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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy Biochemii” publikuje artyku ły  przeglądowe 
z biochem ii i nauk pokrewnych. A rtykuły  w inny obejmować syntetyczny 
przegląd postępu wiedzy w om awianej dziedzinie opracowany na podsta
wie piśm iennictw a z k ilku  ostatnich lat. P rzekazanie a rtyku łu  do Re
dakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była 
i nie będzie publikow ana w  innym  czasopiśmie jeżeli zostanie ogłoszona 
w „Postępach Biochemii”. A utorzy artyku łu  odpow iadają za prawidłowość 
i ścisłość podaw anych inform acji. A utorów  obowiązuje korek ta autorska. 
Koszty zm ian tekstu  w korekcie (poza popraw ieniem  błędów drukarskich) 
ponoszą autorzy. A rtykuły  honoruje się według obowiązujących stawek. 
A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego artykułu ; zamówienia na 
dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po ko 
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów  o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 

nadsyłać w dwu egzem plarzach. Maszynopis powinien być napisany jed 
nostronnie, z podw ójną interlinią , z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej i ok. 
1 cm po praw ej stronie.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera im io
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim  
i angielskim , w  których pracu ją autorzy, adres pocztowy na k tóry  autorzy 
życzą sobie otrzym ywać korespondencję, telefon m iejsca pracy, ty tu ł 
artyku łu  oraz — w  praw ym  dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzo
rów  i tabel oraz skrót ty tu łu  (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) imiona (w pełnym  brzm ieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrótów  sto 
sowanych w pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a 
włącznie, tabele, spis rycin, wzorów oraz ty tu ły  i objaśnienia do rycin na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu  korzystny jest często podział na rozdziały 
oznaczone liczbami rzymskimi. Tytułów  podrozdziałów nie wydzielonych 
z tekstu  nie trzeba numerować. W tekście nie należy stosować żadnych 
podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ew entualne sugestie autorskie co 
do charak teru  czcionki d rukarskiej należy zaznaczyć ołówkiem na m a r
ginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekście liter alfabetu  
greckiego należy na m arginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzm ie
nie. W tekście nie należy umieszczać żadnych tablic, rycin  czy wzorów, 
lecz w  żądanym  m iejscu pozostawić wolny wiersz i zaznaczyć: Tabela 1, 
Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w  tekście należy podawać po nazwie 
związku np. kw as glutam inow y (I).

Redakcja prosi autorów  o zwrócenie szczególnej uwagi na poprawność 
językową tekstu  a także na ścisłość i jasność sform ułowań, unikanie 
gw ary laboratoryjnej oraz o nie w prow adzanie do tekstu  tworzonych do
raźnie skrótów, naw et jeśli niektóre z nich byw ają używane w  pracach 
obcojęzycznych.
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Post. Biochemii, 21, a—20, (1975).

A N N A  M A Z A N Ó W  S K A  *

Prokolagen

Procollagen

W śród związków pośrednich biosyntezy kolagenu prokolagen zajm uje 
szczególną pozycję. W ynika ona z jego roli w m echanizm ie powstawania 
m onomeru kolagenu (tropokolagenu) i tworzenia się włókien kolageno
wych. W ysoka zawartość stru k tu ry  niehelikalnej oraz obecność reszt 
cysteinowych w  łańcuchach tego prekursora ułatw ia i przyspiesza utw o
rzenie cząsteczki o typowej dla tropokolagenu struk turze  potrójnej spirali. 
Dobra rozpuszczalność prokolagenu zapobiega powstaw aniu włókien we
w nątrz wyspecjalizowanych komórek tkanki łącznej, w których zachodzi 
jego synteza. Dzięki swoistej budowie i dobrej rozpuszczalności białko to 
jest łatw o wydzielane z komórki i z tego względu bywa również nazywane 
„transportow ą postacią kolagenu” . Dalsze przem iany prowadzące do po
w stania w łókien kolagenowych zachodzą w przestrzeni międzykomór
kowej a katalizuje je swoisty enzym, peptydaza prokolagenowa; na uwagę 
zasługuje fakt, że peptydazy tej nie znaleziono w  kom órkach syntetyzu
jących prokolagen.

Dowody na istnienie prokolagenu uzyskano w ciągu ostatniego pięcio
lecia, jednakże już dużo wcześniej sugerowano możliwość istnienia tego 
rodzaju prekursora  kolagenu. Jak ie fak ty  mogły nasuwać takie przypusz
czenia? Po pierwsze trudno było sobie wytłum aczyć, dlaczego proces re- 
natu racji kolagenu i reagregacji włókien in vitro  przebiega wolno i z niską 
wydajnością (1), podczas gdy in vivo  całkowita synteza łańcuchów i utwo
rzenie cząsteczki tropokolagenu jest kw estią kilku (2, 3) a najw yżej kil
kudziesięciu m inut (4, 5, 6), w zależności od rodzaju tkanki. Po drugie 
zastanaw iano się, dlaczego włókna kolagenowe pow stają wyłącznie w prze
strzeni m iędzykomórkowej, nigdy zaś w komórce syntetyzującej łańcuchy 
polipeptydowe. Pierw szą próbą w ytłum aczenia tego zjawiska była su
gestia, że kolagen opuszcza komórkę w postaci rozpuszczalnego prekursora

* Dr, Zakład Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, In s ty tu t Badań Jądrow ych, 
ul. D orodna 16, 03-195 W arszawa.

W ykaz stosowanych skrótów : SLS — segm ent long spacing, agregat m onom e- 
rycznych cząsteczek kolagenu (tropokolagenu) spolim eryzow any „bok do boku”; CM- 
celuloza — karboksym etyloceluloza.
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4 A. MAZANOWSKA [2]

ulegającego następnie enzym atycznej przem ianie w form ę zdolną do. po
lim eryzacji i agregacji we włókna (7). Jednak  dopiero dziesięć lat później 
zdołano uzyskać pierwsze doświadczalne dowody na istnienie rozpusz
czalnej postaci kolagenu, której łańcuchy były dłuższe niż łańcuchy a l  
i a2 w ystępujące w tropokolagenie (8, 9, 10). W ykazano również (10), że 
białko to, obecne w pożywce hodowli fibroblastów, w stanie natyw nym  
ulega w obecności pepsyny jedynie ograniczonej proteolizie. W jej w y
niku znikają dłuższe łańcuchy polipeptydowe, natom iast pojaw iają się p ra
widłowe łańcuchy a l  i a2 w ilościowym stosunku 2:1. W ystępowanie 
w pożywce rozpuszczalnego białka, k tó re  ulega enzym atycznej przem ianie 
w tropokolagen pozwala przypuszczać, że jest to transportow a postać ko
lagenu (10).

Początek intensyw nych badań nad własnościami i funkcją prokolagenu 
zbiega się z ogłoszeniem przez S p e a k m a n a  (11) hipotezy o m echaniz
mie powstawania cząsteczki tropokolagenu i tworzenia się włókien kola
genowych. Zakładał on istnienie prekursorow ych łańcuchów polipeptydo- 
wych, k tórych N-końcowe fragm enty, dzięki swoistemu składowi i kon
form acji, ułatw iałyby właściwe ustaw ienie się łańcuchów względem sie
bie. A zatem  obecność „ustaw iających peptydów ” (registration peptides)

Zwinięcie

Proteoliza 

Tropokolagen (3 łańcuchy oC) + E E E E 

Tropokolagen ( łańcuch oC + di mer f i  )  

f  ^  ¡ f ig *

Schemat 1. M echanizm tw orzenia się cząsteczki tropokolagenu wg S p e a k m a n a
(11).
Prawidłowe ustawienie się łańcuchów pro a (a) ułatwia interakcja pomiędzy „peptydami usta
wiającym i” (b). Pozwala to na zwinięcie łańcuchów pro a (c) w  potrójną spiralę (d), z której 
następnie zostają enzymatycznie odszczepione „peptydy ustawiające” (e). Cząsteczkę tropoko

lagenu stabilizuje utworzenie wewnątrzcząsteczkowych wiązań krzyżowych (f).
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[3] PROKOLAGEN 5

powinna znacznie przyspieszać przyjęcie przez prokolagen praw idłowej 
s tru k tu ry  potrójnej spirali. Zgodnie z hipotezą Speakm ana N-końcowe 
fragm enty  ulegają następnie enzym atycznem u odszczepieniu, co powoduje 
przem ianę prekursorow ej cząsteczki w tropokolagen. Dopiero ta postać 
zdolna jest do agregacji we włókna, które są następnie stabilizowane 
przez utworzenie kowalencyjnych wiązań poprzecznych. Przebieg procesu 
tworzenia się cząsteczki prokolagenu i jej przem ianę w tropokolagen 
według hipotezy Speakm ana przedstaw ia schem at 1.

Synteza łańcuchów prokolagenowych, podobnie jak innych białek, roz
poczyna się od końca aminowego (2), można zatem przypuszczać, że usta
wianie się łańcuchów względem siebie następuje jeszcze przed ukończe
niem ich syntezy na kom pleksach polirybosomalnych (11).

Z hipotezy Speakm ana jasno wynika, dlaczego renatu racja  kolagenu 
nie posiadającego „peptydów ustaw iających” jest wolnym  i mało w ydaj
nym  procesem. Jednakże teoria ta nie tylko tłum aczy mechanizm powsta
wania cząsteczki tropokolagenu; pozwala ona również przewidywać włas
ności prekursorow ej cząsteczki oraz tworzących ją łańcuchów polipepty- 
dowych. W prawdzie niektóre sugestie w ysunięte w tym  zakresie okazały 
się błędne (np. przewidywanie, że w  obszarze odszczepialnych peptydów 
nie w ystępują wiązania kow alencyjne i że peptydy te m ają wysoką za
wartość s tru k tu ry  a-helikalnej), lecz zasadnicze punkty  teorii Speakm ana 
potw ierdziły się doświadczalnie. N iewątpliwą zasługą tego autora jest 
również fakt, że jego teoretyczne założenia zasugerowały nowe kierunki 
badań w dziedzinie biosyntezy kolagenu. P race te przyczyniły się do poz
nania budowy i własności prokolagenu oraz do w yjaśnienia mechanizmów 
powstawania cząsteczek tropokolagenu i ich agregacji we włókna.

I. Otrzymywanie, budowa i własności prokolagenu

Prokolagen (zwany także transportow ą postacią kolagenu (12) lub pro- 
tropokolagenem  (13)) ulega poza kom órką szybkiej przem ianie w tropoko
lagen. Ponieważ z tego powodu ilości prokolagenu norm alnie występujące 
w tkankach są znikome, m etodam i z w yboru stosowanymi w pracach nad 
tym  białkiem  są m etody izotopowe. Dla uzyskania dostatecznej ilości p re
kursora stw arza się również takie w arunki doświadczalne, by nagrom adzał 
się on w ew nątrz kom órki w postaci niehydroksylow anej (14, 15, 16, 17). 
Osiąga się to przez zahamowanie czynności obu hydroksylaz, prolinowej 
i lizynowej. W tych w arunkach protoprokolagen, niehydroksylow ana po
stać prokolagenu, pozostaje w komórce (16).

M ateriałem  do badań są hodowle tkanek, w których zachodzi szybka 
synteza kolagenu, a więc przede w szystkim  tkanek  em brionalnych (kości, 
ścięgna, chrząstka, soczewki), jak  również hodowle fibroblastów oraz wol
nych od m acierzy kom órek ścięgna lub soczewki. Prokolagen otrzym uje
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6 A. MAZANOWSKA [4]

się z pożywki lub tkanek przez ekstrakcję obojętnym i roztw oram i soli lub 
słabym i roztworam i kwasu' octowego i obecne w wyciągach białko bada 
metodami chrom atografii jonowym iennej, sączenia m olekularnego, elek
troforezy w żelu poliakrylam idowym  lub wreszcie ultraw irow ania ana
litycznego. Badano także własności immunologiczne oczyszczonych prepa
ratów  jak również ich obraz w mikroskopie elektronowym . Fakt, że 
prokolagen jest istotnie prekursorem  dojrzałego kolagenu, w ykazano w do
świadczeniach typu znakowanie—przemieszczanie piętna. Znikanie białka
0 składzie (pro a l ) 2 pro a2 w w yniku ograniczonej proteolizy niesw oistym i 
proteazam i lub na skutek działania peptydazy prokolagenowej z jedno
czesnym pojaw ianiem  się białka zbudowanego z dwóch łańcuchów  a l
1 jednego łańcucha a2 również świadczyło o zależności typu  p rekursor— 
produkt końcowy pomiędzy prokolagenem  i kolagenem  (10, 44). Dowodem 
kolagenowego charakteru  białka prekursorow ego jest jego podatność na 
traw ienie kolagenazą oraz stosunek zawartości hydroksyproliny do pro- 
liny, k tóry  w przypadku prokolagenu jest tylko nieznacznie niższy niż 
w przypadku kolagenu (18, 19).

1-1. Wielkość cząsteczki prokolagenu

Z teoretycznych założeń Speakm ana oraz ze w stępnych badań (10, 14) 
wynikało, że cząsteczka prekursora jest większa od cząsteczki tropokola- 
genu. Pierw sze dane liczbowe dotyczące masy cząsteczkowej prokolagenu 
uzyskano stosując elektroforezę w żelu poliakrylam idow ym  w obecności 
siarczanu dodecylu i używając łańcuchów a kolagenu jako standardu
o znanym  Rf (4). Oznaczona tą metodą masa cząsteczkowa łańcuchów pre- 
kursorow ych tzn. łańcuchów pro a z kości sklepienia czaszki noworodków 
szczurzych wynosiła około 120 000 daltonów (20). Podobną wartość 
(125 000 daltonów) otrzym ano w przypadku łańcuchów prokolagenu izo
lowanych metodą sączenia m olekularnego ze ścięgien zarodków kurzych
(12). Prokolagen z zarodkowych kości czaszki (18, 21), z fibroblastów  ludz
kich (22) jak i z wolnych od m acierzy komórek ścięgna zarodkowego (23) 
ma masę cząsteczkową od 110 000 do 125 000 daltonów. Jedynie  prokola- 
W tym  celu odtraw iano kolagenazą helikalną część cząsteczki prokola
genu śródmiąższowego, gdyż zbudowany jest z łańcuchów o masie czą
steczkowej około 140 000.

Zam iast oznaczać wielkość całych łańcuchów pro a n iektórzy autorzy 
oznaczali masę cząsteczkową odszczepialnych N-końcowych fragm entów  
peptydowych, a więc różnicę mas cząsteczkowych łańcuchów pro a  i a. 
W tym  celu odtrawiono kolagenazą helikalną część cząsteczki prokola
genu, a pozostały fragm ent nie posiadający s tru k tu ry  potrójnej spirali 
oczyszczano m etodami chrom atograficznym i oznaczając następnie jego 
masę cząsteczkową (25). Na podstawie wyników uzyskanych trzem a róż
nym i metodami obliczono, że wynosi ona około 105 000 (dane z elektro
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[5] PROKOLAGEN 7

forezy w żelu poliakrylam idow ym  w obecności siarczanu dodecylu) 
względnie 75 000—80 000 daltonów (dane otrzym ane m etodam i sączenia 
m olekularnego na żelach Sephadex G-100 i G-200 oraz ultraw irow ania 
analitycznego). Ponieważ wyizolowany fragm ent składa się z trzech pep ty- 
dów o podobnym składzie aminokwasowym  i masie cząsteczkowej, masa 
cząsteczkowa zatem  pojedyńczego peptydu wynosi 25 000—30 000 dalto
nów. Zbliżony w ynik uzyskano w przypadku peptydu pro a l-C B l o trzy
manego z łańcucha pro a l  przez rozszczepienie brom ocyjanem  (26). P ep tyd  
ten  stanowi krańcow ą część łańcucha pro a l, a jego m asa cząsteczkowa 
(około 20 000) odpowiada różnicy mas cząsteczkowych pro «1 i a l .

Oznaczenie mas cząsteczkowych peptydów odszczepionych w czasie 
przem iany prokolagenu w tropdkolagen i obecnych w  pożywce hodowli 
kości sklepienia czaszki kurzego zarodka dało niższe wyniki: znaleziono 
mianowicie (27), że m asy cząsteczkowe tych peptydów wynoszą 12 000 
i 18 000 daltonów.

Wreszcie ostatnią metodą, którą wykorzystano dla oznaczenia w iel
kości N-końcowych odszczepialnych fragm entów  peptydow ych prokola
genu (propeptydów) (25), były obserwacje w mikroskopie elektronow ym  
postaci SLS prokolagenu. Na podstawie oznaczenia długości odcinka tych 
agregatów  znajdującego się na ich am inowym  (A) końcu, obliczono, że 
przybliżona masa cząsteczkowa propeptydów  wynosi 12 000 daltonów 
/łańcuch (28). Tego samego rzędu są również propeptydy łańcuchów pro a 
błony podstaw nej soczewki. W ysoka m asa cząsteczkowa tych ostatnich 
w ynika bowiem nie z większych rozm iarów propeptydów, lecz z 20-krotnie 
wyższej niż w kolagenie śródmiąższowym zawartości reszt cukrowco- 
wych (29).

W ydaje się zatem, że wielkość propeptydów  bez względu na pochodze
nie prokolagenu jest bardzo zbliżona. Różnice w ich rozm iarach oznaczo
nych przy pomocy różnych m etod mogą wynikać bądź z częściowej de
gradacji prokolagenu w czasie p repara tyk i (27, 30), bądź z błędów samej 
m etody (np. z w yboru nieodpowiednich wzorców dla w ykreślenia k rzy 
wej kalibracyjnej (26)), bądź wreszcie z odm iennych własności fizykoche
m icznych łańcuchów pro a l  i pro a2 (szczególnie wysoka ruchliwość elek- 
troforetyczna pro a2 może być przyczyną zaniżonych wyników oznaczania 
jego m asy cząsteczkowej m etodą elektroforezy w żelu poliakrylam ido
wym  (21)).

Należy jeszcze wspomnieć, że szereg autorów  stw ierdzało istnienie roz
puszczalnych postaci kolagenu o masie cząsteczkowej większej niż masa 
łańcuchów pro a (19, 30, 31, 32, 33). Mogą to być dim ery pro a (19, 30) lub 
ich większe agregaty (32). T rudno natom iast zgodzić się z poglądem (32), 
że prekursor kolagenu jest syntetyzow any i w ydalany z kom órki w postaci 
długiego łańcucha o masie cząsteczkowej około 500 000, z którego, po od
powiednim  zwinięciu, zostają enzym atycznie odcięte peptydy o nietypo
wej dla kolagenu struk turze  i sekwencji aminokwasowej. Z rozm iarów
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8 A. MAZANOWSKA [6]

polisomów syntetyzujących kolagen w ynika bowiem (34), że mRNA łań
cucha pro a jest monocistronowy i że koduje on pojedyńczy łańcuch poli- 
peptydow y o masie cząsteczkowej około 100 000 daltonów. Ponadto w y
kazano (2), że synteza łańcuchów pro a l  i pro a2 przebiegają równocześnie 
i że kontrolują ją odrębne geny. W yniki te obalają koncepcję istnienia 
jednołańcuchowego prekursora kolagenu o bardzo dużej masie cząstecz
kowej. Nie można jednak wykluczyć możliwości, że pierw otnie syntetyzo
w any prekursor m a cząsteczkę większą od tej, k tórą obecnie określa się 
jako prokolagen. U tra ta  pewnych sekwencji aminokwasowych następo
w ałaby w trakcie izolowania właściwego prekursora na skutek ograniczo
nej proteolizy (26).

1-2. Skład aminokwasowy łańcuchów pro a; występowanie i rola wiązań
dwusiarczkowych

Poza stw ierdzeniem , że fibroblasty w hodowli mogą syntetyzować 
„niezwykłą postać natyw nego kolagenu” — rozpuszczalne białko zbudowa
ne z łańcuchów polipeptydow ych większych niż łańcuchy a — L a y m a n  
i wsp. (10) zaobserwowali jeszcze jeden ważny fakt. Zauważyli oni m iano
wicie, że działanie pepsyny w w arunkach ograniczonej proteolizy, w k tó 
rych  natyw na s tru k tu ra  potrójnej spirali nie ulega uszkodzeniu, powoduje 
przem ianę tego białka w praw idłowy kolagen o składzie (a l)2a2. Podat
ność końcowego fragm entu  prokolagenu na działanie pepsyny w skazyw a
ła, że fragm ent ten  różni się swoją s tru k tu rą  pierwszorzędową od s tru k tu 
ry  głównego heliksu m akrocząsteczki tropokolagenu. Przypuszczano, że 
fragm ent ten  nie zawiera regularnych trypletów  Gli-X-Y w ystępujących 
w helikalnej części tropokolagenu. Przypuszczenia te zostały potwierdzone 
doświadczalnie (18, 19, 21, 26). Z zachowania się łańcuchów pro u  w czasie 
rozdziału na CM-celulozie wynikało, że m ają one charakter bardziej 
kw aśny niż łańcuchy a, gdyż wym ywają się odpowiednio przed a l  i a2 
(21). Oznaczenie składu aminokwasowego łańcuchów pro a l i porównanie 
go ze składem  aj wykazało istotnie w tym  pierwszym  wyższą zawartość 
kw asu asparaginowego i glutaminowego (18). P ropeptydy zaw ierają też 
dużo seryny, są bogate w izoleucynę, histydynę i tyrozynę, natom iast 
ubogie w glicynę, alaninę i argininę. Prolina w ystępuje w znikomych iloś
ciach, a zupełnie b rak  hydroksyproliny. Wysoka zawartość aminokwasów 
polarnych w propeptydach może być jednym  z powodów dobrej rozpusz
czalności prokolagenu (33).

Stwierdzono również, że w prokolagenie w ystępują dwa am inokwasy 
nieobecne w kolagenie śródmiąższowym kręgowców — tryptofan  (6, 25, 
26, 28) oraz cysteina (6, 13, 18, 19, 23, 27—29, 33, 35, 36, 37). Obecność tej 
ostatniej jest szczególnie ważna, gdyż wskazuje na możliwość tworzenia 
się m iędzyłańcuchowych wiązań dwusiarczkowych. Stwierdzono istotnie 
(35), że po redukcji prokolagenu m erkaptoetanolem  i rozdziale na CM-ce-
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lulozie otrzym uje się dwa szczyty białkowe w położeniu odpowiadającym 
pro a l  i pro a2. Jeżeli natom iast po redukcji przeprowadzano sączenie 
m olekularne na agarozie w obecności siarczanu dodecylu (28), uzyskiwano 
jeden szczyt białkowy w położeniu, w którym  eluują się łańcuchy pro a. 
Jeśli nie przeprowadzono uprzedniej redukcji, to w czasie rozdziału otrzy
m ywano tylko jeden szczyt odpowiadający białku o masie cząsteczkowej 
300 000—400 000 (28). Był to niew ątpliw ie prokolagen zbudowany z trzech 
kow alencyjnie związanych łańcuchów pro a, gdyż po redukcji zawartego 
w tym  szczycie białka i powtórnej chrom atografii stw ierdzano jego iloś
ciową przem ianę w łańcuchy pro a.

Dalszych dowodów na istnienie m iędzyłańcuchowych wiązań dw u- 
siarczkowych w prokolagenie dostarczyły badania (19), w których wyizo
lowano z pożywki hodowli fibroblastów  białko o własnościach kolagenu, 
lecz o masie cząsteczkowej 250 000 daltonów. Sączenie m olekularne po 
przeprow adzeniu redukcji tego m ateriału  wykazało, że jest to dimer pro a 
połączony wiązaniem  dwusiarczkowym. W analogicznych doświadczeniach 
stwierdzono ponad (22), że obecny w pożywce trim er ma skład (pro a l ) 2 
pro <x2, gdyż po redukcji kom ponenty te pojawiały się w stosunku 2:1.

Dalsze badania pozwoliły na zidentyfikow anie m iędzyłańcuchowych 
wiązań dwusiarczkowych w nowopowstałym  kolagenie kości zarodka k u 
rzego (36, 37), diploidalnych fibroblastów ludzkich (13, 25), chrząstki (6), 
błony podstaw nej soczewki (29) i ścięgna (38, 39) zarodków kurzych. P ro- 
peptydy prokolagenu chrząstki, k tóry  zbudowany jest z trzech identycz
nych łańcuchów pro a l  m ają unikalny układ prążków w obrazie m ikros- 
kopowo-elektronowym, co świadczy o ich swoistej sekwencji am inokwa- 
sowej. s

Z przytoczonych prac wynika, że we wszystkich typach łańcuchów 
pro a niezależnie od tkanki, z której je wyodrębniono, w ystępują reszty 
cysteinowe. W ykazano również, że wszystkie nowopowstałe łańcuchy pro a 
z w yjątkiem  łańcuchów prokolagenu błony podstaw nej łączą się w krótce 
po ukończeniu ich syntezy tworząc cząsteczkę o składzie (pro a l)3 (proko
lagen chrząstki) lub (pro a l)2 pro a2 (pozostałe rodzaje prokolagenu), s ta 
bilizowaną m ostkam i dwusiarczkowym i (13, 16, 38, 39). Wiązania dwu- 
siarczkowe pomiędzy łańcucham i prokolagenu interstycjalnego pow stają 
jeszcze na szorstkim  retiku lum  endoplazmatycznym , podczas gdy w pro
kolagenie błony podstawnej wiązania takie tw orzą się tuż przed w ydale
niem  prekursorow ej cząsteczki z kom órki (29). Nie wiadomo dotąd, czy 
pow staw anie wiązań dwusiarczkowych jest procesem enzymatycznym , czy 
też przebiega spontanicznie. W każdym  razie według większości autorów  
poprzedza ono i ułatw ia pow stanie potrójnej spirali, a więc tej konfor
m acji cząsteczki, która w arunku je  w ydzielanie prokolagenu z kom órki 
z praw idłow ą szybkością (13, 16, 38, 39). Tylko w jednym  przypadku (37) 
przypisyw ano wiązaniom dw usiarczkowym  jedynie rolę czynnika porząd
kującego i stabilizującego już istniejącą praw idłową struk tu rę  cząsteczki.
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10 A. MAZANOWSKA [8]

Nie zostało stw ierdzone z całą pewnością, czy liczba reszt cysterno
wych jest taka sama w pro a l  i pro a2. Na ogół uważa się, że pro a 2 zaw iera 
tylko jedną resztę cysteinową. Jest to jednak być może spowodowane fak 
tem, że wiązania dwusiarczkowe łączące łańcuch pro a2 z pozostałym i 
łańcucham i są położone bliżej aminowego końca cząsteczki, w skutek czego 
łatw iej ulegają proteolizie podczas ekstrakcji prokolagenu z tkanki (36). 
Nie jest również wykluczone, że reszty cysteinowe w ystępujące w pro- 
peptydach są zaangażowane w tworzeniu mostków dwusiarczkowych z nie- 
kolagenowymi białkam i (26).

1-3. Własności immunologiczne prokolagenu

Łańcuchy pro a zaw ierają około 7 reszt tyrozynowych, podczas gdy 
w łańcuchach a jest ich tylko 2 (18). Pozwala to przypuszczać, że prokola
gen posiada swoiste determ inanty  antygenowe, k tórych brak w kolagenie 
i że w porównaniu z tym  ostatnim  w ykazuje większą immunogenność. 
Przypuszczenia te zostały potwierdzone w doświadczeniach (40), w k tó
rych badano własności immunologiczne łańcucha pro a l oraz peptydu 
pro a l-C B l i porównywano je z tego punktu  widzenia z łańcucham i a l .  Jak  
wiadomo, zasadnicze determ inanty  antygenowe kolagenu znajdują się na 
telopeptydach *, krótkich sekw encjach aminokwasowych położonych na 
aminowych i karboksylowych końcach cząsteczek i nie posiadających 
s tru k tu ry  spirali. Zasadniczy trzon cząsteczki jest bardzo słabym  an ty 
genem, a powtarzalność sekwencji am inokwasowych w tej części cząstecz
ki i ich podobieństwo w kolagenach rozm aitych tkanek  różnych kręgow 
ców jest przyczyną braku gatunkow ej swoistości antygenowej.

Bogate w tyrozynę N-końcowe fragm enty peptydow e prokolagenu od
powiadają za aktyw ność antygenow ą tego białka. Stwierdzono (40), że 
przeciwciała w ystępujące w surowicy przeciw łańcuchom pro a l  są skie
rowane swoiście przeciw peptydom  aminowych końców łańcuchów pro
kolagenu. W ykazano to czułymi badaniam i radioimm unologicznym i (testem 
hamowania precypitacji oraz testem  podwójnej dyfuzji). Okazało się, że 
taka surowica daje linie precypitacyjne nie tylko z łańcucham i pro a l ,  
lecz równie z peptydam i pro a l-C B l oraz pro a l-C B l-K o ll (peptydem  
otrzym anym  z pro a l-C B l przez traw ienie kolagenazą i zaw ierającym  
resztę cysteinową), natom iast nie reaguje z łańcucham i a^ W yniki te 
świadczą, że reakcji nie w yw ołują przeciwciała skierowane przeciw deter
m inantom  umiejscowionym na części łańcucha wspólnej dla pro a l i a l . 
Fakt ten będzie możną wykorzystać dla śledzenia przy pomocy znakowa
nych przeciwciał zmian w ew nątrzkom órkowej lokalizacji prokolagenu 
podczas procesu biosyntezy oraz dla ilościowego oznaczania prokolagenu 
w obecności kolagenu. Stwierdzono również (41), że przeciwciała skiero

* nazwa obecnie wychodząca z użycia.
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w ane przeciw prokolagenowi nie dają linii precypitacyjnych ani z dime- 
rem  pro «1 (przypuszczalnie na skutek niedostępności zasadniczych deter
m inant antygenowych), ani z łańcucham i pozbawionymi w znacznej części 
propeptydow ych przedłużeń.

Badania własności imm unochem icznych kolagenu ze skóry bydła cho
rego na derm atosparaktozę (kolagen ten, najprawdopodobniej identyczny 
z prokolagenem , zostanie omówiony w rozdziale V) wykazały (42), że 
i w tym  przypadku aktyw ność serologiczna zlokalizowana jest na N-koń- 
cowym peptydzie o masie cząsteczkowej około 20 000. Redukcja w połą
czeniu z alkilacją całkowicie znosi czynność antygenow ą tego peptydu, co 
w skazuje na istotną rolę jego konform acji dla własności immunologicz
nych cząsteczki. Natom iast traw ienie kolagenazą lub ograniczona proteo
liza trypsyną względnie chym otrypsyną nie powoduje u tra ty  aktywności, 
gdyż w tych  w arunkach zasadnicze determ inanty  antygenow e nie ulegają 
zniszczeniu pozostając na odtraw ionym  w całości propeptydzie.

Badania własności antygenow ych kolagenu derm atosparaktycznego w y
kazało również, że jego podjednostki, k tóre odpowiadałyby łańcuchom 
pro a l  i pro a2 m ają zbliżoną, lecz nie identyczną s truk tu rę  antygenową. 
Sugerowałoby to, że skład i budowa chemiczna propeptydów  w ystępują- 

® cych w tych łańcuchach różnią się od siebie.

II. Przemiana prokolagenu w tropokolagen; peptydaza prokolagenowa

Przypuszczenie, że przem iana prokolagenu po wydzieleniu go z kom ór
k i ma charakter enzym atyczny (10), znalazło potwierdzenie w pracach 
szeregu autorów  (4, 12, 23, 28, 31, 35, 36, 37, 39), którzy w doświadcze
niach sym ulujących przebieg tego procesu in vivo  stw ierdzili, że pod 
wpływ em  nieswoistych proteaz takich jak pepsyna czy chym otrypsyną 
prokolagen ulega przekształceniu w  tropokolagen. W ydawało się jednak 
prawdopodobne, że reakcję odszczepiania propeptydów katalizuje swoista 
peptydaza, czynna w środowisku obojętnym  i w ytw arzana in situ  w tk an 
kach, w których zachodzi biosynteza kolagenu. Istnienia takiego enzymu 
dowiodły prace (43) prowadzone na kolagenie z tkanek bydła chorego na 
derm atosparaktozę. Ta jednostka chorobowa, która zostanie szerzej omó
wiona w rozdziale dotyczącym zaburzeń przem iany kolagenu, jest w ro
dzonym  błędem m etabolicznym  polegającym  na całkow itym  braku w skó
rze chorych zwierząt aktyw ności swoistej peptydazy nazwanej pepty- 
dazą prokolagenową. M inim alną czynność tego enzymu stwierdzono 
w  ścięgnie, płucu, chrząstce i aorcie chorego bydła, a więc w tych tkan 
kach, w których norm alnie się go w ykryw a. Czynność peptydazy proko- 
lagenowej w ystępuje niezależnie od obecnej w wyciągach tkankow ych 
aktyw ności kolageno- i kazeinolitycznej. O trzym any po raz pierwszy 
z tkanek (przede wszystkim  ze skóry) zdrowego bydła (43) enzym ten jest
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obojętną proteazą o optim um  pH 7,0—7,5. Jest on nieodw racalnie ham o
w any w pH poniżej 5,0, a odwracalnie — przez EDTA i m erkaptoetanol. 
Późniejsze prace (44) wykazały, że peptydaza prokolagenowa jest również 
częściowo hamowana przez glutation, benzoesan p-hydroksyrtęciow y oraz 
Mn2+ i Mg2+.

W ykazano również obecność peptydazy prokolagenowej w tkankach  
innych kręgowców (20, 45) a enzym ze ścięgien cieląt został oczyszczony 
(44). Stwierdzono, że surowica ham uje aktyw ność peptydazy, że enzym  nie 
powoduje rozerwania wewnątrzcząsteczkowych wiązań krzyżow ych w ko
lagenie oraz że enzym atyczna przem iana prokolagenu w tropokolagen za
chodzi niezależnie od tego, czy biosynteza białka jest zahamowana, czy 
nie (20). Badania nad w ytw arzaniem  i wydzielaniem  peptydazy prokola
genowej przez fibroblasty w hodowli (45) w ykazały ponadto, że czynność 
peptydazowa w ystępuje praw ie wyłącznie w pożywce, w której pojaw ia 
się dopiero pod koniec logarytm icznej fazy wzrostu komórek, być może 
na skutek aktyw acji zymogenowej postaci enzymu syntetyzow anej w okre
sie szybkiej proliferacji komórkowej. W kom órkach w ytw arzających pro
kolagen nie stw ierdzano obecności peptydazy (13, 46), co może tłum aczyć 
brak w ew nątrzkom órkowej konw ersji prokolagenu. Uważa się (45), że 
w tkankach prekursor ulega szybkiej przem ianie w tropokolagen i że w y- •  
krycie go w pożywce jest możliwe jedynie dzięki tem u, że proces ten  
jest znacznie wolniejszy in vitro  z powodu dyfuzji i rozcieńczenia enzym u 
w dużej objętości pożywki. Jednakże i w  tych w arunkach znajdow ano 
w pożywce (19, 22) oprócz białek odpowiadających dimerom  i trim erom  
pro a cząsteczki m onomeru m niej lub bardziej skrócone z N-końca i nie 
posiadające już mostków dwusiarczkowych. W yniki te wskazują, że po- 
zakomórkowo zachodzi stopniowe odszczepienie dodatkowych sekwencji 
aminokwasowych, z k tórych utworzone są propeptydy. Mogą tu  działać 
oprócz peptydazy prokolagenowej jeszcze inne niezidentyfikow ane dotąd 
proteazy, gdyż stwierdzono (44), że oczyszczona peptydaza, wysoce swoista 
dla natyw nego prokolagenu, odcina propeptydy w całości. W każdym  razie 
m echanizm  przem iany prokolagenu w tropokolagen nie jest całkowicie 
wyjaśniony i szereg autorów  (13, 19, 22, 36, 47) uważa, że jest to proces 
co najm niej dwuetapowy.

Elektroforeza w żelu poliakrylam idow ym  w obecności siarczanu do- 
decylu wykazała, że oczyszczony prepara t peptydazy prokolagenowej nie 
jest jednorodny, lecz że w ystępują w nim  dwa rodzaje cząsteczek (przy
puszczalnie monomer i dimer) o masie cząsteczkowej odpowiednio 70 000 
i 140 000. Obie postacie są czynne katalitycznie i nie zdołano stw ierdzić 
różnic w ich swoistości substratow ej (44).

W rażliwość enzymu na pH środowiska pozwoliła zrozumieć, dlaczego 
przez ekstrakcję tkanek kwaśnym i roztw oram i uzyskiwano prokolagen, 
podczas gdy w wyciągach obojętnych w ykryw ano jedynie tropokolagen: 
ekstrahująca się jednocześnie z tkanek peptydaza prokolagenowa kata-
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lizowała bowiem w obojętnym  środowisku przem ianę postaci prekursoro- 
w ej w tropokolagen, natom iast w pH niższym niż 5,0 ulegała nieodw racal
nem u zahamowaniu.

Częściowo odm ienny pogląd na mechanizm przem iany prokolagenu 
w  tropokolagen, reprezentow any przez grupę Veisa, zostanie omówiony 
w  rozdziale IV.

III. Własności prokolagenu uniemożliwiające wewnątrzkomórkowe
tworzenie się włókien

W poprzednich rozdziałach omówiono rolę propeptydów jako czyn
nika ułatw iającego właściwe ustaw ienie się łańcuchów pro a względem 
siebie i tym  samym  przyspieszającego tworzenie się cząsteczki o natyw - 
nej konform acji potrójnej spirali. W spomniano również o roli prokola
genu jako rozpuszczalnej postaci, w której powstałe w komórce białko 
jest w ydzielane do środowiska pozakomórkowego. Pozostają jeszcze do 
omówienia własności prokolagenu uniem ożliwiające wew nątrzkom órkową 
fibrylogenezę. Pow stanie włókien z prokolagenu jest niemożliwe, jak się 
w ydaje, w skutek istnienia sterycznej przeszkody, jaką około 200-amino- 
kwasowe propeptydy stanowią dla ustaw ienia cząsteczek w konfiguracji 
quarter-stag g er . (przesunięcie o 1/4 długości) (48). Być może odgrywa tu  
rolę również fakt większej elektroujem ności prokolagenu w porównaniu 
z tropokolagenem  (48). Istn ieje  tu  w yraźna analogia do fibrynogenu, roz
puszczalnego prekursora fibryny, której włókna tworzą się dopiero po 
odtraw ieniu przez trom binę fibrynopeptydów  z aminowego końca łańcu
chów fibrynogenu.

Odpowiedź na pytanie, dlaczego prokolagen nie jest zdolny do agre
gacji w norm alne włókna o uporządkow anej struk tu rze  stanow ią badania 
(49) nad wpływ em  propeptydów  na tworzenie się międzycząsteczkowych 
wiązań poprzecznych. Ponieważ zahamowanie powstawania takich wiązań 
jest przyczyną powstawania niepraw idłow ych włókien kolagenowych 
w latyryzm ie, można było przypuszczać, że tworzenie się międzycząstecz
kowych wiązań pomiędzy m olekułam i prokolagenu jest również upośle
dzone. W badaniach włókien kolagenu derm atosparaktycznego stw ierdzo
no istotnie, że wiązania aldim inowe (typu zasady Schiffa) w ystępują w nich 
w znacznie zmniejszonej liczbie. Pow stawanie natom iast wiązań w ew nątrz- 
cząsteczkowych typu aldolowego (produkt kondensacji dwóch reszt <5-se- 
m ialdehydu kwasu oc-aminoadypinowego) nie ulega zakłóceniu (50). Fakty 
te świadczą o tym, że niewłaściwe ustaw ienie przestrzenne prekursorów  
wewnątrzcząsteczkowych wiązań aldolowych w stosunku do grup amino
wych lub innych reaktyw nych reszt w  łańcuchach sąsiednich cząsteczek 
ham uje powstawanie międzycząsteczkowych wiązań krzyżowych i jest 
przyczyną tworzenia się nieregularnych, w stążkow atych włókien. O tym, 
że istotnie obecność propeptydów  jest przyczyną zaburzeń w struk tu rze
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14 A. MAZANOWSKA [12]

włókien świadczy fakt, że po inkubacji prokolagenu z peptydazą prokola- 
genową obraz odtworzonych włókien obserwowany w m ikroskopie elek
tronow ym  jest prawidłowy. Ponadto analiza takich włókien po redukcji 
trytow anym  borowodorkiem sodu wskazuje na prawidłowy pod względem 
ilościowym i jakościowym skład wiązań poprzecznych.

IV. „Ciężki tropokolagen” — bezpośredni prekursor tropokolagenu?

Hipoteza Speakm ana dotyczyła przede wszystkim  roli N-końcowych 
propeptydów w powstawaniu cząsteczki prokolagenu i tropokolagenu, na
tom iast zjawisko tworzenia się włókien zostało w niej potraktow ane po
bieżnie. Przypuszczalny mechanizm tego procesu został zaproponowany 
później przez grupę V e i s a  (51, 52, 53) na podstawie obserwacji, że 
w skórze dorosłego bydła i szczurów obecny jest rozpuszczalny w kwasach 
kolagen, zbudowany z łańcuchów o masie cząsteczkowej około 110 000 
daltonów. Łańcuchy te  nazwano (a)h w odróżnieniu od w ystępu ją
cych równolegle łańcuchów (a)h k tóre są identyczne z norm alnym i 
łańcucham i a *. „Ciężkie” łańcuchy różnią się w istotny sposób od nor
m alnych składem  aminokwasowym: zaw ierają więcej tyrozyny, h istydy- 
ny i seryny, a m niej proliny, hydroksyproliny i m etioniny; natom iast 
podobnie jak w norm alnych łańcuchach nie w ystępuje w nich cysteina. 
Kolagen zbudowany z ciężkich łańcuchów in vitro  łatwo rena tu ru je  i two
rzy włókna typu natywnego. W w arunkach, w których norm alny tropoko
lagen tw orzy agregaty monomerycznych cząsteczek spolim eryzowane „bok 
do boku”, czyli tak  zwane postaci SLS, z „ciężkiego tropokolagenu” po
w stają cienkie nitkow ate s tru k tu ry  wskazujące na to, że agregacja zachodzi 
sposobem „koniec do końca”. Niewielka liczba utworzonych postaci SLS 
posiada dodatkowe odcinki o długości około 170Á położone na aminowym  
końcu agregatów. W ydaje się, że dodatkowe odcinki peptydow e pom agają 
w odpowiednim ustaw ieniu m onomerycznych cząsteczek w m ikrofibryle 
charakterystyczne dla włókien natyw nego kolagenu (53).

Znakowanie impulsowe in vivo  wykazało, że łańcuchy (a)h są p rek u r
soram i łańcuchów (a)t (51). W odróżnieniu od łańcuchów pro a „ciężkie” 
łańcuchy można w ykryw ać nie tylko m etodami izotopowymi, lecz również 
zwykłym i m etodami chrom atograficznym i, co świadczy o wolnym  i nie
zupełnym  przejściu (a)h w (a)j. Fakt, że „ciężkie” łańcuchy są dużo m niej
sze od pro a sugeruje, że zbudowany z nich „ciężki tropokolagen” jest 
związkiem pośrednim  pomiędzy prokolagenem  i tropokolagenem  (51). W y
stępujące w (ct)h dodatkowe odcinki peptydow e spełniałyby więc podobną 
rolę w fibrylogenezie, jak propeptydy w powstawaniu cząsteczki proko
lagenu: m iałyby one ułatw ić prawidłowe ustaw ienie się m onomerycznych

* h onzacza heavy  — „ciężki”, 1 — light — „lekki”.
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[13] PROKOLAGEN 15

cząsteczek względem siebie umożliwiając szybsze powstanie m ikrofibryli 
i ich następną agregację we włókna. W iązaniami stabilizującym i agregaty 
są przypuszczalnie wiązania typu zasady Schiffa, gdyż ulegają one rozer
w aniu pod wpływem  podwyższonej tem pera tu ry  lub pod działaniem mocz
nika (52).

Proces przem iany prokolagenu w tropokolagen według koncepcji grupy 
Veisa przebiega zatem  w następujący sposób (Schemat 2):

Prokolagen

peptydaza
prokolagenowa

„Ciężki tropokolagen”

proteaza?

W łókna kolagenowe 
zbudowane z tropokolagenu 
I „ciężkiego tropokolagenu”

proteaza

W łókna kolagenowe 
zbudowane 

z tropokolagenu

Schemat 2. Przebieg przemiany prokolagenu w  tropokolagen wg V e i s a  i wsp. (51).

✓
„Długo żyjący” ciężki tropokolagen, pow stały z prokolagenu w prze
strzeni międzykomórkowej w  reakcji katalizow anej przez peptydazę pro- 
kolagenową, jest następnie w budow yw any do nierozpuszczalnych włókien, 
a odszczepienie zbędnych sekw encji aminokwasowych łańcuchów (a)h na
stępuje podczas lub po utw orzeniu się włókien (51).

V. Zaburzenia przemiany prokolagenu w tropokolagen

Praw idłow y przebieg przem iany postaci prekursorow ej w tropokolagen 
prowadzi do powstawania i odkładania się w przestrzeni m iędzykomór
kowej norm alnych włókien kolagenowych. Pierw szym  przykładem  w y
stępowania in vivo  zaburzeń procesu przem iany prokolagenu było scho-
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rżenie tkanki łącznej, stw ierdzone u niektórych sztuk bydła pochodzącego 
z chowu wsobnego i charakteryzujące się ogromną podatnością skóry na 
rozerwania (54); stąd nazwa tego schorzenia — derm atosparaktoza. Choro
ba ta, przenoszona dziedzicznie charakteryzuje się występowaniem  w tk an 
kach, a zwłaszcza w skórze, kolagenu niezdolnego do tworzenia norm al
nych włókien (48, 49, 55), a zbudowanego z łańcuchów o większej masie 
cząsteczkowej niż masa łańcuchów a (56). Łańcuchy te nazwano p -a l 
i p-a2. Dokładniejsze badania obejm ujące oznaczenie składu am inokw a- 
sowego tych łańcuchów, ich zachowanie się podczas rozdziału na żywicach 
jonowym iennych i podczas sączenia m olekularnego, przebieg polim ery
zacji i depolim eryzacji cieplnej kolagenu derm atosparaktycznego i elek
troforezy w żelu poliakrylam idowym  oraz obserwacje w m ikroskopie elek
tronowym  wykazały, że łańcuchy p -a l i p-a2 są identyczne lub różnią 
się tylko nieznacznie od łańcuchów pro a l i pro a2 (56). Oznaczałoby to, 
że zaburzenie nie dotyczy syntezy łańcuchów, lecz w ystępuje ono na e ta 
pie konwersji, a zatem  jest skutkiem  defektu enzymatycznego. Istotnie, 
jak  stwierdzono następnie (43), tkanki chorego bydła nie produkują wcale 
peptydazy prokolagenowej, lub produkują tylko jej znikome ilości, co 
powoduje nagrom adzenie się prokolagenu.

Kolagen derm atosparaktyczny in vitro  polim eryzuje, lecz wolniej 
i w  m niejszym  stopniu, a utworzone żele są m niej trw ałe od norm alnych 
(56). Nieprawidłowa polim eryzacja i depolim eryzacja oraz fakt, że w y
dajność otrzym ywanego kolagenu derm atosparaktycznego jest niższa pod
czas ekstrakcji niż norm alnego kolagenu może wynikać z nadm iernej za
wartości m ukopolisacharydów w skórze chorego bydła (57). Obecność 
prawidłowego kolagenu w tkankach derm atosparaktycznego bydła tłu 
maczy się wolnym  działaniem  nieswoistych proteaz na postać prekursoro- 
wą (56).

W hodowli wyselekcjonowanej linii komórkowej fibroblastów CD ze 
skóry chorego bydła stwierdzono obecność naw et dwóch różnych typów  
prokolagenu (47). W ynikałoby stąd, że kom órki te mogą równocześnie 
produkować prokolagen o cząsteczce złożonej z trzech identycznych 
łańcuchów pro a l j  oraz białko o składzie (pro a l)2 pro a2. Po redukcji 
d itiotreitolem  w pożywce stwierdzono również obecność w iększych po- 
lipeptydów o masie cząsteczkowej około 150 000. Sądzi się (47), że są; to 
wcześniejsze od pro a łańcuchy prekursorow e. Całkowity brak  w pożywce 
łańcuchów a świadczy o tym, że fibroblasty CD, podobnie jak  fibroblasty 
ludzkie L-929 (46) i pozbawione m acierzy kom órki em brionalnego ścięgna 
(23), nie produkują peptydazy prokolagenowej.

Schorzenia tkanki łącznej wywołane niską czynnością, lub całkow itym  
brakiem  czynności peptydazy prokolagenowej stw ierdzono nie tylko 
u bydła i owiec (58) lecz i u ludzi. Zaobserwowano mianowicie (58) obec
ność prokolagenu w wyciągach ze skóry i ścięgna chorych na pewną postać 
zespołu Ehlersa-Danlosa (typ VII). Choroba ta  objawia się nadm ierną ru 
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[15] PROKOLAGEN 17

chliwością stawów połączoną ze skłonnością do zwichnięć (zwłaszcza sta 
wów biodrowych) oraz rozciągliwością i w yjątkow ą miękkością skóry. 
Choroba ta jest dziedziczna. W yniki badań świadczą (58), że przyczyną 
nagrom adzenia się prokolagenu w tkankach jest zaburzenie jego prze
m iany w kolagen, w  konsekwencji 6— 10-krotnie obniżonej aktyw ności 
peptydazy prokolagenowej. Ponieważ jednocześnie stwierdzono zwiększe
nie szybkości syntezy białek kolagenowych, sądzi się (58), że dodatkową 
funkcją propeptydów, już po ich odszczepieniu przez peptydazę, może 
być regulacja procesu biosyntezy łańcuchów prokolagenu.

VI. Uwagi końcowe

Zgromadzone dotychczas wiadomości na tem at prokolagenu pozwalają 
w zasadzie na w yjaśnienie procesu powstawania monomerycznych czą
steczek tropokolagenowych oraz ich polim eryzację we włókna. Schem at 3 
ilustru je  poglądy większości autorów na przebieg tych procesów. Potw ier-

Ptyn 
międzykomórkowy

Rozpuszczalny prokolagen 

W

Peptydaza iJ  Peptydaza ><

Warstwa
komórkom

Nierozpuszczalne n/tókna
c  kolagenowe

Schemat 3. W ew nątrzkom órkow a biosynteza prokolagenu i jego pozakomórkowa 
przem iana w  tropokolagen oraz dalsza agregacja we w łókna wg G o 1 d - 
b e r g a  i S h e r r a  (13).

dzenie przedstawionej kolejności w ydarzeń uzyskano badając metodą auto- 
radiografii biosyntezę kolagenu w odontoblastach (59). Metoda ta pozwoliła 
również na zlokalizowanie poszczególnych etapów  w ew nątrzkom órkowej 
biosyntezy prokolagenu i pozakomórkowej polim eryzacji włókien kola
genowych, jednakże to zagadnienie, omówione szczegółowo w oddzielnym 
artyku le  (60), zostało tu ta j pominięte.

2 Postępy Biochemii
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18 A. MAZANOWSKA [16]

Mimo że zasadnicza rola propeptydów w tworzeniu się cząsteczek tro 
pokolagenu i ich agregacji we włókna nie ulega obecnie wątpliwości, ist
nieje nadal kilka kwestii wym agających ostatecznego wyjaśnienia. Należą 
do nich między innymi: wielkość pierwotnego łańcucha prekursorowego, 
mechanizm powstawania wiązań dwusiarczkowych oraz m echanizm  enzy
matycznej degradacji prokolagenu do tropokolagenu. Nie jest wykluczone, 
że szybkość i droga przem iany prekursora in vivo  w różnych tkankach 
jest nieidentyczna, co może być związane z różnym  poziomem aktyw ności 
peptydazy'prokolagenow ej. W stanach patologicznych, gdy czynność tego 
enzymu jest bardzo niska lub niew ykryw alna, nagrom adzenie się postaci 
prekursorow ej w tkance pociąga za sobą zmiany jej m echanicznych włas
ności dając w efekcie w yraźne objawy chorobowe.

A rty ku ł nadszedł 4.6.1974, po rew izji autorskiej otrzym ano 5.9.1974.
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A N D R Z E J S A W  A R Y  N  *

Znaczniki spinowe i ich zastosowanie w badaniach biochemicznych

Spin—Labels and their Application in Biochemical Investigation

W ostatnich latach do badań makrocząsteczkowych i s tru k tu r kom ór
kowych została wprowadzona nowa technika znaczników spinowych. W ro
ku 1965 O h n i s h i  i M c C o n n e l l  ( l ) p o  raz pierwszy przyłączyli 
do m akrocząsteczki stabilny rodnik syntetyczny w celu otrzym ania in
form acji o s truk tu rze  tej makrocząsteczki. Od tego czaśu obserw uje 
się coraz szerszy rozwój zastosowań techniki znaczników spinowych szcze
gólnie w badaniach s tru k tu ry  białek i błon.

Technika znaczników spinowych opiera się na zjawisku elektronowego 
rezonansu param agnetycznego (EPR), które zostało odkryte stosunkowo 
niedawno, bo w roku 1945 przez Z a w o j s k i e g o  (2). Sam elektronow y 
rezonans param agnetyczny znalazł liczne zastosowanie w badaniach bio
chemicznych wszędzie tam  gdzie m am y £lo czynienia z substancjam i para
m agnetycznym i. Przede wszystkim  elektronow y rezonans param agnetycz
ny zastosowano do badania procesów, w których jako m etabolity pośred
nie w ystępują rodniki krótkożyjące (fotosynteza) lub stosunkowo długo- 
żyjące (kancerogeneza). Na podstawie widma EPR można wnioskować
o typie substancji uczestniczących w tych procesach, jak również badać 
k inetykę procesu (3, 4). Rodniki krótkożyjące mogą być też indukowane 
sztucznie przez naśw ietlanie substancji prom ieniam i X lub UV. K inetyka 
zaniku takich rodników zależy od zawartości s tru k tu r helikalnych w m a
krocząsteczce (5). E lektronow y rezonans param agnetyczny zastosowano 
również do badania m akrocząsteczek zaw ierających w swej struk tu rze  
m etale param agnetyczne — np. hemoglobina (6), czy też m akrocząsteczek 
łatwo kom pleksujących z m etalam i param agnetycznym i — na przykład 
DNA (7). Technika znaczników spinowych stanowi dalsze, bardziej w y
szukane, zastosowanie elektronowego rezonansu param agnetycznego w  ba
daniach biochemicznych, k tóre pojawiło się z chwilą zsyntetyzow ania

*Dr, Zakład Immunochemii, Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej 
PAN, ul. Chałbińskiego 4, 50—368 Wrocław.

Stosowane skróty:
EPR — elektronowy rezonans paramagnetyczny; DNP — dwunitrofenyl.
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stabilnych rodników. W technice tej stabilne syntetyczne rodniki, zwane 
znacznikam i spinowymi, przyłącza się do makrocząsteczki. Dzięki właś
ciwościom param agnetycznym  znacznika spinowego badana cząsteczka 
daje charakterystyczne widmo EPR. K ształt i położenie widma znacznika 
spinowego silnie zależy od jego najbliższego otoczenia. Jeżeli m akroczą
steczka nie podlega żadnym  procesom (badania statyczne) to na podstawie 
widma EPR można określić kształt, dostępność i hydrofobowość m ikro- 
otoczenia w m iejscu przyłączenia znacznika spinowego. Jeżeli natom iast 
makrocząsteczka znaczona spinowo podlega jakimś procesom (badania dy
namiczne) to na podstawie widma EPR możliwe jest badanie kinetyki tego 
procesu oraz efektów transglobularnych, to jest zm ian jakie zachodzą 
w w yniku tego procesu w różnych fragm entach m akrocząsteczki.

Technika znaczników spinowych posiada przede wszystkim  dwie ko
rzystne cechy. Pozwala badać s truk tu rę  fragm entów  m akrocząsteczki 
(mikrośrodowisko) oraz lokalne zmiany konform acyjne niezależnie od 
s tru k tu ry  reszty cząsteczki. Dotychczasowe m etody pozwalały jedynie na 
badanie s tru k tu ry  całości makrocząsteczki i obserwowanie sum arycznych 
zmian konform acyjnych. Drugą korzystną cechą jest możliwość badania 
próbek w dowolnej postaci: proszków, cieczy, roztworów przejrzystych 
lub też silnie m ętnych itp., co w innych metodach stanowiło poważną prze
szkodę. Godny uwagi jest również brak  in terferencji innych substancji. 
N ieparam agnetyczne składniki roztw oru nie m ają bezpośredniego w pły
wu na obserwowane widmo próbki ponieważ nie dają własnego widma 
EPR. Znacznik spinowy ma charakter specyficznej grupy reporterow ej 
podobnie jak znaczniki fluorescencyjne czy radioaktyw ne. W idma EPR 
otrzym uje się przy pomocy radiospektrom etrów  elektronowego rezonansu 
param agnetycznego. Czułość współczesnych radiospektrom etrów  pozwala 
w ykryć do 10-13 mola znacznika na próbkę. Praktycznie badania prowadzi 
się przy stężeniach 10~10 mola znacznika na próbkę, a dla silnie un ieru
chomionych znaczników należy stosować stężenia rzędu 10-6 mola znacz
nika na próbkę. Technika ta zatem  jest bardzo czuła i ustępuje jedynie 
technikom  fluorescencyjnym .

Technika znaczników spinowych posiada również pewne wady. Jak  
większość technik w ykorzystujących wprowadzanie znaczników powstaje 
problem  zaburzeń s tru k tu ry  spowodowanych obecnością znacznika. P rzy
łączenie rodnika jednak następuje na ogół poprzez odcinek łańcucha wę
glowego o różnej długości i dość znacznej swobodzie rotacji, znacznik za
tem  nie musi wywoływać zmian istniejącej s tru k tu ry  a sam raczej ustaw ia 
się w  najkorzystniejszy sposób. Nie bez znaczenia jest tu  również jego 
obojętny charakter. W badaniach błon biologicznych stwierdzono rów 
nież, że spinowa pochodna stearynianu (12-doksylostearynian) jest biosyn- 
tetycznie włączana w s tru k tu rę  tak, jak norm alny stearynian (8). Można 
zatem  sądzić, że znaczniki spinowe nie wprowadzają żadnych zmian 
w struk turze do której są przyłączane albo zmiany te  są niewielkie.
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Istotny problem  stanowi też reaktywność znaczników spinowych. Uwa
żane są one za stabilne i niereaktyw ne (dzięki ugrupow aniu czterom etylo- 
wemu). Jednakże w próbach biologicznych obserw uje się czasami zanik 
widm a (9). Szerokie zastosowanie znaczników spinowych w badaniach bio
chemicznych w skazuje jednak na duże znaczenie inform acji uzyskiw a
nych tą techniką. Niewiele, jak dotąd, opublikowano prac przeglądowych 
dotyczących techniki znaczników spinowych. Ogólny przegląd tej techniki 
stanow i praca M c C o n n e l l a  i M c F a r r l a n d  (10). Obszerna mo
nografia J  o s t i wsp. (9) omawia zastosowania znaczników spinowych 
w badaniach błon. Celem niniejszego przeglądu jest przedstaw ienie pod
staw  zjawiska elektronowego rezonansu param agnetycznego, metod ana
lizy widm  stosowanych w badaniach biochemicznych oraz zilustrowanie 
najw ażniejszych zastosowań tej techniki.

I. Podstawy elektronowego rezonansu paramagnetycznego 

1-1. Ogólny opis

Opis zjawiska EPR można znaleźć w praw ie każdym  podręczniku metod 
fizyko-chemicznych. Dostępne są też liczne, specjalistyczne monografie 
na różnym  poziomie zaawansowania (11, 12, 13). Obszerny rozdział do
tyczący EPR znajduje się w książce S t a n k o w s k i e g o  i G r a j i  
(14). N iniejszy rozdział jest k ró tk im  wprowadzeniem  w zagadnienia elek
tronowego rezonansu param agnetycznego.

Dla pełnego kwantowo-mechanicznego opisu elektronu potrzebna jest 
wielkość zwana spinem, nie posiadająca żadnego odpowiednika w m echa
nice klasycznej. Składowa spinu wzdłuż osi z ze względu na wartości w łas
ne spinu elektronu może przyjm ować wartości Ms =  ± 1/2. Z liczbą kw an
tową Ms związany jest m om ent m agnetyczny elektronu m-e, którego skła
dowa z może przyjm ować dwie wartości zgodnie ze wzorem

= - M  gfp
gdzie g — współczynnik rozszczepienia spektroskopowego 
|3 — m agneton Bohra

P rzy  braku  zewnętrznego pola magnetycznego oba stany spinowe są zwy
rodniałe, to znaczy posiadają jednakow ą energię. Po nałożeniu pola mag
netycznego H zwyrodnienie znika (zjawisko Zeemana) a różnica między 
energetycznym i poziomami obu stanów spinowych wynosi:

[1] E2 —Ej =  g|3H
Przejścia z jednego poziomu zeemanowskiego na drugi następują w tedy 
gdy układ poddawany jest działaniu pola elektrom agnetycznego o często
tliwości rezonansowej v. Częstotliwość ta w ynika z w arunku rezonansu:

[2] hv =  gfPH
gdzie h — stała Plancka
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W celu spełnienia w arunku rezonansu można zmieniać zarówno często
tliwość v jak i natężenie pola H. Z przyczyn technicznych w większości 
spektrom etrów  EPR częstotliwość v u trzym uje się stałą a zmienia natęże
nie pola magnetycznego H. Zwykle w ykorzystuje się m ikrofale o często
tliwości 9,5 GHz (pasmo X), przy którym  nięzbędne jest pole m agnetyczne
o natężeniu 3400 G, ponieważ współczynnik g przyjm uje w tedy wartość 
bliską 2.

ZlH

Ryc. 1. Rozszczepienie poziomów spinowych elektronu w zewnętrznym polu magne
tycznym H oraz pochłanianie energii zmiennego pola elektromagnetycznego hv. Po
niżej krzywe absorpcyjna i jej pierwsza pochodna obserwowane przy spełnieniu

warunków rezonansu hv =  g/?H

Na rycinie 1 pokazano krzyw ą absorpcyjną oraz pierwszą pochodną 
tej krzyw ej. Ta ostatnia jest form ą zapisu spotykaną w większości spek
trom etrów  a w ynikającą z m odulacji pola magnetycznego, zastosowanej 
dla późniejszego wzmocnienia sygnału pochłaniania. Szerokość linii AH 
określa się jako odległość między ekstrem am i takiej krzyw ej wyrażoną 
w gausach.

1-2. Z jaw iska relaksacji

Prawdopodobieństwo przejścia z poziomu Ej na Ez (pochłanianie 
energii) jest równe prawdopodobieństwu przejścia z poziomu E2 na Ei 
(emisja energii). Jeżeli poziomy Ei i E2 byłyby jednakowo obsadzone to
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ilość przejść w obu kierunkach byłaby sobie równa i niemożliwa byłaby 
obserwacja zjawiska elektronowego rezonansu param agnetycznego. P rzy
łożenie zewnętrznego pola magnetycznego powoduje nierównom ierne za
pełnienie obu poziomów zgodnie z rozkładem  Boltzmana:

gdzie k — stała Boltzmana
Po przyłożeniu pola elektrom agnetycznego różnica ponownie zanikła

by ponieważ ilość przejść z poziomu Ej na E2 byłaby większa od ilości 
przejść w kierunku odw rotnym  z powodu liczniejszego obsadzenia poziomu 
Ej. Jest to tak zwany efekt nasycenia, k tóry  można wywołać zwiększając 
nadm iernie moc pola mikrofalowego. M echanizmy przeciwdziałające tem u 
wiążą się z relaksacją spinowo-spinową oraz spinowo-sieciową. Obydwa 
procesy relaksacji polegają na wym ianie energii z otaczającym  środowis
kiem  w przypadku relaksacji spin-sieć oraz z innym i układam i spinów 
w przypadku relaksacji spin-spin. W w yniku tego następują dodatkowe 
przejścia z poziomu E2 na Ex na drodze bezprom ienistej. W rezultacie ilość 
przejść z poziomu E2 na Ei jest równa ilości przejść w kierunku odwrot
nym, nierównom ierne zapełnienie poziomów zgodnie z rozkładem  Boltz
m ana zostaje u trzym ane i można obserwować zjawisko elektronowego 
rezonansu param agnetycznego w sposób ciągły. M echanizmy relaksacji 
w pływ ają na szerokość linii i świadczą o powiązaniach układu spinów 
(znaczników spinowych) między sobą oraz ze środowiskiem. Ten fak t jest 
najczęściej w ykorzystyw any przy in terp re tac ji w idm  w technice znacz
ników spinowych. Procesy relaksacji są charakteryzow ane czasami relak
sacji Tj (spinowo-sieciowa) i T2 (spinowo-spinowa) odpowiadającym 
zmniejszeniu się liczby elektronów nadm iernie obsadzonego poziomu l/e  
razy. Szerokość linii jest odwrotnie proporcjonalna do tych czasów i może 
być zapisana (w skali częstotliwości) jako:

Jeżeli jądra atomowe znajdujące się w pobliżu niesparowanego elek
tronu  będą posiadały różną od zera kw antow ą liczbę spinową I, to od
działywanie elektron-jądro spowoduje rozszczepienie podstawowej linii na 
21 +  1 linii. W arunek rezonansu należy teraz poprawić i zapisać w postaci:

[4]

1-3. Struktura nadsuhtelna

[5] hv = g,3H + 2 i2Aim i 

gdzie Ai — stała rozszczepienia nadsubtelnego i-tego jądra

mi — I, I -  1, . . . , - I
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lub też w formie ham iltonianu:

[6] W  =  g(3HŚ + afŚ

gdzie a — stała rozszczepienia nadsubtelnego 
Ś — operator spinu elektronowego
I — operator spinu jądrowego

Pierw szy człon w ham iltonianie opisuje rozszczepienie zeemanowskie 
a drugi człon oddziaływanie niesparowanego elektronu ze spinem  jądro
w ym  (człon kontaktow y Fermiego). Rycina 2 ilustru je  rozszczepienie po-

1 = 1/2(1H) M! 1= K14N)

i
M, +1 0 -1

R yc. 2. Rozszczepienie poziomów podstawowych jąder wodoru i azotu na podpoziomy. 
Poniżej widma EPR w form ie pierwszej pochodnej 

a H>  a N sta!e rozszczepienia nadsubtelnego odpowiednio dla w odoru i azotu.

ziomów podstawowych na podpoziomy w przypadku jąder o I =  1/2 (wo
dór) oraz 1 =  1 (azot). Ilość obserwowanych przejść m usi być zgodna z re 
gułam i w yboru — AMs =  ± 1 oraz =  0.

W przypadku większej ilości jąder o spinie różnym  od zera w widmie 
EPR otrzym uje się wiele linii o charakterystycznym  rozkładzie. Na pod
staw ie ilości linii rozszczepienia nadsubtelnego w widm ie EPR oraz sto
sunku ich intensywności można określić s truk tu rę  związku, delokalizację 
elektronową i gęstości spinowe. Tego typu analizy w idm  w ykorzystyw ane 
są głównie w badaniach chemicznych.
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II. Znaczniki spinowe

Pierw sze stabilne rodniki zostały otrzym ane w roku 1960 przez utle
nianie drugorzędowej am iny — 2,2,6,6-czterom etylopiperydyny (15). Obec
nie tą  metodą otrzym uje się dwie podstawowe serie znaczników spino
wych, na bazie pierścienia piperydynowego (I) oraz pierścienia pirolidono- 
wego (II). Stabilność tych  rodników w ynika z małej reaktyw ności ugru-

R

powania oksylowego co jest w ynikiem  obecności czterech grup m etylo
wych w najbliższym  otoczeniu. Niesparowany elektron zlokalizowany jest 
głównie przy azocie dając charakterystyczne trzyliniow e widmo jak na 
rycinie 2b. Ta część rodnika odpowiedzialna za charakter uzyskiwanego 
widm a elektronowego rezonansu param agnetycznego pozostaje niezm ie
niona w różnych seriach znaczników. Natomiast w pozycji 4 pierścienia 
piperydynowego lub pirolidonowego mogą się znajdować różne grupy 
funkcyjne (R) decydujące o przydatności rodnika do znakowania m akro
cząsteczek. Dzięki dużej stabilności ugrupowania oksylowego możliwe 
jest przeprowadzanie różnych przekształceń grupy funkcyjnej oraz sprzę
ganie z m akrocząsteczkam i bez zmian właściwości param agnetycznych 
rodnika (16, 17). Należy podkreślić, że zasadniczy szkielet rodnika (wodór 
jako R) ma charakter obojętny i może być łatwo zdominowany przez cha
rak te r grupy funkcyjnej (polarność) co ma znaczenie przy badaniach błon. 
Tak więc znaczniki spinowe są rodnikam i w ykazującym i stabilność ugru
powania oksylowego oraz posiadającym i grupy funkcyjne o odpowiedniej

Ri> r \ cH3R2' SN/ / ' CH3
lO

I I I

reaktywności. K e a n a i wsp. (18) opracowali inną metodę otrzym yw a
nia znaczników spinowych w ykorzystując jako substra ty  ketony. O trzy
m yw ane w tym  przypadku pochodne oksazolidonowe o wzorze III nazywa 
się powszechnie znacznikam i doksylowymi. Tego typu znaczniki zaw ierają 
dwie grupy funkcyjne Ri i R2. Stanowią one podstawę całej serii znaczni
ków stosowanych w badaniach błon.
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Osobną grupę stanow ią znaczniki zawierające po dwa lub więcej ugru
powań oksylowych (birodniki, polirodniki). Stosowane są one jako wzorce 
przy badaniu odległości na m akrocząsteczkach dw ukrotnie znaczonych 
spinowo. Opis syntezy takich znaczników znajduje się w pracach R o - 
z a n t s e v a  i wsp. (19, 20).

Wiele podstawowych znaczników spinowych dostępnych jest obecnie 
w handlu (Synvar, F rin ton  Laboratories, A ldrich Chemical Company). 
Jednakże specjalne znaczniki spinowe stosowane, w wielu badaniach trze
ba syntetyzować samodzielnie. Syntezie i reakcjom  znaczników spinowych 
poświęconych jest parę publikacji. Najobszerniejsze dane zawiera książka 
R o z a n t s e v a  (21) oraz F o r r e s t e r a  i wsp. (22). Ogólne uwagi
o znacznikach spinowych można również znaleźć w przeglądowych a rty 
kułach M c C o n n e l l a  i M c F a r r l a n d  (10) oraz J  o s t  i wsp. 
(9). W zory IV — XIV przedstaw iają najw ażniejsze typy  znaczników sto
sowanych w różnych badaniach cytow anych w dalszej części pracy.

III. Analiza widm znaczników spinowych

Jakkolw iek pełne opisanie widm  EPR w sposób analityczny nie jest 
jeszcze możliwe, szczególnie dla roztworów, to wiele zagadnień można 
rozwiązać zadawalająco w sposób analityczny. Podejście takie zbliża nas 
do zrozumienia szczegółów zjaw iska elektronowego rezonansu param agne
tycznego jednak wym aga posługiwania się skom plikowanym  aparatem  
m atem atycznym . Dlatego też w praktyce rezygnuje się na ogół z takiej 
analizy w idm  a przeprowadza jedynie porównanie z widm am i uzyskanym i 
w w arunkach standardow ych oraz analizę jakościową. W niniejszym  roz
dziale przedstawiono właśnie takie m etody analizy widm.

Znaczniki spinowe stosowane w badaniach biochemicznych posiadają 
niesparowany elektron zlokalizowany przy azocie i w związku z tym  dają 
trzy  linie w widmie EPR (patrz Ryc. 3c). Rozszczepienia spowodowanego 
wodorami grup m etylow ych nie obserw uje się. Jąd ra  atomów m akro
cząsteczki o spinie różnym  od zera — wodór i azot — nie oddziaływują 
z niesparowanym  elektronem  znacznika spinowego i nie w pływ ają na 
struk tu rę  nadsubtelną widma. W badaniach biochemicznych z zastosowa
niem  znaczników spinowych prowadzi się zatem  wyłącznie analizę kształ
tu  i położenia linii widma EPR.

III-l. Wpływ ruchów cząsteczkowych na widma EPR 

III-l, a. Szybkie ruchy izotropowe

Znaczniki spinowe znajdujące się w nielepkich roztworach posiadają 
dużą swobodę ruchów i w szystkie ustaw ienia cząsteczek względem kie
runku pola m agnetycznego są jednakowo prawdopodobne. O trzym ane
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30 A. SAWARYN [10]

w takich w arunkach widmo jest więc uśrednione po wszystkich położe
niach cząsteczek i w rezultacie otrzym uje się wąskie linie. Typowe wid
mo znacznika nitroksylowego zapisane w form ie pierwszej pochodnej ilus
tru je  rycina 3c.

-i»-

25G|

Ryc. 3. Form y prezentacji widm EPR oraz sposoby pom iaru param etrów  widma. 
Kolejno od góry — krzywa całkowa absorpcyjnego w idm a EPR, absorpcyjne widmo 

EPR, pierwsza pochodna oraz druga pochodna w idm a absorpcyjnego. 
a„ — stała rozszczepienia nadsubtelnego, h +1 — intensywność linii niskopolowej, w +1 — szero

kość linii niskopolowej, g„— współczynnik rozszczepienia spektroskopowego

Rycina 3 przedstaw ia również inne form y zapisu widma lub przekształ
cenia form y wyjściowej oraz param etry  charakteryzujące widmo. Zbiór 
swobodnie rotujących znaczników opisany jest ham iltonianem  [6] przy 
czym param etry  g i a m ają charakter izotropowy (niezależny od orien
tacji). Intensywność linii widma EPR wynika z ilości spinów. Stosując 
odpowiednie wzory lub podwójne całkowanie widma (w form ie pierwszej 
pochodnej) można określić ilość spinów w badanej próbce. Jednak  ze 
względu na dokładność najczęściej stosuje się porównanie z wzorcem o zna
nej ilości spinów — Nwz. Ilość spinów w próbce Nx liczy się w tedy ze 
wzoru:

( U H 2)X
(I(,A H2)wz

III-l, b. Wolne ruchy izotropowe

Jeżeli znaczniki spinowe znajdują się w roztworze o dużej lepkości to 
ruchy ich będą m iały w dalszym ciągu charakter izotropowy j?dnakże 
zostaną znacznie zwolnione. W ynikiem tego będzie gorsze uśrednianie po
łożeń cząsteczki i widmo zacznie się poszerzać a poszczególne linie będą się
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[11] ZNACZNIKI SPINOWE 3£

rozmywały. Efekty takie przedstawiono na rycinie 4, gdzie lepkość roz
tw oru zwiększano obniżając tem peraturę. Na podstawie zniekształcenia 
widma mówi się o silnym  lub słabym  unieruchom ieniu znacznika spino-. 
wego. Ten mało precyzyjny sposób charakteryzow ania unieruchom ienia 
znacznika spinowego można zastąpić param etrem  ilościowym — czasem 
korelacji. W sposób uproszczony definiuje się go jako czas, w którym  
znacznik dokonuje obrotu o pewien określony kąt (np. 1 radian). W litera 
turze znanych jest kilka sposobów obliczania czasu korelacji (23, 24) łącznie- 
z wykorzystaniem  sym ulacji widma na maszynach cyfrowych (25). N aj
praktyczniejsza w ydaje się jednak m etoda podana przez M c C a l l e y a
i wsp. (26) polegająca na pomiarze przesunięć położenia linii wysokopolo- 
wej względem jej położenia orzy czasie korelacji t->oo i następnie odczy
tanie odpowiedniej wartości czasu korelacji z wykresu. W celu określenia 
położenia linii widma przy x->oo stosuje się stężone roztw ory sacharozy. 
W artość czasu korelacji waha się od 10~u s dla szybko rotujących znacz-

OH

o A

Ryc. 4. W pływ lepkości na w idm a EPR. Nad serią widm w różnych tem peratu rach  
przedstawiono stosowane znaczniki spinowe (rozpuszczane w glicerolu)

ników do 10-8 s dla silnie unieruchom ionych. Znacznik spinowy przyłą
czony do makrocząsteczki podlega bardzo często unieruchom ieniu typu 
izotropowego, a czas korelacji świadczy wtedy o kszfałcie mikrootoczenia 
znacznika (Ryc. 9). Należy jednak  zaznaczyć, że dokładne wyprow adzenie
i sens czasu korelacji w odniesieniu do cząsteczek budzą wiele w ąfpliwości 
zatem  należy go traktow ać jako przybliżone oszacowanie ruchliwości 
znacznika.

http://rcin.org.pl



32 A. SAWARYN [12]

III-I, c. Ruchy anizotropowe

Po przyłączeniu do makrocząsteczki lub w struk turze  błony znacznik 
spinowy może mieć swobodę rotacji jedynie wokół określonej osi R. W ar
tości g i a w  ham iltonianie [6], opisującym zbiór takich znaczników, prze
sta ją  mieć w tym  w ypadku charakter izotropowy. Jeżeli ruchy będą na
stępow ały wokół jednej osi, a oś ta będzie równoległa do jednej z osi czą
steczki, to zależnie od położenia osi R względem pola m agnetycznego H 
będziemy obserwowali wartości i a(j lub g± i a ±. W oparciu o analizę 
widma można określić wartości anizotropowych współczynników g i a 
w  różnych kierunkach.

Ryc. 5. W pływ szybkich ruchów  anizotropowych na w idm a EPR.
a) widmo przypadkowo zorientowanych nieruchomych znaczników, b) widmo znaczników 
rotujących wokół osi y, c) widmo znaczników rotujących wokół osi x oraz d) widmo izotropowe 

znaczników rotujących wokół wszystkich trzech osi cząsteczki

Przykłady widm dla orientacji tego typu przedstawiono na rycinie 5. Ani
zotropowe widma EPR spotykane są głównie przy badaniach błon i na ich 
podstawie można określić k ierunek osi rotacji oraz kierunek ułożenia skład
ników błony. Szczegóły analizy widm znaczników unieruchom ionych ani- 
zotropowo przedstawione są obszernie w pracach (10, 27, 28).

Jeżeli roztw ór znacznika spinowego zostanie zestalony w niskiej tem 
peraturze to otrzym a się silnie zniekształcone widmo — rycina 6. Widmo 
takie odpowiada próbce polikrystalicznej, gdy cząsteczki znacznika spino
wego są całkowicie unieruchom ione ale w różnych kierunkach. Jest ono 
zatem  skrajnym  przypadkiem  widma dla znaczników unieruchom ionych 
izotropowo przy czasie korelacji t-> oo. Można je też otrzym ać jako sumę

25 G

III-2. Widmo próbek zestalonych
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[13] ZNACZNIKI SPINOWE 33

widm dla wszystkich orientacji osi obrotu R w przypadku unierucho
mienia anizotropowego. Zbieżność kształtu  w idm  otrzym anych dla omó
wionych przypadków można zaobserwować na rycinach 6, 5a, 4. W idma 
próbek zestalonych w ykorzystuje się do wyznaczania czasu korelacji. Jed 
nak stosowanie takiej techniki do makrocząsteczek znaczonych spinowo 
nie jest wskazane ze względu na możliwość zmian m ikrośrodowiska w  nis
kich tem peraturach  i wpływ  tym  sam ym  na uruchom ienie znacznika. W id
mo próbek zestalonych jest najszerszym  z możliwych do otrzym ania widm 
znacznika spinowego i wartościam i rozszczepienia odpowiada widm u znacz
nika ustawionego osią z równolegle do pola magnetycznego. Sposób po
m iaru wartości azz przedstaw iony jest na rycinie 6.

III-3. Widma znaczników zorientowanych

Znaczniki spinowe można całkowicie unieruchom ić i zorientować 
w ściśle określony sposób w struk turze  kryształu diamagnetycznego. Sto
sowano w  tym  celu 2,2,4,4-czterom etylo-l,3-cyklobutandion (29) oraz 
2,2,6,6-czterometylopiperydon (30). Widma znaczników zorientowanych 
różnym i osiami równolegle do pola magnetycznego przedstawiono na 
rycinie 6. Oś x  cząsteczki znacznika jest równoległa do wiązania N—O, 
oś z jest równoległa do orbitalu  2p azotu, a oś y  jest prostopadła do obu 
poprzednich osi. Najszersze widmo uzyskuje się dla orientacji H || z.

Ryc. 6. W idma znaczników spinowych unieruchom ionych w  sztywnej m atrycy 
2,2,4,4-czterom etylo-l,3,-cyklobutandionu.

Kryształ macierzysty orientuje znaczniki spinowe w ściśle określonych kierurikach względem  
osi kryształu co umożliwia orientację znaczników odpowiednimi osiami względem pola magne
tycznego. Dolne widma otrzymano dla przypadkowo zorientowanych znaczników w próbce 
zestalonej w —196°C. Z prawej strony widma w formie absorbcyjnej, z lewej odpowiednie 

widma w formie pierwszej pochodnej

Suma widm  dla wszystkich możliwych orientacji da widmo charakte
rystyczne dla próbek zestalonych (polikrystalicznych). Widma znaczników 
zorientow anych są opisywane ham iltonianem  [6] z tym, że wielkości g
i a są w tym  w ypadku tensoram i podobnie jak  dla znaczników un ieru-

3 Postępy Biochemii
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chomionych anizotropowo. Pojaw iają się tu  najczęściej trzy  różne w ar
tości gxx, gyy, gzz oraz odpowiednio axx, ayy, azz. Dla sym etrii osiowej krysz
tału  można otrzym ać wartości współczynników gM i a (( oraz g ± i a ±.

W badaniach biochemicznych nie spotykam y się ze znacznikami cał
kowicie unieruchom ionym i i zorientowanym i. Znaczenie omówionych w y
żej badań polega na możliwości otrzym ania dokładnych wartości współ
czynnika rozszczepienia spektroskopowego oraz stałych rozszczepienia 
nadsubtelnego, które przydatne są w obliczeniach analitycznych.

III-4. Wpływ polarności środowiska na widma EPR

W widmach EPR w ystępują pewne zmiany zależnie od charakteru  
środowiska, w którym  znajduje się badany znacznik spinowy. Szczególnie 
interesująca jest zależność widma od polarności środowiska. Po przenie
sieniu znacznika ze środowiska polarnego do niepolarnego następuje 
zmniejszenie wartości rozszczepienia nadsubtelnego — a oraz zwiększenie 
wartości współczynnika g. Efekty takie są w yraźniej obserwowalne 
w spektroskopii w paśmie 35 GHz (pasmo Q). W idma otrzym ane dla 
d i-t-butylo nitroksylu w środowisku polarnym  i niepolarnym  przedstawia 
rycina 7.

95 GHz 0,35 GHz

DTBN-H

DTBN-H20
dodekan

10 G,

Ryc. 7. W pływ rozpuszczalnika na w idm a EPR. Z lewej strony w idm a w paśm ie X 
(9,5 GHz), z praw ej w paśm ie Q (35 GHz). Środkowy rząd przedstaw ia widma d i-t- 
-butylo n itroksydu (DTBN)w wodzie. Rząd dolny — widm a zapisane dla dwu próbek 
DTBN w wodzie i w  dodekanie umieszczonych jednocześnie w  rezonatorze. W gór
nym  rzędzie przedstaw iono położenia linii znacznika w  wodzie — linie ciągłe oraz

w dodekanie — linie przeryw ane

L a s s m a n  i wsp. zaproponowali ostatnio metodę ilościowego okreś
lania polarności środowiska na podstawie przesunięć wspom nianych w ar
tości (31).

III-5. Widma makrocząsteczek znaczonych podwójnie spinowo

Dwa znaczniki spinowe znajdujące się w pewnej odległości od siebie 
dają charakterystyczne widmo (Ryc. 8— 1) dzięki oddziaływaniu spin—
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spin typu  dipolowego. Jeżeli do m akrocząsteczki wprowadzimy dwa lub 
więcej znaczników spinowych to możliwe jest określanie odległości między 
nimi na podstawie widm a (32, 33, 34). W ykorzystując możliwość specy
ficznego przyłączania znaczników do określonych miejsc m akrocząsteczki 
można określać odległość między tym i m iejscami na przykład centram i 
aktyw nym i.

Ryc. 8. Typy oddziaływania między znacznikam i spinowymi przyłączonym i do białka. 
1 — oddziaływanie dipol—dipol, 2 — oddziaływanie wymienne, 3 — oddziaływanie wymienne dy
namiczne. Z prawej przedstawiono odpowiednie widma dla znaczników oddziaływujących ze 

sob ą— linia ciągła oraz nieoddziaływujących — linia przerywana

Przy analizie teoretycznej takich widm, posługujem y się związkami

dują się w określonej odległości od siebie. Z porównania widm określam y 
odległości na badanej makrocząsteczce jako odpowiadające odległościom 
w polirodniku modelowym. Jeżeli w w yniku procesów jakim  podlegać 
będzie makrocząsteczka nastąpią zmiany w m iejscu przyłączenia znacz
ników spinowych takie, że będą się one stykać ze sobą to w widmie w y
stąpią charakterystyczne zm iany — Ryc. 8—2. Oddziaływanie spin—spin 
polega teraz na nałożeniu się chm ur elektronow ych i nosi nazwę oddzia
ływania wymiennego.

O znacznym zbliżeniu znaczników można też sądzić na podstawie 
zmian w widmie jakie w ystąpią po dodaniu do roztw oru zawierającego 
makrocząsteczki znaczone spinowo jonów param agnetycznych. Mamy w te
dy do czynienia z tak  zwaną wym ianą dynamiczną, w której jony para
m agnetyczne grają rolę pośrednika między obydwoma znacznikami. Mo
del tego zjawiska i odpowiednie widma przedstaw ia rycina 8—3.

Jony param agnetyczne w ykorzystyw ane są głównie w technice spin— 
sondy (35). Podobnie jak w przypadku birodników m am y tu do czynienia

3 15 Oe

modelowymi (polirodnikami), w których centra param agnetyczne znaj-

III-6. Widma znaczników w obecności jonów paramagnetycznych

3*
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z oddziaływaniem  spin—spin typu dipolowego. Energia układu znaczni
ków spinowych przekazywana jest jonom param agnetycznym  znajdują
cym  się w roztworze i w w yniku tego obserw ujem y poszerzenie linii w id
ma EPR. Zatem  jeżeli znacznik jest trudno dostępny dla jonów param ag
netycznych ponieważ znajduje się w zagłębieniu lub szczelinie na 
powierzchni m akrocząsteczki to widmo będzie w rezultacie nieznacznie

Ryc. 9. K ształt pow ierzchni białka w  m iejscu przyłączenia znacznika spinowego. 
L inia przeryw ana ogranicza obszar swobodnej ro tacji znacznika. W idoczna dostęp

ność i możliwość ro tacji znacznika

poszerzone. Natomiast znaczne poszerzenie widma będzie świadczyć, że 
znacznik znajduje się na powierzchni m akrocząsteczki eksponowanej do 
roztworu (36). Odpowiednie modele powierzchni białkowej przedstaw ia 
rycina 9.

Na tym  samym  rysunku zilustrowano również możliwości swobodnej 
rotacji znacznika znajdującego się na powierzchni m akrocząsteczki o róż
nym  kształcie.

IV. Zastosowanie maszyn cyfrowych do analizy widm EPR

W ostatnich latach do analizy w idm  EPR coraz częściej stosuje się 
maszyny cyfrowe. Podstawowym  celem ich zastosowania jest uśrednianie 
zapisów widm. Dzięki tem u staje się możliwe badanie próbek dających 
bardzo słabe sygnały EPR.

W przypadku próbek zaw ierających małe ilości spinów konieczność 
rejestracji widma przy dużym wzmocnieniu powoduje wzrost szumów 
m askujących linie widma. Jeżeli takie widmo zarejestru je  się w ielokrot
nie to otrzym a się po uśrednieniu przez kom puter w yraźne widmo pozba-

znaczni -

I

c d

http://rcin.org.pl



[17] ZNACZNIKI SPINOWE 37

wionę szumów. Stosując m aszyny cyfrowe można dokonać w prosty spo
sób podstawowych przekształceń widma — całkowania lub różniczkowania 
zależnie od potrzeb. Jeżeli wychodzi się z widma w form ie pierwszej po
chodnej to otrzym uje się w ten  sposób odpowiednio widmo absorbcyjne 
lub widmo w formie drugiej pochodnej. Po podwójnym  całkowaniu otrzy
m uje się krzyw ą um ożliw iającą bezpośrednie odczytanie ilości spinów 
w próbce. Otrzym ane widmo może być przechowywane w pamięci maszy
ny cyfrowej i odtworzone w razie potrzeby w dowolnej skali i fazie co 
umożliwia porównywanie z różnym i widm am i otrzym yw anym i w dal
szych badaniach.

W ażnym zastosowaniem elektronicznym  maszyn cyfrowych jest m ia
reczkowanie spektralne. Od widma powstałego z nałożenia widm dwu 
składników odejm uje się widmo jednego ze składników m ałym i porcjami, 
aż do pojawienia się śladu widma odejmowanego w przeciwnej fazie. 
W ten  sposób znajdując widmo jednego ze składników — na przykład 
czystego znacznika, o trzym uje się widmo drugiego nieznanego składni
ka — na przykład m akrocząsteczki znaczonej spinowo. M iareczkowanie 
spektralne ma zastosowanie w tych w ypadkach gdy trudno jest otrzym ać 
jeden ze składników próbki param agnetycznej w stanie czystym. W ba
daniach kinetycznych, gdzie następuje zanik znacznika spinowego (syg
nału EPR) można posłużyć się m aszyną cyfrową do bezpośredniego spo
rządzenia w ykresu zmian intensywności określonej linii widma w czasie.

V. Zastosowanie znaczników spinowych do badania makrocząsteczek

Szczegółowe przedstaw ienie wszystkich badań przeprowadzonych na 
m akrocząsteczkach z w ykorzystaniem  znaczników spinowych znacznie 
przekroczyłoby zakres niniejszego przeglądu. Dlatego też przedstawione 
zostaną w tym  rozdziale tylko najw ażniejsze k ierunki badań i wnioski 
wyprowadzone dla grup m akrocząsteczek badanych najintensyw niej.

V-1. Kwasy nukleinowe

Pierw szą grupą makrocząsteczek do badania k tórych zastosowano 
znaczniki spinowe były kwasy nukleinowe. Ohnishi i McConnell wyko
rzystali do badania s tru k tu ry  kw asu dezoksyrybonukleinowego kation 
chloroprom azyny (1). Znacznik ten  z powodu m ałej stabilności i dużej 
złożoności widma EPR nie pozwolił na dokładne badania a wskazał jedy
nie na możliwości jakie daje technika znaczników spinowych w badaniach 
s tru k tu ry  makrocząsteczki. W późniejszych latach znaczniki spinowe sto
sowano parokrotnie do badania kwasów nukleinow ych (37—39).
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V-2. Przeciwciała

Praw ie równocześnie z badaniam i kwasów nukleinowych rozpoczęto 
badania reakcji przeciwciało—antygen techniką znaczników spinowych. 
W 1965 roku S t r y e r  i G r i f f i t h  zsyntetyzowali hapten  znaczony

(D)

Ryc. 10. Unieruchom ienie znaczonego spinowo haptenu dw unitrofenylow ego przez 
przeciwciała an ty-dw unitrofenyl (A); w idm a wodnych roztworów spinowo znaczonego 
haptenu (B, D); zestalona próbka znaczonego spinowo haptenu (całkowite unierucho

mienie) (C) (40)

Ryc. 11. M iareczkowanie spinowe przeciwciała anty-dw unitrofenyl haptenem  dw u- 
nitrofenylow ym  znaczonym spinowo: stosunek hapten  przeciwciało =  1,8 (A); sto
sunek hapten/przeciwciało =  2,28 (B); widmo próbki B zapisane przy m niejszym

wzmocnieniu spektrom etru  (C)

spinowo (pirolidono dwunitrofenylow y) i w ykorzystali go do badania 
reakcji ze specyficznym przeciwciałem (40). Na otrzym anych przez auto
rów widm ach — Hyc. 10 — widać silne unieruchom ienie haptenu znaczo
nego spinowo po reakcji z przeciwciałem. Przy nadm iarze haptenu pojawia 
się w widmie linia odpowiadająca niezwiązanemu, szybko rolującem u 
znacznikowi — Hyc. 11. Na tej podstawie wyznaczono stosunek przeciw
ciało/antygen =  1/2, co jest zgodne z wynikam i uzyskanym i innym i m eto
dami.

Spinowo znaczone hapteny mono- dwu- i trójnitrofenylow e stosowano

-20G-H
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w latach następnych do badania heterogenności przeciwciał (41). Z wiel
kości unieruchom ienia haptenu w reakcjach specyficznych i krzyżowych 
wywnioskowano, że centrum  wiążące przeciwciał niespecyficznych (anty- 
trójnitrofenylow e) jest albo głębsze albo silniej hydrofobowe od przeciw
ciał specyficznych (anty-dw unitrofenylow ych) — Hyc. 12.

Ryc. 12. W idma przeciwciał an tydw unitrofenyl po reakcji ze znaczonym spinowo 
haptenem  para-nitrofenylow ym  (P), orto-nitrofenylow ym  (O), oraz dw unitrofenylo- 
wym  (D). W idma nałożono lin ią wysokopolową (strzałka). Widoczne silniejsze un ieru 

chomienie haptenów  reagujących krzyżowo (41)

Silniejsze natom iast unieruchom ianie niespecyficznych haptenów moż
na tłum aczyć małą sztywnością kompleksów niespecyficznych co umożli
wia dodatkowe oddziaływanie hydrofobowe i tym  samym  większe unie
ruchom ienie haptenu — Ryc. 13.

Do badania specyficzności przeciwciał zastosowano następnie spinowo 
znaczone hapteny. różniące się s truk tu rą  — DNP-m etylenowy i DNP-hy- 
drazonowy (42). Na podstawie tych badań sugerowano, że hapteny mogą 
być wiązane w różnych m iejscach (w obrębie centrum  aktywnego) sztyw
nej s ‘ru k tu ry  lub też selektyw nie stabilizują konform ację przeciwciał. 
Z widm  spinowo znaczonych haptenów p-benzoesanowego i fenylotrój- 
metyloamoniowego po reakcji z odpowiednim przeciwciałem  próbowano 
oszacować siłę wiązania tych przeciwciał (43). Jednakże w badaniach tych 
posługiwano się mało dokładnym  określaniem  stopnia unieruchom ienia 
na podstawia całkowitej szerokości widma, a otrzym ane w yniki były nie
zgodne z w ynikam i innych m e‘.od (dializa równowagowa). Dopiero ostatnio 
opracowano metodę pozwalającą na ilościowy pom iar wolnego i związa
nego haptenu na podstawie widma EPR (44). Z wyników takiego spino
wego m iareczkowania przeciwciała można określić stałą asocjacji i współ
czynnik heterogenności. Porów nanie tak  uzyskanych wyników z w yni
kam i uzyskanym i metodą dializy równowagowej dało zupełną zgodność.
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Ryc. 13. Widma spinowe znaczonego haptenu dw unitrofenylow ego unieruchomionego 
po reakcji z przeciwciałem  anty-dw unitrofenyl (D) oraz anty-tró jn itrofenylow ym  (T). 
Widma nałożono linią wysokopolową (strzałką). Widoczne silniejsze unieruchom ienie 

przez przeciwciało niespecyficzne (41)

Specjalnie syntetyzowane hapteny oddzielone od znacznika spinowego 
łańcuchem  węglowym o zmiennej długości (VII) znalazły zastosowanie do 
określania głębokości centrum  wiążącego (45). Długość łańcucha przy któ
rej następuje gwałtow ny wzrost ruchliwości znacznika, mierzonej czasem 
korelacji, plus długość stosowanego haptenu odpowiada głębokości cent
rum  wiążącego przeciwciała — Ryc. 14. Określona w ten  sposób głębokość

Ryc. 14. W ykres zależności czasu korelacji od długości łańcucha węglowego z hap-
tenem.

(A) DNP-SL, (B) DNP-metyl-SL, (C) DNP-glicyna-SL, (D) DNP-a alanina-SL, (E) DNP-kwas 
a-masłowy-SL, (F) DNP-kwas a-kapronowy-SL, SL-piperydynowy znacznik spinowy (45)

centrum  wynosząca 12 A dobrza zgadza się z rozm iaram i centrum  okreś
lonymi w badaniach zahamowania precypitacji. Oprócz spinowo znaczo
nych haptenów w badaniach w ykorzystyw ano również przeciwciała sprzę
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gane ze znacznikam i spinowymi. W ykazano, że spinowo znaczone przeciw
ciała można stosować do śledzenia przebiegu reakcji precypitacji oraz do 
wyciągania jakościowych wniosków o jej przebiegu (46). Na podstawie 
widm spinowo znaczonych przeciwciał (Ryc. 15) stwierdzono istnienie dwu 
stanów konform acyjnych w cząsteczkach IgG i IgE (47). S tany te przypi
suje się zmianom odległości między domenami im m unoglobulin co 
możliwe jest przy dużej giętkości odcinków łączących domeny. 
K a i v a r a i n e n  i wsp. (48) w ykorzystali spinowo znaczone przeciw
ciała do badania zmian jakie zachodzą w antygenie i przeciwciale po utw o
rzeniu immunokopleksu. W ykazali oni, że niezależnie od typu antygenu 
po reakcji następuje usztyw nienie s tru k tu ry  przeciwciała i rozluźnienie 
s tru k tu ry  antygenu. Zm iany te można obserwować niezależnie od zdol
ności immunokompleksów do precypitacji.

Ryc. 15. W idma EPR spinowo znaczonych króliczych IgG (a), ludzkich IgG (b) i IgE (c)_ 
A i B oznaczają podwójne linie wysoko i nisko polowe, co odpowiada dwu konformeromi

cząsteczek immunoglobulin (47)

V-3. Hemoglobina

Hemoglobina należy do makrocząsteczek, które były szczególnie in ten 
sywnie badane przy pomocy znaczników spinowych. Niezależnie od tegO' 
na hemoglobinie przeprowadzano szereg badań w ykorzystujących obec
ność żelaza (6, 49). N iewątpliwie na rozwój badań nad hemoglobiną w pły
nęła możliwość łatwego otrzym ania kryształów  hemoglobiny, które są 
znacznia dogodniejsze do badań EPR niż roztwory, ze względów technicz
nych. Znacznik spinowy wprowadza się zazwyczaj do hemoglobiny po
przez grupę SH cysteiny w pozycji (3-93 (50). O trzym ane widma hemoglo
biny znaczonej spinowo wykazały, że istnieje ona w dwu stanach konfor
m acyjnych (51, 52). W ykorzystując zdolność hemoglobiny do krystalizacji,, 
użyto jej do rozstrzygnięcia dyskusyjnej kwestii, czy s truk tu ra  białka 
w roztworze i w krysztale jest taka sama. Na podstawie widm  znacznika 
spinowego przyłączonego do hemoglobiny stwierdzono, że w ystępują je—
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dynie nieznaczne różnice takie jakie można wywołać zm ianam i jonowego 
składu roztworu (53). Wiele badań techniką znaczników spinowych po
święcono właściwościom kooperatyw nym  hemoglobiny (54—57). W yniki 
tych  badań zostały zebrane w pracy M c C o n n e l l a  (58). W idma EPR 
dla hemoglobiny znaczonej spinowo o różnym  stopniu utlenow ania po na
łożeniu na siebie dawały w yraźne punkty  izozbestyczne — Ryc. 16, co

Ryc. 16. Widma EPR spinowo znaczonej hem oglobiny końskiej.
(a) — 100% utlenowania, (b) — 71% utlenowania, (c) — odlenowana. Ostre punkty izozbestyczne 

wskazują na istnienie dwu lokalnych konformacji (54)

wskazuje na istnienie dwu stanów konform acyjnych związanych z utle- 
nowaniem hemoglobiny. Obserwowane czasami niew ielkie odchylenia 
w punkcie izozbestycznym świadczą o możliwości istnienia obszarów he
moglobiny, których stru k tu ra  zależy od utlenowania większej ilości grup 
hemowych (55). Do badań hemoglobiny po raz pierwszy zastosowano tech
nikę dwu znaczników spinowych (59). Dzięki tem u efekty  towarzyszące 
utlenow aniu hemoglobiny czy też zmianom pH lub siły jonowej sta ją  się 
wyraźniejsze i łatw iejsze do zaobserwowania. Stosując technikę dwu 
znaczników spinowych pomierzono też odległości między niektórym i g ru
pami aminokwasowymi (32) — patrz rozdział III-5.

V-4. Enzymy

W tej grupie makrocząsteczek badania przy. pomocy znaczników spino
wych można podobnie jak w przypadku hemoglobiny podzielić na badania 
s truk tu ra lne  oraz badania kinetyczne. Wiele in teresujących inform acji
o struk tu rze  i kinetyce enzymów można otrzymać w sposób zilustrow any 
już dla przeciwciał czy hemoglobiny. W rozdziale tym  obszerniej zostaną 
omówione jedynie zastosowania niespotykane uprzednio.

Najwięcej doniesień dotyczy badań stanów konform acyjnych i przejść 
między nim i dla samych enzymów pod wpływem  różnych czynników. 
Takie badania prowadzono obszernie na enzymach serynow ych (60— 62),
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fosfofruktokinazie (63, 64), fosforylazie a i b (65), anhydrazie węglano
wej (66) i am inotransferazie asparaginianowej (67). W wym ienionych po
wyżej badaniach analizowano unieruchom ienie znacznika powodowane 
zmianam i pH, siły jonowej itp. z czego wnioskowano o zmianach konfor- 
m acyjnych w danym  enzymie.

D rugą grupę stanow ią badania s tru k tu ry  centrum  aktywnego. Stoso
wano w tym  przypadku najczęściej analogi substra tu  znaczone spinowo. 
Badając wpływ różnych czynników na widma enzymów znaczonych spino
wo w centrum  aktyw nym  poprzez substrat, można określać jakie zmiany 
zachodzą w  centrum . Tego typu  badania przeprowadzono w przypadkach 
trypsyny  (68), chym otrypsyny (69, 70), anhydrazy węglanowej (71), fosfa
tazy alkalicznej (72) oraz rybonukleazy (73). W ykorzystując znaczniki spi
nowe badano też własności kompleksów enzym—substrat w przypadku 
kinazy kreatynow ej (74) a wpływ  ligandów na struk tu rę  cząsteczki 
w przypadku fosforylazy b (75). O trzym ane w yniki potwierdziły znane już 
fakty.

Bardzo in teresujące okazało się zastosowanie znaczników spinowych 
bezpośrednio jako substratów  enzymu (76). Fosfataza alkaliczna może 
przeprowadzać fosforanową pochodną znacznika spinowego (4-fosforan- 
-2,2,6,6-czterom etylopiperydyno-l-oksyl) w pochodną hydroksylową. Te 
dwa związki posiadają widm a różniące się współczynnikiem  g oraz s tru k 
tu rą  nadsubtelną — Ryc. 17. Obserwując zmiany tych param etrów  w wid-

Ryc. 17. Środkow a linia widma znaczników spinowych typu I z różnym i grupam i R. 
Widoczne przesunięcie wartości współczynnika g (76).

m ie rejestrow anym  w pew nych odstępach czasu — Ryc. 18, można ozna
czyć aktyw ność enzym atyczną fosfatazy alkalicznej. O trzym ane wyniki 
są zgodne z w ynikam i klasycznych metod badania aktywności enzym a
tycznej. Nad stosowaniem znaczników jako substratów  enzymów prow a
dzone są dalsze badania (77).
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Omówioną poprzednio technikę spin—sonda (patrz rozdział III-6) za
stosowano po raz pierwszy przy badaniu cytochrom u P —450 (78, 79). Na 
podstawie wpływu jonów param agnetycznych na widmo znacznika przy
łączonego w pobliżu pierścienia hemowego ustalono, że pierścień ten  znaj
duje się we „wnęce” niedostępnej dla otoczenia w norm alnych w arunkach. 
Dopiero czynniki niszczące struk tu rę  cytochromu jak  dezoksycholan po
w odują otwarcie „w nęki” cytochromu P-450 — Ryc. 19. Analizując zaś 
widmo samego znacznika w czasie reakcji przeprowadzanych przez cyto-

Ryc. 18. Zm iany środkowej linii w idm a EPR fosforanowego znacznika spinowego 
podczas hydrolizy enzym atycznej przez fosfatazę alkaliczną.

Krzywe oznaczone numerami 1 — 7 ótrzymano odpowiednio po 2, 11, 21, 36, 61, 91 i 121 minutach
od początku reakcji (76)

I II

Ryc. 19. Hipotetyczny schem at centrum  aktywnego cytochrom u P-450 w  stanie n ie
naruszonym  (I), w obecności niepolarnego substra tu  (II), po po trak tow aniu  odczyn

nikiem  na grupy tiolowe (III), po potraktow aniu  dezoksycholanem (IV):
grupa hemowa (1), centrum tiolowe (2), centrum hydrofobowe (3), centrum aromatyczne (4), 

znacznik spinowy (5), niepolarny substrat przyłączony do cytochromu (6) (78)
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chrom  wyprowadzono cały szereg wniosków o mechanizmie działania tego 
cytochrom u (80). Do badania cytochrom u P-450 zastosowano też bardziej 
skomplikowane techniki polegające na indukowaniu przesunięć w widm ie 
EPR przy pomocy pola elektrycznego (81). Technika ta pozwalała w ykry 
wać subtelne zm iany zachodzące w strukturze w czasie działania cyto
chrom u P-450 na substrat. Wiele ciekawych inform acji otrzym ano stosu
jąc technikę znaczników spinowych do badania układu miozyna—aktyna. 
Badano zarówno aktywność enzym atyczną m iozyny (82, 83), wpływ m etali 
dwuwartościowych na aktynę (84) jak  również struk tu rę  kompleksu mio
zyny z ak tyną (85). Badania te potw ierdziły niektóre hipotezy dotyczące 
działania miozyny i aktyny.

ł
V-5. Inne białka

Zastosowanie znaczników spinowych do białek nie posiadających 
aktyw ności biologicznej polega głównie na śledzeniu zmian konform a- 
cyjnych powodowanych zmianami pH, czynnikam i denaturującym i itp. 
Badania tego typu rozpoczęto równie wcześnie jak badania kwasów nu
kleinowych czy też reakcji przeciwciało—antygen. W 1965 roku S t o n e
i wsp. (23) zastosowali znacznik pirolidonowy z czynną grupą izocyjania- 
nową do znakowania album iny surowicy wołu oraz poli-L-lizyny. W w id
mach EPR obserwowano zmiany jakie zachodzą przy zmianach pH. Spo
rządzając w ykres zależności czasu korelacji od pH stwierdzono, że przy
łączenie znacznika do makrocząsteczki następuje w dwu różnych m iejs
cach. Po traw ieniu album iny surowicy wołu pepsyną następowały zm iany 
w  ruchliwości znacznika tego samego typu, jak przy obniżaniu pH. Na
stępnie do badań album iny surowicy wołu zastosowano nowy typ znacz
nika (maleimidowy) potwierdzając uzyskane wcześniej wyniki (86). A lbu
m inę surowicy wołu wykorzystano też do przeprowadzenia badań mode
lowych nad wpływem  substancji powierzchniowo czynnych na struk tu rę  
makrocząsteczki (87, 88). W pływ pH i czynników denaturujących badano 
też stosując ceruroplazm inę (89, 90) oraz plastocyjaniny znakowane znacz
nikam i spinowymi (91). Do badań mioglobiny w ykorzystano po raz p ierw 
szy pasmo Q (35 MHz) oraz pasmo 4mm w skazując na możliwość badań 
falami o długościach m ilim etrowych (92).

Ogólne zasady badania przejść konform acyjnych w białkach m etodą 
znaczników spinowych zostały obszernie przedstawione na przykładzie 
lizozymu przez A c h m e d o w a  (93).

VI. Zastosowanie znaczników spinowych do badania modelowych 
układów błon

W części tej, podobnie jak poprzednio, przedstawiono jedynie najw aż
niejsze wnioski w ypływ ające z zastosowania znaczników spinowych do
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badania błon. Bardziej wyczerpujące inform acje na tem at badania błon 
techniką znaczników spinowych można znalezć w artykułach J  o s t a
i wsp. (9) oraz K e i t h a i wsp. (94).

VI-1. Micele

Badania właściwości miceli zostały zapoczątkowane przez W a g - 
g o n e r  a i wsp. (95, 96). Dodawali oni znaczniki spinowe do wodnego roz
tw oru siarczanu dodecylu. Poniżej krytycznego stężenia micel znacznik 
rotow ał swobodnie natom iast w obszarze krytycznego stężenia następowało 
zahamowanie tej rotacji i nie obserwowano dalszych zmian przy zwiększa
niu stężenia siarczanu dodecylu. Badania te wykazały, że znaczniki mogą 
być wskaźnikiem  lipidowych przejść fazowych. Zastosowanie znaczników 
zaw ierających grupę chromoforową (XIV) pozwoliło na niezależne badanie 
w pływ u rozpuszczalnika na obydwa kęńce znacznika. W oparciu o o trzy
m ane wyniki zaproponowano nowy dynam iczny model s tru k tu ry  m ice- 
larnej (96). Badania te zostały później potwierdzone i uzupełnione oblicze
niam i współczynników podziału na podstawie widm  EPR (97).

VI-2. Liposomy

W prowadzenie znaczników sterydow ych (XXII) i kwasów tłuszczowych 
znaczonych spinowo (X—XII) umożliwiło badanie dynamiki s tru k tu r mo
delowych błon liposomalnych. Lipidowe znaczniki spinowe nie w prow a
dzają zaburzeń w struk turze  liposomu co zostało udokum entowane zdję
ciami elektronom ikroskopowym i (9). Znacznik lipidowy jest w łączany 
między cząsteczki fosfolipidów i dlatego też odzwierciedla s truk tu rę  i ru 
chy otoczenia fosfolipidowego. Spinowe izomery pozycyjne kwasów tłusz
czowych (X—XII) mogą odzwierciedlać zachowanie się różnych obszarów 
w arstw y podwójnej zależnie od miejsca w którym  jest przyłączone ugru
powanie doksylowe.

Wcześniejsze badania bez stosowania znaczników spinowych w skazy
wały na wpływ cholesterolu na struk tu rę  liposomów co objawiało się 
ograniczeniem swobody ruchów łańcucha fosfolipidowego. Znaczony spi
nowo kwas stearynow y zastosowany do w yjaśnienia tego problem u po
tw ierdził i udowodnił hipotezę o ograniczeniu ruchów fosfolipidów po
wyżej tem peratu ry  przejścia (98, 99). Sama tem peratura  przejścia stano
wiła również tem at badań z zastosowaniem znaczników spinowych (100). 
W późniejszych badaniach dla serii kwasów 5-, 12- i 16-doksylostearyno- 
wych sporządzono w ykresy stosunku intensywności linii widma c/b (od
powiednik czasu korelacji) od tem pera tu ry  — Ryc. 20. Łatwo zauważyć, 
że tem peratu ra  przejścia najsilniej odbija się na ruchliwości końca łańcu
cha kw asu stearynowego. Natomiast początek łańcucha podlega stosun
kowo niew ielkim  zmianom ruchliwości (9).
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Ryc. 20. Zmiany ruchliwości izom etrów  pozycyjnych kw asu doksylostearynow ego 
w 20% dw upalm itylofosfatydylocholinie zawieszonej w  wodzie w zależności od tem 

peratury .
□  — 5-doksylostearynian, A  — 12-doksylostearynian, o — 16-doksylostearynian. W prawym gór

nym rogu podano sposób pomiaru ruchliwości (9)

Przy użyciu znaczników powyższego typu  przeprowadzono szczegóło
we badania organizacji błony liposamalnej (101). P aram etr uporządkow a
nia określany w tych badaniach wykazał, że do pozycji C-8 węglowe łań
cuchy lipidowe pozostają stosunkowo sztywne. W dalszej części łańcucha 
obserw uje się natom iast stosunkowo dużą swobodę rotacji.

W edług przypuszczeń wielu badaczy transport cząsteczek lub jonów 
przez błonę powinien być związany z przemieszczeniami składników bło
ny. Stosując znaczniki spinowe pokazano, że cząsteczki fosfolipidów mogą 
przechodzić z jednej strony podwójnej w arstw y lipidowej na drugą stro
nę (102). W ykorzystano tu  właściwość kwasu askorbinowego do niszczenia 
param agnetycznych właściwości znaczników spinowych. Niezależnie w in
nych badaniach wykazano, że kwas askorbinowy nie wnika do w nętrza 
liposomów. Po potraktow aniu liposomów zawierających znaczniki spinowe 
kwasem  askorbinowym  część sygnału EPR znika gwałtownie a reszta stop
niowo w m iarę upływ u czasu. Na tej podstawie możliwe było wyznaczenie 
stałej wym iany składników między obiema stronam i w arstw y podwójnej. 
Badaniam i tym i potwierdzono sugerowaną już wcześniej dynam iczną 
s truk tu rę  liposomów.

VI-3. Ciekłe kryształy

Ciekłe kryształy niektórych substancji (np. p-azoksyanizol) przypo
m inają struk tu rę  fazy lipidowej, dlatego też badania ciekłych kryształów  
wlicza się do badań modelowych układów błon. W badaniach ciekłych 
kryształów  znaczniki spinowe również znalazły zastosowanie (103, 104, 
105). Ciekłe kryształy można orientować w polu m agnetycznym  a z widm a
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EPR można wnioskować o orientacji znacznika w takim  krysztale. W ar
tości oddziaływań dipolowych i w ym iennych dostarczają inform acji
o s truk tu rze  otoczenia znacznika i tym  samym  o struk turze  ciekłego 
kryształu. Znaczniki spinowe mogą być też wskaźnikiem  izotropowych 
przejść fazowych w ciekłym  krysztale.

VI-4. Wielo warstwy lipidowe

N aturalne lecytyny w pew nych w arunkach orien tu ją  się spontanicz
nie dając lipidowe s tru k tu ry  wielowarstwowe. O rientację składników 
w w ielow arstwach można badać techniką znaczników spinowych (106, 
107). Na podstawie wielkości rozszczepienia widma znaczników lipidowych 
w różnych kierunkach względem pola magnetycznego ustalono, że czą
steczki lipidów układają się swoją długą osią prostopadle do powierzchni 
podtrzym ującej s truk tu rę  wielowarstwową — Ryc. 21. Świadczy to o ist-

Ryc. 21. Schem atyczny obraz dw uw arstw y lecytynowej zaw ierającej stearynow e 
i cholestanowe znaczniki spoinowe. K ierunek osi z stearynowego znacznika spinowego 
jest prostopadły do płaszczyzny dw uw arstw y a oś z cholestanowego znacznika 

spinowego jest równoległa do płaszczyzny dw uw arstw y lecytynow ej (106)

nieniu dużego stopnia uporządkowania w lipidowych struk tu rach  wielo
warstwowych. W yniki te zostały również potwierdzone badaniam i rentge- 
nograficznymi.

W yraźnie obserwowana anizotropia widm EPR dla w ielow arstw  lipi
dowych zawierających znaczniki spinowe umożliwiła przeprowadzenie ca
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łego szeregu badań nad rucham i cząsteczkowymi w  takich warstw ach. 
Stosując znaczniki ty p u  izomerów pozycyjnych kwasu stearynowego w y
kazano, że anizotropia zanika w m iarę przesuwania się ugrupowania do- 
ksylowego do końca łańcucha węglowego (108).

Swoboda rotacji składników w ielow arstw y lipidowej uzależniona jest 
od stopnia uwodnienia oraz od stopnia uporządkowania. Wraz ze wzrostem  
uwodnienia i zm niejszeniem  uporządkowania następuje zwiększenie swo
body rotacji znacznika a tym  sam ym  zwiększenie swobody ruchów czą
steczkowych składników  wielowarstwy. W pływ cholesterolu na urucho
mienie znacznika tłum aczy się zwiększeniem uporządkow ania s tru k tu ry  
w ielow arstw y lipidowej o obecności cholesterolu. Zastosowanie znaczni
ków spinowych do badania zmian w ystępujących w s truk tu rze  w ielow ar
stw y lipidowej pod w pływ em  czterotlenku osmu wykazało znaczne zabu
rzenia tej s tru k tu ry  (9). W oparciu o uzyskane widm a zaproponowano 
schem atyczny obraz zaburzeń w struk tu rze  w ielow arstw y lipidowej 
(Ryc. 22).
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Ryc. 22. W pływ czterotlenku osmu na s tru k tu rę  lipidów zorientow anych modelowych
układów  błon.

A — widmo EPR kwasu 5-doksylostearynowego w wielowarstwie lecytynowej przed zadziała
niem czterotlenkiem osmu oraz B — po zadziałaniu czterotlenkiem osmu. C i D odpowiednie 
widma symulowane komputerem. Linie ciągłe przedstawiają widma dla orientacji prostopadłej 
a linie przerywane dla orientacji równoległej. Poniżej przedstawiono schematyczny obraz mo

żliwej interpretacji otrzymanych widm EPR. (9)

V I-5. Kompleksy lipidowo-białkowe

Kom pleksy lipidowo— białkowe stanowią modele oddziaływania lipid— 
białko w błonach naturalnych. Pierw sze zastosowanie znaczników spino
w ych do badania tego typu  układów opisał B arra t i wsp. (109). Znaczone

4 Postępy Biochemii
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spinowo białka wchodzące w skład kom pleksu wykazyw ały wzrost unie
ruchom ienia po utw orzeniu kompleksu nierozpuszczalnego w wodzie. 
B e r g e r  i wsp. (110) badali odtwarzanie kompleksów lipoproteidowych 
ze składników wydzielonych z błony erytrocytów . W ykonali oni serię 
eksperym entów  stosując zarówno znaczenie spinowe składników białko
wych jak  i lipidowych. O trzym ane złożone widma wskazywały na wzrost 
unieruchom ienia po utw orzeniu kompleksu. Stosunek lipid/białko w kom 
pleksie lipoproteidowym  może być zm ieniany przez dodanie różnych ilości 
MgCl2 do roztworu. Badanie serii tak  otrzym anych kompleksów techniką 
znaczników spinowych wykazało, że wielkość unieruchom ienia znacznika 
w sztucznym  kom pleksie jest bardzo zbliżona do tej wielkości dla błon 
naturalnych  jeżeli stosunek lipid/białko będzie tak i sam (111). Stwierdzono 
także, że w widmach błon naturalnych  w ystępuje szeroka linia świadcząca
0 obecności silnie unieruchomionego składnika. Linia taka nie pojaw iała 
się gdy odtwarzano kom pleks ze składników uprzednio wydzielonych 
z błony.

VII. Błony biologiczne

Zastosowanie znaczników spinowych do natu ralnych  błon staje się co
raz powszechniejsze jakkolwiek otrzym ywane wyniki są trudne do in
terpretacji. Jedną z metod znakowania w badaniach błon biologicznych 
jest biosyntetyczne wprowadzanie znacznika spinowego. Jeżeli w śro
dowisku w czasie w zrostu bakterii będzie znajdował się znacznik sp i
nowy (np. 12-doksylostearynian) to później w ykryw a się go we frakcji 
lipidowej ekstrahow anej z kom órki (8, 113). Znakowanie można też prze
prowadzić metodą dyfuzji, przez umieszczenie błony w środowisku za
w ierającym  znacznik spinowy (111). Dokładniejsze badania w ykazały 
istnienie nieznacznych różnic w struk turze błon biologicznych nie zawie
rających i zawierających znaczniki spinowe (114, 8). Jest to jedna z przy
czyn trudności in terp retacji widm  znakowanych błon naturalnych. Białka 
będące składnikam i błony mogą być znaczone spinowo w w arunkach 
zbliżonych do fizjologicznych bez naruszenia s tru k tu ry  błony. Błony zna
czone w ten  sposób były stosowane w badaniach w pływ u pH oraz innych 
czynników na struk tu rę  i funkcję błony (115, 116, 117).

Niektóre z metod stosowanych w badaniach m akrocząsteczek mogą być 
bezpośrednio przeniesione do badania błon biologicznych. Szczególnie 
przydatne jest wprowadzanie znacznika spinowego w ściśle określone 
m iejsca błon w ykorzystując analogi substratów  (118) do badania ak tyw 
ności enzym atycznych błony, co pozwala na przykład badać ruchliwość
1 orientację składników w różnych obszarach błony (111, 119). W badaniu 
błon natu ralnych  w ykorzystano też znajomość zmian widm a znacznika 
spinowego pod wpływem  różnych środowisk (120, 121), (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Podział znaczników spinowych między fazę wodną i węglowodorową.
(a) widmo EPR znacznika w nerwie błędnym królika (120), (b) widmo EPR znacznika spino
wego w zewnętrznych segmentach pręcików siatkówki wołu (121). Szczyt A linii wysokopo- 
lowej pochodzi od znacznika w środowisku hydrofobowym a szczyt B od znacznika w środo

wisku wodnym

Jak  widać na podstawie przytoczonych przykładów, wprowadzona 
przed paru  laty, technika znaczników spinowych mimo znacznych tru d 
ności w analizie wyników znalazła już szerokie zastosowanie do rozwiązy
wania różnych problem ów w dziedzinie badań makrocząsteczek, jak rów 
nież błon modelowych i biologicznych. Nowe możliwości otw ierające się 
przed tą  techniką w związku z zastosowaniem m aszyn cyfrowych do ana
lizy wyników pozwalają przypuszczać, że stanie się ona nowym  narzę
dziem w badaniach biochem icznych uzupełniając inne m etody spektro
skopowe.

A rty k u ł nadszedł 4.5.1974, po rew izji autorskiej otrzym ano 15.9.1974.
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Post. Biochemii, 21, 57—73, (1975).

A N D R ZE J W 1E R A SZK O  *

Regulacja biosyntezy acetylocholiny 

Regulation of the Biosynthesis of Acetylcholine

Główna rola ACh w organizmach żywych polega na pełnieniu funkcji 
neurotransm itera, czyli substancji biorącej udział w przekazyw aniu im
pulsów nerw owych (1, 2). Problem  ten jest od dawna intensyw nie badany.

Zadaniem niniejszego artyku łu  jest zaznajomienie czytelnika z n a j
nowszymi poglądami dotyczącymi biosyntezy, magazynowania i wydzie
lania ACh w zakończeniu nerwowym.

I. Izolowanie i właściwości zakończeń nerwowych

W czasie homogenizacji tkanki mózgowej w środowisku izotonicznym 
(np. w 0,32M sacharozie) zakończenia nerwowe odryw ają się tworząc zam
knięte s tru k tu ry  otoczone plazm atyczną błoną zakończenia nerwowego. 
S tru k tu ry  te, k tórych powstawanie przypom ina proces form owania się 
mikrosomów z siateczki endoplazmatycznej (3) zaobserwowali po raz 
pierwszy pod m ikroskopem  elektronow ym  G r a y  i W h i t t a k e r  
w 1962 roku (4). W 1964 roku W h i t t a k e r  i wsp. (5) zaproponowali dla 
tych s tru k tu r nazwę „synaptosom y”, przy jętą  teraz ogólnie.

Stosując technikę wirowania w gradiencie stężeń można wyizolować 
frakcję synaptosom alną, zaw ierającą głównie presynaptyczną część za
kończenia nerwowego i błonę postsynaptyczną. Schemat powstawania
i izolowania synaptosom ów przedstaw ia rycina 1.

Synaptosom y zaw ierają jedno lub kilka m itochondriów, pęcherzyki 
synaptyczne (sferyczne s tru k tu ry  wypełnione neurotransm iterem , k tórym

* Mgr, Z akład Biochemii U kładu Nerwowego i Mięśni, In sty tu t Biologii D oświad
czalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. P asteu ra  3, 02-093 W arszawa.

Wykaz stosowanych skrótów: ACh — acetylocholina; ChAc — acetylo transferaza 
cholinowa (2.3.1.6. O-acetylotransferaza acetyloCoA : cholina); AChE — esteraza acetylo- 
cholinowa (3.1.1.7. hydrolaza acetylocholinowa); HC-3 — hem icholinium -3; CoA — 
koenzym A; AcetyloCoA — acetylokoenzym A; DNP-2,4 — dw unitrofenol; HRP — pero- 
ksydaza chrzanowa.
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Ryc. 1. Schemat powstawania i izolowania synaptosomów
A — homogenizacja w 0,32 M sacharozie w homogenizatorze z tłokiem teflonowym, B — miejsce 
odrywania się zakończeń nerwowych w czasie homogenizacji, C — kilkakrotne wirowania róż
nicowe (1000XgX10 min) w celu otrzymania surowej frakcji synaptosomalnej, D — osad surowej 
frakcji synaptosomalnej, E — wirowanie surowej frakcji synaptosomalnej w gradiencie stężeń 
sacharozy (53 OOOXgX2h); 1 — 0,8 M sacharoza, 2 — 1,2 M sacharoza, 3 — mielina, 4 — frakcja 
synaptosomalna, 5 — mitochondrion, 6 — błona plazmatyczna otaczająca synaptosom, 7 — pę
cherzyk synaptyczny, 8 — szczelina synaptyczna, 9 — część błony postsynaptycznej, 10—synap

tosom

w  przypadku układu cholinergicznego jest ACh) i synaptoplazm ę (cyto- 
plazm ę zakończenia nerwowego).

Wiele własności synaptosomów, takich jak  zachowanie cyklu gli
kolizy, aktyw ne gromadzenie potasu, reagowanie uwolnieniem  neuro- 
transm itera  na stym ulację chemiczną np. przy pomocy jonów K+, lub 
elektryczną sprawia, że stanowią one bardzo dogodny m ateriał do śledze
nia procesów charakterystycznych dla zakończenia nerwowego. Badania 
prowadzi się zarówno m etodam i biochemicznymi, jak i przy pomocy mi
kroskopu elektronowego. W yniki otrzym ane tym i różnym i m etodam i w y
kazują bardzo dużą zgodność i uzupełniają się nawzajem .
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Rozdzielenie w gradiencie stężeń sacharozy frakcji synaptosomów na 
podfrakcje, zaw ierające pęcherzyki synaptyczne i błony zakończenia ner
wowego umożliwiło zbadanie chemicznego składu tych s tru k tu r (5).

II. Subkomórkowa lokalizacja i mechanizm działania acetylotransferazy
cholinowej

II-1. Rozmieszczenie acetylotransferazy cholinowej w  zakończeniu nerwowym

W ystępowanie ChAc, jak i obecność ACh uważana jest za główny 
wskaźnik neuronów cholinergicznych tzn. wydzielających ACh (6).

W celu zlokalizowania miejsca biosyntezy ACh należało w pierwszym  
rzędzie ustalić subkomórkowe rozmieszczenie ChAc. Problem  ten  w po
łowie lat 60-tych podzielił badaczy zajm ujących się tym  zagadnieniem  na 
dwie grupy. D e  R o b e r t i s  i wsp. (7) stosując technikę w irow ania 
różnicowego stw ierdzili występowanie ChAc jako enzymu związanego 
z pęcherzykam i synaptycznym i. Odm ienne wyniki otrzym ał W h i 11 a - 
k e r  (5). Stosując technikę w irowania w gradiencie stężeń sacharozy 
stw ierdził obecność ChAc w synaptoplazm ie. Doświadczenia innych au to
rów nie w yjaśniły  powyższego spornego zagadnienia (3, 8, 9, 10). Dopiero 
praca F o n n u m  (11) rzuciła więcej św iatła na przyczyny rozbieżności 
w w ynikach otrzym yw anych w różnych pracowniach. ChAc, jako białko
o stosunkowo niskim  ciężarze cząsteczkowym — 65 000 (12) może łatw o 
zmieniać swoje powinowactwo do błon biologicznych przy nieznacznych 
naw et różnicach w wartości pH i siły jonowej. W w arunkach fizjologicz
nych enzym powinien zatem  występować w stanie rozpuszczalnym (11). 
W yniki innych autorów (3, 8, 9, 10) wskazywały jednak, że naw et przy 
takiej samej sile jonowej i pH, ChAc pochodząca z odm iennych gatunków  
zwierząt była w  różnym  stopniu wiązana przez błony. Fakt ten tłum aczyć 
można (11) różnym  powinowactwem enzymu do błon w zależności od ga
tunku zwierzęcia (11). W nioskowanie to uzasadnia F o n n u m  w ynikam i 
w łasnych badań nad stopniem  adsorpcji częściowo oczyszczonej ChAc na 
wym ieniaczu jonowym — CM -Sephadex (13). Dla wyliczenia stosunku po
między ilością enzymu zaadsorbowanego na wym ieniaczu a ilością enzy
m u niezwiązanego z wymieniaczem wprowadzono współczynnik D:

W artości D oznaczone dla zwierząt różnych gatunków  J. przy różnym  pH 
przedstaw ia tabela 1.

Jak  w ynika z definicji współczynnika D, im  wyższa jest jego wartość 
tym  więcej enzymu adsorbuje się na wymieniaczu. Na wielkość współ

(% ChAc)a 
(% ChAc)b

(°/o ChAc)a — °/o enzymu zaadsorbowanego na ży
wicy

(«/o ChAc)b — °/o enzymu niezwiązanego z w ym ie
niaczem

http://rcin.org.pl



60 A. WIERASZKO [4]

czynnika D wyw iera wpływ zarówno pH jak i siła jonowa. W zależności 
od stopnia wiązania się enzymu z wymieniaczem, ChAc pochodzącą z róż
nych gatunków zwierząt można uszeregować w  następujący sposób: ChAc 
świnki m orskiej ^  ChAc gołębia ^  ChAc kota ^  ChAc szczura (11, 14). 
Enzym pochodzący z mózgu świnki m orskiej i gołębia posiada znacznie 
słabszy ładunek dodatni (słabsze wiązanie z wymieniaczem) i niższy punkt 
izoelektryczny niż enzym pochodzący z mózgu kota i szczura.

Tabela 1

W spółczynnik D dla ChAc pochodzącej z mózgu różnych gatunków  zw ierząt (13)

Bufo
fosforanowo-soc 
stężenie (mM)

r
Iowy

PH

Świnka
m orska Gołąb Szczur Kot

25 6,6 3,5 4,7 21,0 18,5
25 7,0 1,0 1,6 10,2 13,9
25 7,3 0,3 0,8 3,5 2,1
12 7,0 2,3 6,9 14,7 17,3
48 7,0 0,3 0,3 1,7 2,3

Stwierdzono, że ChAc z mózgu szczura w ystępuje w postaci trzech 
form  m olekularnych, natom iast w mózgu gołębia i św inki m orskiej istn ieje 
tylko jedna forma tego enzymu (15).

Dane te mogłyby sugerować, że problem  subkomórkowej lokalizacji 
ChAc został ostatecznie rozstrzygnięty. Jednakże ostatnio wykazano (16), 
że niezależnie od istnienia różnych form  m olekularnych, ChAc w mózgu 
szczura w ystępuje w postaci dwóch frakcji: słabiej związanej z błonami 
(o punkcie izoelektrycznym  7,1—7,9) i mocniej związanej z błonam i 
(o punkcie izoelektrycznym  7,9—8,5). Niewykluczone, że te  dwie frakcje  
posiadają odmienną lokalizację subkomórkową w zakończeniu nerw o
wym. Fizjologiczne znaczenie tego zjawiska będzie omówione w dalszej 
części artykułu.

Lokalizację ChAc można badać przy użyciu histochemicznej m etody 
opracowanej w 1969 roku (17), jednakże w arunki oznaczeń histochemicz- 
nych zm ieniają właściwości, a być może i lokalizację enzym u (18, 19), co 
ogranicza stosowalność tej metody.

II-2. Mechanizm działania acetylotransferazy cholinowej

ChAc katalizuje reakcję, w której z dwóch substratów  (acetyloCoA

i cholina) pow stają dwa produkty  (ACh i CoA). Przebieg reakcji przed
staw ia równanie:

AcetyloCoA +  cholina =  acetylocholina +  CoA

http://rcin.org.pl



[5] BIOSYNTEZA ACETYLOCHOLINY 61

Zgodnie z nom enklaturą wprowadzoną przez C l e l a n d a  (20, 21, 22) 
reakcja katalizowana przez ChAc może przebiegać według m echanizm u 
,,ping-pong”, lub zgodnie z mechanizmem sekwencyjnym . W yniki badań 
dotyczące mechanizm u reakcji przedstaw ione w tabeli 2 otrzym ano sto
sując częściowo oczyszczone p repara ty  ChAc.

Tabela 2

Porów nanie m echanizm u reakcji ChAc pochodzącej z mózgu różnych tkanek  ssaków
i z bak terii

Źródło enzymu Mechanizm reakcji Piśm iennictw o

Łożysko ludzkie sekwencyjny (23)
Mózg szczura sekwencyjny (14)
Prążkow ie z mózgu wołu sekwencyjny (24)
Lactobaccillus plantarum sekwencyjny (25)
Jąd ro  ogoniaste z mózgu sekwencyjny uporząd

cielęcia kowany (26)
Łożysko ludzkie ping-pong (27)

Wszyscy autorzy, z w yjątkiem  S c h u b e r t h a  (27) uzyskali dane 
w skazujące na sekw encyjny m echanizm  reakcji, k tó ry  schem atycznie 
można przedstawić jak na rycinie 2.

acety lC o A cholina ACh

E E “ acetylCoA
cholina— E -  
— acetylCoA

CoA

E-CoA

Ryc. 2. M echanizm reakcji ChAc przedstaw iony w  m yśl założeń C l e l a n d a .  Mo
dyfikacja schem atu (24)

Oba substra ty  (acetyloCoA i cholina) przyłączają się do enzymu zanim 
uwolni się którykolw iek z produktów. Niektórzy autorzy (26) sugerują 
uporządkow any mechanizm sekwencyjny, w którym  acetyloCoA byłby 
pierwszym  przyłączającym  się substratem . Rozumowanie takie uzasad
niają fak ty  wskazujące, że w czasie reakcji katalizowanej przez ChAc 
powstaje pośredni kompleks acetyloCoA—enzym (26, 28), którego ilość 
zmniejsza się w obecności choliny (26). Wyższa wartość K m dla acetyloCoA 
niż dla choliny również przem aw ia za tym, że acetyloCoA przyłącza się 
pierwszy do enzymu (24). W powstawaniu przejściowego kom pleksu — 
zacetylowanego białka enzymatycznego — istotną rolę może odgrywać 
pierścień imidazolu znajdujący się w centrum  aktyw nym  ChAc (26, 29). 
Jego rola polegałaby na w ytw arzaniu wiązania tioestrowego z resztą 
acetyloCoA (28).
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II-3. Wpływ stężenia substratów na szybkość biosyntezy acetylocholiny

Nie znamy dotychczas dokładnie mechanizmów regulacji biosyntezy 
ACh. Hamowanie na drodze sprzężenia zwrotnego poprzez produkty 
reakcji, a zwłaszcza przez ACh jest problem em  spornym  (14, 23, 24, 25). 
Tak więc aktywność ChAc spada o 50°/o dopiero przy stężeniu ACh prze
kraczającym  lOOmM (30). Stężenie tego rzędu rzeczywiście w ystępuje 
w pęcherzykach synaptycznych, podczas gdy stężenie ACh w synaptoplaz- 
mie (3mM) jest zbyt niskie, aby hamować przebieg tej reakcji.

D rugi produkt reakcji — CoA — wpływa na syntezę ACh na drodze 
ham ow ania kom petycyjnego w stosunku do acetyloCoA (24). Oddziaływa
nia tego typu nie stwierdzono dla pary  ACh-cholina, w ydaje się więc, 
że istotną rolę w regulacji biosyntezy ACh odgrywa stosunek stężeń CoA 
do acetyloCoA. Fakt ten sprawia, że biosynteza ACh zależy w znacznym 
stopniu od procesów zachodzących w m itochondriach.

Podając dokomorowo różne substra ty  znakowane 14C najwyższe w bu
dowanie izotopu do grupy acetylowej ACh mózgu stwierdzono, gdy do
norem  był znakowany pirogronian (2-14C). Inkorporacja była mniejsza, 
gdy stosowano octan (31). Reakcje, w których ze wspom nianych substra
tów  pow staje acetyloCoA, przedstaw iają następujące równania:

1) p irogronian+ NAD+ + CoA =  acetyloC oA +N A D H  +  C 0 2 (31)
2) octan +  CoA+ ATP =  acetyloCoA+AMP +  Pj (31)

Układy enzymatyczne katalizujące obie powyższe reakcje znajdują się 
w m itochondriach. Istnieją cztery możliwe drogi przejścia jednostki dwu- 
węglowej z m itochondrionu do cytoplazm y (32): 1) dyfuzja acetyloCoA, 
2) dyfuzja wolnego octanu, 3) przenoszenie reszty octanowej w form ie 
acetylkarnityny, 4) dyfuzja wolnego cytrynianu. N ajbardziej prawdopo
dobne w ydaje się przenoszenie reszty octanowej z m itochondrionu do sy-

synaptoplazma

Ryc. 3. Schem at przenoszenia reszty octanowej z m itochondrionu do synaptoplazm y 
1 — syntetaza cytrynianowa (E.C. 4.I.3.7. szczawiooctano-liaza cytrynianu), 2 — liaza ATP cytry- 

nianowa (E.C. 4.1.3.8. szczawiooctano-liaza ATP : cytrynian)
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[7] BIOSYNTEZA ACETYLOCHOLINY 63

naptoplazm y w form ie cy trynianu  (33). Przebieg tego procesu ilustru je  
rycina 3.

Aktywność liazy cytrynianow ej w synaptoplazm ie wynosi jedynie 3%  
aktywności ChAc (32). Ja k  z tego wynika, wydajność reakcji dostarcza
jącej acetyloCoA (reakcja 2, rycina 3) nie wystarcza do zabezpieczenia 
optymalnego stężenia acetyloCoA do biosyntezy ACh i problem ten w ym a
ga dalszych badań.

Cholina — drugi substra t do biosyntezy ACh powstaje głównie w w ą
trobie, skąd przedostaje się do krwioobiegu. Barierę krew —mózg przenika 
jako fosfatydylcholina (34, 35). Po degradacji do wolnej choliny dociera 
do miejsca biosyntezy ACh, to jest do kom órki nerwowej (36). Istotnym  
źródłem choliny jest również zjawisko tzw. w ychw ytu (ang. reuptake) 
polegające na pobieraniu przez komórkę nerw ową choliny pochodzącej 
z wydzielonej i następnie rozłożonej enzymatycznie acetylocholiny. Ba
dania frakcji synaptosom alnej z mózgu szczura i świnki m orskiej w yka
zały istnienie w błonie otaczającej synaptosom  dwóch systemów do po
bierania choliny (37, 38). Pierw szy układ, o dużym  powinowactwie do 
tego substra tu  (Km rzędu kilku jiM) (38) ulega w  znacznym stopniu sty 
m ulacji przez fizjologiczne stężenie jonów Na+ i ham ow aniu przez HC—3 
(36). Działanie drugiego układu o niskim  powinowactwie do choliny (Km 
rzędu kilkudziesięciu jiM — 38) nie zależy od stężenia jonów Na+, a HC—3 
w znacznie m niejszym  stopniu ham uje jego czynność. Układ o wysokim 
powinowactwie do choliny jest charakterystyczny dla zakończeń nerw o
wych, w których substancją przekaźnikową jest ACh i prawdopodobnie 
dostarcza substra tu  dla syntezy tego neuro transm itera  (38, 39). Układ
0 niskim  powinowactwie w ystępuje również w synaptosom ach niecholi- 
nergicznych (38). Oba układy działają niezależnie od siebie (39). S tw ier
dzono, że w czasie długotrwałego drażnienia p łytki nerwowo-mięśniowej 
mitochondria i pęcherzyki synaptyczne ulegają częściowemu rozpadowi. 
Błony tych s tru k tu r mogą w takich w arunkach stać się również źródłem 
choliny (40, 41, 42).

Całkowita ilość ACh w zakończeniu nerwowym, jak i szybkość jej me
tabolizm u zależy w znacznym stopniu od stosunku aktyw ności enzymu 
syntetyzującego i rozkładającego tę substancję przekaźnikową. ChAc
1 AChE w ystępujące w obwodowym układzie nerw ow ym  są syntetyzow a
ne w ciele kom órki i transportow ane wzdłuż aksonu do zakończenia ner
wowego (43, 44, 45). Również w układzie ośrodkowym w ystępuje transport 
tych enzymów z ciała kom órki nerw owej do jej zakończeń (46, 47, 48). 
Czynniki regulujące aktyw ność enzymów odpowiedzialnych za m etabo
lizm ACh badano między innym i w hodowlach tkanki nerwowej (49, 50). 
Stwierdzono (49), że niektóre substancje, takie jak brom odeoksyurydy- 
na — związek w yw ołujący form owanie się aksonów i dendrytów  w ho
dowlach tkankow ych — w pływ ał na wzrost aktyw ności obu enzymów. 
Natomiast podanie cyklicznego AMP lub adeniny powodowało wzrost
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aktyw ności AChE i spadek aktywności ChAc. Powyższe spostrzeżenia 
w skazują na możliwość niezależnej regulacji aktyw ności AChE i ChAc, 
co może stanowić dodatkowy czynnik kontrolujący biosyntezę tego neuro- 
transm itera.

III. Lokalizacja acetylocholiny w zakończeniu nerwowym  

III-l. Charakterystyka frakcji acetylocholiny

W zakończeniu nerw owym  ACh w ystępuje w postaci dwóch rów nych • 
co do wielkości frakcji (41). Różnią się one lokalizacją i szybkością m e
tabolizm u (5, 51, 52). Pierw sza frakcja zaw arta w pęcherzykach synap
tycznych stanowi tzw. stabilnie związaną ACh. Drugą frakcją, łatw o uw al
n iającą się z synaptosomów w czasie ich pękania pod wpływem  szoku 
osmotycznego, określa się jako labilnie związaną ACh (synaptoplazma- 
tyczną). Ponieważ zagadnienie subkomórkowej lokalizacji ChAc nie zo
stało dotychczas wyjaśnione, nie wiadomo, czy ACh stabilnie związana 
z pęcherzykam i synaptycznym i powstaje w bezpośrednim  ich sąsiedztwie, 
np. na ich błonie, czy też w  synaptoplazmie. W tym  ostatnim  przypadku 
ACh m usiałaby ulegać przenoszeniu z synaptoplazm y do pęcherzyka sy
naptycznego, k tó ry  jest m iejscem jej magazynowania.

III-2. Budowa, powstawanie i rola pęcherzyków synaptycznych

Pęcherzyki synaptyczne są kulistym i struk tu ram i o średnicy około 
50 nm. W organie elektrycznym  drętw y (Torpedo marmorata) wielkość 
ich dochodzi do 80—90nm (53). Ilość pęcherzyków w pobliżu błony płytki 
nerwowo-mięśniowej wynosi u szczura i człowieka 220—250/jj2 (54). Pro
ces powstawania pęcherzyków synaptycznych badano zarówno przy 
pomocy m ikroskopu elektronowego (55, 56) jak również m etodami bioche
micznymi (57, 58, 59). O trzym ane wyniki wskazują, że pęcherzyki sy
naptyczne mogą powstawać przez wpuklenie błony presynaptycznej. Nie
wykluczone, że również gładkie błony siateczki endoplazmatycznej uczest
niczą w procesie form owania się tych s tru k tu r (60).

Pow staw anie pęcherzyków zależy od stanu funkcjonalnego kom ór
ki (61). Podawanie in vitro  DNP (czynnika rozprzęgającego oksydacyjną 
fosforylację) powoduje spadek ilości pęcherzyków synaptycznych w za
kończeniu nerw owym  i zanik postsynaptycznego potencjału pobudzają
cego. Ilość mitochondriów w pobliżu płytki nerwowo-mięśniowej w zrasta 
przy długotrw ałym  drażnieniu, a morfologia ich ulega przy tym  istotnym  
zmianom (40, 60). Podanie HC-3, związku ham ującego transport choliny 
do zakończeń nerwowych, przy jednoczesnym drażnieniu p ły tk i nerwowo- 
mięśniowej obniża bardzo gwałtownie ilość pęcherzyków (62, 40). Zaobser
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wowano również, że w czasie tego procesu zmienia się objętość i kształt 
tych s tru k tu r (40, 42, 60), a także w zrasta liczba pęcherzyków będących 
w kontakcie (60) lub w stanie fuzji z błoną presynaptyczną (63). Fakty te 
sugerują, że zjawisko powstawania i zanikania pęcherzyków synaptycz
nych w zakończeniu cholinergicznym  jest ściśle związane z procesem w y
dzielania ACh.

IV. Wydzielanie acetylocholiny

IV-1. Wydzielanie pęcherzykowej i synaptoplazmatycznej acetylocholiny

Z doświadczeń elektrofizjologicznych (64, 65) wiadomo, że na błonie 
presynaptycznej ACh jest wydzielana w postaci porcji—kwantów. W yda
wało się wielce prawdopodobne, że pęcherzyk synaptyczny stanowi m or
fologiczny odpowiednik kw antu  i zawiera tę właśnie najm niejszą ilość 
substancji przekaźnikowej, k tóra może być uwolniona w synapsie.

Liczba cząsteczek ACh tworzących kw ant oszacowana na podstawie 
badań elektrofizjologicznych wynosi około 105 (66, 67, 68). Na podstawie 
objętości, jaką zajm uje jedna cząsteczka krystalicznego chlorku acetylo
choliny obliczono, że ilość substancji przekaźnikowej, jaka może się zmieś
cić w jednym  pęcherzyku wynosi 45 000 (69) i 63 000 (33). Według 
W h i t t a k e r a  (53) w jednym  pęcherzyku ośrodkowego układu nerwo
wego mieści się około 2000 cząsteczek ACh, a w pęcherzyku z organu 
elektrycznego drętw y (Torpedo marmorata) — 40 000 (53). Dla nerw u 
przeponowego wartość tę określa się na 15 000—30 000 cząsteczek ACh (33).

Z badań z zastosowaniem znakowanej choliny jako prekursora ACh 
wynika, że ACh synaptoplazm atyczna m etabolizuje się szybciej i jest szyb
ciej wydzielana niż ACh pęcherzykowa (51, 70, 71, 72). Fakty  te przeczą 
poglądowi, w myśl którego pęcherzyk synaptyczny byłby odpowiedni
kiem  kw antu. Pojawiło się więc pytanie, co sprawia, że neuro transm iter 
jest mimo wszystko wydzielany w odrębnych porcjach.

Z badań nad narządem  elektrycznym  ryb (73, 74, 75, 76, 77, 78) jak 
i nad układem  ośrodkowym (79, 80, 81, 82, 83) wynika, że wydzielona 
w czasie im pulsu ACh pochodzi z oddzielnej, trzeciej frakcji. W h i 11 a - 
k e r  (81) sugeruje, że ta szybko wydzielana labilna ACh mogłaby mieścić 
się w oddzielnej puli pęcherzyków synaptycznych, znajdujących się w po
bliżu błony presynaptycznej, charakteryzujących się krótkim  okresem  pół- 
trw ania. Labilność tej frakcji powoduje, że w czasie homogenizacji tkanki 
ACh uwalnia się z pęcherzyków i przechodzi do frakcji synaptoplazm a
tycznej. Miejscem m agazynowania neuro transm itera byłaby natom iast 
druga pula pęcherzyków, o dłuższym  okresie półtrwania.

Biorąc pod uwagę w yniki prac W h i t t a k e r a  (79, 80, 81), jak rów 
nież dane dotyczące możliwości syntezy ACh przez pęcherzyki synaptycz

5 Postępy Biochemii
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ne (84, 85, 86) można zasugerować następujący model zjawisk dotyczących 
syntezy i magazynowania ACh w zakończeniu nerwowym.

W iększa część ACh powstaje według tej hipotezy w synaptoplazm ie 
przez luźno związaną frakcję ChAc. Stężenie ACh jest tu  tak  niskie 
(3mM), że nie ham uje aktyw ności enzymu, a zsyntetyzow ana ACh ulega 
nagrom adzeniu głównie w pęcherzykach o krótkim  okresie półtrw ania, 
stanowiących jednocześnie źródło szybko wydzielanej ACh.

W pęcherzykach o długim  okresie półtrw ania możliwość syntezy ACh 
w arunkow ać może obecność mocno związanej frakcji ChAc. Jednakże w y
sokie stężenie ACh w tych pęcherzykach (150mM) m usiałoby ograniczać 
jej syntezę. W nikająca do zakończenia nerwowego cholina stanow iłaby 
przeto przede wszystkim  prekursor szybko syntetyzow anej ACh, grom a
dzonej w  pęcherzykach o krótkim  okresie półtrwania.

Model powyższy może tłum aczyć w yniki otrzym ane dzięki badaniom  
biochemicznym, w których stosowano radioaktyw ną cholinę (71, 72). 
W czasie pobudzenia stw ierdzono w pierwszym  rzędzie w ydzielanie ra 
dioaktyw nej ACh, k tórej lokalizację ustalono jako synaptoplazm atyczną. 
W edług przedstawionego modelu nie byłaby to jednak ACh synaptoplaz- 
m atyczna, a frakcja pochodząca z pęcherzyków o krótkim  okresie pół
trw ania.

Rozbieżności istniejące pomiędzy wynikam i uzyskanym i m etodam i bio
chemicznymi i elektrofizjologicznym i odm iennie niż w przedstaw ionym  
modelu, tłum aczą M a r c h b a n k s  i I s r a e l  (73). Zakładają oni istnie
nie w jednym  pęcherzyku dwóch różnie rozmieszczonych frakcji ACh: 
jednej o długim  okresie półtrw ania zlokalizowanej w ew nątrz pęcherzyka, 
i drugiej, o krótkim  okresie półtrw ania, znajdującej się na zewnętrznej po
wierzchni pęcherzyka. Trudno jednak przy takim  założeniu wyobrazić so
bie, w jaki sposób te dwie frakcje ACh byłyby niezależnie gromadzone 
i wydzielane.

Zarówno badania pochodzące z pracowni W h i t t a k e r a  (79, 81), jak 
i pracowni I s r a e l a  (73, 75) dotyczące omawianego problem u są nowe, 
fragm entaryczne i często dostarczają nawzajem  sprzecznych wyników.

III-2. Rola jonów, ATP i białek w wydzielaniu acetylocholiny

Uwolnienie ACh do szczeliny synaptycznej może nastąpić jedynie 
w określonych miejscach błony presynaptycznej (87). W arunkiem  koniecz
nym  dla przebiegu tego procesu jest obecność jonów Ca+2 (68, 87, 88), 
jednakże jony S r+2, Mg+2, M n+2 i N a+ również mogą odgrywać w tym  
zjaw isku pewną rolę (89, 90, 91, 92). Hipotetyczny model mechanizm u 
działania jonów Ca+2 przedstaw ia rycina 4.

Na w ew nętrznej powierzchni błony presynaptycznej istnieją miejsca 
receptorow e dla pęcherzyków synaptycznych składające się z czterech 
podjednostek. Aktywacja miejsca receptorowego, umożliwiająca w yrzucę-
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nie zawartości pęcherzyka zachodzi z chwilą połączenia z kompleksem, 
w skład którego wchodzi hipotetyczny czynnik A i jony Ca+2. Zakłada 
się, że czynnik A może przemieszczać się w ew nątrz błony presynaptycznej 
przenosząc jony Ca+2. Nie znam y dotąd na tu ry  czynnika wiążącego jony 
Ca+2. W mózgu w ystępują białka wiążące specyficznie jony Ca+2. Należy 
do nich między innym i białko S-100 (93), a także fosfoproteid wyizolowany 
z mózgu świnki m orskiej (94).

Ryc. 4. Mechanizm działania jonów C a+2 i Mg-^2 przy wydzielaniu acetylocholiny.
M odyfikacja schem atu (88)

1 — zewnętrzna powierzchnia błony presynaptycznej, 2 — wewnętrzna powierzchnia błony pre
synaptycznej, 3 — miejsca receptorowe, 4 — pęcherzyki synaptyczne, V — szybkość wyrzucania 
transmitera, mały prostopadłościan — czynnik A, duży prostopadłościan — aktywna podjed- 
nostka miejsca receptorowego, zakreskowany prostopadłościan — nieaktywna podjednostka

miejsca receptorowego

Stężenie jonów Ca+2 w komórce nerw owej wynosi 10-5 M, a stężenie 
poza kom órką jest wyższe i wynosi 1— lOmM (95). A ktyw ne regulowanie 
stężenia jonów Ca+2 przez m itochondria w komórce nerwowej (96, 97), ich 
wpływ na wydzielanie neurotransm itera (64, 98) i zmianę oporności błony 
kom órkowej (99, 100, 101) świadczą, że jony te odgryw ają istotną rolę 
w regulacji pobudliwości kom órki nerwowej.

Szereg hipotez uwzględnia również udział ATP w wydzielaniu ACh. 
Przykładem  może być sugestia W h i t t a k e r a  (77, 102), w myśl k tórej 
w czasie wydzielania ACh główną rolę odgrywa kom pleks ACh z ATP 
i białkiem  zasadowym — wesikuliną. Hydroliza ATP zapoczątkowuje roz
pad kom pleksu prowadząc do wydzielenia ACh. A utor nie precyzuje, co 
stanow i impuls do zapoczątkowania hydrolizy ATP.

W modelu zaproponowanym  przez B e r ł a  i wsp. (103) ATP również 
odgrywa podstawową rolę przy w ydzielaniu neurotransm itera. Wyizolowali
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oni z frakcji synaptosom alnej mózgu wołu i szczura białko podobne 
w swych właściwościach do aktomiozyny. Białko to dysocjuje na dwie 
podjednostki: jedną podobną do ak tyny  — neurynę (c.cz. 47 000) i drugą 
podobną do miozyny — steninę (c.cz. 240 000). Autorzy postulują, że w mo
mencie zbliżenia się pęcherzyka do błony presynaptycznej następuje, s ty 
m ulowana przez jony Ca+2, interakcja związanej z pęcherzykiem  steniny 
i w ystępującej w błonie presynaptycznej neuryny. Zjawisku tem u tow a
rzyszy wzrost aktyw ności ATP-atycznej. Rozkład ATP jest źródłem energii 
potrzebnej do morfologicznych zmian w struk turze pęcherzyka i wydzie
lenia transm itera.

Przedstaw ione powyżej mechanizmy dotyczące wydzielania neuro trans- 
m itera  pozostają nadal hipotezami. N iektóre z hipotez sugerowane daw 
niej, w  m iarę postępu m etodyki neurochem icznej okazały się nieaktualne, 
jak np. hipoteza ogłoszona w 1967 roku (104). W myśl jej założeń pęche
rzyki synaptyczne rozpływ ałyby się w błonie presynaptycznej. Proces ten  
um ożliw iałaby hydrofobowa część gangliozydów, obecnych w pęcherzy
kach synaptycznych. Jednakże jak wykazały najnowsze badania (105, 106, 
107) oczyszczona frakcja pęcherzyków, w przeciw ieństwie do błon plaz- 
m atycznych zakończenia nerwowego, nie zawiera gangliozydów.

Pogląd, w myśl którego proces wydzielania neurotransm itera w za
kończeniu nerwowym  podlegałby praw om  w ym iany jonowej, nie będzie 
tu  omawiany, gdyż wymaga on dalszego udokum entowania doświadczal
nego (58, 59).

V. Uwagi końcowe

W zajem ną zależność procesów regulujących biosyntezę i wydzielanie 
ACh przedstaw ia rycina 5.

Zależność biosyntezy tego neuro transm itera  od stosunku stężeń CoA 
do acetylCoA powoduje, że stan energetyczny m itochondrionu w pływ a na 
biosyntezę ACh. Brak możliwości syntezy choliny przez komórkę nerw o
wą spraw ia, że biosynteza ACh zależy od transportu  tego substra tu  po
przez błony zakończenia nerwowego. W pływ jonów N a+ na transport 
choliny posiada zapewne istotne znaczenie fizjologiczne (36).

W ystępowanie dwóch frakcji ACh w zakończeniu nerw owym  (pęche
rzykow ej i synaptoplazm atycznej) przyjm uje się powszechnie. Sugestia 
obecności trzeciej, niezwykle labilnej frakcji ACh, posiadającej odrębną 
lokalizację, wym aga dalszego udokum entowania. Jednakże założenie ist
nienia tej frakcji pozwala zrozumieć rozbieżności w w ynikach otrzym y
w anych m etodam i biochemicznymi i elektrofizjologicznym i. W ystępowa
nie ACh w zakończeniu nerw ow ym  w postaci bardziej i m niej preferow a
nej do wydzielenia w czasie pobudzenia, a także ich różna lokalizacja 
przypom ina układ am in katecholowych (108).
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Ryc. 5. H ipotetyczny model biosyntezy, m agazynowania i w ydzielania acetylocholiny 
Na schemacie nie zaznaczono układu o niskim powinowactwie do pobierania choliny; O — pę
cherzyki synaptyczne nie zawierające ChAc, © — pęcherzyki synaptyczne zawierające ChAc, 

— dąiałanie stymulujące, =C> — kierunek przenoszenia substratów i produktów reakcji enzy
matycznych, —ł — działanie hamujące, o — acetylocholina synaptoplazmatyczna.

Na podstawie badań nad subkom órkową lokalizacją ChAc można są
dzić, że biosynteza ACh w zakończeniu nerw ow ym  zachodzi zarówno 
w synaptoplazm ie, jak również, w m niejszym  stopniu, w powiązaniu 
z pęcherzykam i synaptycznym i. Obecność AChE w części presynaptycznej 
zakończenia nerwowego nasuwa pytanie, w jakim  stopniu enzym  ten 
w pływ a na m etabolizm  ACh w tej części komórki (51). Dane dotyczące 
regulacji aktyw ności AChE i ChAc w komórce nerwowej przedstaw ione 
w niniejszym  opracowaniu dotyczą badań przeprowadzonych na kom ór
kach w hodowli. W nioski w yciągnięte na ich podstawie nie mogą wobec 
tego w pełni w yjaśnić procesów zachodzących w zakończeniu nerw ow ym .

Udział jonów Ca+2 w procesie wydzielania ACh, jednom yślnie pod
kreślany przez wszystkich autorów, omówiono ogólnie. Jest to obszerne 
zagadnienie i w ym aga oddzielnego opracowania.
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Przedstawione w niniejszym artykule dane dotyczące syntezy i w y
dzielania ACh nie dają całkowicie jasnego obrazu tego zjawiska. Głównym  
powodem takiego stanu rzeczy jest wciąż jeszcze niepełny i stale zmie
niający się zasób faktów dotyczących omawianego problemu.

Autor składa podziękowanie Pani Profesor dr S telli N iem ierko za n iezw ykle  
cenne uwagi przy przygotow yw aniu niniejszego artykułu.

A rtykuł nadszedł 8.6.1974, po rew izji autorskiej otrzymano 20.9.1974.
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HANNA WEHR *

Struktura i funkcja łipoproteidów krwi człowieka 

Structure and Function of Human Blood Lipoproteins

I. Wstęp

W ciągu ostatnich kilku lat wiedza 0 budowie i przem ianach łipopro
teidów krw i uzupełniona została licznymi, nowym i danym i. Główne 
osiągnięcia tego okresu to: ustalenie składu białkowego poszczególnych 
klas lipoproteidowych, wyniki badań fizykochem icznych nad konform acją 
i s tru k tu rą  czw artorzędową łipoproteidów, odkrycie funkcji koenzyma- 
tycznych niektórych z nich, wreszcie liczne nowe fak ty  dotyczące m eta
bolizmu i w zajem nych przem ian tej grupy związków. Do rozw oju nauki
o lipoproteidach i do lepszego zrozum ienia ich przem ian i roli przyczy
niły  się w bardzo dużym  stopniu badania niektórych stanów patologicz
nych, zwłaszcza wrodzonych chorób związanych z ich metabolizmem.

W bieżącej pracy przedstaw iono i omówiono przede w szystkim  te dane, 
które uzupełniły wiedzę o lipoproteidach krw i od czasu poprzedniego 
artyku łu  na ten  sam  tem at publikowanego w Postępach Biochemii 
w 1966 roku (1).

II. Ogólne własności łipoproteidów

Lipoproteidy osocza lub surowicy ** stanow ią m ieszaninę różnych lipi
dów i różnych białek. Odsetkowa zawartość lipidów jest w nich na ogół 
tym  większa im większy ciężar cząsteczkowy oraz wielkość cząsteczki

* Doc. dr hab., Zakład G enetyki, In sty tu t Psyehoneurologiczny, al. Sobieskiego 
1/9, 02-957 W arszawa.

** Skład lipidowy i lipoproteidow y osocza oraz surowicy są identyczne. W dal
szych ustępach pracy referow ane będą w yniki badań różnych autorów  posługują
cych się tak  jednym  jak  i drugim  m ateriałem .

Wykaz stosowanych skrótów :
VLDL — lipoproteidy o bardzo niskiej gęstości (ang. very low density lipoproteins)-, 
LDL — lipoproteidy o niskiej gęstości (ang. low density lipoproteins); HDL — lipo
proteidy o wysokiej gęstości (ang. high density lipoproteins)-, VHDL — lipoproteidy 
o bardzo wysokiej gęstości (ang. very high density lipoproteins)-, LCAT — lecytynowo 
cholesterolow a transferaza  kw asów  tłuszczowych (ang. lecithin cholesterol acyl 
transferase).
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lipoproteidu. Ze spadkiem  zawartości lipidów w zrasta gęstość danej grupy. 
L ipoproteidy krążą z krw ią po całym  ustro ju  i w tym  czasie u legają róż
nego rodzaju przem ianom  zarówno nieenzym atycznym  jak  i enzym atycz
nym. W w yniku tych reakcji lipoproteidy zm ieniają swój skład i jedne 
odm iany mogą przechodzić w drugie.

Metody rozdzielania i podział na klasy. Ogólnie p rzy ję ty  jest podział 
lipoproteidów w edług ich gęstości, oparty  na metodzie ultraw irow ania. 
W ielkością charakteryzującą poszczególnej klasy jest stała flo tacji ozna
czona symbolem Sf (2). W tablicy 1 przedstaw iono zakresy gęstości oraz 
S{ głównych klas lipoproteidowych: chylomikronów, VLDL, LDL i HDL. 
K lasy LDL i HDL dzieli się czasem na podgrupy, które również zostały 
uwidocznione w tabeli.

Tabela 1

Podział lipoproteidów na klasy

Nazwa klasy d3
g/cm Sf

Chylom ikrony <0,94 >400
VLDL 0,94—1,006 20—400
LDL 1,006—1,063 0—20
LDLi 1,006—1,019 12—20
l d l 2 1,019—1,063 0—12
HDL 1,063—1,21
HDL2 1,063—1,12
h d l 3 1,12—1,21

W ymienione klasy lipoproteidowe w ykazują charakterystyczną ruch 
liwość elektroforetyczną na bibule, w mieszaninie agarozy i agaru lub 
w  agarozie (3), (4), (5): chylom ikrony nie ruszają z m iejsca s ta rtu , frakcja

bibuła żel poliakryloamidowy

żel zagęszczający

► żele rozdzielające

Ryc. 1. Schem at rozmieszczenia frakcji lipoproteidowych po rozdziale elektroforetycz- 
nym  na bibule i żelu poliakryloam idowym

------ß  lipoproteidy
pre ß lipoproteidy

.—  a  lipoproteidy •

* Sf — stała flotacji przy w irow aniu w  roztworze o gęstości 1,063 g/cm3.

http://rcin.org.pl



LIPO PR O T EID Y  KRW I 77

LDL posiada ruchliwość beta globulin, HDL zaś ruchliwość alfa globulin, 
a VLDL zajm ują pozycję prebeta. W elektroforezie w żelu poliakryloam i- 
dowym klasa VLDL, zgodnie z uszeregowaniem  w edług wielkości cząste
czek, zajm uje pozycję za frakcją  beta lipoproteidów (6), (7). Rycina 1 
przedstaw ia rozmieszczenie frakcji lipoproteidowych po rozdziale elektro- 
foretycznym  na bibule oraz w żelu poliakryloamidowym .

Lipoproteidy tw orzą w obecności m etali dwuw artościowych nieroz
puszczalne kom pleksy z polianionam i (heparyna, siarczan dekstranu, kwas 
fosforowolframowy). Ta własność jest podstawą licznych m etod oznacza
nia i p reparatyk i (8).

Skład chemiczny. Tabela 2 przedstaw ia skład chemiczny różnych klas 
lipoproteidowych, k tóre podlegają w osoczu przemianom; zestawione 
dane przedstaw iają więc oczywiście w artości przeciętne (9), (10), (11).

Tabela 2

Skład chemiczny lipoproteidów osocza (9), (10), (11)

Chyłom ikrony
V/O

VLDL
(prebeta)

%

LDL
(beta)

%

HDL
(alfa)

%

Trójglicerydy 80—95 50—65 7—11 3—8
Cholesterol wolny 1—3 7—12 8 2—3
Cholesterol zestryfikow any 2—5 4—13 37—39 14—20
Fosfolipidy 3—7 15—20 22 22—30
Białko 1—2 8—12 20—25 45—55

Od daw na znany był odmienny skład białkowy HDL i LDL (12). Za
stosowano nazwę białka A dla HDL i B dla LDL (13) oraz C dla białka 
opisanego jako składnik VLDL (14). W 1968 roku S h o r e  i S h o r e  (15) 
zidentyfikowali w białku A dwa polipeptydy. P raca ta  zapoczątkowała 
w kilku pracowniach bardzo intensyw ne badania nad kom ponentam i b iał
kowym i lipoproteidów. Obecnie wiadomo już, że poszczególne frakcie 
lipoproteidowe zaw ierają mieszaninę polipeptydów, przy czym te samo 
polipeptydy pow tarzają się w różnych frakcjach. N om enklatura polipep
tydów nie została dotąd ujednolicona. Niektórzy autorzy stosują nazwy 
w edług aminokwasów C końcowych, nie jest to jednak wygodne, ponie
waż okazało się, że te same am inokwasy pow tarzają się w różnych poli- 
peptydach .W bieżącym artyku le  stosowana będzie tymczasowa term ino
logia zachowująca poprzednie symbole białek A, B, i C z dodanym  num e
rem  polipeptydu (16), (17).
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III. Charakterystyka poszczególnych klas lipoproteidowych

Lipoproteidy o wysokiej gęstości (HDL). Z dwu głównych subklas 
HDL: HDL2 i HDL3 (patrz tablica 1) HDL2 są lżejsze i większe. Średnica 
HDL oznaczona na podstawie m ikroskopii elektronow ej wynosi 95— 100A 
a HDL3 70—75A (11) a ciężary cząsteczkowe odpowiednio 3,4X105 
i 1,75X105 (18). F rakcja HDL w ystępuje w bardzo m ałej ilości i p raw 
dopodobnie stanowi m ieszaninę różnych lipoproteidów (19).

Frakcja o gęstości powyżej 1,21 zawiera również pew ną ilość lipidów. 
Nazwano ją frakcją lipoproteidów bardzo wysokiej gęstości (VHDL) 
i stwierdzono, że w zakresie gęstości 1,21— 1,25 w ystępują cząsteczki
0 składzie bardzo podobnym do HDL, natom iast subfrakcja o ciężarze 
właściwym  powyżej 1,25 ma już zupełnie odm ienny charak ter — zawiera 
praw ie wyłącznie kom pleksy album iny z wolnym i kwasam i tłuszczowy
mi (20).

Po usunięciu lipidów z właściwych HDL (o c.wł. 1,063— 1,21) białko 
ich jest dobrze rozpuszczalne w wodzie — najlepiej spośród wszystkich 
frakcji lipoproteidowych. Dlatego też analiza składu białkowego tej f rak 
cji została w ykonana najwcześniej (15), (21), (22). Obecne w białku HDL 
dwa polipeptydy A I i A II różnią się znacznie składem  aminokwasowym , 
m ają zbliżone ciężary cząsteczkowe wynoszące około 15 000 i stanow ią 
razem  85—90% części białkowej HDL. Am inokwasem  C końcowym jest 
w obu z nich glutam ina. Polipeptydy te nazywane są również apoLpGln I
1 apoLpGln II (23) lub frakcjam i III i IV (22), (24). Stosunek A I do A II 
wynosi 3:1 dla całej frakcji HDL (23), a według innych autorów  3,4:1 dla 
HDL2 i 4,6:1 dla HDL3 (25).

W obrębie frakcji HDL stw ierdza się metodą elektroforezy w  żelu 
poliakryloamidowym  (26), (7) oraz metodą izoelektrycznego ogniskowania 
(27) obecność subpopulacji. Przyczyną tego mogą być różnice w podjed- 
nostkowej budowie cząsteczek HDL (27), (28).

S c a n u (29) przeprow adzał liczne doświadczenia nad ponownym  
łączeniem się białek i lipidów izolowanych z HDL. Z m ieszaniny białek, 
lipidów polarnych i apolarnych otrzym yw ał on pod wpływem  sonifikacji 
kom pleksy bardzo podobne do rodzimych HDL. Świadczy to o zdolności 
białek HDL do tworzenia sobie właściwego kom pleksu z lipidam i.

Oprócz polipeptydów grupy A, które stanowią główną część całego 
apolipoproteidu HDL w ykryto  w nim  również polipeptydy o niższym 
ciężarze cząsteczkowym (7000— 10 000) grupy C — te same polipeptydy 
w ystępują w VLDL (30). Posiadają one następujące aminokwasy C koń
cowe: C I  — serynę, C II — kwas glutaminowy, C III — alaninę (31). O stat
nio opisano jeszcze jeden polipeptyd obecny głównie w HDL3. Nazwano 
go polipeptydem  D (32).

W delipidowanym  białku HDL stw ierdza się obecność ponad 3°/o wę
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glowodanów. Głównym  składnikiem  jest glukozoamina. Obecny jest rów 
nież kwas sjałowy (33).

Badania fizykochemiczne: optyczna dyspersja rotacyjna i dichroizm  
kołowy wykazują, że 70— 80°/o białka HDL w ystępuje w postaci alfa spi
rali. Obliczono, że zaw artość alfa spirali jest znacznie wyższa w A I niż 
w A II (34). Białko pozbawione lipidów różni się pod względem  swoich 
własności optycznych od całych HDL — lipidy w ydają się mieć ważne 
znaczenie dla s tru k tu ry  części białkowej (18).

W yniki doświadczeń nad działaniem  trypsyny i lipazy na cząsteczki 
HDL w skazują na to, że białko oraz fosfolipidy znajdują się na powierzch
ni (35). Badania przy użyciu prom ieni rentgenow skich również uwidacz
niają skupienie elektronów  w zew nętrznej części cząsteczki i jądro o cha
rak terze apolarnym  (18).

W mikroskopie elektronow ym  HDL m ają kształt kulisty  (36), w ew nątrz 
cząsteczek widoczna jest s tru k tu ra  podjednostkowa (11).

Lipoproteidy o niskiej gęstości (LDL). Podobnie jak  w w ypadku HDL 
rozm iary cząsteczek całej klasy lipoproteidów niskiej gęstości w ahają się 
w niew ielkich granicach. Średnica tych białek ma od 200 do 290A (37). 
Ciężar cząsteczkowy LD L2 wynosi 2,2—2,3X10® (38). W skład LDL wcho
dzi duża ilość cholesterolu przeważnie w postaci zestryfikow anej.

Końcowym am inokwasem  głównego białka LDL — apolipoproteidu B 
jest prawdopodobnie seryna (12). Oprócz tego białka LDL zaw ierają małe, 
zmienne u różnych osób ilości białka A i C (39).

Część białkowa LDL zaw iera około 3°/o heksoz, około l°/o heksozoam iny 
i około 0,5% kwasu sjalowego (40), (41). Kwas sjalowy jest łatwo uw al
niany przez neuram inidazę (42), co świadczy o jego um iejscowieniu na 
powierzchni cząsteczki.

W yniki badań fizykochem icznych nad konform acją całych LDL oraz 
apo LDL wskazują na to, że są one m ieszaniną alfa spirali, s tru k tu ry  beta 
czyli „harm onijkow ej” (ang. pleated sheet) oraz s tru k tu ry  nieuporządko
wanej czyli „kłębka przypadkow ego” (ang. random coil) (43), (44). Zaw ar
tość alfa spirali jest jednak znacznie niższa niż w HDL (34). W subfrak- 
cjach o różnym  ciężarze właściwym  przew ażają różne s tru k tu ry  — ze 
wzrostem  zawartości lipidów w ystępuje więcej s tru k tu ry  beta (45). L ipi
dy m ają stabilizujący wpływ  na konform ację białka LDL (42), (43).

Podobnie jak w w ypadku HDL sporo inform acji na tem at s tru k tu ry  
LDL dostarczyły doświadczenia z degradacją enzym atyczną przy użyciu 
enzymów proteolitycznych oraz fosfolipaz. W ykazały one obecność białka 
oraz fosfolipidów na powierzchni cząsteczek (42), (46), (47). Jednak nie 
całe białko jest dostępne dla enzymów proteolitycznych i na tej podsta
wie zaproponowano (42) model cząsteczki LDL, w którym  w ystępują 4 pod- 
jednostki zbudowane z lipidów otoczonych białkiem. Sugerowano również 
model w kształcie dw unastościanu o 20 globularnych pod jednostkach (46).
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W mikroskopie elektronow ym  LDL m ają kształt kulisty, k tóry  łatwo 
ulega deformacjom (11).

Polimorfizm genetyczny LDL. W 1963 roku B e r g  (48) stw ierdził 
m etodą immunologiczną w ystępowanie u części osób zdrowych w arian tu  
genetycznego, k tóry  nazwał Lp(a). Okazało się (49), że antygen ten  obec
ny jest w m ałych ilościach w surowicy wszystkich ludzi, tylko ilość jego 
jest determ inow ana genetycznie. Izolowany lipoproteid Lp(a) reaguje 
z surowicam i przeciw LDL. Ma trochę większe rozm iary i trochę wyższy 
ciężar cząsteczkowy niż pozostałe LDL oraz znacznie wyższą gęstość co 
powoduje, że w u ltraw irow aniu  oddziela się z frakcją H D L2. Jego ruch 
liwość elektroforetyczna na agarozie odpowiada frakcji prebeta łipoprotei
dów. Skład lipidowy Lp(a) nie różni się od LDL, w składzie aminokwaso- 
w ym  stwierdzono różnice (50). Oprócz antygenu wspólnego z LDL Lp(a) 
zawiera polipeptydy C oraz album inę. W ykryto w nim 6 razy więcej kw a
su sjalowego, około 3 razy więcej heksozoamin i 2 razy więcej heksoz niż 
w pozostałych LDL (51). P u nk t izoelektryczny tego białka jest przesu
n ięty  w stronę kw aśną w stosunku do reszty LDL.

Lp(a) jest, być może, identyczny z lipoproteidem  opisanym pod nazwą 
sedym entującego prebeta (ang. sinking prebeta) (52).

Opisywano również inny polim orfizm  dziedziczący się niezależnie od 
Lp(a), a mianowicie układ Ag (53). Cechy tego układu nie zostały scha
rakteryzow ane pod względem chemicznym, determ inanty  w ykryto w róż
nych frakcjach lipoproteidowych (54).

Lipoproteidy o bardzo niskiej gęstości (VLDL). Nazywane eą one rów 
nież chylom ikronam i endogennymi, ponieważ transportu ją  lipidy syn te ty 
zowane w wątrobie. Cząsteczki tej frakcji m ają różne rozm iary od 300 do 
900A (55) i zmienny skład chemiczny (56). Ze spadkiem  stałej flotacji 
spada w nich zawartość trójglicerydów, w zrasta natom iast ilość składni
ków polarnych — fosfolipidów i białka.

W ykazano (57), (58), (31), (59), że 40% białka VLDL stanowi białko B, 
około 10% białko A, a 50% polipeptydy o niskim  ciężarze cząsteczkowym 
C I, C II i C III — te same, które w ystępują w HDL. Polipeptyd C III za
w ierający alaninę jako aminokwas C końcowy opisano w 2 odm ianach 
różniących się ilością kwasu sjalowego w cząsteczce.

„W spólne” polipeptydy stanowią wprawdzie tylko 10% białka HDL, 
ale ponieważ stężenie HDL w osoczu jest wyższe niż VLDL, więc całko
w ite ilości „m ałych” polipeptydów są w obu frakcjach porównywalne (30).

Gdy polipeptydy C I, C II i C III izolowane z ludzkich VLDL podda
wano sonifikacji razem  z m ieszaniną lipidów, pow staw ały kom pleksy
o różnej gęstości, zarówno takiej, k tóra odpowiadała VLDL, jak  również 
cięższe, podobne do rodzim ych HDL (o ciężarze właściwym  1,063— 
1,21)- (60).

Stwierdzono (61), (62), że w obrębie frakcji VLDL w ystępują subpo- 
pulacje o różnej zawartości poszczególnych polipeptydów.

http://rcin.org.pl



17] LIPO PR O TEID Y  KRW I 81

Badania fizykochemiczne nad konform acją lipoproteidów bardzo nis
kiej gęstości w ykazały obecność w nich od 41 do 60% alfa spirali (63). 
W ysoką zawartość alfa spirali posiada polipeptyd C I, w ydaje się na to 
miast, że s tru k tu ra  C III jest głównie typu  nieuporządkowanego (56).

VLDL m ają kształt kulisty . W m ikroskopie elektronow ym  nie widać 
w  nich elem entów  s tru k tu ry  w ew nątrzcząsteczkow ej (11).

Chylomikrony. W w arunkach praw idłow ych we krw i pobranej na 
czczo nie stw ierdza się obecności chylomikronów, w ystępują one w osoczu 
tylko po posiłku (od 0,5—3 do 6— 10 godzin). Rozm iary chylom ikronów 
w ahają się w szerokich granicach od 1 200 do 11 000A (36) a ich skład che
m iczny jest zmienny, zależny od wielkości. Jak  widać z tabeli 2 główny 
składnik chylom ikronów stanow ią trójglicerydy. Skład ich kwasów tłusz
czowych przypom ina skład tłuszczu pokarmowego (64). T rójglicerydy 
i estry  cholesterolu znajdują  się w środku cząsteczki, w arstw a zew nętrzna 
składa się głównie z fosfolipidów, m ałej ilości wolnego cholesterolu oraz 
białka (65).

Ze względu na bardzo m ałą zawartość białka dokładna charak terysty 
ka części białkowej chylom ikronów była bardzo trudna. K łopotliwy pro
blem  stanow i również możliwość adsorpcji innych lipoproteidów na po
wierzchni chylom ikronów po przejściu ich z lim fy do krwioobiegu. Od 
dłuższego czasu stw ierdzano tylko ogólne podobieństwo składu am ino- 
kwasowego białka chylom ikronów i białka HDL (66). N iektóre dane w ska
zywały na podobieństwo antygenow e chylom ikronów i białka B (67). Do
piero w  1972 roku udało się (68) dokładnie scharakteryzow ać polipeptydy 
w ystępujące w chylom ikronach. Główną część białka stanowią opisane 
poprzednio polipeptydy grupy C. Apolipoproteid B stanow i około 20% 
a A I i A II razem  około 15% białka chylomikronów. Z faktu, że polipep
tydy  A I i A II w ystępują w  rów nych stężeniach autorzy wyciągnęli wnio
sek, że są one in tegralną częścią chylom ikronu a nie składnikam i zaad- 
sorbowanych na jego powierzchni cząsteczek HDL.

IV. Synteza lipoproteidów

W chłonięte w jelicie lipidy pochodzenia pokarm owego przechodzą do 
krążenia pod postacią chylom ikronów. Stwierdzono, że w jelicie cienkim  
może być syntetyzow ane białko lipoproteidów (69).

W ątroba jest głównym  m iejscem  syntezy lipidów endogennych. W sia
teczce endoplazm atycznej i w aparacie Goldiego w ątroby szczura obser
wowano w ystępowanie cząstek podobnych do lipoproteidów o bardzo nis
kiej gęstości (70). Były one bezpośrednim  prekursorem  VLDL osocza. 
Stwierdzono, że ich produkcja wym aga zachodzącej jednocześnie syntezy
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białka. Doświadczenia na izolowanej w ątrobie szczura potw ierdziły, że 
synteza części białkowej różnych klas lipoproteidów zachodzi w w ątro 
bie (69). Synteza zlokalizowana jest w rybosomach (71).

V. Nieenzymatyczna wymiana lipidów między frakcjami 
lipoproteidowymi

W czasie inkubacji osocza w 37° następuje przenoszenie estrów  chole
sterolu z HDL i LDL na VLDL, a trójglicerydów  „w drugą stronę” 
tzn. z VLDL na HDL i LDL (72). Podobną wym ianę obserwowano między 
HDI^ osocza człowieka a lipoproteidam i o gęstości <  1,006 z żółtka jaja  
kurzego (73). W ymiana nie wym aga obecności enzymów a zdolność do 
niej stanow i fizykochemiczną cechę lipoproteidów.

W ym iana lipidów między frakcjam i decyduje wspólnie z przem iana
mi enzym atycznym i o charakterystycznym  składzie lipoproteidów.

VI. Enzymy związane z przemianami lipoproteidów osocza

Poznane przem iany enzymatyczne dotyczą kom ponenty lipidowej lipo
proteidów.

Lipaza lipoproteidowa. Enzym (E.C. 3.1.1.3.) katalizuje hydrolizę jed
nego wiązania estrowego w trójglicerydach chylom ikronów lub innych 
lipoproteidów.

We krw i w ykryw a się aktywność lipazy lipoproteidowej dopiero po 
podaniu heparyny. Pod jej wpływ em  enzym uwalnia się ze ścian naczyń 
włosowatych różnych tkanek, zwłaszcza tkanki tłuszczowej. H eparyna 
w yw iera efekt allosteryczny na lipazę lipoproteidową (74).

Pod wpływem  lipazy lipoproteidowej tró j glicerydy chylom ikronów 
oraz VLDL są szybko usuw ane z osocza do różnych tkanek. W ychw yty
wanie chylom ikronów przez w ątrobę zachodzi prawdopodobnie po usunię
ciu z nich większości trójglicerydów  (75).

Lecytynowo cholesterolowa transferaza kwasów tłuszczowych — 
LCAT. Enzym (E.C. 2.3.1.43), zwany często enzymem Glomseta, ka ta li
zuje przeniesienie reszty kw asu tłuszczowego z pozycji 2 lecy tyny  na 
cholesterol. W w yniku reakcji powstają estry  cholesterolu i lizolecytyna 
(Ryc. 2). Enzym w ykazuje najwyższą aktywność wobec kwasów nienasy
conych, przede wszystkim  linolowego (76). Najszybsza estryfikacja chole
sterolu zachodzi we frakcji HDL (77) a oczyszczony enzym  jest ak tyw ny 
tylko wobec HDL3 i VHDL (78). Pośrednio, drogą w ym iany nieenzym a- 
tycznej w zrasta ilość estrów  cholesterolu w innych frakcjach lipopro
teidowych.
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Wysokie stężenia wolnych kwasów tłuszczowych ham ują aktyw ność 
LCAT. M echanizm ham ow ania polega na ryw alizacji o m iejsce wiążące 
w album inie między kwasam i tłuszczowymi a produktem  reakcji — lizo- 
lecytyną, która jest usuw ana z układu przy udziale album iny (79).

lecytyna cholesterol
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lizolecytyna ester cholesterolu
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Ryc. 2. Przebieg reakcji katalizow anej przez lecytynow o-cholesterolową transferazę
kwasów tłuszczowych (LCAT)

VII. Rola apolipoproteidów w aktywacji enzymów

Niskocząsteczkowe polipeptydy obecne we frakcji VLDL i HDL ak ty 
w ują lipazę lipoproteidową (80). Białko aktyw atora  wiąże się w czasie 
reakcji z substratem  traw ionym  przez lipazę (81), (82). Większość autorów  
podaje, że najsilniejszym  aktyw atorem  jest C II (polipeptyd z C końco
wym  kwasem  glutam inowym ) (83), (84). Z frakcji C III natom iast wyizo
lowano polipeptyd ham ujący reakcję (83). A ktyw acja wym aga obecności 
fosfolipidów (85).

A ktyw atorem  LCAT jest polipeptyd A I. W obecności A I, A II w yka
zuje działanie ham ujące (86). HDL3 zawiera więcej A l a  m niej A II niż 
HDL2, toteż działa silniej aktyw ująco.

Apolipoproteid HDL działa również jako czynnik stym ulujący  prze
mianę skw alenu w cholesterol katalizow aną przez enzym y m ikrosom alne. 
Polipeptyd A I jest bardzo silnym  aktyw atorem  tej reakcji, A II działa 
słabiej (87), (88). Możliwe, że czynnik ak tyw ujący jest identyczny z opisa
nym  poprzednio białkiem  — nośnikiem  skw alenu i steroli-SCP (ang. squ- 
alene and sterol carrier protein). Czynnik ten  umożliwia przem iany che
miczne nierozpuszczalnych w wodzie prekursorów  cholesterolu.

6*
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VIII. Przemiany komponenty białkowej lipoproteidów

Ciekawe w yniki dotyczące przem ian lipoproteidów człowieka w osoczu 
uzyskano, znakując część białkową VLDL jodem  radioaktyw nym  (89), 
(90), (91). Praw ie natychm iast po podaniu dożylnym tej frakcji polipep- 
tydy  C stanowiące 50% jej części białkowej przechodzą na HDL. Apoli- 
poproteid B (stanowiący 40% białka VLDL) pozostaje początkowo zwią
zany z frakcją  lipoproteidów o bardzo niskiej gęstości. W m iarę stopnio
wego odłączania od niej lipidów szczyt radioaktyw ności tego białka 
odnajduje się w lipoproteidach o coraz wyższej gęstości. Z cząsteczek 
VLDL pow stają w ten  sposób cząsteczki LDL poprzez stadium  pośrednie 
lipoproteidu o Sf 20— 60. Podanie heparyny przyspiesza powstanie tego 
lipoproteidu. Polipeptydy C w racają z HDL na VLDL dopiero po wejściu 
do krążenia nowozsyntetyzowanych cząsteczek tej ostatniej klasy.

W ykazano również, że podane dożylnie izolowane apolipoproteidy łą
czyły się ze ,,swoimi” klasam i lipoproteidowym i: polipeptydy C z VLDL 
i HDL, polipeptyd A I praw ie wyłącznie z HDL (90).

Część białkowa LDL podanych dożylnie ludziom ulega wolniejszym  
przem ianom  w osoczu niż część białkowa VLDL (92).

IX. Niektóre stany patologiczne dotyczące lipoproteidów osocza 

Abetalipoproteinemia — wrodzony brak beta lipoproteidów (LDL)
Jest to choroba dziedziczna, za najprawdopodobniejszą jej przyczynę 

uważa się niezdolność do syntezy apolipoproteidu B (93). W osoczu obser
w uje się zupełny brak  LDL i VLDL a po posiłku nie pojaw iają się chylo
m ikrony. Ilość HDL jest obniżona. Do głównych objawów należą: zapa
lenie barw ikow e siatkówki, objawy neurologiczne oraz zmiany kształtu  
krw inek czerwonych (akantocytoza). Pierw szy przypadek tej choroby 
opisano już w 1950 roku (94), ale dopiero wiele lat później dokład
niejsze badania spowodowały kom pletną zmianę poglądów na rolę lipo
proteidów we w chłanianiu tłuszczu pokarmowego. Poprzednio uważano, 
że w procesie przenoszenia tłuszczu z przewodu pokarmowego z lim fą do 
krwioobiegu główną rolę odgrywa HDL. Badania nad abetalipoproteine- 
mią wykazały gromadzenie dużych ilości tłuszczu w kom órkach błony 
śluzowej jelita cienkiego (95), dowiodły więc, że niezbędne w syntezie 
chylom ikronów jest białko LDL. W ykazały również niew ątpliw ie powią
zania metaboliczne między chylom ikronam i i frakcją VLDL i LDL.

Rodzinny niedobór HDL — choroba tangierska. Obserwuje się w niej 
bardzo niski poziom HDL w osoczu (0,5—4,5% normy), niski poziom cho
lesterolu (przy zachowanym  norm alnym  odsetku cholesterolu zestryfiko- 
wanego) i niskie stężenie fosfolipidów. Trójglicerydy i VLDL w ystępują
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w zwiększonej ilości. Stw ierdza się gromadzenie estrów  cholesterolu 
w różnych narządach. W chłanianie tłuszczu z przewodu pokarm owego 
i synteza chylom ikronów przebiegają norm alnie (96), (97).

Wiadomości na tem at roli HDL są jeszcze bardzo ograniczone, nic 
dziwnego więc, że wrodzony niedobór tej frakcji uznano za doskonały 
model eksperym entalny i nieliczną grupę chorych (kilkanaście opisanych 
przypadków) poddano szczegółowym badaniom . Izolowano śladowe ilości 
HDL w ystępujące w osoczu chorych i poddano je szczegółowej analizie 
chemicznej i im m unologicznej (23). Izolowany lipoproteid — nazw any 
HDLt :— zawiera oba polipeptydy A I i A II, ale stosunek ich wynosi 1:12 
zam iast 3:1, jak  w normie. Poziom białka A I jest więc obniżony w po
rów naniu z osobami zdrowym i około 600 razy, natom iast A II tylko około 
17 razy. Ilość polipeptydów C nie jest zmniejszona. Nie stw ierdzono róż
nic między A I izolowanym  z osocza zdrowych i chorych. Autorzy uw a
żają więc, że m utacja dotyczy genu regulującego syntezę A I.

Te skomplikowane i trudne ze względu na m ałą ilość dostępnego m a
teriału  badania w ykazały niezbędność obu polipeptydów A I i A II dla 
istnienia norm alnej frakcji HDL. Nie w yjaśniły  wprawdzie przyczyny 
gromadzenia estrów  cholesterolu w tkankach, ale niedobór w łaśnie tego 
polipeptydu, k tóry  jest aktyw atorem  LCAT kieru je uwagę na reakcję 
transestryfikacji jako na możliwą przyczynę zaburzeń m etabolicznych. 
Możliwe jest również, że cholesterol gromadzi się w tkankach skutkiem  
upośledzenia jego transportu .

Badania nad chorobą tangierską potw ierdziły więc, że HDL nie są 
niezbędne do w chłaniania tłuszczu i jego transportu  z przewodu pokar
mowego. Pokazały również powiązania metaboliczne między HDL 
i VLDL — przy braku  HDL poziom VLDL wzrasta.

Rodzinny niedobór LCAT (lecytynowo cholesterolowej transferazy 
kwasów tłuszczowych). Ta wrodzona wada m etabolizm u opisana w 
1967 roku w krajach  skandynaw skich (98) stała się podstawowym  mode
lem do badania roli LCAT w przem ianach lipoproteidów osocza oraz w pły
wu tego enzym u na błony komórkowe.

Głównymi objaw am i choroby są: zmętnienie rogówki, anemia i uszko
dzenie nerek. W osoczu obserw uje się praw ie zupełny brak  cholesterolu 
zestryfikowanego oraz zmieniony skład i własności wszystkich klas lipo- 
proteidowych (99), (37). Lipoproteidy nie zaw ierają estrów  cholesterolu, 
m ają zwiększoną ilość cholesterolu wolnego i lecytyny.

LDL i HDL składają się z subpopulacji o różnych rozm iarach cząste
czek. Największe cząsteczki LDL m ają w m ikroskopie elektronow ym  w y
gląd płaskich krążków  o średnicy 1000A w ykazujących m iejscami s tru k 
tu rę  „typu m ielinowego” (100). Cząsteczki LDL średniej wielkości (400— 
600A — też większe niż norm alne) są również spłaszczone i w ysychając 
podczas negatyw nego barw ienia uk ładają  się często w rulony. Bardzo 
charakterystyczny jest skład kom ponenty białkowej tych lipoproteidów:
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zaw ierają one 35% polipeptydów C i 65°/o album iny. Obecność album iny 
stw ierdza się dopiero po częściowej delipidacji (101). Ilość tych lipopro- 
teidów jest u chorych z niedoborem  LCAT zmienna; ilość apolipopro- 
teidu B jest u nich obniżona (17).

Frakcja HDL o rozm iarach większych niż norm alne (150—200A) jest 
podobna w m ikroskopie elektronow ym  do poprzednio opisanych LDL. Ma 
również postać płaskich krążków  tworzących rulony. Dodanie estrów  cho
lesterolu jak również inkubacja z frakcją  norm alnej surowicy zaw iera
jącą LCAT powoduje ich zmianę na kuliste cząsteczki o w ym iarach 50— 
100A podobne do norm alnych HDL (37).

Druga subfrakcja HDL zawiera okrągłe cząsteczki o średnicy 45— 
100A a więc m niejsze niż norm alne HDL. G l o m s e t  (102) wykazał, że 
są one efektyw nym  substratem  dla LCAT i postulował, że mogą to być 
świeżo w yprodukow ane HDL, które w norm alnym  osoczu ulegają szybko 
przem ianie, przyłączając lipidy. W niedoborze LCAT proces ten  byłby 
opóźniony. Pod względem składu białkowego HDL osób z niedoborem  
LCAT nie różnią się od HDL norm alnych (103).

Badania nad lipoproteidam i we wrodzonym niedoborze LCAT w yka
zały niezbędność estrów  cholesterolu dla u trzym ania praw idłowej s tru k 
tu ry  lipoproteidów. Obecność apolarnego rdzenia w arunkuje  ich kulisty  
kształt, przy braku  estrów  cząsteczki są spłaszczone. W yniki pokazują 
również w ażny wpływ reakcji transestryfikacji katalizowanej przez LCAT 
na nieenzym atyczną wym ianę lipidów między HDL i lżejszymi lipopro
teidami: przy braku  estryfikacji cholesterolu HDL obserw uje się zm iany 
składu wszystkich frakcji lipoproteidowych.

Hiperlipoproteinemia typu I * — hiperchylomikronemia. Choroba ta 
jest znana od bardzo dawna. W 1960 roku stwierdzono (105), że jest spo
wodowana wrodzonym  niedoborem  lipazy lipoproteidowej. Obserwuje się 
w jej przebiegu bardzo wysokie poziomy trójglicerydów  i chylomikronów, 
osocze chorych ma m leczny wygląd. Ilość VLDL jest trochę zwiększona, 
LDL i HDL zmniejszona. Dieta beztłuszczowa przyw raca praw ie zupełnie 
norm alny skład osocza (106).

Niedobór enzym atyczny dotyczy tylko lipazy o specyficzności tró jg li- 
cerydowej, aktywność wobec jedno- i dwuglicerydów jest zachowana 
(107—109).

Model, jaki stanowi ta postać hiperlipem ii, pokazuje podstawowe zna
czenie lipazy lipoproteidowej w przem ianie chylom ikronów oraz zależ
ności metaboliczne m iędzy różnym i klasam i lipoproteidów — blok w prze
m ianie chylom ikronów powoduje obniżenie poziomu LDL i HDL.

Hiperlipoproteinemia typu II — hiperbetalipoproteinemia lub hiper- 
cholesterolemia. Jest to najczęstsza postać hiperlipoproteinem ii wrodzo
nej. Objawy w ystępują już przy pojedynczej dawce nieprawidłow ego

* K lasyfikacja hiperlipoproteinem ii zgodnie z zaleceniam i WHO (104).
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genu, są lżejsze u heterozygot, u homozygot bardzo ciężkie. O bserw uje 
się bardzo wysoki poziom cholesterolu i beta łipoproteidów osocza. Cho
roba ta wyw ołała niesłychane zainteresow anie faktem , że u dotkniętych 
nią osobników obserw uje się bardzo wczesną miażdżycę tętnic. U hom o
zygot jest ona przyczyną śmierci najczęściej już poniżej 30 roku życia.

Przez długi czas nie udawało się stw ierdzić swoistego defektu m eta
bolicznego w tej chorobie. Ostatnio dopiero zaobserwowano (110), że w ho
dowli fibroblastów  pochodzących od osoby z hiperlipoproteinem ią typu  II 
zwiększona jest aktyw ność enzym u decydującego o szybkości biosyntezy 
cholesterolu: reduktazy  beta-hydroksy-beta-m etyloglutarylokoenzym u A 
(HMG-CoA). A utorzy uważają, że p ierw otnym  defektem  jest uszkodzenie 
m echanizm u kontrolującego syntezę tego enzymu. W hodowlach pocho
dzących od osób zdrowych LDL ham ow ały jego syntezę, nie w yw ierały 
natom iast w pływ u na hodowle pochodzące od chorych. Podobne w yniki 
uzyskano, badając w pływ  lipidów na szybkość włączania radioaktyw nego 
octanu do cholesterolu (111).

Hiperlipoproteinemie typu III, IV i V. W tych typach hiperlipopro- 
teinem ii nie w ykryto  dotychczas pierw otnych defektów  m etabolicznych. 
Zainteresowanie nim i w ynika z faktu, że również w tych postaciach spo
tyka się często w ystępowanie wczesnej miażdżycy tętnic.

Typ III jest in teresu jący  ze względu na obecność w osoczu nietypo
wych łipoproteidów nazwanych beta VLDL lub flotującym i beta lipopro- 
teidam i (112): odw irow ują się one z frakcją  VLDL a w elektroforezie na 
bibule i w agarozie m ają ruchliwość beta. Ich skład białkowy odpowiada 
LDL, ale zawartość trójglicerydów  jest w nich 4— 10 razy wyższa niż 
w norm alnych LDL. Szybkość włączania znakowanych kwasów tłuszczo
wych do trójglicerydów  tej frakcji była taka sama jak do LDL a m niejsza 
niż do norm alnych VLDL (113).

Istnieje możliwość, że beta VLDL są pośrednim  produktem  przem iany 
VLDL, który  z norm alnego osocza znika szybko, w hiperlipoproteinem ii 
typu III, natom iast jego konw ersja w LDL jest opóźniona (112).

W IV typie hiperlipoproteinem ii obserw uje się podwyższony poziom 
VLDL, w typie V—VLDL i chylom ikronów. W obu odm ianach w ystępuje 
prawdopodobnie zmniejszone usuwanie trójglicerydów  z krwioobiegu do 
tkanek, zmniejszoną aktyw ność lipazy lipoproteidowej obserw uje się ty l
ko w hiperlipoproteinem ii V (106), (114).

Lipoproteidy w zastoju żółci. Stw ierdzano wielokrotnie, że w różnych 
chorobach przebiegających z zastojem  żółci w osoczu w ystępują lipopro
teidy, których skład chemiczny i własności bardzo odbiegają od norm y 
(115— 120). S e  i d e i  w 1969 roku (121) nadał tym  lipoproteidom  nazw ę 
LP X i nazwa ta przyjęła się ogólnie. Zaw ierają one bardzo mało b iałka 
(3—5%), dużo fosfolipidów i wolnego cholesterolu, bardzo mało estrów  
cholesterolu i trójglicerydów . Ilość ich jest zmienna. Część białkowa L P  X 
zawiera polipeptydy C i album inę (122), k tóra daje reakcję immunolo
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giczną dopiero po częściowej delipidacji (123). W ykryto w nich również 
apolipoproteid B i m ałą ilość apolipoproteidu A (124).

O statnio okazało się, że kształt i rozm iary LP X bardzo przypom inają 
LDL we wrodzonym  niedoborze LCAT (124), (100). Obie g rupy m ają po
dobny skład białkowy, dają również reakcję zgodności im m unologicz
nej (101).

Pow staw anie LP X można w zastoju żółci również tłum aczyć niedobo
rem  LCAT. W tym  w ypadku to niedobór względny w ynikający ze zw ięk
szonych ilości w krążeniu cholesterolu wolnego oraz lecytyny. Mogą one 
przewyższać wydolność enzym u (125). Aktywność LCAT byw a zresztą 
często w chorobach w ątroby obniżona.

X. Wymiana lipidów między osoczem i krwinkami czerwonymi

Cholesterol w krw inkach w ystępuje praw ie wyłącznie w postaci wol
nej. Jest on luźno związany z błoną krw inkow ą i znajduje się w stanie 
równowagi z cholesterolem  w olnym  lipoproteidów osocza (126), (127). W y
m iana fosfolipidów między osoczem a krw inkam i zachodzi w olniej niż 
wym iana cholesterolu. Dotyczy ty lko lecytyny i sfingom ieliny, fosfaty- 
dylseryna i fosfatydyletanolam ina nie podlegają wym ianie (128).

W czasie inkubacji norm alnej krw i in vitro  w osoczu zachodzi estryfi- 
kacja cholesterolu katalizowana przez LCAT. Zmienia to stan  równowagi 
między osoczem a krw inkam i, czego skutkiem  jest przejście cholesterolu 
wolnego z krw inek do osocza (128), (129). Po przejściu do lipoproteidów 
cholesterol ten z kolei podlega estryfikacji (130).

Takie przemieszczanie się cholesterolu jest prawdopodobnie niezbędne 
dla zachowania prawidłowego składu błony krwinkowej. W nieobecności 
LCAT wolny cholesterol gromadzi się w błonie. Powoduje to zm iany 
kształtu  krw inek oraz może wywoływać zmniejszenie ich oporności osmo- 
tycznej. Taką sytuację obserw uje się we wrodzonym niedoborze LCAT 
(131) oraz w zastoju żółci (132). W stanach tych wykazano również względ
ny wzrost stężenia lecytyny w błonie krwinkowej przy zachowaniu nor
malnego poziomu całkowitych fosfolipidów. Krzyżowa inkubacja krw inek  
chorego z osoczem osoby zdrowej przyw racała ich norm alny skład lipido
wy (133, 134).

Stwierdzono również w ym ianę oraz przenoszenie wolnego cholesterolu 
(i w m niejszym  stopniu fosfolipidów) między lipoproteidam i osocza i inny
mi tkankam i lub kom órkam i (135— 137). Większość autorów  przypisuje 
ważniejszą rolę w tym  procesie alfa lipoproteidom.

Powyżej przedstaw iony schem at pokazuje, że LCAT współdziałając 
z lipoproteidam i posiadać może ważne znaczenie w ustro ju  dla regulacji 
stężenia cholesterolu w różnych błonach komórkowych. Taka ogólna rola 
w homeostazie błon w ysuw ana była przez Glomseta (100) i innych (138).
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XI. Uwagi końcowe

W yniki badań ostatnich lat w yjaśniły  wiele faktów, jednak w dalszym  
ciągu przedstaw ienie całości przem ian lipoproteidów osocza nie jest moż
liwe.

Stwierdzony został związek m etaboliczny VLDL i LDL. Po odłączeniu 
części ładunku lipidowego VLDL (a może również chylomikrony) zamie
niają się w LDL. Rozkład trójglicerydów  katalizow any jest przez lipazę 
lipoproteidową. Nasuwa się przypuszczenie, że obserwowana wędrówka 
polipeptydów C, które są aktyw atoram i tego enzymu, z VLDL na HDL ma 
jakiś związek z reakcją enzymatyczną. Możliwe, że przejściowo powstają 
z VLDL lipoproteidy, nie zawierające już polipeptydów C a zawierające 
jeszcze dużo trójglicerydów  o własnościach zbliżonych do beta VLDL, 
opisanych w hiperlipoproteinem ii III.

W ażnym znaczeniem frakcji HDL jest obecność w niej koenzymów
i współdziałanie z enzymami lipazą lipoproteidową oraz LCAT. Istotna 
w ydaje się rola HDL w transporcie cholesterolu między tkankam i i oso
czem. Jest dość prawdopodobne, że świeżo powstałe HDL zaw ierają mało 
lipidów i że w osoczu zachodzi stopniowe dołączanie większej ich ilości. 
Opisane w niedoborze LCAT HDL o m niejszych niż norm alnie rozm iarach 
m ogłyby stanowić przykład takich świeżo powstałych lipoproteidów-, k tó
rych lipidacja ulega opóźnieniu.

Przem iany nieenzym atyczne lipoproteidów osocza oraz przem iany za
chodzące pod wpływem  enzymów w arunkują  ich praw idłowy skład. Zm ia
ny składu lipoproteidów odbijać się mogą na funkcji różnych tkanek 
(przede wszystkim  błon komórkowych), k tórych lipidy w ym ieniają się 
z lipidam i lipoproteidów krążących. Estryfikacja cholesterolu katalizo
wana przez LCAT wpływa w ybitnie na tę wymianę.

Nie jest jasne, dlaczego białko lipoproteidów wiąże tak  dużą ilość lipi
dów. Jego przeciętny skład aminokwasowy wcale nie odbiega od składu 
innych białek osocza (139). Pew nym  w yjaśnieniem  mogłaby być stw ier
dzona większa dostępność reszt aminokwasów arom atycznych w lipopro- 
teidach w porównaniu z innym i białkam i podobnych rozm iarów (140).

Ogromna w ostatnich latach ilość publikacji na tem at lipoproteidów 
krw i jest wyrazem  zainteresowania nie tylko ich rolą w ustro ju  lecz rów 
nież ogólnym problem em  wiązania białek i lipidów dla którego stanowią 
one doskonały model doświadczalny.

A rty ku ł nadszedł 25.6.1974, po rew izji autorskiej o trzym ano 19.9.1974.
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HIERONIM JAKUBOWSKI*

Syntetazy aminoacylo-tRNA 
Aminoacyl-tRNA Synthetases

I. Schemat biosyntezy białka

Badania nad biosyntezą białka doprowadziły do poznania (1) ogólnego 
przebiegu tego procesu (równania I—III):

E + ATP + A A ; = E —AA—AMP + PP  (I)
E—A A—AMP + t R N A ^ = A  A—tRNA + AMP + E (II)
E  + ATP + A A + tR N A ^ = A A —tRNA + AMP + PP  + E (na)
polisorr —(A A)n—tRNA£ + A A -tR N A ------ *
--------polisom—(AA)n+1—tRNA + tRNAx (HI)

Reakcja (I) to reakcja aktyw acji aminokwasu. W tej reakcji syntetaza 
am inoacylo-tRNA (ligaza aminokwas: tRNA (AMP), E.C.6.1.1.) specyficz
na dla jednego z 20 aminokwasów w ystępujących w białku katalizuje 
utw orzenie am inoacyloadenylanu. W drugim  etapie (równanie II) w łaś
ciwa ligaza katalizuje przeniesienie reszty aminokwasowej na 2’ (2, 3) 
hydroksylow ą grupę rybozy końcowej adenozyny w cząsteczce tRNA. 
Reakcja (III) przedstaw ia syntezę łańcucha polipeptydowego na ryboso
mach.

* Dr M iędzyuczelniany In sty tu t Biochemii, A kadem ia Rolnicza, ul. W ołyńska 35, 
60-637 Poznań.

W ykaz stosowanych skrótów: AA — am inokw as; AA-tRNA — am inoacylo-tRNA; 
AMP — adenozyno 5’-m onofosforan; ATP — adenozyno 5’-tró jfosforan; fATP — 1,N6- 
etenoadenozyno 5’-tró jfosforan; dATP — dezoksy ATP; DTNB — kw as d itionitrobenze- 
osowy; E — syntetaza am inoacylo-tRNA; mRNA — RNA inform acyjny; tRNA — RNA 
przenośnikowy; tR N A AA — tRNA specyficzny dla danego am inokw asu, np. tR N A cys — 
tRNA specyficzny dla cysteiny, tRNA cysteinowy; NEM — N -etyloim id kw asu m ale
inowego; pCMB — kw as parachlorortęciobenzoesow y; PP  — pirofosforan. S kró tu  „syn
te tazy” używać będziemy w artyku le  na określenie syntetaz am inoacylo-tRNA, sk ró 
tem  np. „syntetaza izoleucynowa” nazywać będziemy syntetazę izoleucylo-tRNA, itd.,.
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Praw idłow y przebieg reakcji (Ha) w arunkuje  powstanie w następnym  
etapie białka o sekwencji aminokwasowej odpowiadającej sekwencji nu- 
kleotydów w mRNA. Błąd w reakcji (II) to jest powstanie AA-tRNA, 
w którym  tRNA jest połączony z niew łaściw ym  am inokwasem, nie może 
ulec napraw ie, a w konsekwencji powstaje białko o zmienionej sekwen
cji. A la-tRN A Cys, otrzym any w drodze chemicznej redukcji Cys-tRNA Cys 
przenosi alaninę w norm alną pozycję cysteiny w peptydzie (4). W alinowy 
tRNA z E.coli błędnie zestryfikow any fenyloalaniną rozpoznaje kodon 
waliny, lecz nie fenyloalaniny (5) i przenosi fenyloalaninę w norm alną 
pozycję w aliny w peptydzie (6). Ile-tR N A fMet wiąże się z rybosomem 
program owanym  kodonem AUG, tak  jak  norm alny M et-tRNAfMet (7).

Reakcja aktyw acji aminokwasu w ydaje się być m niej specyficzna 
niż reakcja aminoacylacji. I tak  syntetaza izoleucynowa katalizuje reak
cję aktyw acji izoleucyny, waliny i leucyny, jednak tylko izoleucyny jest 
przenoszona na tRNAIle (8-11). Syntetaza walinowa prócz w aliny a k ty 
wuje też treoninę (10).

W obecności odpowiedniego tRNA specyficzność syntetazy danego 
aminokwasu wydaje się być zwiększona. B a l d w i n  i B e r g  (11) w y
izolowali kompleksy Ile-AM P-EIle i Val-AM P-EIle. Po dodaniu tRNAIle 
izoleucyna z pierwszego kom pleksu ulega przeniesieniu na tRNA, drugi 
zaś kompleks ulega hydrolizie do waliny, AMP i enzymu.

W literaturze nie znaleziono doniesień na tem at błędnej am inoacylacji 
w w arunkach fizjologicznych. Natomiast bardzo często udaje się uzyskać 
błędne ładowania in vitro, szczególnie w układach heterologicznych, to 
jest w układach zaw ierających syntetazę i tRNA z różnych organizmów. 
Poziom błędnej am inoacylacji jest o wiele niższy (lub wręcz nie obser
w uje się błędnej aminoacylacji), gdy stosuje się do badań ,,surow e” pre
paraty  tRNA zawierające tRNA specyficzne dla wszystkich 20 amino
kwasów. W pewnych w arunkach można włączyć fenyloalaninę do około 
70% tRN A Ala lub tRNAval z drożdży za pomocą syntetazy fenyloalani- 
nowej z drożdży, podczas gdy tylko 9% tRNAAla lub tRNAVal można 
naładować fenyloalaniną, gdy stosuje się tRNA „surow y” (12). Syntetaza 
walinowa z drożdży włącza walinę do czystego tRNAAla lub tRNAphe 
z drożdży, lecz takiej niespecyficznej am inoacylacji nie obserw uje się, 
gdy stosuje się „surow y” tRNA (12). Syntetaza walinowa z Escherichia coli 
nie katalizuje aminoacylacji tRNAphe z Neurospora crassa obecnego w „su
row ym ” tRNA, podczas gdy enzym ten włącza walinę do częściowo 
oczyszczonego tRNAphe (13). W yniki te zdają się wskazywać na większą 
specyficzność am inoacylacji w w arunkach bardziej zbliżonych do fizjolo
gicznych. Ciekawy jest problem  enzymatycznej hydrolizy błędnie nała
dowanych tRNA. Syntetaza izoleucynowa z E. coli w pewnych w arunkach 
katalizuje syntezę Ile-tRNAPhe , który bardzo szybko ulega hydrolizie 
pod wpływem  syntetazy fenyloalaninowej (14— 15). Podobnie, pod dzia
łaniem  syntetazy fenyloalaninowej ponad 100-krotnie szybszej hydrolizie
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ulegał V al-tRN A phe niż Phe-tR N A phe (16). Tak więc należałoby zmody
fikować ogólnie dotąd przy jęty  pogląd, że aminokwas raz włączony do 
tRNA zostaje przenoszony bez żadnych przeszkód na rybosom i wbudo
w any w  białko: w przypadku błędnej am inoacylacji istnieje możliwość 
napraw ienia błędu. Nie jest to jednak mechanizm uniw ersalny, o czym 
świadczy fakt bardzo wolnej hydrolizy Phe-tR N A Val przez syntetazę wa- 
linową (16).

Przedstaw iony wyżej dwustopniowy mechanizm am inoacylacji (reak
cje I i II) jest bardzo dobrze udokum entowany. Praw ie wszystkie syntetazy 
wykazują reakcję I: w wielu przypadkach wyizolowano naw et kompleks 
E—AA—AMP (np. 17—21) oraz udało się rozdzielić dwie funkcje enzymu 
(patrz rozdział III 5.). Duże różnice szybkości reakcji I i II zdają się po
twierdzać również dwustopniowy mechanizm aminoacylacji. Równocześ
nie jednak w wielu przypadkach obserwowano duży wpływ tRNA na 
reakcję I (22—26), co więcej, w nieobecności tRNA nie obserw uje się 
w ogóle aktyw acji wobec syntetazy argininowej (27, 28) glutam inowej 
(28, 29) i kwasu glutaminowego (30—33). Zaobserwowano również, że 
poliaminy mogą zastąpić jony m agnezu w reakcji am inoacylacji (34), przy 
czym w tych układach nie obserw uje się w ym iany ATP/PP. Dane te zdają 
się wskazywać na jednostopniowy mechanizm am inoacylacji w cytow a
nych przypadkach (35, 36). W arto przy tym  zwrócić uwagę na obecność 
poliamin w izolowanych preparatach kwasów nukleinowych, szczególnie 
w tRNA (37).

II. Oczyszczanie aminoacylo-tRNA syntetaz

Pierw szą wysoce oczyszczoną syntetazę otrzym ano w 1956 roku. Była 
to syntetaza tryptofanow a z trzustki wołowej (38). W ciągu m inionych 
kilkunastu  lat wyizolowano w stanie wysokiej czystości i scharakteryzo
wano syntetazy dla 19 aminokwasów. Do tej pory nie otrzym ano homo- 
gennego preparatu  jedynie syntetazy asparaginowej. Większość syntetaz 
wyizolowano z bakterii- (głównie E. coli) i drożdży, m niej z tkanek zwie
rzęcych, a dopiero w 1972 roku wyizolowano jednorodną elektroforetycz- 
nie, jednak dotąd bardzo słabo scharakteryzow aną, roślinną syntetazę 
prolinową (z nasion fasoli złocistej, (39)).

Istnieje kilka obszernych prac przeglądowych poświęconych w yodręb
nieniu i ogólnym własnościom syntetaz (1, 36). Ponieważ do tej pory p rak 
tycznie nie wyizolowano roślinnych syntetaz w stanie wysokiej czystości, 
znane są tylko takie ich własności, które można określić w preparatach
o niskim  stopniu czystości (40).

Poza syntetazam i opisanym i w przeglądowych pracach N o v e l l i e g o  
(1) i L o f t f i e l d a  (36) wyodrębniono i wysoce oczyszczono także syn-
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tetazy: asparaginową z drożdży (41), fenyloalaninową z drożdży (42) i wą
troby  szczura (43, 44), glutam inową z E. coli (45), lizynową z E. coli 
(46—48), leucynową z drożdży (49, 50), tryptofanow ą z trzustk i wołowej 
(51, 60), łożyska ludzkiego (52), lizynową i walinową z drożdży (46), argi- 
ninową (53) i izoleucynową (54) z Bacillus starothermophilus, izoleucyno- 
wą (55) i tyrozynową (56) z E. coli oraz serynow ą z E. coli (57, 58) i w ątro 
by kury  (59).

W stanie krystalicznym  otrzym ano p reparat syntetazy lizynowej (62)
i leucynowej (63) z drożdży, oraz duży, ak tyw ny fragm ent syntetazy  me- 
tioninowej z E. coli (64). Nie poznano jednak dotychczas budowy pierwszo-, 
drugo- i trzeciorzędowej żadnej z syntetaz. Czynione są próby podstaw ień 
izomorficznych ciężkimi atom am i i bada się możliwość w iązania substra 
tów do krystalicznego enzymu (63).

Syntetazy oczyszcza się wg klasycznych metod frakcjonow ania białek. 
Stosuje się w ysalanie siarczanem  amonu, sączenie żelowe, chrom atografię 
na DEAE-celulozie, CM-celulozie i hydroksyapatycie oraz elektroforezę 
lub ogniskowanie elektroforetyczne. W ostatnich latach do w yodrębnienia 
syntetaz aminoacylo-tRNA zastosowano chrom atografię powinowactwa. 
W tej technice stosuje się nośniki (zwykle agarozowe), do k tórych wiąże się 
kowalencyjnie substra t lub też inhibitor danego enzymu (65). Stosując 
tę technikę wyizolowano w stanie homogennym syntetazę m etioninową 
(66), tyrozynową (67) i fenyloalaninową (68, 69), oczyszczane już wcześniej 
m etodami klasycznymi. Nie zawsze jednak zastosowanie tej techniki oka
zuje się skuteczne (70, 71), obserwuje się bowiem często niespecyficzną 
adsorpcję innych białek na kolumnie. Należy sądzić, że efekty te pochodzą 
w dużej mierze z oddziaływań ze zmodyfikowanym  nośnikiem, a tylko 
częściowo z niespecyficznych in terakcji z ligandem  związanym  ze zmo
dyfikow anym  nośnikiem.

W metodach chrom atografii powinowactwa jako nośnika używa się 
zwykle w-aminoalkilowych pochodnych Sepharose 4B, do k tórych  do
łącza się odpowiedni ligand, przy czym zakłada się, że sam am inoalkilow y 
nośnik nie oddziaływuje z białkiem. W ykazano jednak (72—77), że co-ami- 
noalkilowe pochodne Sepharose 4B bardzo silnie wiążą białka, dlatego 
należy ostrożnie interpretow ać wyniki uzyskane w pracach z tym i nośni
kami. Siła niespecyficznego wiązania białek przez zm odyfikowaną Sepha
rose 4B zależy od wielkości grupy aminoalkilowej. Tę własność a)-aminoal- 
kilopochodnych Sepharose w ykorzystano do oczyszczania syntetaz z nasion 
łubinu żółtego (77) uzyskując homogenne p repara ty  syntetaz walinowej, 
serynow ej i tryptofanow ej (77a).

W metodzie będącej odwróceniem chrom atografii powinowactwa syn
tetazy zaadsorbowane na fosfocelulozie w ym yw a się swoiście za pomocą 
oczyszczonego tRNA (78). Zaletą tej m etody jest w ykorzystanie powino
w actw a enzym —substra t bez wiązania substra tu  do m atrycy.
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III. Charakterystyka syntetaz aminoacylo-tRNA

III-l. Ciężary cząsteczkowe, struktura czwartorzędowa i miejsca wiążące dla
substratów

Ciężary cząsteczkowe syntetaz mieszczą się w granicach 40—276 tysię
cy, przy czym większość znanych i oczyszczonych syntetaz ma ciężar 
około 100 tysięcy (Tabela 1). Podzielić je można na trzy  typy s tru k tu r  
czwartorzędowych (79): enzymy złożone z jednego łańcucha polipeptydo- 
wego, enzymy zbudowane z różnych podjednostek i enzymy zbudowane 
z jednakow ych podjednostek.

Większość syntetaz w ykazuje złożoną struk tu rę  czwartorzędową. Ilus
tru ją  to dane zebrane w tabeli 1. W ydaje się, istnieje pewien związek 
m iędzy s tru k tu rą  czwartorzędową syntetaz a ilością miejsc wiążących 
substraty . Syntetazy zbudowane z jednego łańcucha polipeptydowego m ają 
jedno miejsce wiążące, syntetazy zbudowane z dwóch jednakow ych pod
jednostek m ają dwa m iejsca wiążące. O syntetazach zbudowanych z czte
rech podjednostek mało jeszcze wiemy; są jednak dane wskazujące, że 
syntetaza fenyloalaninow a z w ątroby szczura (43) może mieć cztery m iejs
ca wiążące substrat. Należy przy tym  zaznaczyć, że w syntetazie fenylo- 
alaninowej z drożdży i E. coli wykazano istnienie tylko jednego miejsca 
wiążącego.

Istn ieją rozbieżności w ocenie s tru k tu ry  czwartorzędowej kilku syn
tetaz. Tak na przykład według różnych autorów  syntetaza lizynowa z E. coli 
jest zbudowana z dwóch identycznych podjednostek (46), dwóch różnych 
(48) lub też stanowi jeden łańcuch polipeptydow y (91). Syntetaza tryp to - 
fanowa z trzustk i wołowej ma być zbudowana z identycznych podjed
nostek (92) lub też z różnych (60). Być może rozbieżności te w ynikają 
z niepełnej dysocjacji tych enzymów w w arunkach używanych przez n ie
k tórych autorów. Na przykład M a r s h a l  i Z a m e c n i k  (91) stosują 
takie w arunki dysocjacji dla syntetazy lizynowej, w których dysocjuje 
hemoglobina. Trudno przypuścić, że były to w arunki dostateczne, skoro 
inni autorzy (46) rozbili ten enzym na pod jednostki dopiero w 4M chloro
wodorku guanidyny. P rzy  zastosowaniu bardziej drastycznych w arunków  
dysocjacji okazało się, że syntetaza tryptofanow a z trzustk i wołowej skła
da się z czterech podjednostek (60), a nie, jak sądzono uprzednio, z dwóch 
(92). Różne liczby miejsc wiążących ten sam substrat uzyskane przez róż
nych autorów można tłum aczyć różnicam i w użytych m etodach badań. 
Na przykład metoda dializy równowagowej może dać niższą od rzeczy
wistej liczbę miejsc wiążących wtedy, gdy powinowactwo przyłączenia do 
drugiego i dalszych m iejsc wiążących jest niskie. Zwykle w yniki oznacza
nia białka uzyskane m etodą Folina są wyższe od wyników uzyskanych na 
podstawie składu aminokwasowego. Stwierdzono to na przykład w przy
padku syntetazy tyrozynowej z E. coli (56). Podobnie oznaczając białko
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ze składu aminokwasowego obliczono w syntetazie lizynowej z drożdży 
dwa miejsca wiążące (46), z oznaczeń białka m etodą Folina zaś jedno m iejs
ce wiążące (93).

III-2. Rola grup -SH

Związki blokujące grupy -SH inaktyw ują praw ie wszystkie syntetazy, 
oprócz syntetazy asparaginowej z drożdży (94), cysternowej z drożdży (95)
i lizynowej z E. coli (96— 98). Można by zatem  sądzić, że aktywność tych 
enzymów nie zależy od obecności wolnych grup -SH. Lizyna, ATP i jony 
Mg++ nie chronią grup sulfhydrylow ych syntetazy lizynowej przed reak 
cją z DTNB (79). ATP i izoleucyna chronią jedną z dziewięciu grup 
-SH syntetazy izoleucynowej przed reakcją z NEM (99). Enzym jest 
aktyw ny tylko wtedy, gdy właśnie ta grupa -SH jest wolna. Syntetaza 
tryptofanow a z E. coli posiada dwie grupy -SH chronione przed reakcją 
z DTNB, gdy w mieszaninie reakcyjnej w ystępują jednocześnie ATP, try p - 
tofan i jony Mg++. Syntetaza tryptofanow a jest aktyw na tylko wtedy, 
gdy te dwie grupy -SH są wolne (79, 84). ATP i tryptofan chronią cztery 
z ośmiu grup sulfhydrylow ych syntetazy tryptofanow ej z trzustk i woło
wej (100) przed reakcją z DTNB. Również i w tym  przypadku enzym jest 
aktyw ny, gdy te cztery grupy -SH są wolne.

Natyw na form a syntetazy leucynowej z E. coli ma 11 grup -SH (136). 
W wyniku blokady jednej z nich za pomocą NEM lub pCMB enzym traci 
zdolność katalizowania aminoacylacji, zachowuje jednak zdolność katali
zowania wym iany A TP/PP i zdolność tworzenia kom pleksu z tRNA. Po 
zablokowaniu trzech grup -SH syntetaza leucynowa traci zdolność k a ta 
lizowania aktyw acji leucyny, przy czym można wykazać, że posiada na
dal zdolność tworzenia kompleksu z tRNA. Kompleks ten  nie tworzy się 
dopiero po zablokowaniu około sześciu grup sulfhydrylow ych. Należy 
zwrócić uwagę na to, że kompleks tRNA z syntetazą leucynową trak to 
waną pCMB nie jest identyczny z kompleksem tRNA z natyw ną form ą 
enzymu.

Syntetaza serylo-tRNA z E. coli traktow ana wysokimi stężeniami 
DTNB lub jodoacetamidu wykazuje tylko jedną zmodyfikowaną resztę 
cysteiny na dziesięć obecnych w jednej podjednostce enzymu, przy czym 
m odyfikacja ta nie wpływa na jego aktywność. Na podstawie krzyw ych 
miareczkowania syntetazy serynowej za pomocą odczynników blokujących 
grupy -SH sądzi się, że grupy te pełnią raczej funkcję s truk tu ra lną  niż 
katalityczną (101).

III-3. Specyficzność substratowa
»

Podobnie jak wszystkie enzymy, których substratem  jest ATP, syn
tetazy aminoacylo-tRNA w ym agają jonów Mg++. Tylko syntetaza tyrozy- 
nowa z E. coli tworzy adenylany w nieobecności jonów Mg++ (102— 104),
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jednak reakcja ta  przebiega z bardzo niską szybkością. Dwuwartościowe 
kationy M n++, Ca++, Co++, Z n++ (105) oraz poliaminy mogą w pewnych 
przypadkach zastąpić jony magnezu. Jak  już wspomniano w obecności 
poliamin nie obserw uje się reakcji wym iany A TP/PP (34, 36).

Poza ATP tylko dATP i sATP są substratam i dla syntetaz (36, 106).
Syntetazy w ykazują niewysoką specyficzność wobec analogów am ino

kwasów nie w ystępujących w komórce. Na przykład kwas azatydynokar- 
boksylowy (analog proliny) ulega włączeniu do tRNAPro przez syntetazę 
prolinową z w ątroby szczura (107), E. coli (108) i groszku (109). Analogu 
tego nie włączają do tRNAPro syntetazy z roślin zawierających go w tkan 
kach (109, 110). Znam y tylko jedną syntetazę D-tyrozylo-tRNA. Fakt ten  
jest dobrze udokum entow any (36).

Specyficzność syntetaz wobec tRNA omówiono w rozdziale I.

III-4. Wpływ jonów jednowartościowych

Na aktyw ność syntetaz silnie w pływ ają kationy jednowartościowe. 
Jony potasu w stężeniu 0,15M bardzo silnie stym ulują syntetazę tyrozy- 
nową z E. coli w buforze Tris-HCl, podczas gdy jony litu, sodu i am onu 
w  tym  sam ym  stężeniu ham ują ten enzym w 50°/o. W buforze kakodyla- 
nowym wpływ tych jonów jest niewielki (67). Jony popasu i amonu w stę
żeniach 5—80mM stym ulują syntetazę leucynową z E. coli, jony sodu i litu  
nie w pływ ają na jej aktyw ność (61, 90, 111). Jony K+ i NH4+ stym ulują 
również syntetazę m etioninową z E. coli; optim um  stym ulacji w ystępuje 
przy stężeniu tych jonów równym  50— lOOmM. Jony N a+, L i+, Cs+ i Rb+ 
w stężeniu 50 mM nie w pływ ają na aktywność tych enzymów (112). Jony 
N a+ obniżają aktywność i poziom ładowania tRNAVal z w ątroby szczura. 
Inhibicja jest całkowita przy stężeniu NaCl równym  0,5—0,6M (113). 
Chlorek scdowy w stężeniu 0,1M stym uluje (w 20%) syntetazę fenyloala- 
ninową z E. coli (25) oraz leucynową i fenyloalaninową z w ątroby szczura 
(133); wyższe stężenie soli częściowo ham ują te enzymy. Syntetazy feny- 
loalaninowe z E. coli (25) oraz fenyloalaninowa i lizynowa z w ątroby szczu
ra (113) w ykazują 20—40% aktywności wobec NaCl w stężeniu IM. NaCl
i KC1 silnie ham ują syntetazę lizynową z E. coli: przy stężeniu soli rów 
nym  0,3M inhibicja wynosi 90% (98). Podobnie wpływa NaCl na .synte
tazę walinową z E. coli (115). NH4C1 i KC1 w stężeniach powyżej 50mM 
ham ują syntetazę walinową z fasoli. W niższych stężeniach sole te nie 
w pływ ają na jej aktywność (116).

Mimo obszernego m ateriału  doświadczalnego, (przedstawionego powy
żej) nie wysunięto hipotezy jednoznacznie precyzującej rolę jonów Me+ 
w procesie aminoacylacji. Sugeruje się, że jony te w pływ ają na s truk tu rę  
syntetazy (112) lub tRNA (90) lub też aktyw ują enzymy degradując tRNA 
w przypadku stosowania nieoczyszczonych preparatów  syntetaz do badań 
(113). Sądzi się także, że niekom pletna am inoacylacja wobec Me+ jest
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w ynikiem  równowagi między reakcją am inoacylacji a deacylacją enzym a
tyczną i nieenzym atyczną (115). Ostatnia hipoteza, mimo szerokiego opra
cowania teoretycznego i zgodności z doświadczeniem nie w ydaje się być 
w pełni słuszna, ponieważ została oparta na nieprawdziw ych założeniach. 
Założono mianowicie, że reakcja am inoacylacji jest praktycznie nieod
wracalna, co w ydaje się być błędem, ponieważ stała równowagi tej reakcji, 
jak  podano wynosi K — 4.

Najbardziej racjonalnym  wytłum aczeniem  obserwowanych zależności 
w ydaje się być przypuszczenie, że jony Me+ poprzez oddziaływanie na 
s truk tu rę  tRNA i enzymu zm ieniają położenie równowagi reakcji am ino
acylacji. Poparciem  dla tej hipotezy są prace, w których wykazano, że 
sola zm ieniają powinowactwo syntetazy do tRNA. NaCl podwyższa stałą 
Michaelisa syntetazy fenyloalaninowej z E. coli wobec tRNAphe z 5,8 X 
X1CT8 bez NaCl do 35X 10-8M wobec 0,4M NaCl, przy czym nie obserw uje 
się zmian szybkości m aksym alnej am inoacylacji (25). Chlorek potasowy 
z kolei drastycznie zmienia stałą asocjacji kom pleksu syntetaza seryno- 
wa — tRNAset z drożdży. Stała ta wynosi 2X 107 M-1 bez KC1, a 1X107, 
4X 106 i 1,4X105M-1 w układach zaw ierających odpowiednio 0,05, 0,1 i 0,2M 
KC1 (117). Sole zmieniają również powinowactwo syntetazy izoleucynowej 
z E. coli do tRNAIle (118).

III-5. Modyfikacja syntetaz enzymami proteolitycznymi oraz odróżnienie dwóch
czynności enzymatycznych

Chociaż już od dawna znany jest fak t istnienia izoakceptorowych 
tRNA, to jednak dotychczas nie stwierdzono istnienia więcej niż jednej 
syntetazy danego aminokwasu. Wcześniejsze doniesienia mówiły o ist
nieniu kilku syntetaz jednego aminokwasu (119— 129), lecz dokładniejsze 
badania wykazały, że w kilku przypadkach były to syntetazy z różnych 
organelli komórek, w pozostałych w yniki nie są zbyt przekonyw ujące 
(1, 130). Obecnie sądzi się, że syntetazy danego aminokwasu pochodzące 
z różnych organelli kom órki lub różnych organów organizmów roślinnych 
czy zwierzęcych mogą się różnić, lecz, że w cytoplaźmie w ystępuje tylko 
jedna syntetaza danego aminokwasu estryfikująca wszystkie izoakcepto- 
rowe tRNA tego aminokwasu.

W kilku przypadkach wyizolowano dwie form y danej syntetazy, przy 
czym okazało się, że jest to jedno białko ulegające pewnym  m odyfikacjom  
podczas oczyszczania. Na przykład z E. coli wyizolowano dwie form y syn
tetazy metioninowej, które różniły się ciężarem cząsteczkowym, aktyw noś
cią właściwą i optym alnym  stężeniem jonów magnezu reakcji am inoacyla
cji (132). Enzymy te były praw ie nierozróżnialne w reakcji w ym iany 
ATP/PP: posiadały identyczne wym agania jonowe i stałe Michaelisa wo
bec ATP i m etioniny, lecz prędkość m aksym alna różniła się dw ukrotnie 
dla poszczególnych preparatów  (133). Okazało się, że przejście jednej for
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my w drugą jest w ynikiem  proteolizy. Podobne m odyfikacje uzyskano po 
częściowym traw ieniu  oczyszczonej syntetazy kilkoma enzymami proteo
litycznym i (132). D i m i t r i j e v i c  (134) uzyskał dwie form y syntetazy 
lizynowej z drożdży: jedną złożoną z dwóch podjednostek o ciężarze czą
steczkowym 70 tysięcy i drugą, lżejszą, złożoną z podjednostek o ciężarze 
50—60 tysięcy daltonów. Obie form y były aktyw ne, lżejszą form ę można 
było otrzym ać przez traw ienie cięższej form y trypsyną.

O trzym anie dwóch form  syntetazy leucynowej z E. coli również jest 
wynikiem  proteolizy (135). N atyw ny enzym En o ciężarze 105 tysięcy 
przechodzi w lżejszą form ę Ex o ciężarze 102 tysiące. Dodanie hydrolitycz- 
nie odszczepionego peptydu (o M =  3000) do form y Ex prowadzi do pow sta
nia form y przypom inającej form ę natyw ną (En-like complex). W tym  w y
padku dwie form y enzym u różnią się znacznie. Form a En jest aktyw na 
w aktyw acji leucyny i w aminoacylacji, podczas gdy form a Ej jest ak tyw 
na w aktyw acji leucyny i posiada zdolność tworzenia kom pleksu z tRNA, 
lecz nie katalizuje reakcji aminoacylacji. Również kom pleksy Ei-tRNA
i En-tRNA są różne, chociaż m ają podobne stałe dysocjacji. ATP i leucyna 
w pływ ają na szybkość tworzenia kom pleksu En-tRNA, lecz nie w pływ ają 
na szybkość tworzenia Er-tRNA. Różnice w in terakcji syntetaza: tRNA 
zaobserwowano badając dwie form y syntetazy metioninowej z E coli (133).

Z dwóch form  syntetazy leucynowej z E. coli tylko El można zdysocjo- 
wać roztworam i 8M mocznika lub 6M chlorowodorku guanidyny na dwie 
podjednostki o ciężarze cząsteczkowym 55 tysięcy. Form y te różnią się 
także ilością grup -SH podatnych na reakcję z pCMB w w arunkach nie- 
denaturujących (9 dla ET i 11 dla En) (136).

Częściowa trypsynoliza syntetazy leucynowej z E. coli jest jednym  
z przypadków, w którym  udało się rozdzielić dwie funkcje syntetazy: zdol
ność katalizowania reakcji aktyw acji i reakcji aminoacylacji. Dla synte
tazy cysteinowej z drożdży rozdzielono dwie aktyw ności przez denaturację 
term iczną (95). Syntetaza ta podczas denaturacji cieplnej szybciej traciła 
zdolność katalizowania reakcji am inoacylacji niż zdolność kalalizowania 
reakcji aktyw acji.

Syntetaza prolinowa z E. coli po obniżeniu tem pera tu ry  do 0°C traci 
zdolność am inoacylacji, lecz zachowuje aktyw ność w reakcji aktyw acji 
proliny (137). Syntetaza metioninowa traci zdolność katalizowania reakcji 
am inoacylacji i zachowuje zdolność katalizowania w ym iany A T P/PP po 
traktow aniu  jej pCMB wobec 8X 10“ 7M m etionyloadenylanu (138).

IV. Formy występowania syntetaz in vivo

Pomimo postępu wiedzy o procesach biosyntezy białka nie m am y zbyt 
wielu inform acji o s truk tu ra lnej organizacji m akrom olekuł biorących 
w nich udział. W kom órkach organizmów wyższych część aktyw nych ry 
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bosomów jest związana z reticulum  endoplazma tycznym  (139), sądzi się 
natom iast, że syntetazy i tRNA, jak  również i inne rozpuszczalne czyn
niki niezbędne w procesie biosyntezy białka nie są związane ze stru k tu 
ram i cytoplazm atycznymi. Ostatnio pojawiły się doniesienia, w których 
przedstawiono dowody na to, że syntetazy z komórek zwierzęcych nie 
w ystępują jako swobodne składniki, lecz są częścią wysokocząsteczko- 
wych kompleksów.

Syntetazy aminoacylo-tRNA w kom órkach w ątroby szczura w ystępują 
w postaci wysokocząsteczkowego kompleksu z tRNA (140). W tej postaci 
w ykazują one od kilku do kilkuset razy większą aktywność, niż syntetazy 
otrzym ane przez innych badaczy z tego samego m ateriału. Kom pleks ten 
jest n ietrw ały  i rozpadając się traci niem al całą aktywność. Małe w ydaj
ności w biosyntezie białka in vitro  mogą być przeto w ynikiem  zniszcze
nia natyw nych, wysoce zorganizowanych struk tur. Kom pleks syntetaz
i tRNA wyizolowany z w ątroby szczura zawiera 20—25% lipidów, praw ie 
wyłącznie estrów cholesterolu i 7—8 różnych kwasów tłuszczowych (141); 
lipidy być może stabilizują s truk tu rę  kompleksu, nie ma jednak pewności 
czy tak  jest istotnie, gdyż nie udało się zreaktywować zdegradowanego 
kompleksu. Ciekawe w tym  kontekście są dane o stym ulacji syntetaz 
z w ątroby szczura przez ester cholesterolu i kwasu 14-metyloheksadeka- 
nowego, k tóry  to ester stym ulował również wiązanie aminoacylo-tRNA do 
rybosomów i w ydłużanie łańcucha peptydowego (142— 145). Inne estry 
cholesterolu były nieaktywne.

Kompleks syntetaz w pomikrosomalnej frakcji z w ątroby szczura (146) 
zawiera aktyw ności syntetaz glutaminowej, izoleucynowej, leucynowej, 
lizynowej i metioninowej i jest trw ały  podczas oczyszczania na Sephadex 
G-200, DEAE-Sephadex A-50 i hydroksyapatycie. Stała sedym entacji 
oczyszczonego kom pleksu wynosi około 18S. W m ikroskopie elektrono
wym  obserwowano koliste i prostokątne cząstki o w ym iarach 11— 14nm.

Wiele syntetaz w lizatach retikulocytów  królika (147) i hom ogenatach 
w ątroby szczura (148) w ystępuje również w postaci wysokocząsteczkowego 
kom pleksu z rybosomami. W preparatach rybosomów z kom órek Ehrlicha 
w ykryw a się aktywne, syntetazy fenyloalaninowe w dwóch wysokoczą- 
steczkowych frakcjach:, jedną jako część kompleksu sedym entującego 
przy 25S i drugą związaną z podjednostką 60S rybosomów. Kom pleks 25S 
powstaje podczas inkubacji tRNA z podjednostką 60S. Nie wiadomo przeto 
czy kompleks syntetazy fenyloalaninowej z tRNA istnieje zn vivo  czy też 
stanowi artefak t pow stający w trakcie preparatyki. W zależności od m a
teriału  i metod stosowanych do homogenizacji i izolacji frakcji wysoko- 
cząsteczkowej syntetazy z komórek zwierzęcych można otrzym ać jako 
kom pleksy nie zawierające rybosomów (140, 146, 149) lub też związane 
z rybosomami (147— 149).

Nie m am y danych na tem at występowania podobnych kompleksów 
w organizmach baktery jnych  i roślinnych. W dwóch przypadkach sącze
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nia żelowego na Sephadex G-200 ekstraktów  z E. coli nie znaleziono do
wodu na istnienie kompleksów syntetaz (82, 150).

Jest wysoce prawdopodobne, że in vivo, przynajm niej w organizm ach 
zwierzęcych, syntetazy w ystępują w postaci wielkocząsteczkowego kom 
pleksu z innym i składnikam i apara tu  biosyntezy białka. Wyizolowano na 
przykład z kom órek HeLa kom pleksy zawierające syntetazy aminoacylo- 
-tRNA i czynniki elongacyjne (151). Kom pleksy te o stałych sedym entacji 
w granicach 5—28S w połączeniu z rybosom ami mogą tworzyć zorgani
zowaną struk turę , czynną w efektyw nej biosyntezie białka. Należy jed
nakże wyraźnie stwierdzić, że przedstawione wyżej wyniki nie dowodzą 
jednoznacznie, że kom pleksy te rzeczywiście istnieją in vivo.

V. Zakończenie

Nasza wiedza o procesie aminoacylacji, o m akrocząsteczkach biorących 
w nim udział, o oddziaływaniach między nim i i o wpływie różnych czyn
ników na ten proces jest stosunkowo duża, lecz mimo to wciąż jeszcze nie 
jest pełna. Nie ma dotychczas zgodnych poglądów na mechanizm am ino
acylacji, nie wiadomo na czym polega prawidłowe rozpoznawanie tRNA 
przez syntetazę gw arantujące wysoką specyficzność tego procesu i nie 
wiemy dokładnie dlaczego sole nieorganiczne zm ieniają szybkość i poziom 
aminoacylacji.

Wyizolowano w stanie wysokiej czystości syntetazy aminoacylo-tRNA 
10 aminokwasów. K ilka syntetaz w ykrystalizow ano i czynione są próby 
poznania ich s tru k tu ry  trzeciorzędowej. Można sądzić, że próby te zostaną 
uwieńczone powodzeniem i pozwolą na pełniejsze zrozumienie m echaniz
mu działania tej niezm iernie ważnej i in teresującej grupy enzymów.

A rty ku ł nadszedł 5.9.1973; po rew izji autorskiej otrzym ano 10.9.1974.
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu  i w prow adzania 
popraw ek nie w pływ ających na treść pracy.

Piśm iennictwo: W artykule należy cytować prace oryginalne z o sta t
nich k ilku  la t oraz najważniejsze artyku ły  przeglądowe om awiające 
przedstaw ioną dziedzinę z uwzględnieniem  artykułów  opublikowanych 
w „Postępach Biochemii”. W tekście należy podawać jedynie nazw is
ka badaczy, których prace m ają podstawowe znaczenie w  przedstaw ianej 
dziedzinie. Om awiane prace trzeba num erow ać w  kolejności ich cytow a
nia w  tekście. W ykaz piśm iennictw a zatem  obejm uje prace opatrzone ko 
lejnym i num eram i, ale nieuporządkow ane alfabetycznie. Odnośniki biblio
graficzne w inny mieć form ę zalecaną przez Kom isję W ydawców Czaso
pism Biochemicznych M iędzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według 
Biochim. Acta, (1972), 276, (1) np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. B iophys. Acta, 247,
181—184.

C ytując w ydaw nictw a książkowe podaw ać należy kolejno: nazwisko(a) 
inicjały autor(ów), rok wydania, ty tu ł książki, nazwisko(a) i inicjały 
jej redaktorów (a), tom, pierw szą i ostatn ią stronę cytowanej publikacji, 
nazwę w ydaw nictw a oraz m iejsce w ydaw ania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans 
G reen and Co, London;

G ran t J. K., (1969) w  Essays in Biochem istry, red. Cam pbell P. N., 
G reville G. D., t. 5, str. 1—58, Academic Press, London

Załączniki: Każdy załącznik należy sporządzić w  2 egzem plarzach na 
oddzielnych kartkach  i opatrzyć kolejnym  num erem  odpowiadającym  
num erow i użytem u w tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołów
kiem) nazw iskiem  pierwszego autora i początkowym i w yrazam i ty tu łu  
p*acy.

Tabele należy kolejno num erow ać cyfram i arabskim i. Tytuł tabeli
i nagłówki rubryk  w inny jasno opisywać ich treść zaznaczając z jakich 
(jakiej) prac(y) pochodzą inform acje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schem aty, lub fotografie należy opatrzyć 
num eracją w kolejności ich omówienia w  tekście. P rzy jm uje się zasadę 
num eracji rycin cyfram i arabskim i, a wzory cyfram i rzym skim i. Foto
grafie czarno-białe (kontrastowe) powinny być w ykonane na papierze 
matowym. Pozostałe ryciny należy w ykonać tuszem  na białym  papierze 
lub na kalce technicznej. W ym iar ryciny nie powinien być m niejszy niż 
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ram ki 
ujm ujące w ykresy można wykonać linią cieńszą niż linie właściwe w y
kresu. Cyfry i litery  służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość 
nie m niejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów 
słownych, lecz posługiwać się skrótam i. Osie w ykresów  natom iast w in
ny być opatrzone napisem  łatw o zrozumiałym. Dla oznaczenia punktów  
doświadczalnych można stosować następujące symbole: A D O  A M #  
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołów
kiem). Decyzję o stopniu zm niejszenia ryciny w druku podejm uje w y
dawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinam i powinny być dołączone na od
dzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można w pisać na maszynie, 
należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem.

Redakcja prosi o właściwe pakow anie artykułów  aby zabezpieczyć 
m aszynopisy i ilustracje przed pogięciem.
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