie i prawdopodobnie odgrywają również rolę we właściwym rozpoz­
naniu substancji m ającej ulec przeniesieniu. W ciągu ostatnich kilku lat 
białka te zostały dosyć dobrze scharakteryzow ane. Stwierdzono, że białka 
te m ają podobne własności fizykochemiczne, ale w ykazują wybiórczość 
w stosunku do substratu . Badania nad białkam i przenoszącymi prowadzo­
no głównie na kom órkach bakteryjnych. W literatu rze spotyka się bardzo 
mało prac o białkach przenoszących w tkankach zwierzęcych. Szybki po­
stęp badań w tej dziedzinie pozwala mieć nadzieję, że dokładny m echa­
nizm transportu , w którym  białka te uczestniczą zostanie w krótce lepiej 
poznany.
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K O N S T A N T Y  W ISNIEW SKI*

Insulina a proces transportu przez błony komórkowe

Insulinę and the Transport Across the Celi Membranes

T he p o stu la ted  m echan ism s of th e  in su lin ę  ac tion  on th e  tra n sp o r t across th e  
celi m em b ran es  a re  rev ieved .

Kom órka wraz z otaczającym  ją środowiskiem tw orzy podstawową jed ­
nostkę życia. Przez błonę komórkową, która oddziela w nętrze kom órki od 
środowiska zewnętrznego, docierają do komórki informacje. Na podstawie 
wyników wieloletnich badań nad biologicznie aktyw nym i substancjam i 
wysunięto hipotezę o roli hormonów jako chemicznych przekaźników in ­
form acji (ang. chemical messengers) w ustroju. Substancje te, reagując ze 
specyficznym receptorem  na powierzchni błony komórkowej, k ieru ją  pro­
cesami m etabolicznym i zachodzącymi w ew nątrz komórki (21, 25).

Mimo bogatego m ateria łu  doświadczalnego, jakim  obecnie dysponuje­
my, do dziś nie jest wyjaśnione zagadnienie, w jaki sposób horm on prze­
kazuje inform acje komórce i jakie procesy zachodzą w błonie kom órko­
wej podczas przekształcania inform acji w efekt działania hormonu. U sta­
lono jednak, że błony komórkowe są istotnym  m iejscem  działania hor­
monów.

Błony komórkowe spełniają w ielorakie i bardzo ważne biologicznie 
funkcje zarówno w życiu całego organizmu, jak  też pojedynczej komórki. 
Błona otaczająca kom órkę nadaje jej kształt, w arunkuje  w ystąpienie zja­
wisk bioelektrycznych i wym ianę substancji z otoczeniem. W komórce za­
chodzi równocześnie wiele reakcji chemicznych. Organizacja tych reakcji 
zależy nie tylko od w zajem nej reaktyw ności substratów  i enzymów, lecz 
również od ich kontrolowanego wzajem nego kontaktu.

Błony wew nątrzkom órkow e tworzą bariery  segregujące, których se­
lektyw na przepuszczalność m odyfikuje w zajem ny kontakt reagujących 
substancji, a w konsekwencji k ieru je  szybkością procesów metabolicznych.

Zagadnienie biochemicznej s tru k tu ry  błon kom órkowych było przed­
m iotem  zainteresow ań w ielu autorów  (4, 11, 13, 16, 40, 43, 55). W yniki 
badań biochemicznych, morfologicznych oraz doświadczeń przeprowadzo­

* Doc. d r m ed. hab il. K a te d ra  F arm ak o lo g ii, A k ad em ia  M edyczna, B ia ły stok
W ykaz stosow anych  sk ró tów : C hi — ch lo rop rom azyna, I — in su lin a , IN H  — h y ­

d razyd  k w asu  izon iko tynow ego, NEM  — N -e ty lo m ale im id
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nych przy użyciu prom ieni rentgenow skich zdają się zgodnie wskazywać, 
że błony komórkowe zbudowane są z dwucząsteczkowej w arstw y lipido­
wej, pokrytej z obu stron w arstw ą białka.

Podstawową właściwością wszystkich błon kom órkowych jest ich zdol­
ność do transportu. Zasadniczo możemy wyróżnić kilka podstawowych 
form  procesu transportu  przez błony, a mianowicie prostą dyfuzję, ak tyw ­
ny transport i pinocytozę (1, 6, 15, 23, 51, 56, 58). Różnorodność i spraw ­
ność powyższych form  transportu  zależy zarówno od cech fizyko-chemicz­
nych wnikającej substancji, jak  również od właściwości transportow ych 
błon komórkowych.

Procesy transportow e modyfikowane są przez horm ony polipeptydo- 
we. Według R i g s s a (47) powierzchnia błon komórkowych jest odpowied­
nim miejscem działania hormonów polipeptydowych, ponieważ mogą one 
kontrolować procesy m etaboliczne nie w nikając do w nętrza komórki.

Do hormonów polipeptydowych należy insulina. W w yniku w ielolet­
nich badań ustalono, że hormon ten  w yw iera różnorodne i w ielokierun­
kowe działanie. Analizując szczegółowo działanie insuliny wprowadzonej 
do ustroju, R i e s e r  (48) wylicza aż 22 efekty, jakie ten  horm on w y­
wołuje. Wielu autorów zajm ujących się mechanizmem działania insuliny 
od dawna poddawało w wątpliwość, by te w ielokierunkow e efekty, jakie 
w yw ołuje insulina, mogły zależeć od jej bezpośredniego działania (21, 32, 
47, 48, 68). W m iarę rozwoju badań zaczął dominować pogląd, że insulina 
działa na jakiś pojedynczy proces — „rozrusznik”, a obserwowane różnorod­
ne efekty są odległym następstw em  i konsekwencją insulinowej aktyw acji 
tego procesu.

Próbując wyjaśnić, jaki jest ten  zapoczątkowujący najw ażniejszy pro­
ces aktyw ow any przez insulinę, w ysunięto wiele hipotez. Najwięcej zwo­
lenników zyskała sobie hipoteza transportow ego działania insuliny. We­
dług niej insulina, działając na błonę kom órki lub system y transportow e 
błon, zwiększa transport substratów  metabolicznych do w nętrza komórki, 
wzbogaca zaopatrzenie kom órki w m ateriał pędny i budulcowy, wszelkie 
zaś inne efekty są następstw em  tego działania. W ciągu kilkudziesięciu 
lat badań stwierdzono, że insulina tak  in vivo  jak  in vitro zwiększa tra n ­
sport przez błony komórkowe wielu węglowodanów i aminokwasów (8, 9, 
17, 27, 30, 32, 33, 34, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 46, 48, 49, 50, 52, 54, 68, 69, 70, 
72). Ponieważ w powyższych badaniach stosowano różne m etodyki i sub- 
straty , otrzym ane wyniki różniły się, a na ich podstawie powstało wiele 
teorii w yjaśniających mechanizm „transportow ego” działania insuliny.

Pow stanie jednej z teorii transportow ego działania insuliny należy 
wiązać z badaniam i Levine’a i współpracowników. W prawdzie po w ykry ­
ciu insuliny zaczęły pojawiać się doniesienia o jej wpływie na przem iesz­
czanie się glukozy w ustro ju  (5, 24, 35), jednak dopiero klasyczne doświad­
czenia L e v i n e ’ a i wsp. (33, 34) dostarczyły pewnych i przekonyw a­
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jących dowodów na to, że in vivo  hormon ten  nasila proces transportu  
galaktozy, L-ksylozy i L-arabinozy przez błony komórkowe. W yniki prac 
Levine’a potwierdzili inni autorzy in vitro na izolowanej rogówce królika 
(49, 50), perfundow anym  sercu (38, 39) i izolowanej przeponie szczura (27, 
46). Szczególnie in teresujące były wyniki P a r k a  i wsp. (38, 39). A utorzy 
stosując perfuzję serca wykazali, że insulina zwiększa zarówno transport 
cukrów do tkanki jak  również ich w ydalanie z tkanki. K i p n i s (26) 
i M a n c h e s t e r  (36) wykazali, że insulina nie w yw iera transportow e­
go działania w inkubowanych drobno pociętych tkankach, co w skazyw a­
łoby, że bezpośrednim  i podstawowym  m iejscem  działania insuliny są bło­
ny komórkowe.

W edług hipotezy transportow ego działania insuliny, opracowanej przez 
L e v i n e ’ a (31) w 1961 roku, w tkankach wrażliwych na działanie insu­
liny zlokalizowany w błonach system  transportow y jest unieczynniany 
przez nieokreśloną substancję, usuw aną lub zmienianą przez insulinę. Za­
tem  transport glukozy do w nętrza komórek zwiększałby się pod wpływem  
tego hormonu. Levine sądził, że wpływ insuliny na błony komórkowe lub 
system y transportow e błon jest jej podstawowym i bezpośrednim  działa­
niem. «

Nieco odmienną teorię dotyczącą działania insuliny na m echanizm  
transportow y zaproponowali R a n d l e  i S m i t h  (46). W doświadcze­
niach in vitro  autorzy wykazali, że niedotlenienie lub trucizny kom órko­
we, ham ujące procesy oksydacyjnej fosforylacji, zwiększają transport glu­
kozy do w nętrza kom órek podobnie jak  insulina. Na tej podstawie autorzy 
w ysunęli przypuszczenie, że w błonie komórkowej istnieje przenośnik (ang. 
carrier), który może występować w form ie aktyw nej ufosforylowanej lub 
nieaktyw nej-— nieufosforylowanej. Insulina mogłaby hamować fosfory- 
lację lub przyspieszać defosforylację przenośnika zwiększając tym  samym  
przenikanie glukozy przez błony komórkowe.

Podobny mechanizm działania insuliny zakładali F i s h e r  i Z a ­
c h  a r i a n (18). F i s h e r  i wsp. (17, 18) stwierdzili, że istniejący w bło­
nach system  transportow y dla cukrów jest wysycalny, wykazuje dużą ste- 
reospecyficzność, która umożliwia transport przez błony niektórych cu­
krów wykazujących pewne podobieństwo w budowie chemicznej. W ba­
danej tkance cukier nagrom adza się przeciw gradientow i stężeń, a insu­
lina aktyw uje ten proces. W edług Fishera w błonie komórkowej istnieje 
przenośnik, który łącząc się z glukozą przenosi ją do w nętrza komórki. 
Insulina przyspieszałaby proces uw alniania się glukozy z kom pleksu prze- 
nośnik-glukoza.

Proponowane przez Levine’a, Randle’a i Sm itha oraz F ishera hipotezy 
wyjaśniające mechanizm działania transportowego insuliny nie tłum aczą 
wielu aspektów jej działania. Jeśli — zgodnie z tym i hipotezam i — najis­
totniejszym  działaniem  insuliny byłby jej wpływ na system  transportu
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glukozy, to trudno byłoby wytłum aczyć aktyw ujące działanie insuliny na 
transport aminokwasów (8, 9, 27, 30, 36, 37, 44, 69, 70, 72), tym  bardziej, 
że działanie to obserwowano w środowisku nie zaw ierającym  glukozy (27, 
28, 29, 70, 71) lub w obecności inhibitora transportu  glukozy — florydzy- 
zyny (3). A ktyw ujący wpływ  insuliny na proces transportu  aminokwasów 
jest niezależny od syntezy białka, obserwowano go bowiem także w  obec­
ności purom ycyny (9, 10, 20, 52, 53).

W innych teoriach starano się wytłum aczyć działanie transportow e in­
suliny w stosunku do wielu substratów  metabolicznych. W o o 1 (69) na 
podstawie badań w łasnych w ysunął hipotezę genotypowego działania in­
suliny. W edług niej najw ażniejszym  działaniem  insuliny jest jej ak tyw u­
jący wpływ na syntezę mRNA. W w yniku tego działania powstaw ałyby 
nowe białka, w tym  również enzymy transportow e błon lub ich białka 
struk turalne. Jednak w kilka lat po opublikowaniu tej teorii sam jej autor 
wykazał, że w obecności aktynom ycyny, podanej w dawce ham ującej syn­
tezę mRNA, można nadal obserwować efekty transportow e insuliny (72), 
k tóre nie mogą zatem  zależeć od aktyw acji syntezy mRNA.

W badaniach nad m echanizm em  działania insuliny od daw na już duże 
zainteresowanie budziło zagadnienie receptora komórkowego, z k tórym  ten  
horm on mógłby reagować. S c h w a r t z  i wsp. (54) zwrócili uwagę, że 
aktyw ność biologiczna wazopresyny zależy od łączenia się jej grup -S-S 
z grupam i -SH białek błon komórkowych. Ponieważ insulina m a również 
wiązania -S-S, wielu autorów (7, 8, 14, 19) przypuszczało, że horm on ten  
reaguje w podobny sposób z grupam i -SH białek błon kom órkowych jak  
wazopresyna. Przypuszczenie to wydało się tym  prawdopodobniejsze, że 
insulina obniża poziom wolnych grup -SH w izolowanej przeponie szczura 
(57), a zastosowanie inhibitorów grup -SH zupełnie elim inuje ak tyw ujące 
działanie insuliny na proces transportu  cukru (7, 8, 57). Te dane w ska­
zywałyby, że reakcje insuliny z grupam i -SH białek błon kom órkowych 
są istotnym  procesem w arunkującym  wystąpienie dalszych efektów bio­
logicznych działania tego hormonu.

W 1956 roku P e t e r s  (45) zaproponował teorię, która w yjaśniała 
wpływ insuliny na proces transportu  chemicznie różnych substratów  m e­
tabolicznych. Zgodnie z teorią Petersa  (ang. cytoskeleton theory ) horm on 
po zetknięciu się z powierzchnią błony kom órki w yw ołuje reorganizację 
całej s tru k tu ry  komórki i tą drogą zmienia przebieg szeregu reakcji en­
zymatycznych.

W 1961 roku K r a h l  (30) opierając się na w ynikach badań w łasnych 
i innych autorów (2, 30, 45) zmodyfikował teorię Petersa. K rah l uważa, 
że insulina wiążąc się z receptorem  w błonie komórkowej w yw ołuje m ię- 
dzym olekularne przegrupow anie w białkach błony nasilając tym  samym  
transport substra tu  do w nętrza komórki. Następnie hormon doprowadza 
do rozluźnienia s tru k tu r wew nątrzkom órkowych (siateczki protoplazm a-
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tycznej) i ułatw iając w ten  sposób kontakt substratu  z enzymami przyspie­
sza procesy metaboliczne w komórce. Zmianom struk tura lnym  towarzyszy 
wzrost aktyw ności frakcji m itochondrialnej komórek.

Chociaż dotychczas brak dostatecznych dowodów potwierdzających tę 
teorię, zdobyła ona duże uznanie wśród badaczy zajm ujących się m echa­
nizmem działania insuliny. Tłumaczy ona najbardziej przekonyw ająco 
i w szechstronnie efekty metaboliczne wywołane przez ten hormon. N aj­
lepiej również tłum aczy tzw. „nieswoiste działanie transportow e” insuliny. 
Wykazano bowiem, że insulina wprowadzona do ustroju zwiększa znacz­
nie siłę działania wielu leków (12, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67) (ta­
blica 1).

Tablica 1
Wpływ nadm iaru i niedoboru insuliny w ustroju na działanie i poziom 

niektórych leków w tkankach

Lek

Insulina

N adm iar Niedobór

w ustroju

Działanie Poziom 
w tkankach

Działanie Poziom 
w tkankach

M operydyna

M orfina

Salicylan sodu

C hloroprom azyna N *
Rezerpina

Hydroksyzyna

Fenobarbital

Prosty gmina

A tropina

Adrenalina

Hydrazyd kwasu izonikotynowego

M ertiolat

Proflavina

Aminitrozol

M etandrostenolon

Przy niedoborze insuliny w ustroju, na przykład w cukrzycy alloksa- 
nowej, poziom leków w tkankach i ich siła działania były znacznie obni­
żone. Podanie insuliny normalizowało te procesy. Stwierdzono przy tym , 
że zarówno przy nadm iarze jak i niedoborze insuliny w ustroju zmianom 
siły działania leków towarzyszyły podobne zmiany poziomu tego leku 
w efektorze. W skazywałoby to, że między tym i dwoma zjawiskami istn ieje  
związek przyczynowy.
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Czas w min
R ys. 1. W pływ  in su lin y  (I) n a  dzia łan ie  d ep resy jn e  ch lo roprom azyny  (Chi) na  od ru ch y

w aru n k o w e  u  szczurów  (63)
1 — k o n tro la , 2 — I, 3 — C hi, 4 — C h l+ I

R ys. 2. W pływ  in su lin y  (I) na  poziom  ch lo roprom azyny  (Chi) w  tk an ce  m ózgow ej
szczurów  (63)

1 — Chi, 2 — C hl +  I

Przykłady zmian zarówno działania, jak  też poziomu chloroprom azyny 
w  tkance mózgowej przy nadm iarze i niedoborze insuliny przedstaw ione 
są na rysunkach 1, 2, 3 i 4.

Zwiększony poziom leku w tkance po podaniu insuliny mógł zależeć 
od: przyspieszonego transportu  leku do tkanki, obniżonego m etabolizm u 
lub zmniejszonego w ydalania leku. W celu uzyskania jednoznacznej odpo­
wiedzi, czy zmiana poziomu leków w tkance mózgowej zależy od efektów 
transportow ych insuliny, przeprowadzono doświadczenie na perfundow a- 
nej w ątrobie szczura. Stwierdzono przede wszystkim, że insulina nie m a 
w pływ u na szybkość rozkładu hydrazydu kwasu izonikotynowego (INH) 
przez perfundow aną w ątrobę szczura (60). W ykazano równocześnie, że hor­
mon ten  zwiększał penetrację INH z perfuzatu do tkanki i jego poziom 
w  15 minucie perfuzji (rysunek 5).
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R ys. 3. W pływ  ch lo rop rom azyny  (Chi) na o d ruchy  w a ru n k o w e  u szczurów  z cu k rzy cą
alloksanow ą (62)

1 — k o n tro la , 2 — cu k rzy ca , 3 — c u k r z y c a + in su lin a

R ys. 4. W pływ  in su liny  na  poziom  ch lo roprom azyny  w  tk an ce  m ózgow ej szczurów
z cukrzycą  a lloksanow ą (62)

1 — k o n tro la , Z — c u k rzy ca , 3 — c u k r z y c a + in su lin a  (0,5 j/k g ), 4 — cu k rzy ca -l-in su lin a  (1,0 j/k g )

Różnice w zawartości INH w wątrobie w doświadczeniach kontrolnych 
i z insuliną m alały w m iarę upływ u czasu perfuzji. W 90 minucie perfuzji 
zawartość INH w żółci była większa w doświadczeniu z insuliną niż w do­
świadczeniu kontrolnym .

Można sądzić, że insulina podana do płynu perfundującego przyspiesza 
zarówno transport INH do tkanki jak  i jego w ydalanie do żółci. W iększa 
zawartość leku w perfundow anej w ątrobie w obecności insuliny mogła 
być uw arunkow ana jego nagrom adzeniem  się w przestrzeniach zew nątrz 
lub wewnątrzkom órkowych. W doświadczeniach na izolowanej przeponie 
szczura wykazano, że insulina zwiększa nagrom adzanie się znakowanego 
14C INH w przestrzeniach w ew nątrzkom órkowych (60) (rysunek 6).

Powyższe dane wskazują, że insulina aktyw uje transport leku nie ty l­
ko przez błony wielowarstwowe, lecz również przez błonę komórki zw ięk­

1 2  3 4
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szając poziom leku w komórce. Podobnie stwierdzono większe nagrom a­
dzenie INH w skraw kach jelita  inkubowanych w buforze z dodatkiem  INH 
i insuliną. Efektu tego nie obserwowano gdy bufor zawierał N -etylom a- 
leiloimid (NEM) — związek reagujący z grupam i -SH białek błon kom ór­
kowych (rysunek 7).

♦
70

60

50^
e

40 ^

30 5. 

20 

-  10

Rys. 5. W pływ  in su lin y  po d aw an e j w  sposób ciągły  n a  tra n sp o r t h y d razy d u  k w asu  
izoniko tynow ego (INH) do p e rfu n d o w an e j w ą tro b y  szczura (60)

1 — b ez  in s u lin y , 2 — z in su lin ą

Rys. 6.

30 60 90
Czas w min

W pływ  in su lin y  na  p e n e tra c ję  14C -IN H  do w ew n ątrzk o m ó rk o w ej p rzes trzen i 
izo low anej p rzepony  szczura (60)

1 — z in su lin ą , 2 — bez in s u lin y
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R ys. 7. W pływ  in su lin y  (I) i N -e ty lo m ale ilo am id u  (NEM) n a  tra n sp o r t IN H  do izo­
low anego  je lita  szczura  (61)

1 — INH  +  NEM , 2 — IN H , 3 — I N H + I, 4 — IN H + I+ N E M

Przedstaw ione w yniki badań nad wpływem  insuliny na proces prze­
nikania leków przez błony komórkowe wskazują, że działanie transporto­
we tego horm onu dotyczy nie tylko substratów  m etabolicznych potrzeb­
nych komórce, lecz także substancji obcych jakim i są leki. Mechanizm 
tego działania pozostaje nadal niewyjaśniony.
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RECENZJE 

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

K siążk a  L u ck n e ra  je s t p o d ręczn ik iem  przeznaczonym  d la  s tu d en tó w  w yższych  
la t, k tó rzy  zn a ją  już  chem ię, b iologię i b iochem ię  w  zak res ie  p o d staw ow ym , ja k  
ró w n ież  d la  biologów , fa rm aceu tó w , chem ików , ro ln ik ó w  i lek a rzy  in te re su ją c y c h  
się zag ad n ien iem  m etab o litó w  w tó rn y ch .

K siążk a  m a 338 s tro n  tre śc i i 22 s tro n y  in d ek su  rzeczow ego. Z a w ie ra  312 sch e ­
m atów , w zorów  i szlaków  m etabo licznych  o raz  21 tab lic . T reść  je s t  podz ie lona  na  
dw ie części: A. Część ogólna (38 str.) i B. B iosynteza i m etabo lizm  m etab o litó w  w tó r ­
nych  ro ś lin n y ch  i zw ierzęcych  (300 str.).

W rozdziale  1 części A  au to r  p o d a je  d e fin ic ję  m etab o litó w  w tó rn y ch , zw raca  
u w agę  na  to, że w  o s ta tn im  trzy d z ies to lec iu  nag rom adziło  się w iele  fak tó w  p o zw a­
la jący ch  na  w y ja śn ien ie  b iosyn tezy  i p rzem ian  tych  zw iązków , ja k  ró w n ież  w sk a z u ­
jący ch  na  ścisłe pow iązan ie  ich  p rzem ian  z m etabo lizm em  podstaw ow ym . N astęp n ie  
om aw ia  zm iany  zaw arto śc i m e tab o litó w  w tó rn y ch  w  zależności od w a ru n k ó w  ek o ­
log icznych  i w ieku , m ie jsce  ich syn tezy  n a  te re n ie  k om órk i i m echan izm y  reg u lac ji 
ich  p rzem ian . W rozdziale  2 au to r  p rzed s taw ia  trzy  m etody  szczególnie p rz y d a tn e  
w  b a d an iu  m etab o litó w  w tó rn y ch , a m ianow icie  m etodę izotopow ą, b ad an ie  p rz e ­
m ian  p rzy  zasto sow an iu  hom ogenatów  lub  p re p a ra tó w  enzym atycznych  o raz  b a d a n ie  
m u tan tó w .

Część B dzieli się na  21 rozdziałów , w  k tó ry ch  au to r  om aw ia  m e tab o lity  w tó rn e , 
pochodzące z n a s tęp u jący ch  jed n o s tek  podstaw ow ych : a) cu k ró w  p ro s ty ch  (rozdział 
1), b) re sz t ace ty low ych  (rozdziały  2—5), c) k w asu  szik im ow ego (rozdział 6) i am in o ­
k w asów  (rozdziały  7—21). O m ów ienie każde j z ty ch  g ru p  je s t pop rzedzone w stęp em  
p rzed s taw ia jący m  reak c je , w  jak ich  jed n o s tk i podstaw ow e p o w sta ją , są m e tab o lizo ­
w an e  i deg radow ane  w  p o w iązan iu  z ogólnym i p rzem ian am i m etabo licznym i.

R ozdział 1 om aw ia  g likozydy, am in o cu k ry , dezoksycukry , cu k ry  o rozgałęz ionych  
łań cu ch ach , kw asy  u ronow e, onow e i kw as asko rb inow y , a lkoho le  cuk row e, cy k lito le  
i s trep ty d y n ę . R ozdział 2 — m etab o lity  w tó rn e , p o w sta jące  w  w y n ik u  lin iow ego  łą ­
czen ia  re sz t ace ty low ych , łańcuchow e (kw asy  tłuszczow e różnych  ro d za jó w , fosfo ­
lip idy , p lazm alogeny , n -a lk an y ) o raz p ie rśc ien iow e (acetogen iny  pochodne a n tra c e n u , 
te tra c y k lin y , g ryzeofu lw inę , a lk a lo id y  C o n iu m  i p te ry d y n y ). R ozdział 3 — pochodne 
k w asu  p rop ionow ego (kw asy m ety lo tłuszczow e i m akro lidy ). R ozdział 4 — pochodne 
m e tab o litó w  cy k lu  kw asów  tró jk a rb o k sy lo w y ch  i cyk lu  k w asu  g lioksalow ego  (głów ­
nie zw iązk i cyk liczne ja k  kw as g laukonow y  i jego pochodne). R ozdział 5 — pochodne 
po lip ren y lo w e (m ono-, seskw i-, d w u - i tró j- te rp e n y , s te ry d y  i karo ten o id y ). R ozdział 
6 — zw iązk i a rom atyczne , pochodne k w asu  dehydroszik im ow ego, szik im ow ego, ch o ryz- 
m ow ego i an tran ilo w eg o . R ozdział 7 — re a k c je  ogólne b iosyn tezy  am in , b e ta in , g li­
kozydów  cy janogennych , o le jków  gorczycznych  i a lka lo idów . R ozdział 8 — pochodne 
g licyny  (uk łady  p o rfiry n o w e , b a rw n ik i żółciow e, n u k leo ty d y  p u ry n o w e  i a lk a lo id y  
p u ry n o w e , pochodne p te ry n o w e  łączn ie  z a lloksazynam i). R ozdział 9 — pochodne  cys­
te in y  (koenzym  A, różne  ro ś lin n e  pochodne a lk ilocyc te iny , b io ty n a  i pochodne  k w asu  
m erk ap tu ro w eg o ). R ozdział 10 — pochodne m etio n in y  (S -adenozy lom etion ina , tia m in a
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i je j pochodne). R ozdział 11— pochodne w alin y  (e ry tro sk y rin a , b a rw n ik  P en ic i l iu m  
is landicum).  R ozdział 12 — pochodne leucyny  (p iro fo sfo ran  izopentenylu). R ozdział 
13 — pochodne izoleucyny (kw asy  tyg linow e, kw as m ety lom asłow y , zw iązk i p iro low e 
grzybów ). R ozdział 14 — pochodne k w asu  asparag inow ego  (kw as o ro tow y i n u k leo ty d y  
p iry m id y n o w e , kw as n ik o ty n o w y  i jego a lka lo idow e pochodne, kw as 2 ,6 -dw upiko- 
linow y , kw as fuzarynow y). R ozdział 15 — pochodne k w asu  g lu tam inow ego , p ro liny  
i ornitj^ny) a lka lo idy  tro p an o w e  i p iro lizydynow e, p ie rśc ień  p iro lidynow y  n iko tyny . 
R ozdział 16 — pochodne lizyny  (pochodne p ip ek o lin y  i k w asu  p ipekolinow ego, a lk a ­
lo idy  z Punica, S e d u m  i Lobelia,  a lka lo idy  pochodne ch ino lizydyny , p ie rśc ień  p ipe- 
ry d y n o w y  anabazyny  i inne). R ozdział 17 — pochodne a rg in in y  (pochodne g u an id y n o - 
w e i la ty ry n a  z grochu). R ozdział 18 — pochodne h is ty d y n y  (alkohole im idazolow e). 
R ozdział 19 — pochodne try p to fa n u  (a lkalo idy  indolow e, a lk a lo id y  sporyszu, ch in iny , 
k w as  k in u ren o w y  i inne). R ozdział 20 — pochodne fen y lo a lan in y  (a lkalo idy  izoch ino li­
ny , ko lch icyna i inne) i ty ro zy n y  (p lastoch inon , to k o fery loch inony , kw asy  tro p an o w e , 
k w as cynam onow y, k u m ary n y , a lkoho l kon ife ry lo w y  i lign ina , flaw an y , au ro n y  i izo- 
flaw ony). R ozdział 21 — m etab o lity  w tó rn e  o s tru k tu rz e  p ep ty d ó w  i b ia łek  (d w u k eto - 
p ip e razy n y , kw asy  h yd roksam ow e, p en icy lina , ce fa lo spo ryna , p ep ty d y  cykliczne, b ia ł­
kow a s t ru k tu ra  szk ie le tu  śc iany  b a k te ry jn e j i sk le ro ty n y  ow adów .

Z podanego  sp isu  w idać, że w szystk ie  w ażn ie jsze  g ru p y  m etab o litó w  w tó rn y ch  
zosta ły  p rzez au to ra  om ów ione. T reść poszczególnych rozdziałów  je s t p rzed s taw io n a  
racze j schem atyczn ie  podobn ie  ja k  w  p od ręczn iku  K arlso n a , ale  o be jm u je  dużą ilość 
zw iązków  i p o d k reś la  zależności m etabo liczne  pom iędzy  n im i. Po każdym  rozdziale  
podano  li te ra tu rę , g łów nie m onograficzną , doprow adzoną do 1968 roku . Sądzę, że 
k s iążk a  L u ck n era  może być n ap raw d ę  in te re su ją c a  d la  w szystk ich  w ym ien ionych  
n a  p oczą tku  spec ja lis tów  o raz dużą pom ocą w  ksz ta łcen iu  s tu d en tó w  pod w a ru n k iem , 
że będzie  ją  m ożna ud o stęp n ić  po p rze tłu m aczen iu  na  język  polski.

Z. K a sp rz y k

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

C ykl A d va n c es  in  E n zy m e  R egula t ion  p rzed s taw ia  m a te r ia ły  z corocznych sy m ­
pozjów  pośw ięconych  p rob lem om  reg u lac ji p rocesów  enzym atycznych . Tom  8 d o ty ­
czy sym pozjum  odbytego  w e w rześn iu  1969 ro k u  (Ind ianapo lis , U.S.A.).

S esja  I p row adzona  p rzez S ir H ansa  K reb sa  pośw ięcona by ła  m echan izm om  k o n ­
tro ln y m  w  m etabo lizm ie  w ęg low odanów . P ie rw szy  re f e ra t  dotyczył h o rm o n a ln e j r e ­
g u lac ji g lukoneogenezy  u ludz i w  czasie d ługo trw ałego  głodu. N astępn ie  G. W eber 
p rzed s taw ił zróżn icow any, h am u jący  w p ływ  fen y lo a lan in y  i fen y lo p iro g ro n ian u  na  
ak ty w n o ść  k luczow ych enzym ów  g liko litycznych , p ro d u k c ję  m leczanu  oraz  syn tezę  
tłuszczów , b ia łek , RNA i DNA w  m ózgu, w  czasie rozw o ju  człow ieka i szczura. S tw ie r­
dził on, że ak tyw ność  g liko lityczna  w zras ta  w  m ózgu w raz  z jego rozw ojem , n a to ­
m ia s t w rażliw ość  enzym ów  g liko litycznych  na  in h ib ic ję  p rzez  fen y lo a lan in ę  i fen y lo - 
p iro g ro n ian  pozosta je  ta k a  sam a. B adan ia  k in e ty czn e  w sk azu ją , że obie te  su b s ta n c je  
d z ia ła ją  jako  k o m petycy jne  in h ib ito ry  heksok inazy , k inazy  p iro g ro n ian o w ej i d e h y d ­
rogenazy  6-fosfog lukon ianu . P ozw ala  to p rzypuszczać, że boga ta  w  w ęg low odany  
d ie ta  m oże działać o ch ran ia jąco  na  tk a n k ę  m ózgow ą p a c je n tó w  z fen y lo k e to n u rią . 
O sta tn i re fe ra t  te j sesji om aw ia  m odel a llo ste ry czn e j k in e ty k i fo s fo fru k to k in azy  
z m oty licy  w ą tro b o w ej i se rca  ow cy z uw zg lędn ien iem  fizjo log icznych  asp ek tó w  tego  
zagadn ien ia .
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W sesji II , p ro w ad zo n ej p rzez  S ta d tm a n a , pośw ięconej m etabo lizm ow i p tak ó w , 
p rzed s taw io n o  p ra c e  n ad  re g u la c ją  dezam inazy  d ezoksycy tydy lanu  i syn tezy  ty m i-  
d y la n u  w  za ro d k ach  k u rczęcia . E nzym om  ty m  p rzy p isu je  się ro lę  czynn ików  o g ra ­
n icza jący ch  syn tezę  DNA. F. M aley p o stu lu je , że poziom  dezam inazy  je s t reg u lo w an y  
p rzez  hom o i h e te ro tro p o w e  w spó łdz ia łan ie  su b s tra tu  (5 -m onofosfo ranu  dezoksycy- 
ty d y n y ) i an tag o n is ty czn y ch  a llo ste rycznych  reg u la to ró w  (5 -tró jfo sfo ran u  dezoksy- 
cy ty d y n y  i 5 -tró jfo sfo ran u  dezoksy tym idyny) zm ien ia jący ch  k o n fo rm ac ję  p o d jed - 
n o s te k  enzym atycznych . R eg u la to ry  te  w p ły w a ją  n ie  ty lk o  na  ak tyw ność  enzym u 
w  kom órce , a le  ró w n ież  k o n tro lu ją  p o średn io  jego syn tezę  i ro zp ad  p rzez  obn iżan ie  
lub  podnoszen ie  s tab ilnośc i b ia łk a  enzym atycznego . N a to m ias t stężen ie  sy n te tazy  ty -  
m id y la n u  w  cy top lazm ie  je s t reg u lo w an e  na  poziom ie tra n sk ry p c ji i tra n s la c ji p rzez  
s u b s tra t  lu b  jego analog i, do k tó ry ch  należy  fo lan  i pochodne fo lanu . W n astęp n y m  
re fe ra c ie  zespół jap o ń sk i p rzed s taw ił w y n ik i b ad ań  n ad  w p ływ em  d ie ty  w ysoko- 
b ia łk o w e j n a  enzym y m etab o lizu jące  g lu tam in ę  u  ssaków  i u  p taków .

S esja  I I I  p ro w ad zo n a  p rzez  E. K reb sa  pośw ięcona b y ła  m echan izm om  k o n tro ln y m  
u  m ik roo rgan izm ów . H olzer p rzed s taw ił c iekaw y re f e ra t  o trz ech  d rogach  reg u lac ji 
m e tab o lizm u  p rzez  A T P , dz ia ła jący  jako : 1) d o n a to r energ ii, 2) a llo ste ryczny  e fek to r, 
p rz y  czym  p ro d u k ty  ro zpadu : A D P i fo sfo ran  tak że  p e łn ią  ro lę  a llo ste rycznych  re g u ­
la to ró w  i 3) czynn ik  pow o d u jący  chem iczną m o d y fik ac ję  enzym ów  poprzez ich  fosfo - 
ry la c ję  lu b  p rzy łączan ie  re sz ty  adeny low ej. O sta tn i ty p  reg u lacy jn eg o  dzia łan ia  A T P  
o m aw ia  szerzej E. S ta d tm a n  n a  p rzy k ład z ie  sy n te tazy  g lu tam in o w ej z Escherichia  
coli. W ses ji t r a k tu ją c e j  o reg u lac ji n a  poziom ie ró żn y ch  tk a n e k  R. W. E stab ro o k  
i w sp ó łp raco w n icy  p rzed s taw ili m etodę spek tro fo to m etry czn eg o  p o m ia ru  procesów  
o k sy d o red u k c ji w  sk ra w k a c h  w ą tro b y  in k u b o w an y ch  w  środow iskach  o zm iennym  
sk ładzie . D zięki zasto sow an iu  te j te ch n ik i m ożna o k reś lić  ilościow o zaw arto ść  m ik ro - 
som ów  i m ito ch o n d rió w  w  kom órce. W ażną o b se rw ac ją  je s t s tw ierdzen ie , że zużycie 
tle n u  p rzez  sy s tem  m ik ro so m aln y  w ynosi ty lk o  około 25% całego zużycia  tlen u  przez  
sk raw k i, chociaż zaw arto ść  jednego  ty lk o  sk ład n ik a  m ikrosom ów  — cy toch rom u  P450 

ilościow o p rzek racza  3— 6 razy  zaw arto ść  w szystk ich  in n y ch  cy tochrom ów  obecnych  
w  m ito ch o n d riach . A rty k u ł J . H im m s-H ag en a  p t. „R egu lacja  p rocesów  m etab o licz ­
nych  w  b ru n a tn e j tk an ce  tłuszczow ej w  zależności od te rm o g en ezy ” om aw ia  m ech a ­
n izm  a d a p ta c ji zw ie rzą t do n isk ich  te m p e ra tu r . Z w ie rzę ta  ta k ie  m ogą p ro d u k o w ać  
ciepło n ieza leżn ie  od p racy  m ięśn i (ang. n o n sh iver in g  thermogenesis) .  P roces te n  
m ożna tak że  w yw ołać  pod a jąc  zw ierzę tom  n o rad ren a lin ę . A u to r su geru je , że m e ­
chanizm  d z ia łan ia  h o rm o n u  w  te rm ogenez ie  je s t n a s tę p u ją c y : n o ra d re n a lin a  a k ty ­
w u je  cyk lazę  ad en y lo w ą  i pow odu je  w zro st poziom u cyklicznego A M P, k tó ry  z kolei 
w p ły w a ak ty w u jąc o  n a  lipolizę. U w aln ian e  kw asy  tłuszczow e p rzy sp iesza ją  znaczn ie  
ak tyw ność  oddechow ą m itochond riów , pow odu jąc  jednocześn ie  rozprzężen ie  o k sy ­
d acy jne j fo sfo ry lac ji, czego o sta teczn y m  w y n ik iem  je s t p ro d u k c ja  c iepła.

N astęp n y  dział dotyczy reg u lac ji syn tezy  i ro zp ad u  g likogenu . H. G. H ers i w sp ó ł­
p racow n icy  o m aw ia ją  w a ru n k i w zajem nego  p rzechodzen ia  fo rm y  ak ty w n e j i n ie ­
a k ty w n e j sy n te tazy  g likogenu  in  v iv o  i in  v i t ro , p rzy  czym  p o d k re ś la ją  w y b itn e  zn a ­
czenie cyklicznego  A M P i g lukozy  jako  głów nych , an tag o n isty czn ie  dz ia ła jący ch  
reg u la to ró w  m etabo lizm u  glikogenu . M. A. B ro stro m  i w spó łp racow n icy  z a jm u ją  się 
w p ływ em  cyklicznego A M P n a  k in azę  b ia łek . E nzym  te n  k a ta liz u je  fo s fo ry lac ję  c a łe ­
go szeregu  b ia łek , m iędzy  in n y m i k inazy  fosfo ry lazy  b i sy n te tazy  g likogenu , co 
z kolei zm ien ia  bardzo  znacznie  ich ak tyw ność . S ty m u lac ję  k inazy  fosfo ry lazy  b p rzez  
jony w a p n ia  om ów ili M ayer i w spó łp racow nicy . W dziale pośw ięconym  reg u lac ji 
h o rm onalne j ro zp a try w an e  są dw a p ro b lem y : m echan izm  in te ra k c ji m iędzy in su lin ą  
i recep to rem  kom órkow ym  w  izo low anych  k o m ó rk ach  tk a n k i tłu szczow ej o raz  r e ­
gu lacja  ak ty w n o śc i enzym ów  flaw inow ych  w  w ą tro b ie  n a  tle  zm ian  w y w ołanych  
n iedoczynnością  ta rczycy  i n iedobo rem  ry b o flaw in y . Z p ro b lem a ty k i m echan izm ów
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k o n tro ln y ch  w  no w o tw o rach  P o tte r  i w spó łp racow n icy  w  o parc iu  o w łasn e  dane 
ek sp e ry m en ta ln e  w sk azu ją  na  n iepew ność  w szelk ich  dow odów  delec ji in fo rm ac ji 
gene tyczne j d la  enzym ów  „ b ra k u ją c y c h ” w  n o w o tw orach  w  p o ró w n an iu  z tk an k ą  
m acie rzystą . G alii i w spó łp racow n icy  z a jm u ją  się m etabo lizm em  p rek u rso ró w  chole­
s te ro lu  w  m ózgu i jego now o tw orach . L eP age p rzed s taw ia  m ożliw ość w y k o rzy stan ia  
d la  celów  chem o te rap eu ty czn y ch  dw óch szczególnych w łaściw ości n iek tó ry ch  now o­
tw o ró w — b ra k u  dezam inazy  adenozynow ej o raz  zdolności do fo s fo ry lac ji a -dezoksy- 
tioguanozyny . Z ag ad n ien ia  in d u k c ji enzym ów  om aw iano  n a  p rzy k ład z ie  in d u k c ji e n ­
zym ów  h y d ro k sy lu jący ch  lek i w  w ą tro b ie  (H ilton, S arto re lli) , spon tan iczn e j in d u k c ji 
a m in o tran sfe razy  ty ro zy n y  w  w ą tro b ie  (Sereni) o raz  in d u k c ji ko lagenazy  w  skórze 
i f ib ro b la s tach  (H ouck, S h arm a , C arrillo ). Z agadn ien iom  izoenzym ów  pośw ięcono 
dw a re fe ra ty . D otyczyły one izoenzym ów  g lu tam in y  w  różnego ro d za ju  now otw o­
rach  w ą tro b y  (M orris i w spó łp racow nicy), o raz  dw óch fo rm  d eh y d ra tazy  se rynow ej 
w y stęp u jący ch  w  w ą tro b ie  szczurów  w  w a ru n k a c h  n o rm aln y ch  i pato log icznych  
(Inoue, P ito t). N a zakończenie  z jazdu  S ir H an s K reb s w ygłosił re fe ra t, k tó rego  te m a ­
tem  były  m echan izm y k o n tro lu jące  cyk l kw asów  tró jk a rb o k sy lo w y ch  podczas u tle ­
n ian ia  różnych  su b s tra tó w  w  w ą tro b ie , se rcu  i nerce. Szczegółow o om ów iono ro lę  
nuk leo tydów  aden inow ych .

E. L enartow icz ,
A. W oj tczak .
E. W ała jtys ,

M. W. Wolkenstejn: Optische Eigenschaften und Struktur der Fermente, 
Fortschritte der experimentellen und theoretischen Biophysik, Heft 10, 

VEB Georg Thieme Verlag, Leipzig 1969

D ziesiąty  zeszyt w y d aw n ic tw a : F ortschrit te  der exp e r im e n te l le n  u n d  theoretischen  
B io p h ys ik  p rzynosi tłu m aczen ie  części k siążk i M. W. W o lk en ste jn a  „F izika F e rm e n ­
tó w ”, w y d an e j w  M oskw ie w  ro k u  1967.

P rze tłu m aczo n e  k ilk a  rozdziałów  te j k siążk i opatrzono  ty tu łem : „W łaściw ości 
op tyczne i s tru k tu ra  enzym ów ”. To tem aty czn ie  bardzo  rozleg łe  zagadn ien ie  u ję te  
zostało  w  8 k ró tk ich  ro zdz ia łach  o raz  dw u rozdz ia łach  uzu p e łn ia jący ch , k tó re  p o ­
dzielić m ożna n a  dw ie g rupy .

R ozdziały 1—3 oraz D odatek  I I  om aw ia ją  teo rię  sk ręca lnośc i op tyczne j, g łów nie 
w  zasto sow an iu  do b ad ań  k o n fo rm ac ji łańcuchów  p o lipep tydow ych  i b ia łek . P odano  
podstaw ow e założenia  i w yw ody k lasy czn e j teo rii K u h n a  sk ręca lnośc i op tyczne j, o raz 
późniejsze kw an to w o -m ech an iczn e  w y p ro w ad zen ia  ró w n ań  op isu jących  z jaw isko  d y s­
p e rs ji sk ręcalności op tyczne j i e fek t C ottona. N astęp n ie  a u to r  szczegółowo om ów ił 
ró w n an ie  M offitta  w  o parc iu  o ana lizę  p rze jść  e lek tro n o w y ch  w  w iązan iach  am id o ­
w ych, p rzyna leżących  do łań cu ch a  po lipep tydow ego  w  fo rm ie  a -sp ira li. W spom niano  
też k ró tk o  o w łaśc iw ościach  op tycznych  fo rm y ß -po lipep tydow . R ozdział 3 pośw ięcono 
om ów ieniu  sk ręca lnośc i op tyczne j k ilk u  b ia łek  g lo b u la rn y ch  o w łaśc iw ościach  enzy ­
mów . W d o d a tk u  II  om ów iono teo re ty czn e  p o d staw y  z jaw isk a  an o m aln e j m ag n e­
tyczne j d y sp e rs ji sk ręcalności op tyczne j, ilu s tru ją c  je  n a  p rzy k ład ach  zachow an ia  
się hem oglobiny  i m ioglobiny.

G ru p a  d ru g a  je s t tem a ty czn ie  ba rd z ie j zróżn icow ana. W rozdzia łach  4—8 om ó­
w iono tak ie  zagadn ien ia  jak : zachow an ie  się b ia łek  jak o  po lie lek tro litó w , w p ły w  
jon izacji g ru p  fu n k cy jn y ch  na  k o n fo rm ac ję  i ak ty w n o ść  enzym ów , k o o p era ty w n e
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w łaściw ości enzym ów  a k in e ty k a  re a k c ji enzym atycznych , z jaw isk a  a llo s te r ii 
i w reszcie  zm iany  k o n fo rm acy jn e  b ia łek  a w y k onyw an ie  p racy  m echan iczne j. D o­
d a te k  I o m aw ia  szczegółow o n iek tó re  zag ad n ien ia  fo rm alnego  u jęc ia  k in e ty k i re a k c j i 
enzym atycznych .

Całość zeszy tu  ob e jm u je  118 s tro n  d ru k u . M otyw em  łączącym  obydw ie g ru p y  
je s t p ro b lem  zm ian  k o n fo rm acy jn y ch  w  b ia łk ach : jed n a  z g ru p  k o n cen tru je  się na  
m etodzie  b ad an ia  ty ch  zm ian, d ru g a  — na ich  ro li w  fu n k c jo n o w an iu  enzym ów .

N a p o d k reś len ie  zasłu g u je  g łęboka p o dbudow a teo re ty czn a  om aw ianych  zag ad ­
nień . P o ruszo ne są ty lk o  n iek tó re  w y b ran e  tem a ty , część z n ich  u ję ta  je s t w  sposób 
uproszczony, jed n ak ż e  zaw sze au to r  s ta ra  się racze j o w y ja śn ien ie  fizycznych  p o d ­
s ta w  zjaw isk , n iż  o ich  opis. W ty m  pode jśc iu  leży szczególna w arto ść  n in ie jszego  
opracow an ia .

D ługi, ja k  n a  tę  dziedzinę w iedzy, ok res czasu  ja k i u p ły n ą ł od n ap isan ia  ro s y j­
skiego o ryg ina łu  spow odow ał, że n iek tó re  p u n k ty  są nieco zdezak tualizow ane, je d n a k ­
że p u b lik a c ja  ta  je s t n a d a l w arto śc io w y m  w stęp em  do zagadn ień  ak tyw nośc i o p ty cz ­
nej b ia łek  oraz  a llo s te rii enzym ów . J e s t ona godna po lecen ia  d la tych , k tó rzy  ro z ­
p o czyna jąc  p o zn aw an ie  pow yższych  zagadn ień , chcie liby  zgłębić je  od s tro n y  
teo re ty czn e j.

A. M o raw ieck i

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

N iew ie lka  m o n o g rafia  licząca zaledw ie  133 s tro n y  te k s tu  z tab e lam i i ry su n k a m i 
zaw ie ra  w ie le  cennego m a te r ia łu  m etodycznego , teo re tycznego  i dyskusy jnego  m iesz­
czącego się w  11 rozdzia łach  op raco w an y ch  p rzez  różnych  au to ró w  pod re d a k c ją  
S h e lla rd a . W rzędzie  au to ró w  w y s tę p u ją  n azw isk a  znane  w  różnych  dziedz inach  
b iochem ii, chem ii an a lity czn e j i techno log ii lek u  ja k  Shellarda, Wooda, Jorka, Ja n -  
chena  i innych .

P rzy sto so w an ie  m e todyk  c h ro m a to g ra fii b ibu łow ej, a w  szczególności c ien k o ­
w ars tw o w ej do oznaczeń ilościow ych  zn a jd u je  się w ciąż  jeszcze w  s tad iu m  p rób . 
Do n ied aw n a  jeszcze stosow ano g łów n ie  m etody  p o śred n ie  w  e lu a ta c h  z p lam  e k s ­
tra h o w a n y c h  z b ib u ły  lub  w y sk ro b an y ch  z ch ro m ato g ram ó w  c ien k o w ars tw o w y ch . 
Z aledw ie  od k ilk u  la t  m etoda  b ezpośredn ich  odczytów  n a  ch ro m a to g ram ach  b ib u ło ­
w ych i c ien k o w ars tw o w y ch  za pom ocą tech n ik i ab so rp c jo m e try czn e j, flu o ry m e try cz - 
n e j zn a jd u je  coraz szersze zastosow anie.

W 11 rozdz ia łach  w yżej w y m ien ione j m o nografii au to rzy  ro z p a tru ją :
1. ro lę  poszczególnych czynn ików  w a ru n k u ją c y c h  p o w staw an ie  p lam  jed n o lity ch ,

o reg u la rn y ch  k sz ta łtach , n ie  d y fu n d u jący ch  n a  b ibu le  i n ie  dających  ogonów  
(ang. tailing) (G. E. Fairbarn),

2. sposoby i w a ru n k i u m o żliw ia jące  półilościow ą i ilościow ą ocenę ch ro m ato g ram ó w  
b ibu łow ych  (G. E. Fairbarn),

3. ilościow ą ch ro m a to g ra fię  c ien k o w ars tw o w ą w  e lu a ta c h  z ch ro m ato g ram ó w  
(W. E. Court),

4. ilościow ą c h ro m a to g ra fię  c ien k o w ars tw o w ą  d en sy to m etry czn ą  (E. J. Shellard),
5. ilościow ą ch ro m a to g ra fię  c ien k o w ars tw o w ą  f lu o ry m e try czn ą  (D. E. Janchen),
6. za le ty  i p ro b lem y  bezpośredn ie j sp ek tro fo to m e trii n a  c ien k o w ars tw o w y ch  c h ro ­

m a to g ram ach  (H . Jork),

12* http://rcin.org.pl
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7. zastosow an ie sp ek tro sk o p ii do c ien k o w ars tw o w ej ch ro m ato g ra fii (G. W. Good­
man),

8. w izu a ln ą  ocenę ch ro m a to g ram u  c ienkow ars tw ow ego  (C. A. Johnson),
9. ilościow e oznaczen ia  rad io ak ty w n o śc i na  c ien k o w ars tw o w y ch  ch ro m ato g ram ach  

(B. A. Wood),
10. ilościow e oznaczenia  n a  d w u k ie ru n k o w y ch  rad io ch ro m a to g ram ach  (A. E. Lowe),
11. ilościow e oznaczenia  n a  rad io ch ro m a to g ram ach  p rzy  zasto sow an iu  kom ory  isk ro ­

w ej (ang. sp ark -cha m b er )  (B . R. Pullari).
K ażdy rozdział zaw ie ra  bogatą  d o k u m en tac ję  w  tab e lach , d iag ram ach , ch ro m a­

to g ram ach  i ry su n k ach , a  p o n ad to  p iśm ien n ic tw o  w  dan y m  zak resie .
D la czy te ln ik a  i odbiorcy  cenne są  sy n te ty czn e  op raco w an ia  w a ru n k ó w  n iezbęd­

n y ch  d la o trzy m an ia  dob rych  w yn ików . I ta k  w  streszczen iu  rozdz ia łu  p ierw szego  
a u to r  podaje , że n a jw ięk szy m  źród łem  b łęd u  je s t n ied o s ta teczn a  p recy z ja  w  odm ie­
rzan iu  s ta rto w y ch  ob ję tośc i b ad an y ch  roztw orów , ja k  i n ie jed n ak o w e  sposoby n a ­
noszen ia  n a  b ibu łę  lu b  p ły tk i z ad so rb en tem . Ze streszczen ia  w  rozdzia le  d rug im  
d o w iad u jem y  się, że n iezbędnym  w a ru n k ie m  d la  u zy sk an ia  dob rych  w yn ików  jes t 
u m ieszczen ie  na  jed n y m  i ty m  sam ym  ch ro m ato g ram ie  obok sieb ie  badanego  ro z tw o ru  
i odpow iedn ich  s tan d a rd ó w . P rzy  o m aw ian iu  te ch n ik i e lu cy jn e j, p rzy  k tó re j w a ru n ­
k iem  kon iecznym  d la  u zy sk an ia  dob rych  w yn ików  ilościow ych  je s t dob ry  rozdział 
b ad an y ch  su b s tan c ji a u to r  zestaw ia  w p ły w  poszczególnych czynn ików  na  w arto śc i 
R f.  ad so rb en tu  (jakość, w łaściw ości i zanieczyszczen ia , hom ogenność w a rs tw y , s tan  
je j w ysuszen ia  i ak ty w n o śc i o raz p rzech o w y w an ie  p ły tek ), u k ła d u  rozw ija jącego  
(jakość i w łaściw ości, stop ień  n asy cen ia  kom ory  p a ram i, te m p e ra tu ra  rozw ijan ia), 
roz tw o ró w  (nan iesione  objętości, jakość  su b s ta n c ji — m iędzy in n y m i je j trw ałość) 
o raz  te ch n ik ę  (w ym iary  kom ór, odległość m ig rac ji fazy  ru ch o m ej od s ta r tu  do czoła, 
k ie ru n e k  rozw ijan ia).

W rozdziale  tra k tu ją c y m  d en sy to m e trię  a u to r  ok reś la  tę  m etodę  jak o  szybką 
i d o k ładną , pozw ala jącą  oznaczyć bad an e  su b s tan c je  bezpośredn io  po rozdziale  bez 
d o d a tk o w ej, pow odu jące j s t ra ty  e lucji. A u to r ro z p a tru je  tru d n o śc i w  zastosow an iu  
d en sy to m e trii do ch ro m ato g ram ó w  cien k o w ars tw o w y ch  ze w zględu  n a  w p ływ  sam ego 
a d so rb en ta  p rzy  odczytach. Jan chen  pod k reś lił za le ty  m etod  flu o ry m etry czn y ch  
w  ilościow ych  oznaczen iach  n a  ch ro m ato g ram ach  c ien kow ars tw ow ych , w  oparc iu
o p o ró w n an ie  w yn ików  u zy sk iw anych  p rzy  zasto sow an iu  cz te rech  m etod  optycznych  
in  s i tu  (d ensy tom etryczne j, re em isy jn e j czyli p o m ia ru  św ia tła  odbitego, flu o rescen ­
cy jn e j i w ygaszen ia  fluo rescencji). R y sunk i a p a ra tu ry  i opisy oraz tab e le  n a  p rz y ­
k ła d a c h  nuk leo tydów , DNA, am inokw asów  i a lka lo idów  u zu p e łn ia ją  ten  cenny  ro z ­
dział. Na p rzy k ład ach  z p ra k ty k i fa rm aceu ty czn e j Jork  podnosi za le ty  m etody  bez­
p o śred n ie j sp ek tro fo to m e trii do oznaczeń su b s tan c ji n a  ch ro m ato g ram ach  c ien k o w ar­
stw ow ych . A u to r s tw ie rd z ił b lisko  dziesięc iokro tn ie  w iększą  czułość te j m etody  
w  p o ró w n an iu  do m etod  e lucy jnych . Do ty ch  celów  p o trzeb n y  je s t sp ek tro fo to m e tr 
sp ec ja ln ie  p rzys to sow any  do odczy tów  n a  ch ro m ato g ram ach . A p a ra tu rę  i tech n ik ę  
oznaczeń rad io ak ty w n o śc i na  ch ro m ato g ram ach  c ien kow ars tw ow ych , różne  ty p y  d e ­
tek to ró w  m iędzy in nym i i kom orę  isk ro w ą  op isu ją  Wood, L o w e  i Pullan  w  trzech  
o s ta tn ic h  rozdziałach .

W ta k  n iew ie lk ie j, a ta k  zw ięźle o p racow anej k siążce zn a jd u je  się w ie le  cennego 
m a te r ia łu  d la  czy te ln ika  i odbiorcy , p rzed  k tó ry m  n ie  u k ry w a  się tru d n o śc i w iększości 
m e to d  ilościow ych a d ap to w an y ch  do ch rom atog ram ów . W szyscy au to rzy  p o d k re ś la ją  
w yższość m etod  bezpośredn ich  odczytów  z ch ro m ato g ram ó w  w  p o ró w n an iu  z m e to ­
dą elucji. W szyscy s tw ie rd za ją , że zarów no  w  tech n ice  bezpośredn ie j ja k  i e lu cy jn e j 
n iezbędne  je s t d o k ładne  w yelim in o w an ie  w p ły w u  b ib u ły  i ad so rb en ta . P o n ad to  obo­
w iązu je  p recy z ja  m ik ro p ip e t w  o d m ie rzan iu  s ta rto w y ch  ob jętości, uzyskan ie  m ożliw ie
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najlep szego  rozdzia łu  p lam  i hom ogenność w  ich k sz ta łtach . N a obecnym  e tap ie  roz­
w o ju  m etod  ch ro m ato g raficzn y ch  i ich  p rzy sto so w y w an ia  do oznaczeń ilościow ych m o­
no g ra fię  Shellarda  należy  zaliczyć do n a jcenn ie jszych .

J. O p ień ska -B la u th

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

B iochem ia s ia rk i budzi coraz w iększe  za in te reso w an ie  u sp raw ied liw io n e  zasad ­
n iczym  znaczen iem  tego p ie rw ia s tk a  d la  o rgan izm ów  żyw ych. N a p lan  p ierw szy  b a ­
dań  w y su w a  się u dz ia ł s ia rk i w  budow ie  b ia łek , ale  i inne  o rgan iczne  je j zw iązki 
są p rzed m io tem  b ad ań  i są coraz d o k ładn ie j poznaw ane. J e s t  oczyw iste, że m e ta ­
bolizm  n ieo rgan icznych  zw iązków  s ia rk i pozosta je  w  ścisłej łączności z m etabo lizm em  
zw iązków  organ icznych , je d n a k  obecne w iadom ości w  ty m  zak res ie  s ta le  jeszcze n ie  
są k o m p le tn e . W ty m  aspekcie  m o n o g rafia  R oya i T ru d in g e ra  je s t bardzo  cenna, gdyż 
zb ie ra jąc  do tychczasow e osiągn ięc ia  pozw ala jednocześn ie  ocenić ja k  w ie le  zagadn ień  
czeka jeszcze w y jaśn ien ia .

K siążk a  podzie lona  je s t n a  13 rozdzia łów  o n a s tęp u jący ch  ty tu ła c h : 1. W stęp,
2. C hem ia  n iek tó ry ch  zw iązków  sia rk i, 3. P re p a ra ty k a  n iek tó ry ch  w ażnych  b io lo­
gicznie zw iązków  s ia rk i 4. A naliza  n iek tó ry ch  zw iązków  s ia rk i 5. A k ty w ac ja  jonów  
sia rczanow ych  6. S u lfo tran s fe razy  7. S u lfa tazy  8. R odanaza  i s ia rk o tra n sfe ra z a  3 -m er- 
k ap to p iro g ro n ian o w a  9. U tlen ian ie  n ieo rgan icznych  zw iązków  s ia rk i p rzez m ik ro ­
o rgan izm y i ro ś lin y  10. R ed u k c ja  n ieo rgan icznych  zw iązków  s ia rk i p rzez  m ik ro o rg a ­
nizm y i ro ś lin y  11. M etabolizm  n ieo rgan icznych  zw iązków  s ia rk i u zw ierzą t 12. C hem ia  
k lin iczn a  n ieo rgan icznych  zw iązków  s ia rk i 13. A spek ty  ekonom iczne m etabo lizm u  
n ieo rgan icznych  zw iązków  sia rk i.

K siążk a  n ap isan a  je s t z doskonałą  znajom ością  p rzed m io tu  i w  zw ięzły a le  ja sn y  
i p recy zy jn y  sposób p rzed s taw ia  w ęzłow e p ro b lem y  m etabo lizm u  n ieo rgan icznych  
zw iązków  s ia rk i. N iezw ykle cennym  u zu p e łn ien iem  je s t o bszerna  b ib lio g rafia  do­
p ro w ad zo n a  do ro k u  1968 i licząca około 1800 pozycji p iśm ien n ic tw a . D la polsk iego  
czy te ln ika  szczególnie m iłe  je s t uw zg lędn ien ie  p rzez  a u s tra li jsk ic h  badaczy  p rac  
po lsk ich  au to rów . Bez p rzesady  m ożna pow iedzieć, że k s iążk a  ta  zaw ie ra  ta k  obszerną  
b ib lio g ra fię  p rac  po lsk ich  badaczy , że m oże d la  nas  sam ych  służyć do oceny p o lsk ie ­
go w k ład u  w  te j dziedzin ie  b iochem ii.

T. S zc zep ko w sk i
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SPRAWOZDANIA

VIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

W d n iach  28— 30 m a ja  1970 ro k u  odbył się w  Szczecinie z udzia łem  550 u cze s tn i­
k ó w  doroczny  Z jazd  P olsk iego  T o w arzy stw a  B iochem icznego. W ram ach  Z jazd u  od­
b y w a ły  się dw a Sym pozja : „Izoenzym y” i „U tlen ian ia  b io log iczne”. Z jazd  o trzy m a ł 
szczególnie u roczystą  o p raw ę  w  zw iązku  z obchodam i 25-lecia N auk i P o lsk ie j na  
P o m o rzu  Szczecińskim .

O tw arc ie  Z jazd u  n a s tąp iło  w  S ali K on ce rto w e j F ilh a rm o n ii Szczecińskiej. O tw a r­
c ia  Z jazd u  dokonał doc. d r E ugen iusz  Ł em pick i — P rzew odn iczący  K o m ite tu  O rg a n i­
zacy jnego . W  im ien iu  W ładz W ojew ódzkich  i K o m ite tu  H onorow ego w szystk ich  gości 
p o w ita ł P ro te k to r  Z jazd u  — P rzew odn iczący  W RN M arian  Ł em pick i. P rzew o d n iczą ­
ca Z a rząd u  G łów nego P. T. B ioch. p ro f. d r Z ofia  Z ie liń ska  podziękow ała  gospodarzom  
za gościnność i W ładzom  za op iekę  n ad  Z jazdem  i w  k ró tk ie j c h a ra k te ry s ty c e  dzie­
sięc io le tn ie j dz ia ła lności Szczecińskiego O ddzia łu  T o w arzy stw a  dokonała  po zy ty w n e j 
oceny  środow iska  i jego działaczy.

Część p le n a rn ą  Z jazdu  zam k n ę ły  dw a re fe ra ty  naukow e, w  k tó ry ch  p ro f. d r 
W . M ejb au m -K atzen e llen b o g en  p rzed s taw iła  w spółczesny  s tan  bad ań  n ad  izoenzy- 
m am i, a d r W. H en d rich  m ów ił o fo to red u k c ji ch lo ro filu  w  fo tochem icznym  s tad iu m  
fo tosyn tezy .

28 m a ja  w  godzinach  popo łudn iow ych  rozpoczęły  się w  b u d y n k u  P ow ia to w e j R ady  
N arodow ej o b rad y  w  sześciu  sekcjach .

S ym pozjum  „Izoenzym y” odbyw ało  się w  trzech  sesjach . W p ie rw sze j po re f e ­
rac ie  M. K o ch m an a  p t. „O ntogenetyczne i filogenetyczne a sp ek ty  s tru k tu ry  i fu n k c ji 
izoenzym ów ” w ygłoszono 4 k o m u n ik a ty  do tyczące teo re ty czn y ch  zagadn ień  h e te ro -  
genności enzym ów . D rugą  sesję  pośw ięconą zagadn ien iom  m eto d y k i w  b ad an ia ch  n ad  
izoenzym am i, w  k tó re j p rzed staw io n o  10 k o m u n ik a tó w  poprzedził re fe ra t  S. L ew ak a  
i A. R y ch te r p .t. „E lek tro fo reza  n a  żelu p o liak ry lam id o w y m  jak o  m etoda b a d a n ia  
izoenzym ów  w  m a te ria le  ro ś lin n y m ”. T rzecią  sesję  z 6 k o m u n ik a tam i pośw ięconym i 
d iagnostycznej ro li izoenzym ów  o tw orzy ł re fe ra t J . G rego rczyka  i B. W ięckow skiego: 
„Izoenzym y w  d iagnostyce  k lin iczn e j”.

S ym pozjum  „U tlen ian ia  b io log iczne” p rzep row adzono  w  4 sesjach  p rzy  czym  
w  dw óch p rzed s taw io n o  ogółem  32 k o m u n ik a ty , a na  pozosta łe  dw ie złożyło się 8 r e ­
fe ra tó w : L. W ojtczaka  — T ra n sp o r t m e tab o litó w  i jonów  m iędzy  m ito ch o n d riam i 
a cy top lazm ą; ro la  b łon  m ito ch o n d ria ln y ch ; S. A ngielsk iego  — W spó łdziałan ie  m ito ­
chon d rió w  i cy top lazm y  w  p rzem ian ie  kw asów  tłuszczow ych ; M. G u m iń sk ie j — R e­
g u lac je  g likogeno litycznej d rog i w y tw a rz a n ia  en erg ii; K . R aczy ń sk ie j-B o jan o w sk ie j — 
K arb o k sy lazy  w sp ó łd z ia ła jące  z b io ty n ą  jak o  u k ład y  reg u la to ro w e ; Z. K an iu g i 
i B. F rąck o w iak  — F o to sy n te ty czn y  tr a n s p o r t  e lek tro n ó w  i syn teza  A T P w  ch lo ro ­
p la s ta c h ; J. M ichejdy  — M ik rosom alny  tr a n s p o r t  e lek tro n ó w ; M. Toczko — R eak c je  
h y d ro k sy lac ji u  m ik ro o rg an izm ó w  i B. Z ag ad lak a  — U dział ko ryno idów  w  re a k c ja c h  
oksy d o red u k cy jn y ch .

Z arów no  re fe ra ty  jak  i k o m u n ik a ty  sym pozja lne  p rezen to w a ły  w  sto p n iu  za ­
d o w ala jący m  obecny  s tan  b ad ań  w  Polsce, a duża  fre k w e n c ja  n a  o b rad ach  w  p e łn i 
sa ty sfak c jo n o w ały  o rg an iza to ró w  ja k  i p re leg en tó w .
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W 16 ses jach  cz te rech  pozosta łych  sekcji Z jazdu  w ygłoszono ogółem  133 k o m u ­
n ik a ty , k tó ry ch  te m a ty k a  do tyczy ła  szczególnie często: enzym ów , b ia łek  i kw asów  
n u k le in o w y ch . Z p ro f ilu  ty ch  p rac  i dy sk u s ji w yn ika , że w  o k res ie  po p rzed za jący m  
Z jazd  by ła  to  te m a ty k a  w iodąca  w  w iększości p laców ek  w  k ra ju .

D yskusje  w  znacznej w iększości sesji by ły  żyw e, zdyscyp linow ane w  czasie i w ie ­
lo k ro tn ie  k o n ty n u o w an e  w  szeroko ro zbudow anych  k u lu a ra c h  Z jazdu .

K o n ta k ty  nau k o w e i k u lu a ro w e  uczestn ików  Z jazd u  by ły  żyw e i szczególnie ko­
rz y s tn e  d la  środow iska  gospodarzy , k tó rzy  dorobek  i p ro b lem a ty k ę  b ad ań  w łasn y ch  
p raco w n i p rzed s taw ili w  w y d an y m  z okazji Z jazd u  in fo rm ato rze .

N a te re n ie  o b rad  czynna b y ła  w y staw a  a p a ra tu ry  f-m y  Unipan, Paul B run n ing ,  
R a d iom etr ,  Pharm acia  i L K B .  Z a in te reso w an ie  w y staw am i było duże.

N a p ro g ram  to w arzy sk i Z jazdu  złożyły się: dw ugodzinny , w ieczorny  spacer 
w szy stk ich  uczestn ików  Z jazd u  -s ta tk iem  po O drze i P o rc ie  Szczecińsk im  w  p ie rw ­
szym  d n iu ; w  d rug im  dn iu  k o n ce rt o rk ie s try  k a m e ra ln e j F ilh a rm o n ii S zczecińsk iej
i k o n c e rt chó ru  P o lite ch n ik i Szczecińsk iej w  sali ks. B ogusław a Z am ku  K sią ż ą t P o ­
m orsk ich , o raz  w ieczór to w arzy sk i w  sa li w in ia rn i zam kow ej; trzeciego  d n ia  odbyły  
się  w ycieczk i podm ie jsk ie , a 31 m a ja  n a  tra sa c h  nadm orsk ich .

W ocenie zarów no s tro n y  n aukow ej ja k  i o rg an izacy jn o -to w arzy sk ie j Z jazd  
sp o tk a ł się z życzliw ym  p rzy jęc iem  znacznej w iększości uczestn ików  co było  n a j ­
p ięk n ie jszy m  podziękow aniem  d la  szczupłego g ro n a  o rgan iza to rów .

Z. M achoy  i J. G regorczyk

VIII Międzynarodowy Kongres Biochemii w Szwajcarii, Interlaken

K ongres odbyw ał się jednocześn ie  w  trzech  m iejscow ościach : w  In te r la ke n ,  L u ­
cernie  i M o ntreu x .

O b rady  w  In te r la k e n  obejm ow ały  4 S ym pozja: Sym pozjum  N r 1 — S tru k tu ra  
b ia łk a , S ym pozjum  N r 2 — R eak tyw ność  b ia łka , Sym pozjum  N r 3 — M echan izm  r e ­
ak c ji enzym atycznych , S ym pozjum  N r 10 — Im m unochem ia . W ra m a c h  każdego  S y m ­
p oz jum  w ygłaszane  były  20—40-m inu tow e re fe ra ty  o raz 10— 15-m inutow e k o m u n i­
k a ty . Z arów no  re fe ra ty  ja k  i k o m u n ik a ty  w yg łaszali w y łączn ie  zaproszen i p rzez  o rg a ­
n iza to ró w  pre legenci.

Poszczególne S ym pozja  pośw ięcone by ły  n a s tęp u jący m  tem ato m :
S ym pozjum  N r 1

1. H em oglobiny  zbudow ane z id en tycznych  łańcuchów
2. H em oglobiny  zbudow ane z 2-ch  rod za jó w  łańcuchów
3. C y tochrom y
4. B ia łk a  m ięśn iow e I
5. B ia łk a  m ięśn iow e II

S ym pozjum  N r 2
1. E nzym y m onom eryczne, s t ru k tu ra  p rze s trzen n a  i ak tyw ność  I
2. E nzym y m onom eryczne, s t ru k tu ra  p rz e s trz e n n a  i ak tyw ność  II
3. R eak tyw ność  na  g ran icy  faz  b ia łko /rozpuszcza ln ik  I
4. R eak tyw ność  na  g ran icy  faz b ia łko /rozpuszcza ln ik  I I
5. B ad an ie  s tru k tu ry  b ia łk a  za pom ocą specyficznych  re a k c ji
6. S y n teza  p ep ty d ó w  i b ia łek

S ym pozjum  N r 3
1. D ehydrogenazy  p iry d y n o w e
2. E nzym y tw orzące  zasady  S ch iffa  z su b s tra ta m i
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3. Izom erazy  tr iozo fosfo ranów
4. D ehydrogenazy  a -k e to k w asó w
5. S y n te taza  g lu tam in y
6. O gólne asp ek ty  i now e m etody  b ad an ia  m echan izm u  re a k c ji en zy m atycznych

Sym pozjum  N r 10
1. S tru k tu ra  im m unog lobu lin
2. B iosynteza im m unog lobu lin  i im m u n o g en e ty k a
3. P rzec iw cia ła
4. P rzec iw cia ła  o og ran iczonej h e te rogennośc i i p rzec iw cia ła  na  enzym y
5. A n tygeny
6. D opełniacz

Z ak res  om aw ianych  zagadn ień  był bardzo  szeroki i n ie sposób p rzed s taw ić  
w  k ró tk im  sp raw o zd an iu  w szystk ich  in te re su jący ch  w yników . Z tego w zg lędu  p o ­
szczególne S ym pozja  będą  om aw iane  w  b ard zo  dużym  skrócie  z po d an iem  w  sposób 
su b iek ty w n y  ty lk o  n iek tó ry ch  om aw ianych  zagadn ień .
S y m p o z ju m  N r  1. P rzed s taw io n o  w y n ik i po rów naw czych  b ad ań  hem oglobin  u zy s­
k iw an y ch  z ró żn y ch  źródeł, dz ia łan ie  różnych  e fek to ró w  a llo ste rycznych  o raz  w p ły w  
e fek tó w  k o o p era ty w n y ch  n a  ak ty w n o śc i hem oglobiny . B ad an ia  cy toch rom u  c z k o ­
n ia  za pom ocą d y fra k c ji ren tg en o w sk ie j w ykaza ły  n isk ą  zaw arto ść  s tru k tu ry  s p ira l­
n e j w  ty m  b ia łku . C y toch rom  c zaw iera  hyd ro fobow y  „w o rek ”, w  k tó ry m  z n a jd u je  
się re sz ta  hem u.

W zak res ie  b ia łek  m ięśn iow ych  p rzed staw io n o  w y n ik i do tyczące od d z ia ły w an ia  
m iędzy  łań cu ch am i lek k im i i ciężkim i m iozynu  o raz  m iędzy ak ty n em  i m iozynem . 
O m aw iano  rów n ież  reg u la to ro w e  b ia łk a  m ięśn iow e ty p u  tro p o n in y . Z arów no  a k ty n  
ja k  i m iozyn z a w ie ra ją  m ety lo w an e  am inokw asy : 3 -m e ty lo -h is ty d y n ę , f -N -m e -  
ty lo lizynę i tró jm e ty lo lizy n ę . Jak k o lw iek  w  chw ili obecnej ro la  ty ch  am inokw asów  
nie  je s t znana, is tn ie ją  jed n ak  p rze s łan k i su g e ru jące , że m ogą być one re g u la to ra m i 
ak tyw nośc i a k ty n u , a w  szczególności m iozynu.
S y m p o z ju m  N r 2 i S y m p o z ju m  N r  3. Ze w zględu  na  podobny  c h a ra k te r  p o ru szan y ch  
p rob lem ów  oba Sym pozja  m ogą być om aw iane  razem .

P rzed s taw io n o  w y n ik i b ad ań  ren tg en o g ra ficzn y ch  pepsyny , nuk leazy  g ro n k o w - 
cow ej i dehyd rogenazy  alkoho low ej z w ą tro b y  konia . W iele p ra c  pośw ięconych  
było b adan iom  a k ty w n y ch  obszarów  enzym ów  za pom ocą specyficznych  reag en tó w  
oraz oddz ia ływ an iem  m iędzy  po d jed n o s tk am i. P rzed s taw io n o  rów n ież  w y n ik i p o ­
tw ie rd za jące  is tn ien ie  k o w alen cy jn ie  zw iązanych  a -k e to k w asó w  (kw as p irog ronow y , 
a-ke tom asłow y) w  n iek tó ry ch  enzym ach  należących  do re d u k ta z  (red u k taza  p ro lin y ), 
dek a rb o k sy laz  (dek arb o k sy laza  h is tydyny ) i d eam inaz  (deam inaza  h is ty d y n y  i fen y -  
loa lan iny). K eto k w asy  te  o d g ry w a ją  is to tn ą  ro lę  w  m echan izm ie  re a k c ji k a ta liz o ­
w an y ch  przez te  enzym y.

O pisano rów nież  in te re su ją c ą  m etodę  b a d a n ia  s tru k tu ry  i m echan izm u  d z ia łan ia  
enzym ów , po leg a jącą  na  b ad an iu  d y sp e rs ji sk ręca lnośc i op tyczne j b ia łek  zm o d y fi­
k o w anych  za pom ocą różnych  zw iązków  dw uazoniow ych . W prow adzen ie  ta k ic h  u g ru ­
pow ań  w  b ia łk a  p o w odu je  p o w stan ie  d o da tkow ych  e fek tów  C ottona. W ielkość ty ch  
efek tów  zależy w  dużym  sto p n iu  od c h a ra k te ru  am inokw asów , będących  w  pob liżu  
w prow adzonych  g rup . Jeże li w prow adzone  u g ru p o w an ie  azow e z n a jd u je  się w  obsza­
rze a k ty w n y m  badanego  enzym u lub  w  jego pobliżu  m ożna obserw ow ać duże zm iany  
w  w arto śc i e fek tu  C o ttona, w y w ołane  w iązan iem  su b s tra tu  lu b  in h ib ito ra  i będące  
w skazan iem  m ożliw ości zachodzen ia  zm ian  k o n fo rm acy jn y ch  p rzy  odd z ia ły w an iu  
e n z y m -su b s tra t lu b  e n zy m -in h ib ito r. M etoda ta  pozw ala  rów n ież  n a  u zy sk iw an ie  in ­
te re su ją cy ch  w yn ików  w  p rzy p ad k u  b ad ań  ak ty w ac ji zym ogenów .

W czasie S ym pozjum  w ie lu  badaczy  po d k reś la ło  konieczność zach o w an ia  bardzo  
dużej ostrożności p rzy  in te rp re ta c ji  k rzy w y ch  d y sp e rs ji sk ręcalności op tyczne j i d i­
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ch ro izm u  kołow ego. P rzed s taw io n o  w y n ik i b ad ań  b ia łek , k tó ry ch  s t ru k tu ra  p rz e ­
s trz e n n a  zosta ła  d o k ładn ie  zb ad an a  za pom ocą w ie lu  m etod , łączn ie  z b a d an ia m i 
ren tg en o g ra ficzn y m i. W ynik i te  w sk azu ją , że n ie  m ożna bezk ry ty czn ie  p rzenosić  w y ­
n ików  b ad ań  p o liam inokw asów  n a  b ia łka , szczególnie gdy  b ad an e  b ia łk a  p o s iad a ją  
n isk ą  zaw arto ść  s tru k tu ry  sp ira ln e j i s tru k tu ry  p.
S y m p o z ju m  N r  10. U czestn icy  S ym pozjum  p rzed s taw ili w y n ik i o s ta tn ich  b ad ań  sek ­
w en c ji am inokw asów  im m unog lobu lin . B ad an ia  te  są bardzo  is to tn e  d la w y ja śn ie n ia  
zagadn ień  zw iązanych  z p o w staw an iem  i ew o luc ją  p rzeciw cia ł, ja k  rów n ież  d la  w y­
ja śn ie n ia  zależności m iędzy  budow ą i specyficznością  p rzeciw cia ł. B ad an ia  obszarów  
ak ty w n y ch  w  p rzec iw cia łach  p rzep ro w ad zan o  g łów nie za pom ocą m o d y fik ac ji p rzez  
pow inow actw o  (ang. a f f in i ty  labelling).  M etodę tę  stosow ano ró w n ież  do b a d a n ia  
im m unog lobu lin  zw iązanych  trw a le  z k o m ó rk am i rozpozna jącym i an ty g en y . W ydaje  
się, że s t ru k tu ra  obszarów  ak ty w n y ch  ty ch  im m unog lobu lin  (k lasy  IgG ) je s t id en ty cz ­
n a  ze s t ru k tu rą  obszarów  ak ty w n y ch  p rzec iw cia ł k rążących , sk ie ro w an y ch  p rzec iw  
tem u  sam em u an tygenow i.

M etoda ch ro m ato g ra fii p rzez  pow inow actw o  (ang. a f f in i ty  chrom atography)  zo sta­
ła  w y k o rzy stan a  do rozdzia łu  k om órek  rozpoznających  a n ty g en y  o raz p ro d u k u jący ch  
p rzeciw cia ła .

W p rzy p ad k u  p rzec iw cia ł sk ie ro w an y ch  p rzec iw  różnym  an ty g en o m  is tn ien ie  r e ­
ak c ji k rzyżow ych  zostało  w y k o rzy stan e  jak o  w skazów ka is tn ie n ia  hom ologii s t ru k ­
tu ra ln y c h  m iędzy an ty g en am i. M etoda m oże oddać duże u sług i w  b a d an iu  s tru k tu ry  
enzym ów .

W ynik i p rac  pośw ięconych  b adan iom  b iosyn tezy  im m unog lobu lin  w sk azu ją , że 
sposób tw o rzen ia  m ostków  d w usia rczkow ych  m iędzy  łań cu ch am i lek k im i i c iężk im i 
zależy  od k lasy  im m unog lobu lin  i od zw ierzęcia; w  p ie rw szy m  e tap ie  m ogą się łączyć 
łań cu ch y  ciężkie m iędzy sobą i do n ich  n a s tęp n ie  p rzy łączać  łań cu ch y  lekk ie , albo 
też  m ogą p ow staw ać  d im ery  łańcuchów  ciężk ich  z lekk im i, k tó re  n as tęp n ie  łączą  się 
n a  p e łn e  d rob iny  im m unog lobu lin .

T rudnośc i w  u zy sk an iu  k ry s ta liczn y ch  im m unog lobu lin  by ły  p rzyczyną, że n ie  
p rzep row adzono  do tychczas b ad ań  s tru k tu ra ln y c h  za pom ocą d y frak c ji re n tg e n o w ­
sk ie j. W o sta tn ich  la ta c h  udało  się uzyskać  k ry s ta liz u ją c e  im m unog lobu liny  IgG  od 
o sobników  z m yelom a .  O trzym ano  rów n ież  w  k ry s ta lic zn e j fo rm ie  fra g m e n ty  F ab , 
F a b ’ i Fc. O brazy  d y frak cy jn e  frag m en tó w  Fc, uzy sk an y ch  od różnych  osobników  
były  id en ty czn e  lub  p ra w ie  iden tyczne . F ra g m e n ty  F ab  o trzy m an e  od trzech  o sobn i­
ków  w ykazyw ały  różne obrazy  d y frak cy jn e . K ry sz ta ły  frag m en tó w  F a b ’ by ły  izo­
m orficzne  z k ry sz ta ła m i frag m en tó w  Fab.

Józe f  L iso w sk i

B ioenergetyka i m echanizm y regulacyjne m etabolizm u na VIII M iędzynarodowym  
K ongresie Biochem icznym  w  Szw ajcarii (3—9 w rzesień  1970) i K olokw ium  B ioenerge­

tycznym  w e W łoszech (11—14 w rzesień  1970)

Ó sm y M iędzynarodow y K ongres B iochem iczny m ia ł odbyć się la tem  1970 r. 
w  R zym ie. Jed n ak że  na  sk u tek  rezy g n ac ji W łoskiego T o w arzy stw a  B iochem icznego 
z o rgan izac ji K ongresu  postanow iono  n a  w n iosek  S zw ajcarsk iego  T o w arzy stw a  B io­
chem icznego, że m iejscem  K ongresu  będzie S zw ajca ria . C hcąc u trzy m ać  w  całości 
w cześn ie j zap lanow any  bogaty  p ro g ram  naukow y , a tak że  do trzym ać te rm in u  K o n ­
gresu , o rg an iza to rzy  zm uszen i by li w prow adzić  k ilk a  pow ażnych  in n o w ac ji o rg an iza ­
cy jnych . J e d n ą  z n ich  było rozm ieszczen ie  o b rad  w  trz ech  różnych  m iastach : L u c e r ­
nie, In te r la ke n  i M o n tre u x .  Dość znaczne odległości m iędzy ty m i m iejscow ościam i
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p ra k ty c z n ie  un iem ożliw ia ły  jednoczesne  uczestn iczen ie  w  sym pozjach  o d byw ających  
się w  różnych  m iastach . Jed y n ie  w  po łow ie K ongresu  p rzew idz iano  w olny  dzień  dla 
um o żliw ien ia  uczestn ikom  zm iany  m ie jsca  ob rad . M niejsze by ły  rów n ież  m ożliw ości 
sp o tk ań  i dy sk u sji, szczególnie pom iędzy  p rzed s taw ic ie lam i różnych  spec ja lnośc i bio­
chem icznych . Z d ru g ie j je d n a k  s tro n y  rozdz ie len ie  K on g resu  n a  poszczególne sym ­
pozja , odb y w ające  się w  różnych  m iejscow ościach , w prow adziło  a tm o sfe rę  spokoju
i sk u p ien ia . N ie było ta k  ch a ra k te ry s ty c z n y c h  d la  dużych z jazdów  ustaw iczn y ch  
w ęd ró w ek  m iędzy  sa lam i obrad .

D rugą in n o w ac ją  w  sto su n k u  do p o p rzed n ich  kong resów  b iochem icznych , po ­
d y k to w an ą  ró w n ież  w zg lędam i o rg an izacy jn o -tech n iczn y m i, było  zan iech an ie  p u b li­
k a c ji sp raw o zd ań  kongresow ych . M ate ria ły  kong resow e zaw ie ra ły  jed y n ie  p ro g ram
i s treszczen ia  w y stąp ień  zaproszonych  re fe ren tó w . N ie opub likow ano  n a to m ia s t 
s treszczeń  k ró tk ic h  don iesień , ja k  rów n ież  o rgan iza to rzy  K o n g resu  n ie p rzew id u ją  
p u b lik a c ji pe łnego  te k s tu  re fe ra tó w  p rog ram ow ych . R e fe ra ty  te  by ły  je d n a k  re je ­
s tro w an e  n a  ta śm ie  w ideofon icznej i w  ta k ie j postac i m ogą być udo stęp n io n e . O d tw a­
rzan ie  ta śm y  n a s tę p u je  p rzy  pom ocy sp ec ja ln e j p rzy s taw k i do te lew izo ra , a  koszt 
pe łnego  k o m p le tu  ta śm  w ynosi około 1300 doi. U SA. S ystem  ten  fu n k c jo n o w ał ró w ­
nież w  czasie trw a n ia  K ongresu , co w  p ew n y m  s to p n iu  um ożliw ia ło  śledzen ie  ob rad  
od b y w ający ch  się w  różnych  m iejscow ościach .

N a K on g res złożyło się 10 n a s tęp u jący ch  sym pozjów :
1. B udow a b ia łek  (In te r la k e n ),
2. R eak tyw ność  b ia łek  (In te r la k e n ),
3. M echan izm y d z ia łan ia  enzym ów  (In te r la k e n ),
4. U tlen ian ie  biologiczne i b io en e rg e ty k a  (Lucerna),
5. K w asy  nu k le in o w e i syn teza  b ia łek , I (M ontreux) ,
6. S y n teza  b ia łek  i kw asy  nuk le inow e, II (M ontreux) ,
7. R egu lac je  b iochem iczne (Lucerna),
8. S tru k tu ry  kom órkow e i u k ład y  w ie loenzym atyczne  (M ontreux) ,
9. B iochem ia  rozw o ju  i ró żn icow an ia  (M ontreux) ,

10. Im m u n o ch em ia  (In terlaken).
W e w szystk ich  sym pozjach  K ongresu  w zięło  udzia ł łączn ie  około 3500 u czestn i­

ków. N ajliczn ie j rep rezen to w an e  były  spoza E uropy : S tan y  Z jednoczone A m ery k i, 
Jap o n ia  i Iz rae l, z k ra jó w  eu ro p e jsk ich : N .R.F., W ielka B ry tan ia , S zw ecja i H o land ia . 
Polscy b iochem icy  p rzy b y li na  K ongres w  liczbie 10 osób. S tanow iło  to  poniżej 0,3°/» 
ogółu uczestn ików . D elegacja  po lska  b y ła  je d n ą  z n a jm n ie j licznych  delegac ji z k ra ­
jów  E uropy . S k ład  je j został u s ta lo n y  p rzez  k o m p e ten tn e  czynn ik i dopiero  n a  k ilk a  
tygodn i p rzed  rozpoczęciem  K ongresu , co n ie  ty lk o  podniosło  koszty  w y jazd u  (dw u­
k ro tn e  podw yższen ie  w pisow ego, konieczność re ze rw ac ji d rog ich  hoteli), lecz także  
p rak ty czn ie  un iem ożliw iło  zgłoszenie don iesień  (ty lko  jed en  uczestn ik  po lsk i p rzed ­
staw ił k o m u n ik a t kongresow y).

B ezpośredn io  po K ongresie  odbyło  się w  P ugnochiuso  w  po łudn iow ych  W łoszech 
cz te rodn iow e ko lokw ium  pod  ty tu łe m  „P rzek azy w an ie  en erg ii w  p rocesach  oddy ­
chan ia  i fo to sy n tezy ”. K o lokw ium  to m iało  c h a ra k te r  sp o tk an ia  „ sa te lita rn e g o ” w  sto ­
sunku  do S ym pozjum  4 K on g resu  i ściśle się z n im  w iązało  tem atyczn ie .

N a S ym pozjum  b ioenerge tyczne  (4) K o n g resu  w  S zw ajca rii złożyło się 16 re fe ­
ra tó w  zaproszonych  m ów ców  i ponad  30 k o m un ika tów . S ym pozjum  >7 (regu lac je  b io­
chem iczne) obejm ow ało  17 re fe ra tó w  i około 80 kom u n ik a tó w . K o lokw ium  w  P u gn o­
chiuso  zgrom adziło  około 100 uczestn ików , z k tó ry ch  p raw ie  każdy  re fe ro w a ł sw oje 
p race.

N in ie jszy  re p o r ta ż  n ie  je s t pe łn y m  sp raw ozdan iem . P o ru sza  on te  zagadn ien ia , 
k tó re  p iszącem u  te  słow a w y d a ły  się b a rd z ie j in te re su ją c e  lu b  re p re z e n ta ty w n e  dla 
ob rad  4 i 7 S ym pozjum  K ongresu  w  S zw ajca rii o raz k o lokw ium  b ioenergetycznego
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w  Pungochiuso .  N iek tó re  p ro b lem y  zostały  pom in ię te , np. fo to fo sfo ry lac ja , k tó ra  
zasłu g u je  n a  oddzielne, obszern ie jsze  om ów ienie.

W c e n tru m  b io en erg e ty k i pozosta je  n a d a l p ro b lem  p rzek sz ta łcan ia  energ ii u tle n ia ­
n ia  na  inne , uży teczne fo rm y  energ ii. O becny stan  in fo rm ac ji o tzw . czynn ikach  sp rzę ­
żen ia  energe tycznego  (ang. coupling  factors ) z re fe ro w a ł n a  K ongresie  D. R. Sanadi.  
B y ła  to  p ró b a  u p o rząd k o w an ia  i u sy s tem aty zo w an ia  do tychczas w y k ry ty ch  czy n n i­
ków . K ilk a  z nich, m iędzy in n y m i czynn ik i F i i F 0 R ack era  o raz A, B i D S anad iego , 
zo sta ły  znaczn ie  oczyszczone, a ich dzia łan ie  dość ściśle określone . M echan izm  dz ia ­
łan ia , a  za tem  i m echan izm  sp rzężen ia  tra n sp o r tu  e lek tro n ó w  z syn tezą  A TP, pozo­
s ta je  n a d a l n iezrozum iały .

J e d n ą  z fo rm  w y k o rzy stan ia  en e rg ii u tle n ia n ia  je s t p ra c a  osm otyczna. R e fe ra ty
E. J. Harrisa, E. Qugliariello  i S. P ap y  podsum ow ały  obecny s tan  w iedzy  o t r a n s p o r ­
cie jonów  i m e tabo litów  przez  w ew n ę trzn ą  b łonę m ito ch o n d ria ln ą . M otorem  tr a n s ­
p o r tu  je s t „pom pa p ro to n o w a ” ściśle sp rzężona z tra n sp o rte m  e lek tro n ó w  w  łań cu ch u  
oddechow ym . D zięki obecności w e w n ę trz u  m ito ch o n d rió w  o k reś lone j ilości k a tio n ó w  
(g łów nie K + ) oraz a lka liczn em u  odczynow i, spow odow anem u  u su w an iem  n a  ze­
w n ą trz  p ro to n ó w , zachodzi w  m ito ch o n d riach  ak u m u la c ja  fo sfo ran u . Jo n y  fo s fo ran o ­
w e z ko le i w y m ien ia ją  się n a  jony  kw asów  dw ukarb o k sy lo w y ch , w śró d  n ich  — jony  
w ażn y ch  m e tab o litó w  m ito ch o n d ria ln y ch , ja k  jab łczan  i b u rsz ty n ian . Jo n y  k w asó w  
d w u k arb o k sy lo w y ch  m ogą dale j w y m ien iać  się na  jony  kw asów  tró jk a rb o k sy lo w y ch , 
n a  p rz y k ła d  cy try n ia n u  i jony  ketokw asów , n a  p rzy k ład  a -k e to g lu ta ra n u .

Ściśle  zależny  od en erg ii je s t rów nież  tr a n s p o r t  jonów  C a2+ w  m ito ch o n d riach .
A. L. L e h n in g e r  om ów ił o s ta tn ie  b ad an ia  n ad  czynn ik iem  b ia łkow ym  w yizo low anym  
z b łon  m ito ch o n d ria ln y ch  i w a ru n k u ją c y m  w iązan ie  i p raw dopodobn ie  tr a n s p o r t  
w ap n ia .

Z godnie  z „chem iosm o tyczną” teo rią  sp rzężen ia  energetycznego  (P. M itch e l l) sy n ­
teza  A T P  w  m ito ch o n d riach  u w a ru n k o w a n a  je s t is tn ien iem  różnicy  pH  po obu s tro ­
n ach  w e w n ę trz n e j b łony m ito ch o n d ria ln e j. V. P. S k u la c h e v  p rzed s taw ił b ad an ia  w y ­
k azu jące , że dzia łan ie  ro zp rzęg a jące  m a ją  n ie  ty lk o  su b s tan c je  znoszące różn icę s tężeń  
jonów  H +  (czyli g ra d ie n t pH),  a le  tak że  zw iązk i znoszące ty lk o  różn icę p o te n c ja łu  
e lek try czn eg o  bez n a ru sz a n ia  g ra d ie n tu  pH.

N ow e św ia tło  n a  m echan izm  sp rzężen ia  zda ją  się rzucać  o s ta tn ie  b ad an ia  zespo­
łów  k ie ro w an y ch  przez  C hance’a i Sla tera  n ad  now ą fo rm ą  cy toch rom u  b. F o rm a  ta  
ró żn i się od „n o rm aln eg o ” cy toch rom u  b n ie  ty lk o  w idm em  ab so rpcy jnym , lecz tak że  
p o te n c ja łe m  o k sy d o red u k cy jn y m . J a k  p o s tu lu ją  au to rzy , chodzi tu  o w y so k o en erg e ­
ty czn ą  fo rm ę  cy toch rom u  b, b io rącą  bezpośredn i u d z ia ł w  p rocesie  sp rzężen ia  e n e r ­
getycznego .

Szeroko  o m aw iane  było  stosow an ie  tzw . te s tu  fluo rescency jnego . C hodzi tu
o b a rw n ik i, np. su lfo n ian  an ilin o -n a fta len o w y , k tó re  w iążąc się z b łoną lip o p ro te id o - 
w ą  m ito ch o n d rió w  lu b  cząstek  su b m ito ch o n d ria ln y ch  zm ien ia ją  sw ą flu rescen c ję . 
Z m ian a  ta  zależy od zm ian  hyd ro fobow ych  oddzia ływ ań  w  ob ręb ie  b łony i, ja k  się 
uw aża , je s t sk o re lo w an a  ze s tan em  fu n k c jo n a ln y m  i en erg e ty czn y m  cząstek . J a k  
w y k aza ła  d y sk u s ja , b ra k  do tychczas jasnego  pog lądu  n a  m echan izm  tych  zm ian , 
a  za tem  i in te rp re ta c ja  te s tu  f luo rescency jnego  n ie je s t ła tw a .

O sta tn i ro k  p rzyn ió sł in te re su ją c e  dane  o u sy tu o w an iu  łań cu ch a  oddechow ego 
w  o b ręb ie  w e w n ę trzn e j b łony  m ito ch o n d ria ln e j. B ad an ia  w  p raco w n iach  R a c kera , 
C h a n ce ’a i K lingenberga  w ykaza ły , że enzym y flaw in o w e łań cu c h a  oddechow ego zlo­
k a lizo w an e  są po  w ew n ę trzn e j s tro n ie  b łony , cy toch rom  c po je j s tro n ie  zew n ę trzn e j, 
n a to m ia s t oksydaza  cy toch rom ow a i cy tochrom y b i Ci w  środkow ych  w a rs tw a c h  
b łony  *.
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Z zak resu  reg u lac ji m e tabo lizm u  kom órkow ego i jego zw iązku  z p ro ce sam i e n e r ­
getycznym i na w spom nien ie  zasłu g u ją  in te re su ją c e  re fe ra ty  L. J. Reeda  n a  te m a t d e ­
hyd rogenazy  p iro g ro n ian o w ej i E. G. K rebsa  o k o n tro li g liko lizy  i g lukoneogenezy .

U tlen ian ie  p iro g ro n ian u  jes t, ja k  w iadom o, k a ta lizo w an e  p rzez  k o m p lek s  w ie lo - 
enzym atyczny , k tó rego  jed n y m  ze sk ład n ik ó w  je s t d ehyd rogenaza  p iro g ro n ian o w a . 
Ja k  w ykaza ły  n a jnow sze  b ad an ia , enzym  te n  u  ssaków  m oże w y stęp o w ać  w  fo rm ie  
u fo sfo ry low ane j i n ieu fo sfo ry lo w an e j, p rzy  czym  ty lk o  ta  o s ta tn ia  je s t a k ty w n a . 
K om pleks dehyd rogenazy  p iro g ro n ian o w ej zaw iera , oprócz enzym ów  b io rący ch  udzia ł 
w  u tlen ian iu  p iro g ro n ian u , tak że  k inazę  k a ta liz u ją c ą  fo sfo ry lac ję  dehy d ro g en azy , ja k
i fo sfatazę, k a ta liz u ją c ą  je j defo sfo ry lac ję . P on iew aż  do n a to rem  resz ty  fo s fo ran o w ej 
dla  fo sfo ry lac ji je s t A TP, n a to m ia s t A D P dzia ła  ham u jąco , za tem  fo s fo ry lac ja  d e ­
hydrogenazy , a  w ięc je j un ieczynn ien ie , zależy od s to su n k u  A T P :A D P . T ak  w ięc 
s tan  en erge tyczny  kom ó rk i re g u lu je  czynność tego enzym u. Je s t to za tem  jeszcze 
jeden  m echan izm  reg u lac ji cyk lu  K rebsa .

F o sfo ry lac ja  i d efo sfo ry lac ja  b ia łek  enzym atycznych  sp e łn ia  ró w n ież  re g u la c y jn ą  
ro lę  w  gliko lizie  i g lukoneogenezie . B ad an ia  w  ty m  zak resie , z re fe ro w an e  przez
E. G. Krebsa,  w sk azu ją , że zarów no a k ty w a c ja  syn tezy  g likogenu  ja k  i fo sforo lizy  
g likogenu  po lega  n a  fo sfo ry lac ji czynnych  w  ty ch  p rocesach  enzym ów . F o sfo ry lac ja  
fosfory lazy  k a ta lizo w an a  je s t p rzez specyficzną k inazę , k tó ra  z ko lei w y m ag a  ró w n ież  
fo sfo ry lac ji, aby  m ogła być ak ty w n a . T a dw usto p n io w a a k ty w a c ja  w y m ag a  obecności 
n isk ich  stężeń  jonów  C a2+. T ak  w ięc w ap ń  o d g ryw a p o średn io  d ecy d u ją cą  ro lę  
w  u ru ch am ian iu  fosforo lizy  g likogenu , p ro cesu  zapoczątkow ującego  re a k c je  g liko lizy  
n iezbędne dla p ro d u k c ji energ ii, m iędzy in n y m i w  p ra c u ją c y m  m ięśn iu .

O b rad y  S ym pozjum  4 i 7 o raz ko lokw ium  b ioenergetycznego  by ły  d o b rą  i lu s t r a ­
cją  tego, ja k  szerok i w ach la rz  zagadn ień  o b e jm u je  w spó łczesna b io en e rg e ty k a : od 
oddzia ływ ań  n a  poziom ie m o lek u la rn y m  do reg u lac ji p rzem ian  n a  poziom ie k o m ó r­
kow ym . W idoczne rów n ież  było, ja k  dalecy  jeszcze je s teśm y  od ro zw iązan ia  w ie lu  
p odstaw ow ych  zagadn ień , np. sp rzężen ia  tra n sp o r tu  e lek tro n ó w  z p ro cesem  zacho ­
w an ia  energ ii. S ta ło  się rów n ież  jasn e , że po stęp  w  w y ja śn ien iu  ty c h  p ro b lem ó w  
m ożliw y będzie ty lk o  dzięki zasto sow an iu  now ych  te c h n ik  badaw czych , w y m a g a ją ­
cych użycia  n iezw ykle  su b te ln e j, sk o m p lik o w an e j i kosztow nej a p a ra tu ry .

L. W o jtc za k

*) O b szern iejsze  in fo rm a cje  na tem a t e n z y m a ty c z n e j o r g a n iza c ji b ło n  m ito ch o n d r ia ln y ch  
zn a jd zie  C z y te ln ik  w  a r ty k u le  z a m ieszczo n y m  w  P o stęp a c h  B io c h e m ii  17, 209 (1971).
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