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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje artykuty przegladowe
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuty winny obejmowac syntetyczny
przeglad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta-
wie piSmiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykutu do Re-
dakcji jest réwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta
i nie bedzie publikowana w innym czasopiSmie jezeli zostanie ogtoszona
w ,Postepach Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiedzialni sg za pra-
widtowos$¢ i Scistos¢ podawanych informacji. Autoréw obowigzuje korek-
ta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem biedow
drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuty sa honorowane wediug obowig-
zujacych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego arty-
kutu; zamdéwienia na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie
odsytajgc prace po korekcie autorskiej.

Autorzy proszeni sg o przestrzeganie nastepujagcych wskazéwek:

Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jed-
nostronnie, z podwdjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok.
1cm po prawej stronie.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imio-
na i nazwisko(a) autora(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim
i angielskim, w ktoérych pracujg autorzy, adres pocztowy na ktéry autorzy
zyczg sobie otrzymywacé korespondencje, tytut pracy oraz—w prawym
dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrét tytutu
(nie wiecej niz 25 znakdw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) auto-
ra(éw), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrotdw sto-
sowanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmujg tekst pracy do spisu piSmiennictwa
wiacznie, tabele, spis rycin, wzoréw oraz tytuly i objasnienia do rycin na
stronach koncowych.

Dla przejrzystosci tekstu korzystny jest czesto podzial na rozdzialy
i podrozdziaty. Wydzielone z tekstu tytuty rozdziatéw nalezy oznaczy¢
numeracja arabskg (np. 1-2, 11-4 itp.). Tytuty podrozdziatéw nie wydzielo-
nych z tekstu nie powinny by¢ numerowane. W tekscie nie nalezy sto-
sowa¢ zadnych podkres$len ani rozstrzelonego druku. Ewentualne su-
gestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢
otowkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek-
Scie liter alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otowkiem ich
fonetyczne brzmienie. W tek$cie nie nalezy umieszczaé zadnych tablic,
rycin czy wzoréw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tekscie na-
lezy podawaé po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Autorzy proszeni sg 0 zwroOcenie szczegdlnej uwagi na poprawnos$é
jezykowa tekstu a takze na Scistos¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie
gwary laboratoryjnej oraz o nie wprowadzanie do tekstu tworzonych do-
raznie skrotéw, nawet jesli niektére z nich bywajg uzywane w pracach

obcojezycznych.
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Post. Biochem. 20, 35»—368, (1974)

Biochemia polska i jej reprezentacje

Oceniajac rozwdj biochemii nie mozna poming¢ warunkéw w jakich
powstawata, a zwiaszcza ludzi ktdrzy ja budowali. Na przetomie XVIII-go
stulecia jednym z jej budowniczych byt wielki nasz chemik i lekarz Je-
drzej Sniadecki profesor Uniwersytetu Wileniskiego. ,,Dwa sa fenomena
ozywionemu $wiatu wiasciwe, to jest organizacyja i zycie. Obadwa lepiej
sie czué, nizeli opisaé¢ daja.... Zycie to w catym ozywionym S$wiecie zalezy
na wzroscie i doskonaleniu sie organizowanych jestestw przez przybiera-
nie sobie i wyrabianie szczeg6lne ciat otaczajgcych...” Tak pisat przed
170 laty w swojej pieknej ksigzce ,,Teoryja jestestw organicznych”, thu-
maczonej na jezyk francuski, niemiecki i rosyjski. Mozna by dzi$ jeszcze
podpisa¢ sie pod wielu wywodami podanymi w ,, Teoryi jestestw

Sniadecki byt wielkim zwolennikiem Antoniego Wawrzyica Lavoi-
sier’a, stusznie nazywanego ojcem biochemii. Lavoisier w latach 1770—80
skutecznie zwalczat nauke Stahla o flogistonie, udowadniajac ze do pod-
trzymania zycia konieczny jest stalty doptyw tlenu. On pierwszy zwrécit
uwage na podobienistwo procesu oddychania i spalania.

Idac w $lady Lavoisiera Sniadecki juz w 1797 roku, w programie wy-
ktadow, zapowiada ze ,,nauke flogistonu wyttlumaczy i jak rozumie, nie-
chybnie zbije. Pokaze przy tym, jak i oddychanie zwierzat podobne jest
zupetnie paleniu sie ciat i jak stanowi najistotniejsze ciepta zwierzecego
Zrodio

Sniadecki pracowat w 6wczesnym Uniwersytecie Wileriskim do 1822 ro-
ku jako chemik i pare jeszcze lat jako lekarz, gtoszagc $miate wdwczas po-
glady o jednosci materii nieozywionej i materii Swiata zywego, poprzez
nieustanng przemiane materii.

Zmartw 1838 roku w Wilnie.

W potowie wieku XIX Justus von Liebig publikuje dwa dzieta, sta-
nowigce historyczny fundament MochemiL W roku 1840 ukazuje sie jego
odlewa z zmtosmmmieim do rolnictwa i fizjologiiw 1842 roku ,,Chemia
onrgemiczneii w zmMosowmtm do zoofizyologli i patologii”. Tlumaczone na
wiele jezykow, (ogtaszane nawet w Owczesnej prasie codziennej, wplynety
«me m ksztaltowanie sne wérod przyrodnikéw, a zwilaszcza lekarzy i rol-
nikéw,, mowydh: pogladéw na temat zagadki zycia i przyczyny wielu sdbo-
nm ludzi* zwierzat i rosiEm. Pierwsza z tych ksigzek zostatla wydana po
poleci w cztery,, a nastepna Juz w dwa lata po opublikowaniu oryginatu,
Swiadczac na Jak cMonmy grunt natrafiaty one w naszym kraju,

IJtwrarzone pierwszego Zakladu CPuemii Fizjologicznej przypisuje sie
Feliksowi Hoppe/~Seyieirowi™ jarofesomwi dfoarcm TJniewersytetu w Stras-
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bourgu w roku 1872. Juz w 1864 roku na Wydziale Medycznym Uniwer-
sytetu Jagiellofnskiego kreowano Zaktad Chemii Patologicznej, a na kie-
rownika powotano docenta Aleksandra Stopczynskiego, mianowanego
w 1869 r. profesorem chemii patologicznej. W 1873 roku Zaktad ten prze-
ksztatcono w Katedre Chemii Lekarskiej, ktdrg prof. Stopczynski prowa-
dzit do 1906 roku. Prawie réwnolegle rozwijat sie podobny zaklad w Szkole
Gtoéwnej w Warszawie przeksztatconej pdzniej w Uniwersytet. Wyktadat
tam od 1864 roku Herman Fudakowski (1834—1878). Byt on pierwszym
w Polsce profesorem chemii fizjologicznej.

Trzecim Polakiem, ktéry w tych czasach wyktadat chemie fizjologiczng
byt Marceli Nencki. Lecz dzialo sie to w Bernie w Szwajcarii, gdzie
w 1877 r. dla 30-letniego wéwczas Nenckiego utworzono katedre chemii
fizjologicznej w tamtejszym Uniwersytecie. W 1891 r. Nencki przenidst sie
do Petersburga, gdzie wespot z I. P. Pawtowem zorganizowat Instytut Me-
dycyny Eksperymentalnej i byt w nim kierownikiem Dziatu Chemii. Cho¢
cate zycie'pracowat on na obczyznie (zmart w 1901 r.) utrzymywal state
kontakty naukowe z uczonymi w kraju. Szczegdlnie owocna okazata sie
w skutkach prowadzona na odlegtos¢ wspdéipraca Nenckiego z Leonem
Marchlewskim z Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Pierwszy ba-
dat strukture chemiczng i produkty rozpadu hemoglobiny, drugi chlorofilu.
Z produktéw rozpadu tych zwigzkéw wyodrebnili oni hemopirol wskazujgc
na pokrewienstwo chemiczne barwnika krwi i barwnika roslin.

W okresie miedzywojennym biochemia polska zaczeta rozwija¢ sie in-
tensywnie.

Zaktady biochemiczne, zwane zreszta najczesciej zaktadami chemii fiz-
jologicznej lub lekarskiej oraz chemii rolnej powstalty na Wydziatach
Lekarskich i Rolnych pieciu istniejagcych wéwczas Uniwersytetow, w Szko-
le Gtdwnej Gospodarstwa Wiejskiego, w Akademii Medycyny Weteryna-
ryjnej oraz w Panstwowym Zak#tadzie Higieny. Prace badawcze z dziedziny
biochemii prowadzono tez w niektérych uniwersyteckich katedrach fizjo-
logii i chemii. Swoja poczesna pozycje w biochemii Swiatowej zawdzieczata
biochemia polska o$rodkom w Krakowie, Lwowie i Warszawie.

W Krakowie kontynuowat badania Leon Marchlewski zajmujgc sie bu-
dowg i strukturg przestrzenng cukrow.

We Lwowie Jakub Karol Parnas stworzyt wybitng szkote znang bio-
chemii Swiatowej z badan nad glikolizg i udziatem w niej zwigzkoéw fosfo-
rowych. Tam tez juz w latach trzydziestych zaczeto w badaniach bioche-
micznych stosowa¢ zwigzki znakowane radioaktywnymi izotopami.

W Warszawie Stanistaw Przytecki rozwingt badania t.zw. sympleksow
stajagc sie jednym z pierwszych, ktérzy podjeli prace nad biatkami ztozo-
nymi. W Warszawie réwniez pracowat Kazimierz Bialaszewicz, pierwszy
w Polsce profesor fizjologii zwierzat; badacz o szerokim wachlarzu zain-
teresowan, obejmujacych przede wszystkim zagadnienia przemiany ma-
terii i energii w tkankach réznych zwierzat. On to wraz z gronem innych
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badaczy z kilku pracowni istniejgcych przy Towarzystwie Naukowym
Warszawskim utworzyt w 1918 roku Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
Nenckiego, ktory w okresie miedzywojennym stat sie nie tylko pierwszg
lecz i najwiekszg i nalepiej wyposazona placdwka biologiczng w Polsce.

Podczas Il Wojny Swiatowej zaktady biochemiczne poszty w rozsypke,
a ich wyposazenie ulegto zniszczeniu lub zostato rozgrabione. J. K. Parnas
w czasie wojny zdotat sie przenies¢ ze Lwowa do Moskwy, gdzie pracowat
i zmart w 1949 r. K. Biataszewicz zmart w Warszawie w 1943 r., a S. Prze-
teckiego stracili hitlerowcy podczas Powstania Warszawskiego. L. Mar-
chlewski sterany okropnosciami wojny zmart w Krakowie w 1946 r.

Trud zorganizowania i uruchomienia o$rodkéw biochemicznych podjeli
po wyzwoleniu nieliczni, ktérzy przezyli okupacje. Juz w 1945 r. powstaly
pierwsze zaktady chemii fizjologicznej i biochemii w reaktywowanych lub
nowokreowanych przez P.R.L. uczelniach. W latach pdzniejszych powstaty
zaktady w uniwersytetach, wyzszych szkotach rolniczych i pedagogicz-
nych. Niektore z tych zakladoéw rozwinety sie nastepnie w uczelniane lub
miedzyuczelniane instytuty biochemii i biologii molekularnej. Specjali-
zacje jednak w zakresie biochemii wprowadzono znacznie pdzniej, bo do-
piero w roku 1958 i poczatkowo tylko w Uniwersytetach todzkim i War-
szawskim.

W 1946 r. utworzono tez Zaktad Biochemii w reaktywowanym wias-
nie Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego (od 1952 r. In-
stytut Polskiej Akademii Nauk).

Szybko postepujgca specjalizacja i rozw6j stosowanych dyscyplin przy-
rodniczych, a zwlaszcza w dziedzinach medycyny i rolnictwa sprawity, ze
réwniez w wielu instytutach resortowych zaczety powstawac zaktady bio-
chemii. Niektére z nich szybko osiaggnety powazng pozycje w zyciu na-
ukowym.

W 1955 r. kreowany zostat Instytut Biochemii i Biofizycki Polskiej
Akademii Nauk, ktéry w krotkim czasie rozwingt sie w najwiekszg i naj-
lepiej wyposazona placéwke biochemiczng w Polsce.

Biochemia wyrastajgc z réznych dyscyplin biologicznych przez wiele
lat zachowywata z nimi $cistg wieZz. | tak Marceli Nencki swéj stynny od-
czyt o zadaniach chemii biologicznej przedstawit na Zjezdzie Lekarzy
i Przyrodnikéw (1900 r.). Ale i pdzniej prace biochemiczne przedstawiano
badZ na zjazdach Przyrodnikéw i Lekarzy, badZ Chemikéw czy Fizjologow.
Na przedwojennych i wczesnych powojennych listach cztonkéw Polskiego
Towarzystwa Fizjologicznego znalez¢ mozna nazwiska wielu biochemikdw.
Jeszcze jednak w poznych latach czterdziestych i na poczatku pieédziesia-
tych biochemiczna spoteczno$¢ nie miata swojej organizaciji.

W konsekwencji inicjatyw wysunietych podczas dyskusji na | Kon-
gresie Nauki Polskiej w 1951 r. juz w roku nastepnym powotano przy ra-
dzie naukowej Ministerstwa Zdrowia Komisje Biochemiczng z Tadeuszem
Baranowskim na czele. W tymze 1952 r. rozszerzono zasieg i kompetencje
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Komisji przez utworzenie pod auspicjami Polskiej Akademii Nauk Komi-
tetu Biochemicznego i Biofizycznego z J6zefem Hellerem na czele. Zadania
Komitetu nie byty tatwe. Nalezato bowiem koordynowaé¢ wspo6tprace mie-
dzy resortami, inicjowa¢ i subsydiowaé prace badawcze, organizowac
sympozja oraz reprezentowac biochemie polskg na arenie miedzynarodo-
wej. Niematym osiggnieciem Komitetu byto uruchomienie dwu czasopism:
w 1953 r. zaczeto wychodzi¢ czasopismo przegladowe Postepy Biochemii,
w roku nastepnym czasopismo publikujace prace doswiadczalne Acta
Biochimica Polonica. Postepy Biochemii redagowat poczatkowo Jozef Hel-
ler, a nastepnie przez szereg lat Irena Chmielewska; Acta Biochimica Po-
lonica za$ redagowat Wiodzimierz Mozotowski, a pdzniej Irena Mochnacka.
Obydwa nasze czasopisma zyskaty sobie popularno$¢ i uznanie nie tylko
w Kkraju.

Pierwsze sympozjum biochemiczne na temat organicznych zwigzkow
fosforowych odbyto sie w todzi w 1952 r. z udziatem okoto 70 os6b z roz-
nych osrodkéw. Miato ono charakter informacyjny o osiggnieciach Bio-
chemii Swiatowej. Pézniejsze konferencje miaty charakter roboczy, na
ktérych miedzy innymi nakreslano problemy, ktérych badania nalezato
podjaé.

Rozwdj biochemii, jej znaczenie dla rozwoju wszystkich witasciwie dy-
scyplin biologicznych stworzyty konieczno$¢ wytonienia spotecznej repre-
zentacji coraz liczniejszej kadry biochemikéw. W roku 1957 grono bioche-
mikoéw podczas posiedzenia w Poznaniu podjeto inicjatywe zorganizowania
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Byli to: Tadeusz Baranowski, Ka-
zimierz Bassalik, Irena Chmielewska, Antoni Dmochowski, Jézef Duda,
Bronistaw Filipowicz, Jézef Heller, Tadeusz Korzybski, Jerzy Meduski,
Irena Mochnacka, Wtodzimierz Mozotowski, Wtodzimierz Niemierko, Ja-
nina Opienska-Blauth, Wodzimierz Ostrowski, Jerzy Pawetkiewicz, Igna-
cy Reifer, Ryszard Wiktor Schram, Zdzistaw Stolzmann, Bolestaw Skar-
zynsKki.

Z posréd zebranych wyltoniono Tymczasowy Zarzad w skiad ktérego
weszli: Wtodzimierz Niemierko — przewodniczacy (Warszawa), Bronistaw
Filipowicz (Lo6dz), Tadeusz Korzybski (Warszawa), Ignacy Reifer (War-
szawa) i Zdzistaw Stolzmann (Poznan).

Opracowano statut Towarzystwa, wpisano je w rejestr Polskich To-
warzystw Naukowych i przyjeto okoto 200 cztonkéw, a w grudniu 1958 r.
zwotano | Walne Zebranie. Pierwszym Prezesem Towarzystwa zostat wy-
brany Bolestaw Skarzynski z Krakowa, a Wiceprezesem Irena Chmielew-
ska z Warszawy.

Pierwszg dwuletnig kadencje Zarzadu poswiecono gtdwnie sprawom
organizacyjnym. Z pomocg Wydziatu Il PAN uregulowano sprawy finan-
sowe Towarzystwa. Cze$¢ funduszéw przeznaczono na stypendia, na krot-
koterminowe wyjazdy szkoleniowe do o$rodkéw krajowych. Uzyskano,
skromny co prawda, lecz wtasny lokal w Warszawie przy ulicy Freta 16,
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w domu w ktérym przed laty urodzita sie Maria Sktodowska. Juz w okre-
sie | kadencji powstaty oddziaty Towarzystwa w Gdansku, Krakowie, Lu-
blinie, £odzi, Poznaniu, Szczecinie, Warszawie i Wroctawiu, a w roku 1960
w Biatymstoku. Jako gtdwne zadanie oddziatdbw okre$lano organizowanie
dyskusji naukowych z réznych dziedzin biochemii i dziedzin pokrewnych.

Kwartalnik Postepy Biochemii stat sie z czasem organem Towarzy-
stwa, powiekszono jego objetosé. Ufundowano doroczng nagrode Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego za najlepszy artykut ogtoszony w Poste-
pach Biochemii.

W 1960 roku w Biatymstoku zorganizowano | Sympozjum Biochemicz-
ne Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, na temat enzymoéw oddecho-
wych, rozdzielania i oczyszczania biatek oraz przemian aminokwasdw.

Nalezy podkresli¢, ze w czasie dwuletniej kadencji pierwszy Zarzad
wykonat olbrzymia prace, stwarzajac szerokie mozliwosci dalszej dzia-
falnosci i rozwoju Towarzystwa. Liczba cztonkdéw Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego wzrosta juz do 378 osdb.

Wysitki Zarzadu Gtoéwnego nalezycie oceniono na Il Walnym Zebraniu
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, ktére zwotano w Warszawie w lu-
tym 1961 roku. Prezesem wybrano Bronistawa Filipowicza (L6dz), Wice-
prezesem Kazimierza Zakrzewskiego (Warszawa).

W okresie drugiej kadencji rozpoczeto wydawanie Monografii Bioche-
micznych, sporzadzono kartoteke biochemikéw polskich, powotano Ko-
misje do uporzagdkowania nomenklatury biochemicznej, ktérej przewodni-
czyt Tadeusz Korzybski. Zorganizowano po raz pierwszy Kurs Podstaw
Biochemii, na ktorym w ciagu trzech miesiecy wyktadowcy z terenu catej
Polski przedstawili najnowsze osiagniecia z wszystkich niemal dziedzin
biochemii. Kursy tego rodzaju, czesto przeznaczone dla biologdéw réznych
specjalnosci zatrudnionych w lecznictwie, oswiacie i przemysle organizo-
wato Towarzystwo poOzniej wielokrotnie, zastepujac, w pewnym stopniu,
dotkliwie odczuwany brak szkolenia podyplomowego z biochemii.

Staraniem Towarzystwa i Komitetu Biochemicznego zorganizowano
w 1961 r. wyjazd na V Miedzynarodowy Kongres Biochemiczny w Mos-
kwie dla okoto 100 oséb z okoto 50-ciu komunikatami. Byt to pierwszy tak
liczny wystep polskich biochemikéw na terenie miedzynarodowym i moz-
nos¢ osobistego zetkniecia sie ze specjalistami z innych krajow.

W 1962 roku Polskie Towarzystwo Biochemiczne zorganizowato w Po-
znaniu Il Sympozjum na temat ,,Biochemia krwinki czerwonej”, w ktérym
uczestniczyto 300 zainteresowanych. W tymze roku powstat Oddziat Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego w Olsztynie.

W poczatkach 1963 roku dotkngt Towarzystwo niespodziewany bolesny
cios; w peini dziatalnosci i pomystéw tworczych odszedt od nas prof. Bo-
lestaw Skarzynski, jeden z inicjatoréw i zatozycieli Towarzystwa — pierw-
szy 3eg° prezes. ldagc w S$lady swego wielkiego nauczyciela Leona Mar-
chlewskiego, Skarzynski przez prawie 40 lat doszukiwat sie tadu i prostoty
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w chemicznym podiozu zjawisk zyciowych. Z upodobania muzyk, historyk
i peten swady mdéwca nadawat swoim wystgpieniom i publikacjom swo-
isty ton i peten uroku wdzigk. Strata byfa tym boledniejsza, ze nastgpita
prawie w przededniu otwarcia pierwszego Polskiego Kongresu Biochemii,
ktorego byt jednym z inicjatoréw i Jego referat miat zainaugurowac roz-
poczecie obrad. Dla uczczenia jego pamieci postanowiono doroczng nagrode
Postepow Biochemii nazwa¢ nagrodg imienia Bolestawa Skarzynskiego.
W tymze roku ustanowiono nowg doroczng nagrode imienia Jakuba Karola
Parnasa za najlepszg opublikowang prace eksperymentalng wykonang
w Kraju.

I Krajowy Kongres Biochemii zorganizowano 4—7 wrze$nia 1963 roku
w todzi. Byt to rzeczywiscie pierwszy na szerszag skale przeglad 6wczes-
nego, powojennego juz dorobku polskiej biochemii. Liczba uczestnikéw
przekroczyta 600 osob. Wygtoszono okoto 450 komunikatow z eksperymen-
talnych prac. Obradowano w 9-ciu sekcjach. Zorganizowano 5 sympozjow
na temat utlenian biologicznych, biochemii ewolucyjnej i poréwnawczej,
zywienia i zywnosci, lipidow i alkaloidéw.

Il Walne Zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbyto sie
w czasie Kongresu. Prezesem wybrano Kazimierza Zakrzewskiego z War-
szawy, Wiceprezesem Macieja Wiewidrowskiego z Poznania. Liczba czton-
kéw Towarzystwa wynosita wowczas 534 osoby.

W 1964 r. powstat jedenasty z kolei oddzial Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego na Gérnym Slasku.

W okresie Ill Kadencji odbyty sie dwa sympozja. Jedno z nich na te-
mat ,,Struktura i funkcja enzyméw” odbyto sie w pazdzierniku 1964 roku
w Kazimierzu. Wygtoszono 54 komunikatéw. Udziat w obradach wzieto
okoto 250 uczestnikow.

Nastepne Il sympozjum Polskiego Towarzystwa Biochemicznego od-
byto sie w czerwcu 1965 roku w Gdansku. Tematem byta ,,Biochemia lipi-
doéw”. Zgtoszono okoto 130 doniesied, w tym wiekszo$¢ na tematy wolne,
a w obradach uczestniczyto okoto 200 os6b.

W okresie tego zjazdu odbyto sie w Gdansku IV Walne Zebranie czton-
kow, ktore nadato Wilodzimierzowi Mozotowskiemu (Gdansk) godnosé
Cztonka Honorowego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w uznaniu
Jego zastug dla rozwoju polskiej biochemii. Przeprowadzono wybory. Na
Prezesa ponownie wybrano Kazimierza Zakrzewskiego, na Wiceprezesa
Zofie Zielinskg (Warszawa). Jednym z gtdwnych zadan Zarzadu Giéwnego
tej kadencji miato sta¢ sie zorganizowanie w Polsce Il Zjazdu Federacji
Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS).

Federacja ta powstata w celu utatwienia osobistych kontaktéow i poro-
zumienia sie biochemikdw obszaru europejskiego. Przedstawiciel Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego juz w r. 1963 uczestniczyl we wstepnych
rozmowach na ten temat i Polskie Towarzystwo jest jednym z towarzystw
zatozycieli Federaciji.
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W 1965 r. Rada FEBS powierzyta Polskiemu Towarzystwu Biochemicz-
nemu zorganizowanie IlIl Zjazdu FEBS w Polsce. Zgodnie ze statutem
FEBS Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego przejat na ten okres
funkcje prezydenta Federacji.

Po wielomiesiecznej ofiarnej pracy bardzo wielu cztonkéw Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego i po pokonaniu wielu trudnosci Il Zjazd
FEBS odbyt sie w Warszawie w dniach 4—7 kwietnia 1966. Byt to naj-
wiekszy z urzgdzanych do tego czasu zjazdéw naukowych w Polsce. Bio-
chemie zagraniczng reprezentowato ponad 1000 biochemikéw z 28 krajow
catego Swiata, wsrod nich 5 laureatow Nagrody Nobla. W obradach brata
udziat prawie cata kadra biochemikéw polskich, okoto 550 oséb. Byta to dla
nich, zwitaszcza dla mtodych biochemikéw, okazja przedstawienia swoich
prac na forum miedzynarodowym, moznos¢ zapoznania sie z aktualnymi
osiggnieciami osrodkéw zagranicznych i nawigzania bezposrednich osobis-
tych kontaktow.

Il Zjazd Federacji zakonczyt sie petnym sukcesem naukowym. Trudno
jednak kilku lub kilkunastu zdaniami skwitowaé wyniki czterodniowych
obrad, na ktérych wygtoszono 564 doniesienia, a na zorganizowanych sym-
pozjach i kolokwiach przedstawiono 36 referatow z réznych dziedzin bio-
chemii. Staraniem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego teksty refera-
téw wydano in extenso we wspOtpracy Panstwowego Wydawnictwa Na-
ukowego i Academic Press w trzech tomach pt. ,,Genetic Elemen.ts” pod
redakcjag D. Shugara, ,,Mitochondria” —red. E. C. Slater, Z. Kaniuga
i L. Wojtczak, ,,Blood Platelets” — red. E. Kowalski i S. Niewiarowski.

Z innych form dziatalnosSci Towarzystwa w IV Kadencji, to kontynuo-
wanie kurséw ,Podstaw Biochemii”. Zorganizowano je w wojewddztwie
warszawskim i na terenie Trdjmiasta. W wojewodztwie gdafdskim kursy
uzupetniono ponadto wykiadami na temat ,Biochemia wirusow” i ,,Dzie-
dzicznoéé i wady wrodzone”. Na Dolnym Slasku biochemicy i elektrotech-
nicy omawiali mozliwosci wytwarzania specjalistycznej biochemicznej
aparatury naukowej, a w Krakowie zorganizowano spotkanie fotobiologow.

Komisja Nomenklatury Polskiego Towarzystwa Biochemicznego opra-
cowata pierwsze zasady polskiej nomenklatury biochemicznej pod kierun-
kiem Tadeusza Korzybskiego i wydata w 1967 roku polskg wersje miedzy-
narodowego nazewnictwa enzymow zatwierdzonego przez miedzynarodowsg
Unie Biochemiczna.

We wrzesniu 1967 roku w Krakowie odbyto sie V Sympozjum Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego poswiecone gtownie zagadnieniom
metabolizmu siarki i enzyméw nukleolitycznych, oraz V Walne Zebranie
Towarzystwa. Nadato ono godno$¢ cztonkéw honorowych Jézefowi Hel-
lerowi i Witodzimierzowi Niemierce z Warszawy za wybitne zastugi dla
rozwoju Towarzystwa. Na Prezesa wybrano Zofie Zielinska, a Wicepreze-
sem Stefana Angielskiego (Gdansk). Liczba cztonkéw Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego wzrosta do 797 oséb.
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Nadal kontynuowano akcje szkoleniowg. W Warszawie, Szczecinie, To-
runiu prowadzono kursy dla nauczycieli biologii. W Toruniu otworzono
dwunasty Oddziat Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. W Krakowie,
Poznaniu i w Warszawie zorganizowano konferencje robocze na temat
struktury biatek, w Poznaniu i Lublinie na tematy zwigzane z zagadnie-
niami dotyczacymi fotobiologii, w £odzi na temat biochemii krwinki czer-
wonej, a na Gornym Slasku zainicjowano dyskusje na temat nauki i etyki
w medycynie.

Stale rozszerzajgca sie tematyka dorocznych sympozjéw Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego i rosngce nimi zainteresowanie skionity Za-
rzad Gidwny do przeksztatcenia ich w doroczne zjazdy biochemiczne, za-
chowujac kolejng numeracje. Pierwszy z tych zjazdow jako VI Zjazd Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego odbyt sie w Olsztynie w lipcu 1968 r.
(przedstawiono 135 komunikatéw). W jego ramach zorganizowano subsy-
diowane przez UNESCO Miedzynarodowe Sympozjum na temat: ,,Synteza
biatka, struktura i funkcja makromolekut i elementéw subkomadrkowych”.
Teksty referatow wydano w publikacji p.t. ,,Protein Biosynthesis” pod
redakcjg P. Szafranskiego, S. Klity i P. Mastowskiego. Liczba uczestnikéw
przekroczyta 400, w tym 63 specjalistow z zagranicy. Wygtosili oni 17 re-
feratow programowych i kilkanascie komunikatow.

W dniach 18—20 wrzes$nia 1969 r. we Wroctawiu odbyt sie VII Zjazd
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. W programie Zjazdu byto sym-
pozjum na temat ,,Peptydy i peptydazy” oraz liczne sekcje poswiecone te-
matom wolnym. W Zjezdzie wzieto udziat okoto 550 uczestnikow, w tym
34 z zagranicy; przedstawiono 240 prac.

W okresie Zjazdu odbyto sie VI Walne Zebranie Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego i przeprowadzono wybory. Prezesem zostata po-
nownie Zofia Zielifiska, Wiceprezesem Tomasz Borkowski z Lublina. Licz
ba cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego osiaggneta 855.

We wszystkich prawie Oddziatach Towarzystwa urzadzono kilkanascie
kursow metodycznych na temat sgczenia molekularnego. Dla nauczycieli
Tréjmiasta urzadzono kurs pt. ,Molekularne podstawy biologii”. Oddziat
Biatostocki wspdlnie z Oddziatem Polskiego Towarzystwa Diagnostyki La-
boratoryjnej przeprowadzit szkolenie w zakresie technik stosowanych
w biochemii klinicznej.

W maju, w dniach 28—30, 1970 roku VIII Zjazd Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego zwotano w Szczecinie. Oprocz Sesji z doniesieniami
z réznych dziedzin biochemii odbyty sie dwa sympozja na temat ,,Enzymy”
i ,,Utlenianie biologiczne”. W obradach brato udziat okoto 550 uczestnikow,
przedyskutowano ponad 180 prac.

W dniach 7—8 maja 1971 r. Oddziat Lddzki Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, wsp6lnie z Komisjg Ultrastruktury PAN, zorganizowat
dwudniowg konferencje na temat ,Frakcje subkomérkowe a skiadniki
strukturalne komorki”. Byto to pierwsze w Polsce spotkanie biochemikow
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i morfologéw. Wygtoszone referaty zostaly in extenso wydane pod wymie-
nionym wyzej tytutem.

Doroczny IX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zwotano do
Katowic w dniach 8—11 wrzes$nia 1971 r. Zorganizowano dwa sympozja
na temat ,,Struktura i funkcja genomu” i ,,Biochemia $rodowiskowa”. Na
Zjazd nadestano okoto 300 komunikatow, a uczestniczyto w nim okoto
550 os6b.

W czasie Zjazdu odbyto sie VII Walne Zebranie, ktére nadato godnosé
Cztonka Honorowego Michatowi Laskowskiemu (Buffalo, USA), Janinie
Opienskiej-Blauth (Lublin), Antoniemu Dmochowskiemu (£6dz), Bronista-
wowi Filipowiczowi (£8dZ) i Tadeuszowi Baranowskiemu (Wroctaw). Licz-
ba cztonkow Towarzystwa wzrosta do 953 osob.

W przeprowadzonych wyborach Prezesem zostat urzedujgcy obecnie
Tomasz Borkowski, Wiceprezesem Antoni Dancewicz z Warszawy.

Doroczny X Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbyt sie
w dniach 21—23 wrzes$nia 1972 roku w Poznaniu. W obradach udziat wzie-
to okoto 600 os6b z kraju i 20 uczestnikbw z roéznych os$rodkéw zagra-
nicznych.

Obrady toczyty sie w ramach dwéch sympozjow na temat ,Struktura
i funkcja kwasow nukleinowych” oraz ,,Witasnosci molekuty biatkowej”.
Zaréwno w okresie tego Zjazdu, jak i wielu poprzednich zorganizowano
wystawy ksigzki, aparatury i odczynnikéw firm krajowych i zagranicz-
nych. Czesto ilustrowano wyktadami badz pokazami uzytkowanie wysta-
wianej aparatury.

W 1973 roku odbyt sie w Biatymstoku, w dniach 10—12 wrzes$nia, ko-
lejny XI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Na Zjazd przy-
byto okoto 550 uczestnikoéw. Zgloszono ponad 280 doniesien. W ramach
Zjazdu zorganizowano dwa sympozja pt. ,,Biochemia Rolnictwu” i ,,Wtasci-
wosci bton biologicznych” oraz konferencje na temat ,,Nauczanie biochemii
i ksztatcenie biochemikdéw”.

XII Zjazd Towarzystwa zwotano do Warszawy w dniach 4—7 wrze$nia
1974. Tematyka sympozjow brzmi: Sympozjum | — ,Biatka chromatyny”
i Sympozjum Il — ,Kwasy nukleinowe, struktura i funkcja”. Zgtoszono
facznie 12 referatéw i 250 komunikatow.

Omawiajac te zywg dziatalno$¢ Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w Kkraju, nie mozna nie wspomnie¢ o trudno$ciach ograniczajagcych nasz
udziat w zagranicznych zjazdach. Jak powiedzieliSmy w V Miedzynaro-
dowym Kongresie w Moskwie w 1961 roku zorganizowanym przez Miedzy-
narodowg Unie Biochemiczng (l.U.B.) uczestniczyto okoto 100 polskich
biochemikow. W trzy lata pézniej zaS§ w VI Miedzynarodowym Kongresie
Biochemii w Nowym Jorku dwadziescia kilka oséb, za$ na nastepne Kon-
gresy LLU.B. wystanie reprezentatywnych delegacji okazato sie niemozliwe,
ale w 1973 w VIII Kongresie wzieto jednak udziat 40 oséb z kraju. Niestety
delegacje polskie na Zjazdy FEBS (odbywajgce sie co roku w okresach
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miedzy Kongresem 1.U.B.) sg wcigz niezadawalajgco mate. Jedynym wy-
jatkiem byt IX Zjazd FEBS w Budapeszcie (1974), w ktérym wzieto ak-
tywny udziat ponad 130 biochemikéw z P.R.L.

Od chwili powstania Polskiego Towarzystwa Biochemicznego liczba je-
go cztonkdéw wzrosta pieciokrotnie osiggajagc 1038 oséb. Oddziaty Towa-
rzystwa dziatajg obecnie we wszystkich wiekszych osrodkach, w ktorych
znajdujg sie szkoty wyzsze i instytuty nakowo-badawcze (patrz tabela).

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
w dniu 30 czerwca 1974

Oddziat (siedziba) Liczba cztonkdw
Biatystok 40
Gdansk 44
Torun 18
Katowice 53
Krakow 69
Lublin 62
L 6dz 108
Olsztyn 38
Poznan 98
Szczecin 38
Wroctaw 92
Warszawa 372
Zagraniczni 6 1
Ogoétem 1038

W ciagu 15 lat swojej dziatalnoSci Polskie Towarzystwo Biochemiczne
stato sie jednym z najwiekszych towarzystw naukowych w Polsce. Na ze-
braniach swoich i dorocznych zjazdach dgzy do tworzenia form do dyskusji
naukowej otwartej nie tylko dla biochemikdw, lecz réwniez dla specja-
listbw z dziedzin pokrewnych.

Bronistaw Filipowicz
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KRZYSZTOF KRZYSTYNIAK *

Fizjologiczna rola cyklicznej fotofosforylacji

Physiological Role of Cyclic Photophosphorylation

I Cykliczny transport elektronéw i fotofosforylacja

Fotofosforylacje sprzezong z cyklicznym transportem elektronow wy-
kryto w 1954 roku (1, 2). Cykliczna fosforylacja zachodzi w warunkach
anaerobowych lub w obecnosci DCMU, przy czym nie powstajg rowno-
wazniki redukcyjne. Drugim typem fosforylacji fotosyntetycznej, wykry-
tym w 1957 roku i nazwanym pézniej fosforylacjg niecykliczng (3), jest
synteza ATP sprzezona z niecyklicznym transportem elektronéw, ktéremu
towarzyszy fotoliza wody, wydzielanie tlenu i tworzenie NADPH2

Dalsze badania procesu fotofosforylacji staty sie mozliwe dopiero po
uzyskaniu preparatu izolowanych chloroplastow o wysokiej zdolnosci wia-
czania C02 (4, 5). Badania Arnona (6) a nastepnie innych autoréw
(7—10) wykazaty, ze istniejg stechiometryczne zaleznoSci pomiedzy wy-
twarzaniem ATP w niecyklicznej fosforylacji a wydzielaniem tlenu, po-
chodzacego z fotolizy wody jako donatora elektronéw i redukcja NADP.
Wstepne badania wykazaly, ze stosunek powstatego ATP do NADPH
w procesie fosforylacji niecyklicznej wynosi 1:1, podczas gdy asymilacja
Imola C02zachodzi przy udziale 3moli ATP i 2moli NADPH (6). Wskazuje
to, ze niecykliczna fosforylacja, chociaz jest gtdbwnym Zrodiem energii dla
procesu asymilacji, to jednak nie dostarcza catkowitej ilosci ATP niezbed-
nej w procesie asymilacji dwutlenku wegla.

W zwigzku z istnieniem cyklicznego i niecyklicznego transportu elek-
tronéw sprzezonego odpowiednio z cykliczng i niecykliczng fosforylacja
nasuwa sie pytanie czy i w jakim stopniu zachodzi wspétdziatanie | i Il
uktadu fotosyntezy. Przyjeto, ze cykliczny transport elektronéw wymaga

* Mgr, Zaktad Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski.

Wykaz stosowanych skrétow: DCMU — 3-(3', 4'-dwuchlorofenylo)-l, 1-dwumety-
lomocznik; DCIP — 2, 6-dwuchlorofenyloindofenol; PMS — metylosiarczan N-metylo-
fenazyniowy; TMPD — czterometylo-p-fenylenodwuamina; FMN — mononukleotyd
flawinowy; NADP — fosforan dwuneukleotydu nikotynamidoadeninowego; NADPH —
zredukowana forma NADP.
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jedynie aktywacji barwnikéw | fotouktadu pobudzonego swiattem o dtu-
gosci fali okoto 700nm. Zespo6t barwnikdw | fotouktadu jako gtéwny skiad-
nik zawiera chlorofil a. W centrum fotochemicznym tego zespotu wystepu-
je skiadnik P-700 (11, 12). Skiadnikami uktadu przenoszgcego elektrony
w cyklicznym transporcie s3: ferredoksyna, cytochromy b6i f oraz plas-
tocjanina (13 — 16). Z czastek uktadu | fotosyntezy uzyskanych przez roz-
bicie chloroplastow detergentami wyizolowano kompleks cytochroméw b6
i f (17—19). Z fotouktadem | zwigzany jest przypuszczalnie cytochrom
bS® Hp charakteryzujgcy sie wyzszym potencjatem w stosunku do cytochro-
rau bS®LP wystepujagcego w uktadzie Il fotosyntezy (20). Plastocyjanina
jest, jak sie wydaje donatorem elektronéw dla uktadu | fotosyntezy, na co
wskazuje m.in. inhibicja fotoredukcji NADP spowodowana ekstrakcjg
plastocyjaniny heptanem (21, 22). Stwierdzono réwniez, ze fotoredukcja
NADP w obecnosci uktadu askorbinian — DCIP jako donatora elektronow
oraz fotoutlenianie cytochromu f w czastkach fotouktadu | zaleza od obec-
nosci plastocyjaniny (23).

Obecnie zasadnicze rozbieznosci dotycza pogladow na wspotzaleznosé
reakcji Swietlnych i miejsc syntezy ATP w niecyklicznym transporcie
elektrondw. Zdaniem niektorych autoréw (24—27), niecykliczny transport
elektronow zwigzany jest z aktywacja | i Il uktadu fotosyntezy, przy czym
postuluja oni istnienie dwoch miejsc syntezy ATP. Przy takim zatozeniu
stosunek P/2e, ktéry wyraza rzeczywistg stechiometrie fotofosforylacji nie-
cyklicznej i jest niezalezny od stopnia stymulacji transportu elektronéw
przez ADP i fosforan (28, 29) powinien przybiera¢ warto$¢ 2. Tymczasem
obserwowany stosunek P/2e jest bliski 1 lub przekracza nieco te warto$é
(3,28,30—32). Natomiast w obecnosci askorbinianu jako donatora elektro-
néw stosunek ten przyjmuje warto$¢ zaledwie okoto 0,5. Obnizenie wy-
dajnosci fosforylacji w obecnosci askorbinianu interpretowano poczatkowo
ominieciem jednego z dwoch hipotetycznych miejsc syntezy ATP w fos-
forylacji niecyklicznej (33) lub stosowaniem preparatu chloroplastéw
0 okreslonej niskiej wydajnosci fosforylacji (28). Ostatnio postuluje sie, ze
obnizenie stosunku P/2e do warto$ci okoto 0,5 spowodowane jest redukcjg
sztucznych akceptorow elektronéw w niecyklicznym transporcie w wy-
niku dziatania dysmutazy w ukladzie askorbinian — akceptory elektro-
néw (34).

W odrdznieniu od powyzszych pogladéw przyjmujacych wspdétzaleznosé
1i Il uktadu fotosyntezy, Arnon i wsp. postulujg catkowitg odrebnosé
cyklicznego i niecyklicznego transportu elektronow (35—39) (Ryc. 1). Na
podstawie wyliczonej wydajnosci fosforylacji Arnon (30) zaklada istnie-
nie tylko jednego miejsca sprzezenia na drodze niecyklicznego transportu
elektronéw, tzn., ze redukcja 1 czasteczki NADP sprzezona jest z syntezg
1 czasteczki ATP. Natomiast na drodze cyklicznego transportu elektrondw
wystepujg wg tego autora dwa miejsca syntezy ATP: jedno przy cytochro-
mie b6 drugie przy cytochromie f (40). Wskazuje na to poréwnanie wy-
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dajnosci fosforylacji w obecnosci PMS oraz w obecnosci FMN lub witami-
ny K3jako przenosnikéw elektrondw (Ryc. 2). Wyzsza wydajnos¢ fosfory-
lacji przebiegajacej przy udziale FMN lub witaminy K3 przy niskich na-
tezeniach S$wiatlta, w poréwnaniu ze stopniem fosforylacji w uktadzie
z PMS sugeruje istnienie przynajmniej dwoch miejsc sprzezenia fosfory-
lacji w cyklicznym transporcie elektronéw. Co wiecej, proporcjonalnie
wzrastajgca wydajnos¢ fosforylacji wraz ze wzrostem intensywnosci $wiat-
fa w ukladzie z PMS sugeruje zmiane drogi przeptwu elektronéw w obre-
bie fotouktadu I. Prawdopodobnie PMS stuzy jako przeno$nik w przepty-
wie elektrondw, przy czym nastepuje ominiecie redukcji cytochroméw
(41). Na rycinach 4 i 5 przedstawiono schemat cyklicznej fosforylacji
z udziatem PMS lub witaminy K3i FMN.
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Ryc. 2. Wplyw intensywnos$ci Swiatta na anaerobowa cykliczng fotofosforylacje (40)
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Przy zatozeniu wystepowania tylko jednego miejsca syntezy ATP
w niecyklicznym transporcie elektronéw, zgodnie z postulatami Arnona
(30), ilos¢ ATP tworzonego w niecyklicznej fotofosforylacji jest niewystar-
czajgca w procesie asymilacji dwutlenku wegla. Nasuwa sie zatem przy-
puszczenie, ze ATP powstaty w cyklicznej fosforylacji moze stanowic¢ zrdd-
to ,uzupetniajgcej” ilosci ATP dla procesu wigczania dwutlenku wegla.

uPMS

I ADP

| G“ |+> ot Gi !(+> cyt

ATP mATP

Ryc. 3. Schemat cyklicznej fosfo- Ryc. 4. Schemat cyklicznej fosfory-

rylacji z udziatem PMS (40) lacji z udziatem FMN lub witaminy
cyt — oznacza kompleksy cytochro- K3 (40)
mow O/; — oznacza kompleksy cytochromoéw

Il. Udziat cyklicznej fosforylacji w asymilacji C02

W badaniach nad wykazaniem Zrodta ,,dodatkowego” ATP niezbednego
w procesie asymilacji C02 (42) uzyskano dane potwierdzajace postulowang
(6) role cyklicznej fosforylacji:

1) Dodanie ATP (Ryc. 5) znacznie skraca okres op6znienia wiaczania
C02 obserwowanego w pierwszych minutach oswietlania chloroplastow
Swiattem monochromatycznym o dtugosci fali 664 nm, absorbowanym
przez zesp6t barwnikéw uktadu Il fotosyntezy. Dodanie ATP powoduje
jednoczesnie wzrost zawartosci fosforanow cukréw i obnizenie poziomu
glicerofosforanu.

2) Okres opoOZnienia asymilacji C02moze by¢ skrocony przez preilumi-
nacje $wiattem monochromatycznym o diugosci fali okoto 720 nm, stymu-
lujacym jedynie cykliczng fosforylacje lub przez dodanie fosforandw cuk-
row—np. rybozo-5-P, lub fruktozo-1,6-dwu-P.

3) Dodanie inhibitoréw cyklicznej fosforylacji, takich jak antymycyna A
lub oligomycna powoduje obnizenie intensywnosci asymilacji C02 oraz
zmiany w poziomie posrednich produktéw procesu asymilacji: obnizenie
ilosci fosforanéw cukrow i podwyzszenie zawartosci glicerofosforanu. Jak
wykazujg dane przedstawione w tabeli 1, kierunek zmian procentowej za-
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wartosci posrednich produktéw asymilacji po podaniu antymycyny A jest
odwrotny w poréwnaniu ze zmianami ilosci glicerofosforanu i fosforandéw
cukréw po podaniu ATP. Dodanie ATP do preparatu zawierajagcego anty-
mycyne A czterokrotnie zwieksza intensywnos$¢ wiaczania dwutlenku weg-
la, przy czym procentowy skiad posrednich produktéw asymilacji zostaje
przywrdcony do warto$ci identycznych jak w chloroplastach kontrolnych.

A

I ? S lr
1 2 A .

Ryc. *5. Wptyw ATP na okres opOznienia asymilacji C02 w chloroplastach os$wietla-
nych $wiattem monochromatycznym 664nm (42)

Przedstawiony w tabeli 2 r6zny efekt dziatania inhibitorow cyklicznej
oraz niecyklicznej fosforylacji sugeruje, ze ATP produkowany w cyklicz-
nej fosforylacji uzupetnia w fizjologicznych warunkach ATP powstaty
w procesie fotofosforylacji niecyklicznej i przez to decyduje o przemianie
kwasu 3-P-glicerynowego w fosforany cukréow. Skiad procentowy tych
posrednich produktow asymilacji zalezy zatem od stosunku ATP/NADPH
(42); selektywne hamowanie fosforylacji niecyklicznej (stosujagc DCMU)
obniza ten stosunek, przy czym obserwuje sie obnizenie poziomu glicero-
fosforanu oraz podwyzszenie ilosci fosforanéw cukrow. Zastowanie inhi-
bitoréw fosforylacji cyklicznej, takich jak antymycyna A, oligomycyna lub
salicylaldoksym daje efekt odwrotny.

Przedstawione dane (42) przemawiajg za stusznoscig hipotezy wystepo-
wania cyklicznej fosforylacji jako procesu endogennego, fizjologicznego.
Sprawa ta jest jednak nadal problemem spornym dla wielu autorow (43—
46). Jak juz nadmieniano, cykliczny transport elektronéw zachodzi w wa-
runkach anaerobowych lub w obecnosci DCMU i towarzyszy mu powsta-
wanie ATP, nie powstajg natomiast rownowazniki redukcyjne (40). Nie
mozna tym samym okresli¢ cyklicznej fosforylacji szybkoscig utleniania
lub redukcji egzogennych akceptoréw czy donatoréw elektrondw, t.j. re-
akcji charakterystycznych dla fosforylacji niecyklicznej. W wyizolowa-
nych chloroplastach tworzenie ATP sprzezone z cykliczng fosforylacjg jest
niewielkie i jest znacznie stymulowane przez sztuczne przenosniki elektro-
now, takie jak PMS (47),’DCIP (48,49), witamine K3 (40), TMPD (50),
ferreddksyne (51) oraz FMN (40). Z uwagi na stosowanie posrednich me-

2 Postepy Biochemii
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tod oznaczania wydajnosci fosforylacji oraz rozbiezne wyniki oznaczenia
stosunku ATP: NADPH w preparatach izolowanych chloroplastow, ist-
nieja hipotezy odrzucajace wspotdziatanie cyklicznej i niecyklicznej fosfo-
rylacji w procesie wigczania dwutlenku wegla:

Tabela 1.
Odwrécenie wptywu antymycyny A na asymilacje 14C 02w chloroplastach przez dodanie ATP (42)

Wydajnos¢ Wigczanie 4C02
Dodano do kontroli asymilacji 14C0z kwas 3-P-glicerynowy  fosforany cukrow
7d

16 X6

— 100 36 64
ATP (0,003M) 131 22 78
Antymycyna A u 49 51
Antymycyna A, ATP 47 3% 64

* Miarg wydajnosci asymilacji okreslono stopiert wiaczenia 14C02 do posrednich produktéw asymilacji: glicerofosof-
ranu i fosforanow cukrow.

Tabela 2.

Whptyw inhibitoréw cyklicznej i niecyklicznej fosforylacji na poziom produktéw asymilacji 14C 02(42)

hamowanie W*QCZanie 14C0Oz

Inhibitor Stezenie wigczania  kwas 3-P-glice- fosforany

M Yco? rynowy cukrow
% o} %
Antymycyna A _ 0 21 79
(inhibitor  cyklicznej 6x10-6 14 45 55
fosforylacji) 1,2x10“6 27 46 54
DCMU _ 0 31 69
(inhibitor niecyklicznej ~ 2,5x10“7 32 14 86
fosforylacji) 5x10 7 64 13 87

1) Wysoki poziom fosforylacji in vitro w obecnos$ci sztucznych prze-
nosnikow elektronéw w atmosferze azotu uwazany jest za artefakt, cha-
rakerystyczny dla wyizolowanych chloroplastow (45).

2) Stosunek ATP: NADPH dla niecyklicznej fosforylacji jest wyzszy od
jednosci (52—56). Fosforylacja niecykliczna dostarczataby wiec catkowitej
ilosci ATP niezbednego w procesie asymilacji dwutlenku wegla.

3) Obserwowana stymulacja karboksylacji zwigzana z jednoczesnym
hamowaniem fotofosforylacji sugeruje udziat wysokoenergetycznych po-
$rednikow dostarczajgcych dodatkowej ilosci ATP niezbednego w asymi-
lacji C02 (57—59).

4) Hamowanie przez DCMU indukowanej swiattem fosforylacji i sty-
mulacja redukcji CO, po dodaniu ditiotreitolu sugeruje istnienie niezalez-



CYKLICZNA FOTOFOSFORYLACJA 375

nej reakcji fotochemicznej. Bytby to proces tzw. ,pseudocykliczny”, zwig-
zany z redukcjg tlenu i dostarczajacy uzupetniajgcej iloSci ATP, niezbed-
nej dla redukcji C02 w ktérym tlen odgrywatby role przenosnika elek-
tronéw (43,60). W wyniku pseudocyklicznego transportu elektronow
redukowany jest chlorofil af, proces ten wymaga udziatu obydwu uktadéw
fotosyntezy ale wydzielany tlen jest jednocze$nie pobierany w rownowaz-
nych iloSciach (60).

Nowsze badania zaprzeczajg hipotezie wystepowania cyklicznej fos-
forylacji jako artefaktu zwigzanego z izolowaniem chloroplastéw. Wykaza-
no bowiem istnienie cyklicznej fosforylacji in vivo w atmosferze azotu (61,
62), jak réwniez okre$lono ilos¢ ATP tworzonego w procesie cyklicznej
fosforylacji w izolowanych chloroplastach, bez dodanych sztucznych prze-
nosnikow elektrondw (63). W analogicznych warunkach wykazano prze-
ptyw elektronéw w procesie cyklicznej fosforylacji badajgc zmiany oksy-
doredukcyjne cytochroméw (64). W atmosferze beztlenowej oraz przy bra-
ku chlorkéw (niezbednych w procesie fotolizy wody) chloroplasty zacho-
wuja sie jak bakteryjne chromatofory. Ich aktywno$¢ ograniczona jest
tylko do anaerobowej fosforylacji, przy czym stwierdza sie zmiany oksydo-
redukcyjne cytochromdéw b6 i f, natomiast dodanie plastocyjaniny nie
wplywa na przeptyw elektrondw (64).

W Swietle cytowanych tutaj wynikéw badarn wystepowanie cyklicznej
fosforylacji jako procesu endogennego w warunkach fizjologicznych wy-
daje sie by¢ bardzo prawdopodobne.

I11. Udziat cyklicznej fosforylacji w reakcjach wymagajacych ATP

Reeves i Hall (56), wedtug ktérych stosunek ATP/2e charaktery-
styczny dla preparatu ostroznie izolowanych chloroplastéw jest bliski war-
tosci 2, okre$lajag udziat cyklicznej fosforylacji w asymilacji dwutlenku
wegla jako rzedu 10% fosforylacji niecyklicznej. Niezaleznie od postulo-
wanej roli cyklicznej fosforylacji w asymilacji C02 wielu autoréw suge-
ruje jej udziat w reakcjach wymagajgcych dostarczenia ATP (57, 65—67).
Wykazano np. udziat cyklicznej fosforylacji w aktywnym transporcie jo-
néw: w odrdznieniu od aktywnego transportu jonow CI“ niezbednych dla
funkcjonowania fotouktadu Il, wrazliwego na DCMU, — aktywny trans-
port jonébw K+ jest niewrazliwy na DCMU i zalezy jedynie od fosforylacji
cyklicznej (transport ten zachodzi w czasie o$wietlania chloroplastow
Swiattem monochromatycznym o diugosci fali okoto 720nm). Wykazano
réwniez udziat cyklicznej fosforylacji w wigczaniu 3P do struktur komor-
kowych (57, 65), w anaerobowej fotoasymilacji glukozy (66) oraz w asymi-
lacji octanu (70, 71). Badano rowniez wigczanie UC leucyny w izolowanych
chloroplastach zaktadajac, ze biosynteza biatek zalezy nie od poziomu
NADPH, a jedynie od ATP — moze zatem zachodzi¢ wytgcznie przy udzia-

o
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le cyklicznej fosforylacji (67). Okazato sie (Tabela Ill, Tabela IV), ze naj-
wyzszy stopieri wigczania 4C leucyny obserwuje sie na $wietle o dtugosci
fali 714nm, ktore stymuluje ten proces dwukrotnie — w pordéwnaniu z ak-
tywnoscig wiaczania 4C leucyny w warunkach oswietlania $wiattem o diu-
gosci fali 644nm.

Przedstawione powyzej wyniki badan sugerujg udziat w biosyntezie
biatek ATP powstalego w procesie cyklicznej fosforylacji; postuluje sie
réwniez takg zalezno$¢ w przypadku biosyntezy DNA i RNA. Procesy te
z energetycznego punktu widzenia zaleza jedynie od ATP; hipoteza ta
wymaga jednak potwierdzenia (67).

Tabela 3.
Wiaczanie 14C-leucyny w izolowanych chloroplastach szpinaku (67)
Wigczona 14C-leucyna
Warunki inkubacji mumole/mg chloroplastow
na godz.
Swiatto 2,84
ciemno$é 0,15
ciemno$¢+ uktad tworzacy ATP 1,03
Tabela 4.

Whptyw $wiatta monochromatycznego na asymilacje C02 i wiaczanie 14C-leucyny
w izolowanych chloroplastach szpinaku (67)

Diugos¢ fali Wigczanie 14C-leucyny Asymilacja C02
nm O o)
664 100 100
714 184 30

W pewnych warunkach tworzenie ATP moze by¢ jedynym przejawem
procesu fotosyntezy nie tylko w bakteriach, ale i w tkankach roslin wyz-
szych (72): ATP moze powstawa¢ w cyklicznej fosforylacji nawet w przy-
padku, gdy wiaczanie dwutlenku wegla jest znacznie obnizone lub catko-
wicie zahamowane. Sytuacje takg obserwuje sie w czasie zamkniecia
aparatow szparkowych w porze potudniowej w lisciach roslin wyzszych
(73, 74), lub w warunkach niedoboru wody.

Przedstawione tutaj fakty sugeruja istnienie cyklicznej fosforylacji ja-
ko procesu endogennego, fizjologicznego w chloroplastach roslin wyzszych.
Proces ten stanowi przypuszczalnie istotne zrédto energii dla wielu proce-
sow metabolicznych. ATP tworzony w cyklicznej fosforylacji stanowi
prawdopodobnie uzupetnienie ilosci ATP powstajgcego w procesie foto-
fosforylacji niecyklicznej i jest niezbedny w procesie asymilacji dwutlenku
wegla.

Artykut otrzymano 30.11.1973, po rewizji autorskiej przyjeto 24.6.1974.
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STANISLAW MALESZEWSKI *

Tlen jako element regulacji fotosyntezy

Oxygen Regulation of Photosynthesis

I. Efekt Warburga

Otto Warburg w 1920 roku (1) stosujac w badaniach zawiesine
glonéw Chlorella po raz pierwszy stwierdzit, ze Oz hamuje fotosynteze.
Podwyzszenie stezenia 0 2w S$rodowisku powoduje zmniejszenie szybkosci
fotosyntetycznej asymilacji C02 jak i wydzielania O, (2). Zjawisko to,
nazwane efektem Warburga jest prawdopodobnie powszechne w Swiecie
roslin fotosyntetyzujacych (3, 4). Wykazano je rowniez w doswiadczeniach
z wyizolowanymi chloroplastami (5). Hamowanie fotosyntezy przez 0 2 jest
wieksze w niskich stezeniach C02 wystepuje natychmiast po podwyzsze-
niu stezenia Ozi jest prawie catlkowicie odwracalne (3, 6, 7, 8, 9).

Tlen obniza szybko$¢ fotosyntezy w komorkach roslin C=* (11, 12) juz
w stezeniach bardzo niskich, wynoszgcych kilka procent (1, 3, 6, 7, 10). Na-
stepstwem zwiekszania stezenia 0 2w Srodowisku jest takze wyrazne pod-
wyzszenie punktu kompensacyjnego CO02 (stezenie C02 w ktérym roéwno-
wazg sie procesy pobierania i wydzielania C02 na $wietle) roslin C3 (9).
Natomiast fotosynteze w lisciach kukurydzy i innych rodlin Cf* (11, 12)
tlen hamuje dopiero w stezeniach wyzszych od 21%. Punkt kompensacyj-
ny CO02roslin C4 nie zalezy w widocznym stopniu od stezenia 02 i jest
zwykle bliski zera (13, 14).

Wyniki badan nad mechanizmem efektu Warburga wskazujg, ze 02
moze dziataé zarbwno na etapie reakcji Swietlnych (fotochemicznych) jak
i reakcji ciemnych (asymilacji i redukcji C02 fotosyntezy. Powoduje to,
ze mechanizm tego zjawiska jest bardzo zitozony i poznany dotychczas
tylko fragmentrycznie.

* Dr, Instytut Botaniki, Uniwersytet Warszawski,

** W fotosyntetyzujagcych komaérkach roslin C3 pierwszym trwatym produktem
asymilacji C02 jest PGA. W tkankach roslin C4 poczatkowymi produktami sg za$
czteroweglowe kwasy dwukarboksylowe: szczawiooctowy, jabtkowy i asparaginowy.

Wykaz stosowanych skrotow: PS-1, PS-1I —fotouktad 1, II; NADP — fosforan
dwunukleotydu nikotynamido-adeninowego; NADPH — zredukowana forma NADP;
NAD — dwunukleotyd nikotynamido-adeninowy; NADH — zredukowana forma NAD;
ATP —adenozynotrojfosforan; PEP — kwas fosfoenolopirogronowy; PGA — 3-fosfo-
glicerynian; OAA — szczawiooctan; INH — hydrazyd kwasu izonikotynowego.
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Il. Wplyw tlenu na fotosyntetyczny transport elektronéw

Mozliwos¢ dziatania tlenu na fotochemiczne reakcje fotosyntezy roz-
wazat juz Warburg (1), ktéry sugerowat, ze 02reagujac z wytwarza-
nymi w nich zredukowanymi metabolitami, jako akceptor elektronéw
moze wspotzawodniczyé z produktami asymilacji C02 Hipoteze te potwier-
dzono wykazujac, ze 02 moze by¢ utleniaczem w reakcji Hilla przebiega-
jacej w wyizolowanych chloroplastach (15, 16, 17, 18). Cze$¢ zredukowa-
nych metabolitow fotochemicznych reakcji fotosyntezy moze w obecnosci
0 2 ulega¢ utlenieniu z wytworzeniem H2 2i ostatecznie Hz0 i Oz Proces
ten sumarycznie przedstawiajg reakcje 1, 3 i 4, gdzie (H) oznacza réwno-
waznik redukcyjny przenoszony w fotochemicznych reakcjach fotosyntezy.

p = ) J— *2(H)+2 OH @
10| ™ E— -HD +1/202 @
X L — >HD 2 ©
HD2  -SEaD 4120, 4

W wyniku takiego dziatania 0 2nastepowatoby zmniejszenie wytwarza-
nia reduktoréw, a nastepnie takze natezenia asymilacji i redukcji wegla.

Przytoczone w nastepnych rozdziatach badania dostarczyty dalszych
dowoddw dziatania 0 2na reakcje fotosyntetycznego transportu elektronéw
(reakcja Mehlera). Pozwolity takze na okreslenie miejsc w tancuchu prze-
nos$nikow, w ktorych nastepuje przejmowanie elektronéw przez tlen. Wiek-
szo$¢ tych dowodéw ma charakter posredni, gdyz uzyskane zostaty w ba-
daniach nad wptywem 0 2na procesy zwigzane z fotosyntetycznym trans-
portem elektronéw. Bezposrednie wykazanie zuzywania 0 2w fotosyntezie
(reakcja 3) jest bowiem metodycznie trudne z powodu réwnoczesnej, naj-
czesciej znacznie intensywniejszej produkcji 0 2 (reakcje 2 i 4).

I1-1. Wygaszanie fluorescencji chlorofilu przez tlen

Badania fotochemicznych reakcji fotosyntezy, ktérych przebieg przed-
stawia schematycznie rycina 1, prowadzono miedzy innymi na drodze
analizy zmian natezenia fluorescencji chlorofilu. Reakcje te oraz metody
ich badan niedawno omdwiono w Postepach Biochemii (19, 20).

Natezenie fluorescencji chlorofilu, ktérej zrédiem jest gtownie foto-
uktad Il (PS II) zalezy od wzbudzenia PS Il i stanu oksydoredukcyjnego
przeno$nikéw elektrondw redukowanych przez ten fotouktad. Wzbudzenie
fotouktadu 1 (PS I) diugofalowym Swiattem czerwonym (A> 700nm) jak
i inne czynniki zwiekszajagce odptyw elektronéw z PS Il powodujg wyga-
szanie fluorescencji. Natezenie jej wzrasta natomiast gdy hamuje sie prze-
ptyw elektronéw w chloroplastach (21, 22, 23, 24, 25). Natezenie fluores-
cencji jest wiec wskaznikiem stanu oksydoredukcyjnego i natezenia utle-
\niania zwigzkdw przejmujacych elektrony od PS II.
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Stosujagc w badaniach wyizolowane chloroplasty oraz cate liscie wyka-
zano, ze tlen zmniejsza natezenie fluorescencji chlorofilu. Wptyw tlenu jest
najwiekszy jezeli dziatajg oba fotouktady, natomiast nie wptywa on w ogole
lub tylko w matym stopniu na fluorescencje chlorofilu mutantéw ze stabo
funkcjonujagcym PS |. Wskazuje to, ze Oz przejmuje elektrony z fotoche-
micznych reakcji fotosyntezy, reagujac z przenos$nikami zlokalizowanymi
za PS |, prawdopodobnie z ferredoksyng (26, 27).

0,0

cyt b559
ATP

04 ]

Wydz. tlenu
-H,0

Ryc. 1. Miejsca dziatania 02 w reakcjach fotosyntetycznego transportu elektronéw

(4, 37
PQ —plastochinon; Pc —plastocyjanina; P& PM—formy chlorofilu o maksimach absorpcji
odpowiednio przy 690 i 700nm, wystepujace w centrach reakcji PS Il i PS I; Q i X —akceptory
elektronéw PS Il i PS L

H-2. Hamowanie przez tlen kurczenia sie chloroplastow na Swietle

Chloroplasty w komorkach i chloroplasty wyizolowane wykazujg od-
wracalne zmiany objetosci zalezne od oSwietlenia: kurczenie sie na Swietle
i pecznienie w ciemnos$ci. Kurczenie sie chloroplastow stwierdzano po
osSwietleniu ich w atmosferze N2 diugofalowym S$wiattem czerwonym
(X> 700nm) wzbudzajacym PS |. Wskazuje to, ze proces ten ma zwigzek
z cyklicznym przeptywem elektrondw (28—33). Réwnoczesne zastosowanie
krotkofalowego Swiatta czerwonego o malym natezeniu, ktére wzbudza
PS II, stymuluje kurczenie sie chloroplastow. Natomiast krétkofalowe
Swiatto czerwone o duzym natezeniu, uzyte tacznie z dlugofalowym, dziata
hamujgco, co ttumaczy sie zatrzymywaniem cyklicznego przeptywu elek-
tronéw. Centrum reakcji PS | przejmujac elektrony od wzbudzonego PS II
ulega bowiem silnej redukcji i nie moze by¢ akceptorem elektronéw
w przeptywie cyklicznym (30).
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Stwierdzono, ze kurczenie sie chloroplastow indukowane dtugofalowym
Swiattem czerwonym jest silnie hamowane przez 02 Jednocze$nie maleje
ilos¢ zredukowanego cytochromu f (30). Prowadzi to do wniosku, ze 02
przerywa cykliczny przeptyw elektronéw. Dziatanie tlenu, tak jak wska-
zywaly wyniki badan nad fluorescencjg chlorofilu i w tym przypadku
moze by¢ zlokalizowane na etapie przeptywu elektronéw z PS | na NADP.

11-3. Utlenianie cytochromu bse

Badania, w ktdrych stosowano wyizolowane chloroplasty szpinaku (34,
35) oraz komorki mutanta Chlamydomonas reinhardi (36, 37) charaktery-
zujacego sie obnizong zawartoscig barwnikdw fotosyntetycznych pozwolity
na stwierdzenie, ze jednym ze skladnikow fotosyntetycznego tancucha
przenos$nikéw elektronéw jest odmiana cytochromu b o maksimach absorp-
cji przy 430 i 563nm. Cytochrom ten (cyt b33 jest prawdopodobnie dono-
rem elektrondw dla cytochromu f w fotofosforylacji cykliczne;j.

Cytochrom b3 w wyniku samoutleniania (4, 37, 38) moze przekazywac
elektrony na tlen zamiast na cytrochrom f. Reakcja ta moze by¢ réwniez
przyczyna zmniejszonego w wysokich stezeniach 0 2 stopnia redukcji cy-
tochromu f na S$wietle oraz kurczenia sie chloroplastéw indukowanego
przez Swiatto wzbudzajace PS I.

11-4. Wplyw tlenu na transport elektronéw pomiedzy PS Il i PS I

Badania Bjorkmana (7) nad wptywem 02 na stan oksydoreduk-
cyjny plastocyjaniny wskazaty na mozliwos¢ wystepowania jeszcze jed-
nego miejsca dziatania 0 2w reakcjach fotosyntetycznego transportu elek-
tronéw. OsSwietlajgc liscie swiattem wzbudzajacym tylko PS | nie stwier-
dzano zaleznosci redukcji plastocyjaniny od stezenia 02 Tlen zmniejszat
natomiast ilos¢ zredukowanej plastocyjaniny gdy stosowano $wiatto wzbu-
dzajace oba fotouktady (A> 625nm). Na tej podstawie wnioskowano, ze
tlen moze dziata¢ takze na etapie przenoszenia elektronéw pomiedzy PS Il
i PSI, a $cislej — pomiedzy PS Il a plastocyjaning (Ryc. 1).

Na mozliwos¢ przejmowania przez Oz elektronéw pomiedzy dwoma
fotouktadami wskazuje réwniez przyspieszony w obecnosci Oz zanik flu-
orescencji chlorofilu w ciemnosci (21, 39).

11-5. Wplyw tlenu na wzmozone wigczanie C02 w ciemnos$ci po okresie Swietinym

Komoérki glonéw (40) i zielone tkanki ro$lin wyzszych (14, 41) bezpo-
$rednio po naswietleniu w atmosferze pozbawionej C02wiagza dostarczony
im réwnocze$nie z zaciemnieniem CO02 znacznie intensywniej niz po dtuz-
szym okresie ciemnosci.

W reakcjach wzmozonego ciemniowego wiaczania COz po okresie
Swietlnym biorg udziat metabolity wytworzone i nagromadzone w komor-
kach w poprzedzajgcym okresie oswietlania. Wigczony w ciemnosci 4C
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wystepuje nie tylko we wczesnych produktach asymilacji 4COz (41, 42, 43)
lecz takze w fosforanach cukrow i w cukrach (40, 44, 45, 46, 47). Wskazuje
to, ze podczas oSwietlania nastepuje akumulacja zaréwno akceptoréw C02
(RuDP, PEP) jak i rownowaznikéw redukcyjnych. Analiza procesu wzmo-
zonego ciemniowego wiagczania C02 zaleznego od Swietlnych reakcji foto-
syntezy, dostarcza posrednio informacji o ich przebiegu. Zjawisko to
umozliwia takze rozdzielenie w czasie $wietlnych i ciemnych reakcji foto-
syntezy i oddzielne ich badanie.

Wyniki badan, w ktérych materiatem doswiadczalnym byty glony,
wykazaty, ze dziatanie 02 w okresie oSwietlania zmniejsza akumulacje
zwigzkéw biorgcych udziat w procesie wzmozonego ciemniowego wiacza-
nia C02a w ciemnos$ci przyspiesza ich rozpad (44, 45, 47, 48).

Wystepujace w lisciach kukurydzy (roslina typu C4 intensywne ciem-
niowe wiaczanie C02 po okresie $wietlnym jest hamowane w wysokich
stezeniach 02 (14). Wyniki badan przeprowadzonych w naszym labora-
torium nad wzmozonym ciemniowym wigczaniem C02 w lisciach kuku-
rydzy potwierdzity zaleznos¢ tego procesu od stezenia 0 2w okresie oswie-
tlania (41). llo$¢ wiaczonego UC 02w ciemnosci (w 21% 02 po uprzednim
oswietlaniu lisci w atmosferze zawierajacej 21°/o Oz byty prawie dwa razy
mniejsze niz po o$wietlaniu w N2 Stezenie 02 100% w okresie o$wietlania
eliminowato natomiast catkowicie wzmozone ciemniowe wigczanie C02
(tabela 1).

Tabela 1.

Wplyw stezenia 0 2w okresie o$wietlenia na natezenie wzmozonego ciemniowego wigczania 14COa
w lisciach kukurydzy (41)

Wzmozone ciemniowe wigczanie 14C0Oa (2 min.) Ciemniowe
wigczanie 14COa
Stezenie Oa w okresie o$wietlania i
Produkty wiaczania ¢ (2 min)
Yco2 0% 21% | 100% 21% Oa

llos¢ wigczonego 14C
rozpx min-1xg-1 $w. masyx 10~5

Catkowita ilo$¢ wia-

czonego 14C 16,0 8,2 25 25
Jabiczan + asparagi-

nian 12,2 6,4 19 2,0
Alanina 13 0,7 0,2 —
Inne zwiazki 25 o 11 0,4 0,5

Giéwnymi produktami wzmozonego ciemniowego wigczania UCOzu ku-
kurydzy byt kwas jabtkowy i kwas asparaginowy. W zwigzkach tych wy-
stepowato blisko 80% wigczonego w ciemnosci MC. Wskazuje to, ze proces
ten w lisciach kukurydzy sktada sie z reakcji karboksylacji PEP, redukcji
wytworzonego OAA do kwasu jabtkowego, oraz aminacji OAA do kwasu
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asparaginowego i wymaga akumulacji zaréwno akceptora C02 (PEP lub
jego prekursoréw) jak i NADPH. Uzyskane wyniki wskazujg, ze O, dzia-
tajac w okresie osSwietlania zmniejsza akumulacje tych metabolitow. Zgod-
nie z wynikami badan przedstawionych w poprzednich rozdziatach nalezy
przypuszczaé, ze nastepuje to na drodze przejmowania elektronéw z foto-
chemicznych reakcji fotosyntezy. Tlen moze takze stymulowac zuzywanie
produktow tych reakcji w przebiegajagcych podczas oswietlania przemia-
nach nie wymagajacych doptywu C02 Wyniki przedstawione w tabeli 1
dowodzg, ze przy braku COztlen w stezeniu 21°/0 réwniez silnie wptywat
na reakcje fotosyntezy przebiegajace na Swietle.

11-6. Bezposrednie dowody zuzywania tlenu w reakcjach fotosyntetycznego transportu
elektronéw

Oprécz omdwionych uprzednio badan, wykorzystujgcych zjawiska
zwiazane z fotosyntetycznym transportem elektronéw, podejmowano takze
proby wykazania metodami bardziej bezposrednimi zuzywania 0 2w Swietl-
nych reakcjach fotosyntezy.

Cyjanki uzyte w matych stezeniach nie hamujg w chloroplastach foto-
syntetycznego transportu elektronéw (49) ani tez redukcji PGA (50), blo-
kujg natomiast rozklad wytwarzanego HD 2 (reakcja 4). Wykorzystujac to,
w preparatach chloroplastow redukujacych na Swietle PGA, wykazano
réwnolegle przebiegajaca reakcje Mehlera (reakcja 3). Wyrazata sie ona
znacznym zmniejszeniem wydzielania 02 przez chloroplasty po dodaniu
do mieszaniny reakcyjnej KCN (26).

Zuzywanie 02 w reakcjach fotosyntetycznego transportu elektronéw
wykazano takze badajagc wymiane 02 komoérek glonéw i wyizolowanych
chloroplastow, w nastepujacych po sobie krdtkich okresach Swiatta i cie-
mnosci, Podczas ciggtego o$wietlania tlen jest wydzielany z intensywno-
$cig, ktora stanowi réznice miedzy intensywnosciami produkcji i zuzywa-
nia Oz Po os$wietleniu materiatu doswiadczalnego, uprzednio znajdujgcego
sie w ciemnosci, Swiattem wzbudzajagcym selektywnie PS Il obserwuje sie
gwattowny wyrzut tlenu (Ryc. 2, maksimum a). Zjawisko to ttumaczy sie
redukcja przez PS Il akceptoréw elektronéw, ktére w formie utlenionej
akumulujg sie w chloroplastach w okresie ciemnosci. Przy zahamowanym
dalszym przeptywie elektronéw pule tych metabolitow na Swietle ulegaja
szybko redukcji, co powoduje obserwowany nastepnie spadek wydzielania
0 2 Zastosowanie $wiatta wzbudzajgcego PS | przywraca wydzielanie 02
Moze to takze nastgpi¢ w ciemnosci w obecnosci 02 co potwierdza utle-
nianie przez 0 2 przeno$nikow elektrondw redukowanych przez PS Il (26,
51—53).

W tych samych doswiadczeniach, po wytgczeniu Swiatta rejestrowano
przez krdtki okres pobieranie 02 (Ryc. 2, minimum b). Przypuszcza sie, ze
jest to spowodowane wolniejszym zanikiem w ciemnosci reakcji stymu-
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lowanych przez $wiatto, zwigzanych z pobieraniem 02 niz reakcji w ktd-
rych na $wietle wydziela sie 02 Wykorzystujgc to op6zZnienie, w wyniku
doswiadczen przeprowadzonych z uzyciem wyizolowanych chloroplastow
(51) oraz catych tkanek (54, 55) wykazano, ze $wiatlo selektywnie wzbu-
dzajace PS | stymuluje reakcje odpowiedzialne za pobieranie 0 2 Wskazuje
to na udziat PS | w przeptywie elektronéw na tlen.

~ owiano )
Ciemnos¢ Ciemnos¢

B

3

= & S

Wzgledna szybkoS¢ wymiany 0

o

’ Czas (min

Ryc. 2. Wymiana 02wyizolowanych chloroplastow buraka na Swietle (650nm) i w cie-
mnosci (51)

Wyniki przedstawionych wyzej badann nad kinetykg wymiany 02
w okresach, w ktérych reakcje fotosyntezy osiggaty stan réwnowagi lub
od stanu tego sie oddalaty potwierdzity mozliwos¢ przejmowania elektro-
néw przez tlen zar6wno pomiedzy fotouktadami jak tez pomiedzy PS |
a NADP.

Zuzywanie 02w reakcjach zréwnowazonego procesu fotosyntezy wy-
kazano bezposrednio stosujac tlen zawierajacy izotop IsO. Wystepowato ono
wyraznie na $wietle o natezeniu wynoszacym conajmniej 30% natezenia
Swiatta wysycajgcego fotosynteze i w tych warunkach przewyzszato pobie-
ranie 0 2w ciemnosci. Na Swietle pobieranie 0 2byto najwieksze gdy steze-
nie CO, stanowito czynnik ograniczajacy szybkos$¢ fotosyntezy, co wska-
zuje na kompetycyjne dziatanie 0 2w stosunku do COz (4, 56—63).

Na podstawie przytoczonych dotagd danych nalezy uzna¢ za udowod-
niong mozliwo$¢ przejmowania przez tlen elektronéw w Kkilku miejscach
tancucha Swietlnych reakcji fotosyntezy. Wyniki badan przeprowadzonych
odmiennymi metodami i na r6znym materiale roslinnym wskazujg, ze 02
przejmuje elektrony miedzy fotouktadami, oraz na etapie: .centrum ak-
tywne PS | — NADP, (wedlug schematu przedstawionego na rycinie 1).
W mniejszym zakresie potwierdzono natomiast reakcje 02 z cytochro-
mem b53

W badaniach in vitro, w ktoérych stosowano preparaty zawierajgce
fragmenty wyizolowanych chloroplastéw szpinaku Ellyard i Gibbs
(5) stwierdzili takg samg szybkos¢ redukcji egzogennego NADP w atmosfe-
rze N2 jak i 02 Wyniki te nie wykluczajg mozliwosci dziatania 02na re-
akcje fotosyntetycznego transportu elektrondw w warunkach duzego na-
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tezenia Swiatta i niskiego stezenia C02 ktdre prawdopodobnie powoduja
spadek poziomu NADP w chloroplastach. Sugerujg one za$, ze dziatanie
0 2 moze nastapi¢ dopiero gdy fotosyntetyczny transport elektronéw jest
ograniczony brakiem lub matym natezeniem redukcji NADP i produktow
asymilacji C02 ktére sg bardziej efektywnymi .akceptorami elektronéw
niz 0 2 (30).

I1l. Dziatanie tlenu na reakcje asymilacji i redukcji C02

Bezposrednie dziatanie 02na reakcje asymilacji i redukcji C02wyka-
zali Ellyard i San Pietro (64) w badaniach prowadzonych przy
uzyciu preparatéw enzymatycznych nie zawierajgcych chloroplastow, wig-
zacych ¥C 02w ciemno$ci po dodaniu NADPH, ATP i 5-fosforybozy.

Zgodnie z wczes$niejszymi hipotezami (3) hamowanie ciemnych reakcji
fotosyntezy moze by¢ wynikiem kilku proceséw powodowanych przez tlen.
Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze najwieksze znaczenie
moze mie¢ inaktywacja niektérych enzymow cyklu Calvina oraz stymu-
lacja fotooddychania * zwigzanego z przemianami kwasu glikolowego.

I11-1. Hamowanie przez tlen enzymoéw cyklu Calvina

Sugestie, ze tlen dziata inaktywujgco na niektére enzymy cyklu Calvi-
na wysunieto po raz pierwszy na podstawie stwierdzonej duzej wrazliwosci
fotosyntezy glonéw na czynniki utleniajace (H2 2 (65). Rozwazano mozli-
wo$¢ hamowania przez 02 karboksylazy RuDP (6), dehydrogenazy alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego (66) i fosforybulokinazy (3). Aktywnos$¢ wy-
mienionych enzyméw zalezy od wystepowania w ich czasteczkach grup
—SH. Przypuszczano, ze w wysokich stezeniach 02 grupy te moga by¢
utleniane, a w niskich — redukowane przez endogenne reduktory, co ttu-
maczytoby odwracalno$¢ efektu Warburga (3, 66). Nie wykazano jednak
bezposrednio w badaniach in vitro hamowania przez 0 2enzyméw fotosyn-
tetycznych na tej drodze w stopniu odpowiadajacym efektowi Warburga.
Rowniez zwiazki ochraniajgce grupy -SH: zredukowany kwas liponowy,
2,3-dwumerkaptopropanol oraz zredukowany glutation nie zapobiegaty ha-
mowaniu asymilacji C02przez tlen w wysokich stezeniach (67, 68).

Nowsze badania wprowadzity istotng modyfikacje do omawianej hipo-
tezy. Stwierdzono, ze $wiatto aktywuje wiele enzymow biorgcych udziat
w asymilacji C02i fotosyntetycznych przemianach wegla. Nalezg do nich:
karboksylaza RuDP (69—71), kinaza piorogronianowa, karboksylaza PEP
(72), dehydrogenaza jabtczanowa chloroplastow (NADP) (73), dehydroge-

* Reakcje zwigzane z wytwarzaniem CO02 w fotosyntetyzujacych tkankach
Swietle, r6zne od oddychania ciemniowego (mitochondrialnego).

na
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naza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (NADP) (74), heksozodwufosfataza
(75, 76) i fosforybulokinaza (77). Aktywacja przebiega rowniez in vitro
w preparatach wyizolowanych chloroplastéw, a mechanizm jej polega
prawdopodobnie na redukcji w czasteczkach enzymoéw grup -S-S- do -SH
przy udziale reduktoré6w (NADPH, ferredoksyna) wytwarzanych w foto-
chemicznych reakcjach fotosyntezy (78). Reakcja ta mogtaby by¢ katali-
zowana przez reduktaze biatkowych dwusiarczkéw, ktdra jest réwniez
wrazliwa na 02(79). Przejmujac elektrony z fotochemicznych reakcji foto-
syntezy tlen moze zmniejsza¢ Swietlng aktywacje enzymow lub catkowicie
ja znosi¢ (80).

W ostatnich latach wykazano takze inny mechanizm dziatania Oz na
etapie reakcji asymilacji C02 ktéry polega na oksydacyjnym rozszcze-
pieniu RuDP z wytworzeniem PGA i kwasu fosfoglikolowego. Reakcje te
omodwiono szerzej w nastepnym rozdziale.

I11-2. Stymulacja przez tlen biosyntezy i przemian kwasu glikolowego

Tlen nie tylko obniza natezenie asymilacji C02 lecz wpitywa réwniez
na drogi fotosyntetycznych przemian zwigzkéw wegla. U wiekszosci glo-
noéw wyraza sie to zwiekszonym w wysokich stezeniach Oz wydzielaniem
do podioza kwasu glikolowego, zwilaszcza przy duzych natezeniach Swiatta
i w niskich stezeniach C02 Stosujagc UC-weglan wykazano, ze wydzielany
kwas glikolowy jest wczesnym produktem asymilacji wegla (81—=88).

W fotosyntetyzujacych tkankach roslin wyzszych, a takze w komér-
kach niektérych glonéw (89—92), wytwarzany kwas glikolowy ulega dal-
szym przemianom. Po wprowadzeniu do lisci MC-glikolanu stwierdzano
szybkie pojawianie sie radioaktywnego wegla w glicynie, serynie, PGA,
fosforanach heksoz i sacharozie. Stosujgc inne znaczone metabolity udo-
wodniono funkcjonowanie w fotosyntetycznych tkankach roslin wyzszych
szlaku metabolicznego (Ryc. 3), w ktérym kwas glikolowy na $wietle prze-
ksztatca sie w cukry. Przemiany te przebiegajg czeSciowo poza chloropla-
stami. Rozpoczyna je, zlokalizowana w peroksysomach, reakcja utleniania
kwasu glikolowego do kwasu glioksalowego, katalizowana przez specyficz-
na oksydaze oraz przez reduktaze kwasu glioksalowego wspotdziatajacg
z NAD. Reakcje te hamujag a-hydroksysulfoniany, w obecnosci ktérych na-
stepuje akumulacja kwasu glikolowego w fotosyntetyzujacych tkankach
(93, 94). W peroksysomach kwas glioksalowy ulega nastepnie przeksztat-
ceniu w glicyne, przy udziale aminotransferazy i kwasu glutaminowego
jako donora grupy aminowej. Dalsze przemiany przebiegajg w mitochon-
driach, gdzie w reakcji katalizowanej przez hydroksymetylotransferaze
serynowgq glicyna ulega przeksztalceniu w seryne. Reakcja ta jest praw-
dopodobnie gtdwnym Zrodiem CO2wytwarzanego w procesie fotooddycha-
nia (4, 95—97). ,
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y przemian wyjasniono w mniejszym stopniu. Cze$¢ wytwcn stopniu. Cze$¢ wytwo-
jest niewatpliwie substratem dla biosyntezy biatek. Wprdosyntezy biatek. Wpro-
isci (pszenicy oraz tytoniu) seryne-3-uC stwierdzono, ze n3-UC stwierdzono, ze na
kwas ten jest rowniez przeksztatcany w cukry. Proces teay w cukry. Proces ten
leroksysomach (przemiana seryny w kwas glicerynowy) i ~ kwas glicerynowy) i w
i. Opisane przemiany kwasu glikolowego (4, 95, 97.—107) swego (4, 95, 97.—107) sg
3 z transportem posrednich metabolitow pomiedzy chlorolitbw pomiedzy chloro-
iksysomami, cytoplazmg i mitochondriami. Iriami.
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;anie i przemiany kwasu glikolowego w fotosyntetyzujagcych komdrfotosyntetyzujgcych komor-
kach ro$lin wyzszych (95, 107, 124, 162) 162)

(108) sugeruje, ze wytwarzany w peroksysomach kwa/ peroksysomach kwas
loze ulega¢ takze bezposredniej dekarboksylacji do kwasKarboksylacji do kwasu
i ze reakcja ta jest w powaznej mierze odpowiedzialna zierze odpowiedzialna za
110z w procesie fotooddychania.

dotychczasowych badan zaproponowano kilka mozliwycbwano kilka mozliwych
5y kwasu glikolowego w fotosyntetyzujacych komérkach. ;ujagcych komorkach,
wie nielicznych danych doswiadczalnych sugerowano wylnych sugerowano wy-
asu glikolowego bezposrednio z C02 w reakcji niezalezne2 w reakcji niezaleznej
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od cyklu Calvina (109—111). Przeczy temu jednak intensywne wytwarza-
nie kwasu glikolowego przy niskich stezeniach C02 a takze w $rodowisku
catkowicie pozbawionym CO02 (112—114) jak tez zmniejszona akumulacja
glikolanu w wysokich stezeniach C02 (115).

Wyniki wiekszosci badan wskazujg natomiast, ze prekursorami kwasu
glikolowego sa posrednie produkty cyklu redukcji wegla. Wykazano na
przyktad, ze glony oraz zielone tkanki roslin wyzszych moga wytwarzac
na swietle 4C-glikolan zuzywajac jako substrat podang M4C-glukoze (87, 88,
116, 117). Wyniki te w petni potwierdzajg poglad, ze wytwarzanie kwasu
glikolowego w chloroplastach przebiega w Scistym zwigzku z cyklem asy-
milacji i redukcji wegla i ze proces ten stanowi wazny skiadnik mecha-
nizmu efektu Warburga (5).

Wilson i Calvin (81) na podstawie wynikéw badan przeprowa-
dzonych na glonach postulowali wytwarzanie glikolanu z fosforanéw ketoz
przy udziale transketolazy. Mozliwos¢ takg potwierdzono, wykazujac po-
wstanie glikolanu na $wietle w preparatach zawierajagcych fragmenty
wyizolowanych chloroplastéw, transketolaze, fruktozo-6-fosforan, ferredo-
ksyne i NADP (118). Wysokie stezenia 02 proces ten stymulowaty. Nie-
zbedno$¢ chloroplastow i Swiatta dowodzi, ze w stosowanych warunkach
doswiadczalnych w syntezie kwasu glikolowego braty udziat metabolity
fotochemicznej fazy fotosyntezy. Funkcja chloroplastéw polegata prawdo-
podobnie na dostarczaniu utleniaczy dla utleniania aldehydu glikolowego,
zwigzanego w kompleks z tranketolazg, do wolnego kwasu glikolowego.
Mogg to by¢ utleniacze wytwarzane w PS |l oraz H2D 2 powstajagcy w wy-
niku utleniania przez 02 ferredoksyny lub NADPH (119). Na podobnej
drodze kwas glikolowy mégtby powstawac i z innych posrednich metabo-
litow cyklu redukcji wegla : ksylulozo-5-fosforanu (118) oraz sedoheptulo-
zo-7-fosforanu (120).

Bezposrednim prekursorem kwasu glikolowego moze by¢ takze kwas
2-fosfoglikolowy, rozkladany przez znajdujgca sie w chloroplastach fosfa-
taze kwasu fosfoglikolowego (121). Zwiazek ten mogtby powstawaé z dwu-
fosforanow, ksylulozy, fruktozy, lub sedoheptulozy (123). Ostatnio wyka-
zano, z RuDP jako kompleks z karboksylaza reaguje z tlenem dajac PGA
i kwas fosfoglikolowy (124, 125). Prowadzac reakcje w obecnosci tlenu
zawierajgcego IsO stwierdzono, ze znaczony tlen pojawia sie w grupie kar-
boksylowej glicyny, posredniego metabolitu cyklu kwasu glikolowego.
W doswiadczeniach z czeSciowo oczyszczonym enzymem, w obecnosci 02
i braku C02 pobraniu Imola 02 odpowiadato zuzycie Imola RuDP (126).
Reakcja ta in vitro w optymalnych warunkach przebiegata z szybkos$cig
zaledwie o potowe mniejszg niz karboksylacja RuFP (127). Dane te wska-
zuja, ze wytwarzanie kwasu glikolowego na $wietle nastepuje w wyniku
wspoétzawodnictwa o RuDP pomiedzy C02i 02 (128), co ttumaczy wiele
obserwacji dotyczacych wptywu 0 2na fotosynteze.

Znoszenie efektu Warburga przez fosforany cukréw oraz wysokie steze-

3 Postepy Biochemii
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nia C02(5) potwierdza hipoteze, ze zjawiska hamowania fotosyntezy przez
Oz i wytwarzania kwasu glikolowego maja Scisty zwigzek z wspdétzawo-
dnictwem miedzy C02i 0 20 RuDP. Dalszym tego dowodem jest stwierdze-
nie, ze optimum pH reakcji oksydacyjnego rozszczepienia RuDP jest
znacznie wyzsze od optimum pH reakcji karboksylacji RuDP (127, 129).
Wczesniej bowiem wykazano, ze wysokie pH wzmaga wytwarzanie kwasu
glikolowego przez glony w duzych stezeniach Oz (86).

Ostatnio Zelitch (130) na podstawie badan nad przemianami zna-
czonych prekursoréw kwasu glikolowego w lisciach tytoniu i kukurydzy
sugeruje, ze w fotosyntetyzujgcych tkankach roslin moze funkcjonowaé
wiecej niz jeden szlak biosyntezy tego zwigzku. Przy czym, zaleznie od
typu rosliny i warunkéw jedna z dr6g moze przewazac.

111-3. Udziat szlaku kwasu glikolowego w fotosyntezie przebiegajacej w komérkach
rodlin wyzszych

Badania prowadzone przez autora tego artykutu w latach 1967—68
w pracowni prof. C.D. Nelsona w Kanadzie wykazaty, ze tlen wptywa na
udziat metabolitdbw szlaku kwasu glikolowego w fotosyntetycznych prze-
mianach wegla w tkankach roslin C3(131, 132). Wyrazem tego jest odmien-
ny przebieg wiaczania ¥C02do produktow fotosyntezy w normalnym i wy-
sokim stezeniu 02 W badaniach, w ktérych jako materiat doSwiadczalny
stosowano igty jodly, wykazano, ze w atmosferze 100% 0 2 przy obnizonej
0 okoto 50% asymilacji #COz wigczanie 4C do metabolitow szlaku kwasu
glikolowego jest znacznie wieksze niz w normalnym stezaniu tlenu. Po
zamianie asymilowanego 4COz na X 02 radioaktywny wegiel, poczatkowo
wigczony do tych zwigzkéw, odnajdywano w cukrach (Ryc. 4). Wyniki te
wskazujg, ze podwyzszone stezenie Oz powoduje zwiekszony udziat meta-
bolitow szlaku kwasu glikolowego w fotosyntetycznym wytwarzaniu
cukrow.

Inhibitor szlaku kwasu glikolowego, hydrazyd kwasu izonikotynowego
(INH) (85, 133) hamowat fotosynteze w igtach jodty prawie 3 razy silniej
w atmosferze 02niz w powietrzu (Tabela 2). Swiadczy to réwniez o wiek-
szym udziale szlaku kwasu glikolowego w fotosyntezie przebiegajacej
w komdrkach roélin C3przy wysokich stezeniach 02 (131, 132).

W lisciach roslin typu C4 asymilacja -C02 nastepuje za posrednictwem
czteroweglowych kwaséw dwukarboksylowych, wytwarzanych w komor-
kach mezofilu. Pierwszym produktem asymilacji jest kwas szczawioocto-
wy, ktory powstaje w wyniku karboksylacji PEP. Jest on nastepnie prze-
ksztatcany w kwasy jabtkowy i asparaginowy. Metabolity te po prze-
mieszczeniu do komoérek pochw okotowigzkowych* ulegajg tam dekarbo-

* Wiazki przewodzace w lisciach roslin C4 otacza warstwa komarek z chloroplas
tami, tworzagcg pochwe okotowigzkowa. Na zewnatrz pochwy znajdujg sie komorki
mezofilu z mniejszymi chloroplastami.
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ksylacji, a uwolniony CO02 jest wigzany przy udziale karboksylazy RuDP
(11, 12, 134, 135). Dalsze reakcje fotosyntezy przebiegajg tak jak w tkan-
kach rodlin C3 to jest na drodze cyklu Calvina. Karboksylaza PEP wy-
kazuje duzg aktywno$é, w komdrkach mezofilu (68, 136—140). Charakte-
ryzuje sie ona tez wiekszym powinowactwem do COz niz karboksylaza
RuDP (68, 141) oraz nie jest wrazliwa na tlen (124, 143).
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Ryc. 4. Kinetyka wilgczania 14C do produktéw fotosyntezy w igtach jodly w 21%
i 100% 02
catkowita ilos¢ wiaczonego “C; -0-,—cukry rozpuszczalne 4- skrobia; —PGA
-O, —glicyna + seryna; -B-, —glikolan; -O-,—jabiczan; -A-, —alanina) (132)

Tabela 2.

Hamowanie przez INH (1 x 10-2M) asymilacji 14C 02 w igtach jodty w stezeniach 0221% i 100%
(132)

llos¢ wiaczonego 14C przez 20 min.
Stezenie Oa rozp x min-1x g~ $w. masy x 10~7 lo
hamowania przez INH

Igty kontrolne + INH
21% 100 7,2 28
100 4.4 11 75

Wystepujacy w lisciach ro$lin C4mechanizm asymilacji CO2warunkuje
specyficzne wiasciwosci fotosyntezy tych roslin: niski punkt kompensacyj-
ny COzi brak efektu Warburga w zakresie stezen 0 2 ponizej 21%. Dziata

3%



392 S. MALESZEWSKI

on wydajnie jako system transportu COz do komorek pochw okotowigzko-
wych nawet przy niskich stezeniach COz i wysokich stezeniach 0 2 stwa-
rzajgc tam korzystne warunki dla reakcji karboksylacji RuDP.

Mechanizm ten powoduje takze odmienny wptyw wysokich stezen 02
na produkty asymilacji ¥COz Tlen w wysokich stezeniach zmniejszajgc
natezenie fotosyntezy w lisciach kukurydzy nie wptywa na wigczenie 4COz
do czteroweglowych kwasow dwukarboksylowych, obniza natomiast szyb-
kos¢ wigczania radioaktywnego wegla do dalszych produktéw fotosyntezy
(Rys. 5). Wskazuje to, ze 02 nawet w wysokich stezeniach nie dziata na
reakcje zlokalizowane w komdrkach mezofilu, hamuje natomiast proces
asymilacji i redukcji wegla przebiegajacy w komoérkach pochw okotowiagz-
kowych (144). Reakcje te w wyizolowanych z lisci kukurydzy komérkach
pochw okotowigzkowych sg hamowane przez Oztakze w stezeniach mniej-
szych od 21°/0 (142).
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Ryc. 5. Kinetyka wigczania M4C do produktow fotosyntezy w lisciach kukurydzy
w a) 21% i b) 100°0 02
(-O—jablczan + asparaginian; -A-. —alanina; —PGA; —glicyna + seryna;
—glikolan; —CcuUKry;-meeeee , —catkowita ilo$¢ wiaczonego MC) (144)

Chociaz asymilujagce tkanki kukurydzy i innych roslin typu C4nie wy-
dzielajg COzna Swietle i wykazujg mate aktywnos$ci enzyméw szlaku kwa-
su glikolowego, szereg danych wskazuje, ze szlak ten réwniez w nich
funkcjonuje. W lisciach roslin C4 kwas glikolowy jest wytwarzany i ulega
przemianom. Komdrki ich zawierajg peroksysomy, organelle zwigzane
z przemianami tego metabolitu. Z tych wzgledéw brak wydzielania C02
na Swietle przez asymilujace tkanki roslin C4nalezy ttumaczy¢ ponownym
wigzaniem wytwarzanego C02 (68, 94, 98, 106, 145—151).

Jednym z charakterystycznych objawow dziatania wysokich stezen 0 2
na przemiany asymilowanego ¥C02 zaréwno u glonéw (83), roslin C3 (131,
132, 152) jak i roslin C4 (144, 153) jest znaczne zmniejszenie wiaczania UC
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do alaniny. Zwiekszone wigczanie ¥C do alaniny stwierdzono natomiast
w ekstremalnych temperaturach: wysokich (154) jak tez i niskich (155,
156). Alanina powstaje w fotosyntezie przez redukcyjng aminacje PEP,
ktorego prekursorem jest PGA. Reakcje te w ekstremalnych temperatu-
rach prawdopodobnie stymuluje wysoka warto$¢ stosunku NADPH/ATP
(154—156). Zmniejszona synteza alaniny w fotosyntezie przy wysokich
stezeniach 02 moze wiec wskazywaé, iz Oz poprzez reakcje Mehlera
(rozdz. I1), obniza iloSciowy stosunek NADPH/ATP w chloroplastach.

IV. Funkcja tlenu w fotosyntezie

Stezenie Oz w naturalnym $rodowisku, a takze w asymilujgcych tkan-
kach roslin nie ulega wiekszym zmianom. Zmieniajg sie natomiast w sze-
rokim zakresie inne czynniki: natezenie Swiatta, temperatura, dtugos¢ dnia,
doptyw CO02 (stopien otwarcia aparatow szparkowych) uwodnienie tkanek,
zaopatrzenie w sktadniki mineralne, stezenie produktow fotosyntezy w ko-
morkach oraz czynniki zwigzane z fizjologicznym rytmem dobowym i rocz-
nym. Niektdre z nich jak np. natezenie Swiatta, temperatura i doptyw C02
moga zmienia¢ sie bardzo szybko. Ponadto w cyklu rozwojowym rosliny
zmienia sie zapotrzebowanie na zwigzki wytwarzane w reakcjach fotosyn-
tezy: ATP, NADPH oraz posrednie metabolity cyklu Calvina. Z tego po-
wodu funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego wymaga ztozonego syste-
mu regulacyjnego, dziatajacego na réznych poziomach organizacyjnych.
Np. ilos¢ pochtanianej energii $wietlnej jest regulowana przez odpowiednie
ustawienie sie w stosunku do Zrodia Swiatta catej ro$liny, lisci oraz przez
uktad chloroplastéw w komorkach (157, 158). Moze ona takze zaleze¢ od
wielkosci i strukturalnej organizacji jednostki fotosyntetycznej (159).

Przedstawione w poprzednich rozdziatach dane wskazujg, ze tlen
w normalnym stezeniu réwniez moze dziata¢ na reakcje fotosyntezy. Po-
zwalajg one na wysuniecie hipotezy, ze wspo6tzawodnictwo miedzy pro-
duktami asymilacji COzi tlenem o dostarczane przez fotouktady elektrony
stanowi element systemu regulacji procesu fotosyntezy, ktéry dzieki udzia-
towi tlenu jest zdolny do natychmiastowej reakcji na szybko zmieniajgce
sie warunki $Srodowiska. System ten zapewnia rownowage kolejnych eta-
pow fotosyntezy i podporzadkowane sg mu zaréwno reakcje fotosyntetycz-
nego transportu elektronéw jak i reakcje asymilacji i redukcji C02

NADP i produkty asymilacji C02sg bardziej efektywnymi akceptorami
elektronéw niz Oz (4, 30). Przy duzym natezeniu Swiatlta i ograniczonym
doptywie COz (np. przez spowodowane deficytem wodnym zamkniecie apa-
ratbw szparkowych) zuzycie produktéw fotochemicznych reakcji fotosyn-
tezy, a zwilaszcza NADPH moze by¢ bardzo mate. Wykazano, ze wystepu-
jacy w takich warunkach nadmiar energii wzbudzenia, przekazywanej
przez chlorofil jest przyczyng Swietlnej inaktywacji centréw reakcji PS |
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i PS Il (160—163). Tlen przejmujac elektrony przy nie wystarczajagcym do-
ptywie C02moze zapewnia¢ odptyw nadmiaru energii wzbudzenia z foto-
uktaddw i zapobiega¢ fotoinaktywacji ich centrow aktywnych.

Przejmowanie przez Ozelektrondw od PS | (fosforylacja pseudocyklicz-
na) moze mie¢ réwniez zwigzek z regulacjg stosunku NADPH/ATP. We-
dtug hipotezy Arno na i wsp. (164, 165) stosunek ten zalezy od wy-
twarzania ATP w procesie fosforylacji cyklicznej, ktéra mogtaby dostar-
czaé ATP nawet przy braku zapotrzebowania na NADPH. W ostatnich la-
tach uzyskano wiele doswiadczalnych dowodéw funkcjonowania fosforyla-
cji cyklicznej in vivo, nie jest jednak wyjasniona jej rola w procesie foto-
syntezy. W odpowiednich warunkach doswiadczalnych energia przetwa-
rzana w fosforylacji cyklicznej moze by¢ wykorzystana w procesach asy-
milacji zwigzkéw organicznych, pobierania jondw i w reakcjach syntezy
biatek. Udziat jej w fotosyntezie jest jednak kwestionowany (133, 166—
174).* Fosforylacje cykliczng mozna wykaza¢ jedynie w warunkach beztle-
nowych (30), co stawia pod znakiem zapytania jej fizjologiczne znaczenie
i funkcjonowanie w warunkach naturalnych. Przejmowanie przez 0 2elek-
tronéw od PS za posrednictwem ferredoksyny moze mie¢ znaczenie przy-
pisywane fosforylacji cyklicznej, to jest umozliwia¢ synteze ATP rowniez
przy braku NADP i dalszych akceptorow elektronow (30, 33, 175). Dzia-
tanie tlenu w innych miejscach fotosyntetycznego transportu elektronéw
(miedzy PS Il i PS |, utlenianie cytochromu b33 moze by¢ takze zwigzane
Z jego udziatem w regulacji tego procesu.

Wyniki badan nad wptywem Oz na fotosynteze sugeruja, ze tlen atmo-
sferyczny obok szeregu innych czynnikéw (176) jest istotnym elementem
mechanizmu regulacji enzymoéw aktywowanych na S$wietle za pos$redni-
ctwem NADPH lub ferredoksyny (rozdz. IlI-I). Wplywajgc na wytwarza-
nie reduktoréw w $Swietlnych reakcjach fotosyntezy oraz na stopien reduk-
cji grup -SH enzymoéw fotosyntetycznych, tlen dziata przeciwnie niz Swiat-
to. W systemie regulacyjnym spetniatby wiec funkcje czynnika odwracal-
nie inaktywujacego niektdre enzymy i ,,wytaczajacego” aparat fotosynte-
tyczny przy niskim natezeniu Swiatta i w ciemnosci.

Wytwarzanie i przemiany kwasu glikolowego na $wietle przy udziale
0 2 niezaleznie od tego na jakiej drodze zwigzek ten powstaje z fosforanéw
cukrow lub cukréow, umozliwiajg funkcjonowanie fotosyntetycznego trans-
portu elektronéw i cyklu redukcji wegla nawet przy braku doptywu COz
z zewnatrz. Asymilacja i redukcja do poziomu heksoz 3 cz. C02 wymaga
9 cz. ATP i 3 cz. NADPH (Ryc. 6a). Przy udziale 02 karboksylazy RuDP
dziatajagcej jako oksygenaza (rozdz. 111-2) oraz enzymdw szlaku kwasu
glikolowego, produkty fotochemicznych reakcji fotosyntezy mogg by¢ zu-
zywane bez rownoczesnej asymilacji COz netto. Jak wynika ze schematu

* Patrz takze artykut w tym zeszycie K. Krzystyniaka nt. ,Fizjologiczna rola cy
klicznej fotofosforylacji”, str. 369—378.
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przedstawionego na rycinie 6b pozwala to na ,jatowy bieg” cyklu redukcji
wegla na Swietle (162). Proces ten moze mie¢ takie samo fizjologiczne
znaczenie jak przejmowanie przez 02 elektrondw bezposrednio z foto-
chemicznych reakcji fotosyntezy. Ponadto, jezeli swiatto hamuje oddycha-
nie ciemniowe komorek fotosyntetycznych (177—180) moze on dostarczaé
stibstratow dla biosyntez kosztem nagromadzonych cukrow, a takze wa-
runkowac szereg innych proceséw metabolicznych.

3CoO,

K {TTo]JE—————— ) 1

Cykl redukcji wegla

1/2 heksozy
9 ATP

G NADPH

9 ATP +G NADPH
3 RUDP + 3 C O ,-wreemmrresmemsssmmsmmmeeeeenee b+ 3 RUDP + 1/2 heksozy

2PGA + 2 P-glikolan

RuDP
(>ZD

2 glikolan
20,

ATP

B e ———
|_» RuDP 2PGA A

PGA
Cykl red. wegla
. <

Szlak kwasu glikolowego

8 ATP
5 NADPH

9 ATP + 6 NADPH,
3 RUDP-remssreeemmmmsmeememmesneemeeeeeee=— B 3 RUDP

Ryc. 6. Fotosyntetyczne przemiany zwigzkow wegla w warunkach dobrego (Ryc. a)
i ograniczonego (Ryc. b) doptywu CO02w 21% 02 (163)

Dziatanie Oz w procesie fotosyntezy powoduje utrate czesci pochtonie-
tej energii i wytworzonych zwigzkéw organicznych (7, 8, 181). W natural-
nym $rodowisku, charakteryzujagcym sie duzg zmiennoscig licznych czyn-
nikéw jest ono prawdopodobnie niezbedne dla optymalnego funkcjono-
wania metabolizmu roslin na $wietle. Potwierdzajg to dane wskazujace,
ze zuzywanie 02w procesie fotosyntezy stymuluje niektére reakcje meta-
boliczne (4, 26, 143, 182—187). Wykazano, ze przy wysokiej aktywnosci
aparatu fotosyntetycznego, duzym stezeniu CO2i intensywnym S$wietle 0 2
w stezeniach zblizonych do 21% moze stymulowaé réwniez asymilacje C02
(187, 188).
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Tak jak fotofosforylacje cykliczng mozna uwazaé za ewolucyjny relikt

(33) metabolizmu roslin zyjacych w pierwotnym S$rodowisku, zawierajagcym
znaczenie mniej wolnego tlenu a bogatszym w C02 to regulacyjng funkcje
0 2mozna traktowac jako efekt adaptacji procesu fotosyntezy do obecnego
stezenia tych gazéw w atmosferze Ziemi.

Artykut otrzymano 15.6.1974, po rewizji autorskiej przyjeto 24.6.1974.
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M. GABRIELA SARZALA*

Struktura i funkcja bton sarkoplazmatycznego retikulum
(miesni szkieletowych)

Structure and Function of Sarcoplasmic Reticulum Membranes

Sarkoplazmatyczne retikulum (SR) miesni szkieletowych stanowi sy-
stem bton otaczajacych miofibryle. Gidwng jego funkcja jest regulacja
poziomu Ca2+ w komdrce mieSniowej w cyklu skurczowo-rozkurczowym
(1-3).

Mechanizm skurczu miesnia szkieletowego oméwiono niedawno w dwu
artykutach opublikowanych w Postepach Biochemii (4, 5). Obecnie przed-
stawiamy molekularng organizacje bton sarkoplazmatycznego retikulum
i udziat ich poszczeg6lnych sktadnikéw w procesie transportu Ca2+ w ko-
maorce miesniowej.

System bton SR, opisany po raz pierwszy przez Verattiego
w 1902 roku (6), doktadnie poznano dopiero na podstawie obserwacji w mi-
kroskopie elektronowym (7, 8). W miesniach szkieletowych tworzy on
siateczke cienkich kanalikéw i cystern otaczajagcych miofibryle (7—13)
(Rye. 1). Kanaliki sarkoplazmatycznego retikulum biegng réwnolegle do
osi wiokien miesniowych. Osobny uktad poprzecznych kanalikéw otacza-
jacych widkna miesniowe tworzy, tzw. system T (transverse tubules) po-
chodzacy z inwaginacji btony powierzchniowej miesni — sarkolemmy (11).
W miejscu potozenia systemu T kanaliki SR rozszerzajg sie tworzac cy-
sterny. Dwie cysterny nalezace do sasiednich kanalikéw SR i potozonego
miedzy nimi kanalika poprzecznego tworzg tak zwane triady. Pomiedzy
tymi dwoma systemami bton nie ma bezpos$redniego potgczenia. Wykazano
istnienie réznic gatunkowych w lokalizacji triad (11—13). Wystepuja one
mianowicie badZz na poziomie linii Z u nizszych kregowcéw badz, jak
u wyzszych kregowcow, na granicy pragzkoéw A i |. Poniewaz depolaryzacja
btony komorkowej powoduje lokalny skurcz sarkomeréw w miejscu wy-
stepowania systemu T, juz dawno wysunieto przypuszczenie (14), ze sy-
stem ten stanowi przekaznik, poprzez ktéry stan pobudzania blony ze-
wnetrznej ulega przeniesieniu do SR, a wiec do wnetrza komorki. Mimo
bardzo intensywnych badarn mechanizm uwalniania wapnia z sarkoplaz-

*) Dr, Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Miesni, Instytut Biologii Doswiad-
czalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa.
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matycznego retikulum jest ciggle przedmiotem dyskusji. Szereg danych
wskazuje, ze bezposrednig odpowiedzig na impuls nerwowy jest zmiana
potencjatu blony komodrkowej. Powoduje ona uwolnienie wapnia i poja-
wianie sie go w sarkoplazmie w formie zjonizowanej. Przypuszczenie to
potwierdza, na przyktad, uwalnianie wapnia do $rodowiska z pecherzykéw
SR umieszczonych w polu elektrycznym (15) lub po zmianie $rodowiska
jonowego (16). Bezposrednio wzrost stezenia jonow Ca2+ w sarkoplazmie
w wyniku elektrycznego pobudzenia wykazali Jdbsis i O’Connor
(17) podajac w iniekcji do zywego miesnia zaby mureksyd — barwnik
wigzacy wapn.

KANALIK
SYSTEMU T

SARKOPLAZMATYCZNE
RETIKULUM

KANALIK
SYSTEMU T

Ryc. 1. Przekrdj przez widkno mieSniowe zaby (12)
Schemat budowy sarkoplazmatycznego retikulum.

O  przemieszczaniu Ca2+ w komérce mieSniowej zaleznie od jej stanu
funcjonalnego $wiadczg przekonywujaco wyniki Winegrada. Na autora-
diogramach skrawkéw miesni inkubowanych z A a2+ obserwowat on prze-
mieszczanie jonow Ca2+ w réznych stanach pracy miegsnia (18—20). W cza-
sie spoczynku miesnia wapn znajdowat sie w cysternach SR wchodzacych
w skiad triad, podczas gdy w mig$niu pobudzonym elektrycznie obecny
byt réwniez w podtuznych kanalikach oraz na poziomie prazka A.

Badania in vitro nad rolg sarkoplazmatycznego retikulum w regulacji
stezenia wapnia w komdrce mie$niowej zapoczatkowaty prace Marsh’a
(21, 22). Zaobserwowat on, ze pk kanie homogenatéw miesniowych zwiek-
sza zdolno$¢ miofibryli do superprecypitacji, a wiec do skurczu (patrz po-
zycja 4), co Swiadczyto, ze czynnik powodujgcy rozkurcz miesni znajduje
sie we frakcji rozpuszczalnej. Czynnik ten nazwany ,czynnikiem rozkur-
czowym” hamowat aktywno$¢ miofibrylarnej ATP-azy i powodowat roz-
kurcz ekstrahowanych glicerolem widkien miesniowych, ktére w obec-
nosci ATP pozostawaly w stanie skurczu (22—24). Dalsze badania
wykazaly (25, 26), ze cata ,,aktywnos¢ rozkurczowa” znajduje sie we frak-
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cji subkomorkowej miesni odpowiadajgcej frakcji mikrosomalnej innych
tkanek. Frakcja ta zawiera pecherzyki tworzace sie z fragmentéw sarko-
plazmatycznego retikulum powstalych podczas homogenizacji tkanki mies-
niowej. Okazato sig, ze pecherzyki te dziatajg podobnie do chelatoréw
wapnia takich, jak EGTA czy EDTA, usuwajg z sarkoplazmy jony wapnia
potrzebne do aktywacji ATP-azy aktomiozynowej (27).

Izolowanie pecherzykéw tton SR (mikrosoméw) z homogenatow mies-
niowych przeprowadza sie droga réznicowego (28) lub zonalnego (29) wi-
rowania. Na ogo6t zbiera sie frakcje sedymentujgcg miedzy 8 000—30 000xg.
W celu usunigcia fragmentow miofibryli mikrosomy ekstrahuje sie 0,6M
roztworem KC1 (30). Zanieczyszczenie fragmentami innych blon komor-
kowych mozna usungC przez oczyszczenie frakcji mikrosomalnej w nie-
ciagtym (31) lub ciggtym gradiencie sacharozy (32, 33).

Tak izolowane pecherzyki bton SR (mikrosomy) posiadajg specyficzng
zdolno$¢ do aktywnego transportu i akumulacji wapnia. Stanowig dosko-
naty model do badan nad aktywnym transportem jonéw w ogdélnosci,
a takze ze wzgledu na bardzo wyspecjalizowang funkcje i stosunkowo
prosty skilad biatkowy i lipidowy wygodny obiekt do badan struktury
bton biologicznych.

W ostatnich latach cteieki uzyciu nowoczesnych metod fizykochemicz-
nych otrzymano szereg informacji o molekularnej organizacji bton SR,
ruchliwosci poszczegblnych sktadnikow w btonie, zmianach fazy lipidowej
komponenty bton oraz zmianach konformacji sktadnikéw btony w czasie
transportu wapnia.

I. Struktura bton sarkoplazmatycznego retikulum

Fragmenty bton SR tworzg zamkniete pecherzyki o $rednicy od 300—
2000A (Ryc. 2A). Stosujac technike ultracienkich skrawkéw stwierdzono,
ze pecherzyki otacza pojedyncza btona o grubosci 60—70A o tréjwarstwo-
wej strukturze (33—37). Sadzi sie, ze wnetrze pecherzykéw jest albo puste,
albo zawiera blizej niezidentyfikowane biatko.

Zaréwno morfologicznie jak i funkcjonalnie btona SR jest asymetrycz-
na. Istniejg na przyktad rdéznice w ilosci grup SH pomiedzy zewnetrzng
a wewnetrzng powierzchnig btony. Jak wykazali Hasselbach i EI-
fy in (34), wiekszo$¢ grup SH znajduje sie na zewnetrznej powierzchni.
Asymetryczne utozenie biatek w btonach SR wykazano ostatnio réwniez
metodg dyfrakcji promieni X (38).

Przy uzyciu techniki barwienia negatywowego (33—35, 39—41) na ze-
wnetrznej powierzchni blony zaobserwowano obecno$¢ warstwy granular-
nej sktadajacej sie z butawek o $rednicy okoto 40A (Ryc. 2C). Odlegtosc
poszczegblnych butawek wynosi okoto 90A.

4 Postepy Biochemii
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Dla lepszego poznania struktury bton SR przyczynity sie ostatnio ba-
dania, w ktdrych stosowano technike freeze—etching (40, 41). Technika ta
polega na bardzo szybkim zamrozeniu badanego materiatu, roztupaniu
i odsublimowaniu lodu w wysokiej prozni oraz wykonaniu przez napyle-
nie platyng i weglem replik peknietych powierzchni. Otrzymane repliki
bada sie przy pomocy mikroskopu elektronowego. Branton w roku
1969 (42) wykazat, ze w efekcie zastosowania tej techniki pekniecie na-
stepuje wewnatrz blony w jej rejonie hydrofobowym. Zdjecia przedsta-
wiajag przeto wewnetrzne powierzchnie roztupanych blon. Na og6t po
roztupaniu bton stwierdza sie na jednej z wewnetrznych powierzchni
obecno$¢ regularnie utozonych czastek, a na drugiej powierzchni btony
odpowiadajgce im wielkoscig wgtebienia. Wykazano, ze sztuczne btony
lipidowe badane tg technikg majg zupetnie gtadkie powierzchnie. Przy-
puszcza sie wiec, ze widoczne w blonach biologicznych czastki o mniej-
szej lub wiekszej $rednicy odpowiadajg globularnym biatkom bton. Row-
niez po roztupaniu bton SR obserwowano czastki o $rednicy okoto 75—
90A wystepujgce gtownie na wklestej plaszczyZznie blony pecherzyka
(Ryc. 2B) (40, 41).

Ryc. 2. Obrazy mikroskopowe pecherzykéw SR

A —badane technika ultracienkich skrawkow (33)
B —badane technika freeze-etching (22),

na wkleslejD powierzchni widoczne czastki o $rednicy 90 A. i i
C—prepa&‘g&y(gs?rwmne negatywowo —na powierzchni pecherzykéw widoczne butawki o $red-
nicy .
D —pecherzyki SR natadowane wapniem barwione negatywowo wewnatrz pecherzykéw wi-
doczne krysztaty szczawianu wapnia (33).

http://rcin.org.pl



RETIKULUM SARKOPLAZMATYCZNE 407

I1-1. Transport i wigzanie wapnia

Stezenie jonéw wapnia w sarkoplazmie komérki miesniowej bedacej
w stanie rozkurczu jest bardzo niskie, ponizej 10~6M, natomiast caty zjo-
nizowany wapn zmagazynowany jest w kanalikach i cysternach sarko-
plazmatycznego retikulum (2).

Izolowane pecherzyki blon SR powstate po fragmentacji kanalikéw
i cystern pobierajg znaczne ilosci jonéw wapnia na koszt ATP. Aktywny
transport jonéw wapnia przeprowadza stymulowana jonami Mg2+ ATP-aza
(1—3, 26, 27, 43, 44). Niektérzy autorzy te zalezng od energii akumulacje
nazywajg specyficznym wigzaniem (45). Aktywne pecherzyki moga po-
braé okoto 150nmoli Ca2+ na mg biatka, a stata wigzania wynosi okoto
4X1068M-1. Czynniki precypitujgce wapn, takie jak szczawian, pozwalajg
wielokrotnie zwiekszy¢ pobieranie Ca2+ przez pecherzyki SR do wartosci
okoto 6[jmoli wapnia na mg biatka mikrosomalnego. W tych warunkach
w pecherzykach gromadza sie krysztaty szczawianu wapnia (Ryc. 2D) (33),
a stezenie wapnia osigga warto$¢ 5X10~4M, jest wiec kilka tysiecy razy
wyzsze niz w srodowisku zewnetrznym (1—3). Niezaleznie od transportu
wapnia analizowano réwniez wigzanie tych jonéw przez btony SR. Z krzy-
wych Scatcharda wynika, ze w nieobecnosci ATP, a w obecnosci
I00OmM KC1 oraz 5mM MgCI2 eliminujgcych niespecyficzne wigzanie, eks-
trapolowana maksymalna ilos¢ wapnia wigzana przez btony SR wynosi
10—15nmoli na mg biatka a obliczona stata wiazania koto 1X106V-1. Wia-
zanie niespecyficzne (mierzone w nieobecnosci KC1 i MgCl2, o podobnej
statej powinowactwa, jest znacznie wieksze i wynosi koto 100nmoli wapnia
na mg biatka (45—50).

Wapn pobierany przez pecherzyki SR nie ulega samoistnemu wypty-
wowi, chyba ze btona pecherzykdw ulega zniszczeniu i staje sie nieszczelna.

11-2. Wigzanie nukleotydoéw i wymiana ATP/ADP

Mikrosomy miesniowe wigzag ATP i ADP (49, 50) i katalizujg reakcje
wymiany grupy fosforanowej miedzy tymi dwoma nukleotydami (27, 49,
51, 52). Maksymalna iloS§¢ ATP wigzanego przez mikrosomy wynosi 1—
I,6nmola, maksymalna za$ ilo$¢ wigzanego ADP 2—5nmoli na mg biatka.
W optymalnych warunkach szybko$¢ wymiany ATP i ADP jest kilka-
krotnie wieksza niz szybkos$¢ hydrolizy ATP. Wymiane te katalizujg jony
wapnia.

11-3. Ufosforylowany intermediat
W czasie transportu Ca2+ do wnetrza pecherzykéw SR potaczonego

z rozpadem ATP powstaje ufosforylowany intermediat (53, 54). Doswiad-
czalnie jego powstawanie wykazano po inkubacji mikrosoméw w obec-
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nosci y&-ATP, Mg2+ i Ca2+ Zwigzek ten, stabilny w pH 2—5, ulega
szybko nieenzymatycznej hydrolizie w pH alkalicznym. Wzrost szybkosci
rozpadu ufosforylowanego intermediatu w alkalicznym pH lub w obec-
nosci hydroksylaminy sugeruje, ze wigzanie miedzy fosforanem a biatkiem
jest typu acylowego. Poziom ufosforylowanego posrednika powstajgcego
w blonach SR jest w obecnosci 5mM Mg2+ bardzo niski i wynosi mniej
niz 0,Inmola na mg biatka, natomiast w obecnosci 0,01—ImM Ca2+ wzrasta
do 1—4nmola na mg (53, 55). Powstawanie ufosforylowanego intermediatu
jest procesem bardzo szybkim, tak ze maksymalny staty poziom w btonach
SR osigga on w ciagu kilku sekund.

11-4. Aktywne uwalnianie wapnia

W ostatnich latach stwierdzono odwracalno$¢ aktywnego transportu
Ca2+ przez btony sarkoplazmatycznego retikulum (56—59). Natadowane
wapniem pecherzyki SR, w nieobecnosci ATP a w obecnosci ortofosforanu
uwalniajg zakumulowany wapni. Uwalnianiu wapnia towarzyszy synteza
ATP a dodanie ADP przyspiesza ten proces. Kierunek translokacji wapnia
determinuje rownowaga chemicznego i fizykochemicznego potencjatu mie-
dzy stezeniem ATP i Ca2+ w $rodowisku a stezeniem ADP, P O i Ca2+
wewnatrz pecherzykéw. Translokacja Ca2+ z pecherzykéw do Srodowiska
zachodzi réwniez za posrednictwem ufosforylowanego intermediatu. W tym

ADP

Ca,

1]
E~P
3
ATP 2C¢:w
Ca=E 2. dBb
E
PO,
2Ca,

MAKINOSE 73

Ryc. 3. Schemat obrazujgcy transport Ca2+ w pecherzykach SR i zmiany funkcjonalne
ATP-azy podczas tego procesu (59)
1., 2, 3., 4, — roézne stany funkcjonalne transportujacej wapn ATP-azy,
Caz — jony wapnia w $rodowisku zewnetrznym,
Caw — jony wapnia wewnatrz pecherzykow.



RETIKULUM SARKOPLAZMATYCZNE 409

przypadku ATP-aza ulega fosforylacji w obecnosci ortofosforanu, a nie
jak w przypadku transportu do wewnatrz na koszt ATP. Powstaty ufosfo-
rylowany intermediat wykazuje te same wiasciwosci co intermediat po-
wstajacy w obecnosci ATP. Przeprowadzone ostatnio doktadne pomiary
(57) wykazaty, ze w btonach SR jednemu miejscu fosforylacji odpowiada
jedno miejsce wigzania MgATP oraz dwa miejsca wigzania wapnia. Zgod-
nie z tym proporcjami zaproponowano nastepujacy schemat obrazujacy
zasadnicze etapy translokacji Ca2+ i zmian funkcjonalnego stanu ATP-azy
podczas transportu Ca2+ (Ryc. 3) (59). Transport wapnia do Srodka peche-
rzykow rozpoczyna sig, gdy enzym ten (stan 1) wigze dwa jony wapnia
na zewnetrznej powierzchni blony pecherzyka SR (stan 2). Nastepnie
w obecnosci ATP ma miejsce fosforylacja enzymu i powstaje kompleks
ufosforylowanego intermediatu z Ca2+ (stan 3). Z kolei z tego kompleksu
po wewnetrznej stronie btony pecherzyka uwalniajg sie jony wapnia i en-
zym przechodzi w stan 4, po czym nastepuje jego defosforylacja i powrét
do stanu 1-go. Reakcje prowadzace do powstania stanu 2-go i 3-go zacho-
dzag na zewnetrznej powierzchni btony pecherzyka, reakcja prowadzaca
do powstania stanu 4-go na wewnetrznej, nie znamy natomiast miejsca
zachodzenia reakcji powstawania stanu 1-go.

I1l. Skiad chemiczny i rola poszczeg6lnych sktadnikéw bton SR
I11-1. Lipidy

Podobnie jak w przypadku wiekszosci wewnetrznych bton komorek
zwierzecych okoto 50% masy bton SR stanowig lipidy, (33, 61—70), w tym
fosfolipidy (PL) stanowig od 75 do 85%. Gtownym skiadnikiem fosfolipi-
dowym sa lecytyny (okoto 75% wszystkich fosfolipidow); reszte stanowig
fosfatydyloetanolaminy (10—15%) oraz fosfatydyloinozytol i fosfatydylo-
seryna, ktérych zawarto$¢ nie przekracza kilku procent (60—66). Wszyst-
kie te fosfolipidy sg niejednorodne, ztozone z kilku rodzajéw molekular-
nych (68, 69). Na szczeg6lng uwage zastuguje duza zawarto$¢ fosfolipidow
alkilowych (66, 69).

Wyniki dotyczace zawartosci lipidow obojetnych w btonach SR sg roz-
biezne; podawano wartosci siegajace od 3—20% catkowitej ilosci lipidow
(33, 61—69), w tym cholesterol stanowi jedynie okoto 5—7%. Niektorzy
autorzy (64, 67) sadzg nawet, ze lipidy obojetne znajdowane w btonach SR
pochodza z zanieczyszczen.

Fosfolipidy bton SR zawierajg stosunkowo duzo réznych wieloniena-
syconych kwasow ttuszczowych (69, 71). Dzieki znacznej zawarto$ci kwa-
séw wielonienasyconych, oraz niskiej zawartosci cholesterolu btony SR
charakteryzujg sie szczeg6lnie ptynna strukturg (72). Przejscie lipidéw
tych bton z fazy statego krysztatu w krysztat ptynny (transition phase)
nastepuje juz w stosunkowo niskiej temperaturze, okoto 25°C (73).
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Duzy postep w badaniach molekularnej organizacji bton osiggnieto
po wprowadzeniu do badarn techniki elektronowego rezonansu spinowego
(ESR) (74—77) oraz zwigzkéw pietnowanych znacznikami spinowymi (an-
gielski termin spin labels) zawierajgcymi wolne rodniki w reszcie nitro-
ksydowej. Do badan struktury i molekularnej organizacji lipidowego
sktadnika bton uzywano kwaséw ttuszczowych zawierajgcych reszty ni-
troksydowe w réznych pozycjach tancucha weglowodorowego (72) lub
lecytyny pietnowanej w grupie cholinowej (tzw. TEMPO-choliny) (75).
Stwierdzono (78), ze pietnowane spinem kwasy tluszczowe penetrujace
do bton pecherzykéw SR wykazujg duzg ruchliwo$¢. Widmo czasteczki
»pietnowanej spinem” ma charakter anizotropowy jezeli grupa nitroksy-
dowa znajduje sie blisko polarnego konca tancucha kwasu ttuszczowego.
Kiedy za$ grupa nitroksydowa znajduje sie blizej grupy metylowej kwasu
thuszczowego, widmo wykazuje strukture nieuporzadkowang. Wyniki te
Swiadcza, ze czes$¢ czasteczki kwasu tluszczowego znajdujgca sie blizej
polarnego konca tancucha na skutek interakcji z innymi czasteczkami lipi-
déw, lub interakcji z biatkami jest do pewnego stopnia ,unieruchomiona”,
podczas gdy cze$¢ fancucha od strony grupy metylowej, znajdujgca sie
w hydrofobowym rejonie btony, jest ,,wolna” i charakteryzuje sie duza
ruchliwoscia (78).

Ruchliwo$¢ pietnowanych spinem kwaséw ttuszczowych dodanych do
bton SR pozbawionych lipidéw jest ograniczona, co wskazuje, ze o ,,ptyn-
nosci” struktury bton decyduje ich lipidowy skiadnik (78).

McConnel i wsp. (75—77) uzywajac pietnowanych spinem ana-
logéw fosfatydylocholiny stwierdzili, ze dyfuzja tego zwigzku do bton
sarkoplazmatycznego retikulum zachodzi niemalze tak szybko jak w bio-
nach sztucznych (liposomach). Wielko$¢ statej dyfuzji czasteczek lecytyny
zawierajagcych TEMPO-choling $wiadczy o mozliwosci zachodzenia ruchéw
w ptaszczyznie lateralnej btony. Fosfolipidy dodane w odpowiedniej formie
do pecherzykéw SR dyfundujg w gtab bton i penetrujg w dwumolekularne
warstwy fosfolipidow. Wyniki te $wiadcza, ze mozna zmienia¢ w bionach
biologicznych stosunek fosfolipidow do biatek.

Obecno$¢ w btonach SR dwumolekularnej warstwy lipidow przez kto-
ra penetruja biatka globularne wykazano réwniez metodag dyfrakcji pro-
mieni X (38).

111-2. Rola fosfolipidéw w specyficznej funkcji bton SR

Aktywnos¢ wielu enzyméw powigzanych z btonami zalezy od obecnosci
fosfolipidow (79—81). W badaniach majacych na celu ustalenie roli fosfo-
lipidow w funkcji bton i aktywnosci enzymédw stosuje sie rézne metody
usuwania fosfolipidéw i ponownego ich dodawania. Stwierdzono, ze wy-
magania enzymow zwigzanych z btonami w stosunku do okreslonych fo-
sfolipidow sg bardzo rdzne (81). Aktywnos$¢ niektorych enzymoéw reakty-
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wowana jest jedynie przez kwasne fosfolipidy. Wynika to prawdopodobnie
stad, ze interakcja lipid-biatko jest w tym przypadku typu elektrostatycz-
nego. Gdy interakcja lipidy-biatko jest typu hydrofobowego, dziatanie
fosfolipiddw polega na zapewnieniu hydrofobowego S$rodowiska i utrzy-
maniu okres$lonej konformacji biatka. W takim przypadku kwasy tluszczo-
we lub nawet detergenty moga zastgpi¢ fosfolipidy w zachowaniu aktyw-
nosci niektérych enzymow zwigzanych z btonami (81).

Do usuniecia lipidéw z bton biologicznych uzywa sie badz rozpuszczal-
nikéw organicznych, badz fosfolipaz dziatajagcych w sposéb bardziej ta-
godny, a zarazem selektywny. Wedtug obecnie przyjetej nomenklatury
(82) rozrozniamy cztery fosfolipazy: Ax Az C i D. Fosfolipaza Aj odszcze-
pia kwas ttuszczowy z pozycji 1 fosfolipidu, w wyniku czego powstaje
2-acylo-lizofosfolipid i nasycony kwas tluszczowy. Fosfolipaza A2 odszcze-
pia kwas ttuszczowy z pozycji 2 dajac w efekcie 1-acylo-lizofosfolipid
i nienasycony kwas tluszczowy. W tkankach zwierzecych wysfepujg obie
fosfolipazy. Fosfolipaza C odszczepia od fosfolipidow ufosforylowang zasa-
de, przeksztatcajgc je w dwuglicerydy. Fosfolipaza D za$ odszczepia zasade
azotowg, a produktem hydrolizy jest kwas fosfatydowy.

Wykazano, ze obecno$¢ fosfolipidéw jest réwniez niezbednym warun-
kiem prawidtowego funkcjonowania bton SR (2, 28—30). Zaleznie od uzy-
tej metody odlipidowania nastepuje badz catkowite zahamowanie transpor-
tu i akumulacji Ca2+ przez pecherzyki SR, badZ rozprzegniecie aktywnosci
ATP-azy i transportu Ca2+.

Zar6wno kwasy tluszczowe jak i lizolecytyna powstate w wyniku tra-
wienia mikrosomoéw miesniowych fosfolipaza A2 pozostajg jednak nadal
zwigzane z btonami. Zwigzki te majac wiasciwosci detergentdw zmieniaja
znacznie strukture bton, co w konsekwencji powoduje wydtuzenie sie
pecherzykdw i ich fragmentacje (83).

W wyniku dtugotrwatej inkubacji mikrosoméw z fosfolipazg A2w obec-
nosci albuminy surowicy wigzacej zaréwno kwasy ttuszczowe jak i lizo-
fosfolipidv i nastepnych kilku ptukaniach roztworem albuminv mozna
prawie catkowicie odlipidowaé btony SR, nie powodujac denaturacji bia-
tek (84). Tak odlipidowane mikrosomy nie akumulujg wapnia, zahamowana
jest rdwniez aktywno$¢ ATP-azy. Natomiast krotkotrwate trawienie bton
SR fosfolipazg A2 powoduje rozprzegniecie zdolnosci do zatrzymywania
pobranego wapnia i aktywnosci stymulowanej wapniem ATP-azy (65, 76,
87). Jest to wynikiem dziatania niewielkiej ilosci uwolnionych kwaséw
thuszczowych, ktérych detergentowe wiasciwosci zwiekszajg przepuszczal-
nos¢ btony a zatem zwiekszajg tez bierny wypltyw wapnia. W ich obec-
nosci pecherzyki SR sg rowniez niezdolne do aktywnego uwalmania wap-
nia i sprzezonej z tym syntezy ATP (44). Podobne zjawisko rozporzegniecia
zdolnosci do akumulacji Ca2+ i aktywnosci ATP-azy obserwowano takze
w czasie ,starzenia” mikrosomow, kiedy to ulegaty uwolnieniu niewielkie
ilosci kwasow ttuszczowych pod wptywem endogennej fosfolipazy. Mikro-
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somy przetrzymywane w obecnosci albuminy zachowywaly aktywnos¢
znacznie dtuzej (85).

Traktowanie mikrosoméw miesniowych fosfolipazg C powoduje hy-
drolize 70-90% fosfolipidow zawartych w btonach. Produkty hydrolizy:
dwuglicerydy i ufosforylowane zasady azotowe uwalniajg sie z bton. Tylko
niewielka cze$¢ dwuglicerydéw, widoczna pod mikroskopem jako mate
kropelki, pozostaje nadal zwigzana z powierzchnig bton (37). Zaleznie od
Zrédta z jakiego pochodzi fosfolipaza C trawi ona rézne fosfolipidy. Fosfo-
lipaza C z Clostridium velchi trawi gtownie lecytyne, podczas gdy analo-
giczny enzym izolowany z Bacillus cereus hydrolizuje réwniez fosfotydy-
loetanolamine i fosfatydyloseryne (70). Jednak zhydrolizowanie réznych
fosfolipiddw w jednakowy sposéb wptywa na funkcje blon SR.

Pozbawione fosfolipiddw mikrosomy zachowujg w dalszym ciggu cha-
rakterystyczng tréjwarstwowg strukture btony a jedyng widoczng zmiang
jest zmniejszenie $rednicy pecherzykow (37).

Dziatanie fosfolipaza C na ttony SR prowadzi w efekcie zhydrolizo-
wania 70—90% fosfolipidow do niemal kompletnej inaktywacji ATP-azy
(88, 89) i zaniku zdolnosci do transportu wapnia oraz wymiany ATP i ADP
(90). W mikrosomach traktowanych fosfolipazg C stwierdza sie nagroma-
dzenie ufosforylowanego intermediatu co wskazuje na role fosfolipidéw
w defosforylacji intermediatu podczas transportu Ca2+ (91).

Hydroliza fosfolipazg D nie wptywa na akumulacje Ca2+ i na aktyw-
nos¢ ATP-azy stymulowanej jonami wapnia (70, 86). W tym bowiem przy-
padku po odszczepieniu zasady azotowej z fosfolipidow, gtdwnie z lecytyny
powstaje kwas fosfatydowy, a wiec fosfolipid pozostajacy w formie zwia-
zanej z blong.

Jak wida¢ z powyzszych przyktadéw nawet tagodne usuniecie fosfoli-
pidow powoduje zanik aktywnosci bton SR. Dodanie fosfolipidéw w formie
micelli do bton odlipidowanych fosfolipazami przywraca aktywnos$é¢ ATP-
-azy i czeSciowo zdolno$¢ do akumulacji Ca2+. Stopieh reaktywacji ATP-
-azy przez fosfolipidy nie zalezy od rodzaju kwasow ttuszczowych zawar-
tych w dodanych fosfolipidach (70). Doswiadczenia z fosfolipazg D
Swiadczg, ze nis tylko kwasy tluszczowe, lecz réwniez zasada azotowa nie
wykazuje specyficznosci.

I111-3. Rola cholesterolu i innych lipidéw obojetnych

W btonach biologicznych cholesterol ,,upakowuje” fosfolipidy zmniej-
szajgc w ten spos6b przepuszczalno$¢ bton dla szeregu jonéw. W sarko-
plazmatycznym retikulum cholesterol stanowi okoto 5—7% lipidow (33,
61, 69). Ekstrakcja zliofilizowanych bton SR rozpuszczalnikami apolarny-
mi (eter etylowy, heptan) w $rodowisku bezwodnym usuwa niemal iloScio-
wo cholesterol i inne lipidy obojetne, nie usuwajgc fosfoiipidow. Wskazuje
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to, ze lipidy obojetne, w tym i cholesterol, sa ,,luzno” zwigzane z btonami
SR (33).

Traktowanie mikrosoméw eterem etylowym w $rodowisku wodnym
hamuje akumulacje Ca2+ i aktywuje ATP-aze (92, 93). Wysunieto przy-
puszczenie (93), ze na skutek usuniecia czesci estrow cholesterolu peche-
rzyki ,ciekng” nie zatrzymujac pobranego wapnia. Na skutek wyciekania
Ca2+ z pecherzykéw stezenie tego jonu w Srodowisku zewnetrznym jest
stale dostatecznie duze, by proces transportu zachodzit w sposob ciagly,
powodujgc obserwowany wzrost aktywnosci ATP-azy. Jak sie jednak
okazato, zjawisko rozprzegniecia akumulacji Ca2+ i aktywnosci ATP-azy
nie wigze sie z usunieciem z bton SR estrow cholesterolu, a dotyczy spe-
cyficznego dziatania mieszaniny eter—woda. Catkowite bowiem usunigecie
cholesterolu bezwodnym eterem ze zliofilizowanych mikrosoméw (33) nie
powoduje zmian w aktywnos$ci bton SR po ich wtérnym uwodnieniu.

Przy pomocy filipiny, polienowego antybiotyku wigzgcego sie specy-
ficznie z cholesterolem i wykazujgcego wzmozong fluorescencje w $rodo-
wisku hydrofobowym (94) wykazano, ze cholesterol rozpuszczony w fosfo-
lipidach bton SR znajduje sie w poblizu reszt tryptofanowych biatek.

IV. Biatka sarkoplazmatycznego retikulum

Mimo, ze sarkoplazmatyczne retikulum jest jednym z najlepiej pozna-
nych systemOw bicn biologicznych, ze znany jest jego sktad chemiczny,
struktura i funkcja, poszczegélni autorzy r6znig sie w pogladach doty-
czacych miedzy innymi ilodci i ciezaréw czasteczkowych biatek wystepu-
jacych w tych btonach (95—100). Niektérzy autorzy uwazajag nawet, ze
ze wzgledu na bardzo wyspecjalizowang funkcje btony SR powinny za-
wieraé i zawierajg tylko dwa biatka: stymulowang wapniem ATP-aze
i biatko wigzgce wapn (101).

Biatka stanowig okoto 50% suchej masy bton SR (1—3). Elektroforeza
w zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu dodecylu wykazuje
(Ryc. 4), ze okoto 70°/0 catkowitej ilosci biatek bton SR stanowi biatko
0 ciezarze czasteczkowym okoto 105 000. Okoto 20% stanowiag kwasne biat-
ka o ciezarach czasteczkowych 55, 45 i 32 000. Szereg dowoddéw wskazuje,
ze biatko 105000 daltonéw jest transportujgcg wapn ATP-aza. Biatko to
po wyizolowaniu wykazuje wyzszg aktywnos$¢ ATP-azy niz btony natywne
(65). Aktywnos$¢ oczyszczonej ATP-azy uzalezniona jest od obecnosci jo-
néw Ca2+ i Mg2+ Optymalne stezenie Mg2+ jest rowne stezeniu dodanego
ATP a stezenie Ca2+ w nosi 10~°M> Niskie stezenie jondw Ca2+ potrzebne
do optymalnej aktywacji ATP-azy $Swiadczy o wysokim powinowactwie
enzymu do Ca2+ Enzym jest rdwniez odpowiedzialny za wymiane ATP/
/ADP i inkorporacje fosforu z y3P-ATP. Wiazanie wapnia i tworzenie
ufosforylonego intermediatu sg réwniez bezposrednim dowodem, ze biatko
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105 000 daltonow jest transportujgcg wapn ATP-azg (29, 67). Wedtug nie-
ktérych autorow ATP-aza zbudowana jest z podjednostek (2) wedtug in-
nych jest pojedynczym polipeptydem rozpadajacym sie dopiero pod wpty-
wem dziatania enzyméw proteolitycznych (100).

MW

*i<r3 —

227
150

105 — ATP- aza

55

45 ~biatka wicazace
i wapn

32 /

111*

10 — teolipi
. % proteolipid

Ryc. 4. Spektrum biatkowe bton sarkoplazmatycznego retikulum uzyskane droga
elektroforezy na zelu poliakrylamidowym (68)

Biatko o ciezarze czagsteczkowym 44 000 stanowi okoto 7% catkowitej
ilosci biatek. Zostalo wyizolowane po raz pierwszy przez MaclLen-
n an a (102) i nazwane przez niego ,,Calseguestrin” na tej zasadzie, ze oka-
zato sie zdolne do wigzania znacznych ilosci wapnia. Jest to biatko kwasne,
kwasy glutaminowy i asparaginowy stanowig w nim 47°/0 a lizyna i argi-
nina tylko 8%. W przeciwienstwie do niektdrych innych biatek wigzacych
wapn nie zawiera ono ani lipiddw ani cukrow (68, 99, 100). Pdzniejsze ba-
dania wykazaty jednak, ze drugie kwasne biatko o masie czasteczkowej
55 000 stanowigce okoto 7% biatek SR (95, 100), wigze jeden mol wapnia
na czasteczke ze statg wigzania rzedu 108V 1. Niezaleznie od tego biatka
jak réwniez od calseguestrin, pozostate kwasne biatka o masie czasteczko-
wej 20 000—38 000 wigzg znaczne ilosci wapnia (do jednego “mola na mg)
ze stalg wigzania rzedu 103—104v1-1 (103).

Ponadto z tton SR wyizolowano biatko o ciezarze 10 000, ktére roz-
puszczajac sie w rozpuszczalnikach organicznych (95, 98) ma wiasciwosci
proteolidu. Biatku temu MacLennan przypisjue role w tworzeniu
wraz z ATP-azg podstawowej struktury btony (96, 100).

W btonach SR stwierdza sie poza tym obecnos¢ niewielkich ilosci bia-
tek o ciezarze czasteczkowym 227 000, 150 000, 83 000, 73 000 (29, 62, 65,
68, 97, 100). Rola tych biatek jest jak dotychczas nieznana.
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1V -1. Solubilizacja, oczyszczanie i charakterystyka biatek SR

W badaniach nad biatkami bton biologicznych stosuje sie kilka rodza-
jow ekstrakcji i solubilizacji przy uzyciu rozpuszczalnikow organicznych,
detergentdw jonowych i niejonowych, roztworéw soli itp. (99, 104—107).

Wedtug wspdiczesnych pogladéw we wszystkich btonach biologicznych
mozna wyrozni¢ dwie grupy biatek w zaleznosSci od ich lokalizacji w sto-
sunku do warstwy lipidowej: biatka wewnetrzne (ang. integral (107) lub
intrinsic (108—109)) penetrujgce warstwe lipiddw stanowiacg trzon biony
i biatka powierzchniowe, (ang. periferal (107) lub extrinsic (109)).

Biatka wewnetrzne bton majg charakter hydrofobowy i sg rozpusz-
czalne w wodzie tylko w obecnosci detergentéw. W ich strukturze kon-
formacja a-heliksu stanowi okoto 40% i prawie nie wystepuja one w kon-
formacji @ (105, 106). W interakcji tych biatek z lipidami gtéwng role
odgrywaja wigzania hydrofobowe. Do izolacji biatek wewnetrznych nalezy
uzy¢ drastycznych metod, jak solubilizacja btony detergentami, lub nie-
ktorymi rozpuszczalnikami organicznymi.

Biatka powierzchniowe mozna usuwaé z bton przez ekstrakcje deter-
gentami o niskich stezeniach, roztworami o wysokiej sile jonowej lub z ko-
lei woda dejonizowang, albo przez ekstrakcje zwigzkami chelatujgcymi
metale dwuwarto$ciowe. Sg one zwigzane z btonami wigzaniami elektro-
statycznymi lub poprzez mostki jonowe. Usuniecie tego rodzaju biatek na
ogo6t nie wpltywa na zasadnicze wiasciwosci bton (105, 106).

IV-la. Solubilizacja bton rozpuszczalnikami organicznymi

Najczesciej uzywanymi do solubilizacji bton rozpuszczalnikami orga-
nicznymi sg n-butanol (98, 104, 110) i 2-chloroetanol (98, 111). Stosujac
mieszaning n-butanol-woda do solubilizacji bton erytrocytéw uzyskano
przejscie 90°/o biatek do fezy wodnej, podczas gdy wszystkie lipidy znaj-
dowaly sie w fazie organicznej (104, 111). Oddzielenie biatek od lipidow
i otrzymanie biatek bton w formie rozpuszczalnej w wodzie umozliwiato
badania rekombinacji biatek i lipidéw (110). W przeciwienstwie do erytro-
cytow traktowanie n-butanolem bton SR powoduje przejscie do fazy wod-
nej jedynie 25°0 bialek; okolo 70% catkowitej ilosci biatek w formie
zdeneturowanej znajduje sie na granicy faz. Jak wykazaty badania elek-
troforetyczne na granicy faz znajdowato sie biatko 105 000 daltonéw, pod-
czas gdy w fazie wodnej biatka powierzchniowe. Do fazy organicznej
przechodzito 99% lipidéw i biatko 10 000 daltonéw (98).

W wyniku traktowania bton SR 90% 2-chloroetanolem otrzymywano
catkowitg solubilizacje bton. Po oddializowaniu rozpuszczalnika udato sie
uzyska¢ rekombinacje lipidéw i biatek oraz strukturalng rekonstytucje
bton. 2-chloroetanol powodowat jednak nieodwracalng utrate aktywnosci
enzymatycznej (98).
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IV-lb. Solubilizacja bton detergentami

Solubilizacje bton biologicznych przeprowadza sie gtdwnie przy po-
mocy takich detergentow, w obecnosci ktérych biatka i lipidy bton ulegajg
dysocjacji. Wybdr odpowiedniego detergentu ma ogromne znaczenie, gdyz
niektére z nich jak siarczan dodecylu powodujac catkowitg solubilizacje
bton inaktywuja jednoczes$nie enzymy.

W badaniach blon SR jako zwigzki solubilizujgce na ogét stosuje sie
dezoksycholan (DOC) lub Triton X-100 poniewaz oba te detergenty nie
obnizajg wigzania Ca2+ i ATP i nie powodujg inaktywacji ATP-azy (65,
67, 68). Stosujgc odpowiednie stezenie Tritonu X-100 w stosunku do biatka
uzyskano 80% solubilizacji bton SR i otrzymano oczyszczone preparaty
stymulowanej Ca2+ ATP-azy i biatka wiazacego wapn. (98, 99).

Triton X-100 jest jednak detergentem trudnym od usuniecia, dlatego
wygodniejszy w uzyciu jest dezoksycholan, ktéry mozna tatwo usungé
przez dialize.

MacLennan (95 a za nim szereg innych badaczy uzywajagc DOC
do solubilizacji bton SR, otrzymato oczyszczony preparat biatka o ciezarze
czasteczkowym 102 000 wykazujgcego aktywnos$¢ stymulowanej Ca2+
ATP-azy. Deoksycholan, dzieki temu, ze w niskich stezeniach solubilizuje
wszystkie biatka bton SR z wyjatkiem ATP-azy moze stuzyé zaréwno do
badan nie tylko nad tym biatkiem ale rowniez i do charakterystyki pozo-
statych biatek.

rV-2. Badania nad rekonstytucjg bton SR

W ostatnich latach obserwuje sie ogromne zainteresowanie badaniami
nad rekonstytucjg bton biologicznych. Zdaniem wielu badaczy przywro-
cenie strukturalnych i funkcjonalnych wiasciwosci bton przez tgczenie
rozdzielonych uprzednio skiadnikéw wydaje sie by¢ najlepsza droga do
poznania molekularnej organizacji bton.

Wzglednie tatwo uzyskuje sie rekonstytucje morfologiczng i struktu-
ralng (105), duzo trudniej uzyskaé¢ catkowitg funkcjonalng rekonstytucje.
Blony SR sg jednym z nielicznych przykifadéw bton, gdzie préby rekon-
stytucji zakonczyty sie prawie petnym sukcesem.

Chociaz juz w roku 1964 Martonosi (28) otrzymat pecherzyki SR
po uprzednim zsolubilizowaniu bton DOC i usunieciu detergentu, tego
typu badania na szersza skale rozpoczeto dopiero w r. 1971 réwnolegle
w trzech pracowniach MacLenn3n’a w Kanadzie, Racker’a oraz Fleischera
w Stanach Zjednoczonych.

Rac ker (102) uzywal do rekonstytucji oczyszczonej ATP-azy i fo-
sfolipidow i uzyskat pecherzyki zdolne do transportu Ca2+ znacznie zwiek-
szajgc stosunek fosfolipidy/biatko i to zarowno po zmieszaniu fosfolipiddw
sonifikowanych w obecnosci cholanéw i dializie mieszaniny w $rodowisku
zawierajgcym szczawian potasu, jak réwniez po bezposredniej sonifikacji
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fosfolipidéw i ATP-azy w $rodowisku zawierajgcym szczawian (113). Do
uzyskania maksymalnej aktywnosci potrzebna byta zaréwno lecytyna jak
i fosfotydyloetanolamina. Nastepowata w tym przypadku inkorporacja
ATP-azy do liposoméw. W stosunku do ukladéw stosowanych przez
Racker’a wysunieto jednak szereg zastrzezen ze wzgledu na bardzo duzy
nadmiar fosfolipidow i duze stezenie szczawianu.

MacLennan po catkowitym zsolubilizowaniu bton SR dezoksycho-
lanem i usunieciu detergentu przez dialize otrzymat pecherzyki, ktérych
struktura nie ro6znita sie od struktury bton natywnych (65). Niemal
wszystkie lipidy obecne w oryginalnych btonach znajdowaty sie w btonach
rekonstytuowanych, podczas gdy biatka kwasne pozostaty w roztworze
wodn>m. Powstate po rekonstytucji pecherzyki tworzyly sie wiec tylko
z ATP-azy, fosfolipidow i proteolipidu. Jest to jeszcze jednym dowodem,
ze te trzy skiadniki sg odpowiedzialne za podstawowg strukture bton SR
(i00). 1

Rekonstytuowane w ten sposob pecherzyki wykazywaly wysoka ak-
tywno$¢ ATP-azy jednak nie byly zdolne do wigzania Ca2+ ani do jego
akumulacji w obecnos$ci szczawianu.

Tabela 1.
Wiasciwosci oryginalnych i rekonstytuowanych pecherzykdéw SR (67)
Pecherzyki SR
’ oryginalne  rekonstytuowane rekonstytuowane
z ATP-azy

Fosfor fosfolipidowy (jxmole P/mg biat-

ka) 0,78 0,95 0,64
3P-fosfoenzym (jgmole 3P/mg biatka) 6,40 7,00 7,40
ATP-aza (jjunole P/mg biatka/min) 0,35 1,90 2,20
Akumulacja wapnia (jomole Ca2+/mg

biatka) kompletny system 6,00 3,60 1,70
- ATP 0,10 0,10 0,10
+ X 537A 0,10 0,10 0,10
Wigzanie wapnia (j;mole Ca2+/mg biatka)

kompletny system 0,16 0,044 0,027

ATP 0,014 0,012 0,010
+ X 537A 0,020 0,009 0,010

Ostatnio w pracowni Fleischer’a zdolano zrekonstytuowaé pe-
cherzyki zdolne w znacznym stopniu do wigzania i akumulacji wapnia
(63, 67). Okazato sig, ze rekonstytucja funkcjonalnych pecherzykdw zalezy
od pH, sktadu srodowiska dializacyjnego, czasu oraz temperatury w jakiej
odbywa sie dializa. W tabeli 1 (67) poréwnano wiasciwosci pecherzykow
bton natywnych, rekonstytuowanych z ekstraktu dezoksycholanowego ca-
tych bton i z oczyszczonej ATP-azy. Jak wynika z tabeli zawarto$¢ fosfo-
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lipidéw jest wyzsza w pecherzykach izolowanych z catego ekstraktu niz
w pecherzykach powstatych z oczyszczonej ATP-azy. llo$¢ ufosforylowa-
nego intermediatu byta taka sama we wszystkich trzech typach pecherzy-
kéw, co Swiadczy, ze po solubilizacji i dializie ta sama ilos¢ enzymu zna-
lazta sie w rekonstytuowanych btonach. Aktywnos$¢ ATP-azy byta kilka-
krotnie wyzsza w btonach rekonstytuowanych niz w natywnych, podczas
gdy akumulacja wapnia w obecnosci szczawianu jest znacznie nizsza. Do-
danie jonoforu X 537 A powoduje uwalnianie wapnia ze wszystkich trzech
typéw pecherzykdow. Wysoka aktywnos$¢ stymulowanej wapniem ATP-azy
i mniejsza zdolno$¢ rekonstytuowanych bion do zatrzymania pobranego
wapnia $wiadczy, ze przez takie nowo powstate blony kation ten latwiej
przenika. W pecherzykach rekonstytuowanych w powyzszy sposéb znaj-
duje sie mniej biatek wigzacych wapn w poréwnaniu z btonami natyw-
nymi, co moze jest powodem mniejszej zdolnosci nowopowstatych pe-
cherzykéw do zatrzymywania pobranego Ca2+ Mozliwe, ze zmniejszenie
zdolnosci zrekonstytuowanych pecherzykéw do akumulacji Ca2+ wynika
tez z bardzo subtelnych réznic w molekularnej organizacji btony rekon-
stytuowanej w porownaniu z natywng. O stuszno$ci ostatniego przypusz-
czenia wydaje sie Swiadczy¢ fakt, ze stopien reaktywacji zdolnosci do
zatrzymywania wapnia zalezy od temperatury w jakiej odbywa sie dializa
prowadzgca do rekonstytucji bton. Optymalna okazata sie temperatura
okoto 25°C, tj. temperatura, w ktorej lipidy znajdujg sie juz w formie
ptynnego krysztatu. Sugeruje to, ze prawidtowa molekularna organizacja
btony zalezy od fizykochemicznego stanu w jakim znajdujg sie poszczegol-
ne sktadniki bton.

1V-3. Lokalizacja biatek w bionach SR

tatwosé usuwania kwasnych biatek za pomocag roztworéw zwiazkow
chelatujgcych i niskich stezerh detergentéw $wiadczy o ich stosunkowo
luZnym powigzaniu w bionie SR i o ich powierzchniowej lokalizacji. Brak
natomiast danych czy znajdujg sie one na zewnetrznej czy tez wewnetrz-
nej powierzchni btony. Szereg danych sugeruje, ze biatka silnie wigzace
wapn, to jest biatka 54 000 i 44 000 daltonéw znajdujg sie wewnatrz pe-
cherzykéw i odpowiadajg za wigzanie pobranego wapnia. O lokalizacji
tych biatek na wewnetrznej stronie blony wskazuje miedzy innymi fakt,
ze po usunieciu biatek powierzchniowych obraz bton pecherzykdéw otrzy-
manych technikg barwienia negatywnego nie rézni sie od obrazu bton
natywnych (100).

W badaniach nad lokalizacjg i funkcjg biatek bton biologicznych sze-
rokie zastosowanie znalazlty enzymy proteolityczne, takie jak trypsyna czy
pronaza (100, 113—116). Enzymy te nie przenikajg do wnetrza pecherzy-
kdw moga zatem trawié¢ jedynie biatka znajdujgce sie na powierzchni.
Diugie trawienie trypsyng bton SR powoduje usuniecie butawek z po-
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wierzchni pecherzykdw, spadek aktywno$ci ATP-azy i zdolnosci do aku-
mulacji wapnia (115). Takie substancje jak IM sacharoza, ATP, i jony
wapnia zwalniajg znacznie zachodzenie tych zjawisk (114—116). Peche-
rzyki zachowujg w tych warunkach zdolno$¢ do akumulacji wapnia, ak-
tywno$¢ ATP-azy i posiadajg nadal butawki. Rownolegle prowadzony roz-
dziat w zelu poliakrylamidowym wykazat, ze nawet w obecnosci IM
sacharozy ATP-aza rozpadta sie na dwa polipeptydy o ciezarze czgstecz-
kowym 45000 i 55000. W tych warunkach enzym jest w dalszym ciggu
aktywny (115, 116). Przedtuzenie czasu trawienia powoduje rozpad tych
peptydéw do mniejszych fragmentow, zanik butawek i spadek aktyw-
nosci ATP-azy (114—116).

QO ATP-aza
proteolipid
iosfolipid
biatko Wi?z_qce wapnh
(calsequesfrin)
54 000

kwasne biatka

MaclLeNNAN 1972
Ryc. 5. Schemat budowy btony pecherzyka SR (95)

Jak wykazano technikg freeze-etching w btonach SR trawionych try-
psyna w dalszym ciggu widoczne sg czastki biatkowe o $rednicy okoto
90A. Obecnos¢ tych czastek w trawionych btonach wskazuje, ze fragmenty
ATP-azy pozostajg nadal zwigzane hydrofobowo miedzy sobg i z lipidami,
dzieki czemu struktura btony zostaje zachowang. Po solubilizacji dezoksy-
cholanem bton SR trawionych trypsyng i oddializowaniu detergentu ob-
serwowano réwniez rekonstytucje bton (100), mimo ze ATP-aza byta juz
rozbita na mate polipeptydy.

Inne biatka, poza ATP-azg, nie ulegajg trawieniu nawet po stosunkowo
dtugim dziataniu enzymami proteolitycznymi. Jest to prawdopodobnie wy-
nikiem trudnego dostepu enzymu, co réwniez wydaje sie wskazywaé na
lokalizacje tych biatek wewnatrz pecherzykéw, tym bardziej, ze biatka
te po wyizolowaniu sg bardzo wrazliwe na dziatanie trypsyny (100).

Zgodnie z omowionymi powyzej obserwacjami zaproponowano naste-
pujacy schemat budowy bton SR (95, 100) (Ryc. 5). Globularne czgsteczki
ATP-azy o $rednicy okoto 80—90A tong w dwumolekularnej warstwie
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Ryc. 6 Model budowy btony pecherzyka SR na podstawie ogo’nego modelu bton
biologicznych Singera (107) i schematu MacLe.nnana (95

A —zewnetrzna powierzchnia pecherzyka

B —wewnetrzna powierzchnia pecherzyka

1. czasteczka ATP-azy, 2. polarne grupv fosfolipidéw, 3. hydrofobowe tancuchy kwaséw thusz-
czowych, 4. proteolipid, 5. kwasne biatka powierzchniowe.

lipidow i widoczne sg technika freeze-etching w postaci czastek na roztu-
panych powierzchniach biony. Natomiast hydrofilna cze$¢ fancucha
ATP-azy wystaje na zewnatrz powierzchni btony, mozna jg przeto zoba-
czy¢ w postaci butawek po negatywnym barwieniu biony. Proteolipid
znajdujacy sie w fazie lipidowej btony spetnia byé moze role ogniwa t3-
czacego miedzy sobg poszczegdllne czasteczki ATP-azy lezace w odlegtosci
okoto 100A. Reszta przestrzeni zajeta jest przez fosfolipidy, ktore tacza sie
hydrofobowo miedzy sobg oraz hydrofobowymi czesciami polipeptydowego
tancucha ATP-azy (Ryc. 6.).

Przypuszcza sig, ze wigzace wapn biatka o masie 44 i 54 000 wyscietaja
wewnetrzng powierzchnie pecherzyka wigzgc sie z czeScig tancucha ATP-
-azy. Sg sugestie, ze biatko o masie 32 000 znajduje sie na zewnetrznej
powierzchni btony SR, natomiast nie ma zadnych danych co do lokalizacji
biatek 20—38 000 daltonéw.

Artykut otrzymano 251974, po rewizji autorskiej przyjeto 22.6.1974.
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WLODZIMIERZ WNUK *

Sity oddziatywan miedzy komorkami
Forces of Interactions between Cells

Olbrzymia r6znorodnos¢ sktadu i funkcji bton biologicznych starajg
sie wyjasni¢ rézne modele ich struktury. Najbardziej prawdopodobny
z proponowanych modeli wydaje sie by¢ model cieklej mozaikowej struk-
tury bton, zaproponowany przez Singera i Nicolsona (1). Wedtug
nich biatka stanowig heterogenny zbidr globularnych czasteczek, ktérych
jonowe, polarne grupy wystajg z btony w faze wbdng, niepolarne grupy
za$ sg schowane w hydrofobowe lipidowe warstwy btony. Globularne cza-
steczki biatek tkwig umiejscowione w warstwie fosfolipidowej.**.

Komorki okrywa ,,ptaszcz” glikolipidowo-glikoproteidowy.*** Niektdre
komérki, np. komérki wydzielajgce $luz, majg dodatkowo na swej po-
wierzchni grubg warstwe wolnego polisacharydu. Drugi typ ,ptaszcza”
opisany w literaturze jest luzniej zwigzany z powierzchnig komérek —
np. Moscona stwierdzit pewng ilos¢ mukoidalnych substancji makro-
czasteczkowych w osrodku po dezagregacji réznych tkanek na pojedyn-
cze komérki przy pomocy enzyméw i czynnikéw chelatujagcych (2).
Wydaje sie, ze okreSlenie ,,Ptaszcz” powierzchni komérek jest uzywane
dosy¢ dowolnie. Tylko niektérzy autorzy uzywajg tego okreslenia dla
struktur weglowodanowych $cisle zwiazanych z btona komérkowga. Szcze-
gotowo omawiajg ten problem Parson i Subjeck (3).

W badaniach nad funkcjg bton komoérkowych wazne miejsce zajmuje
zagadnienie oddziatywan miedzykomérkowych oraz miedzy komérkami
a elementami $rodowiska. One to decydujg o zachowaniu pojedynczych
komorek i zjawisku morfogenezy tkanek.

Urzesionym komorkom do poruszania sie stuzg wyspecjalizowane orga-
nelle, w ktérych znajdujg sie sktadniki uktadu kurczliwego. Ameby i wiele
komorek w kulturach tkankowych poruszajg sie dzieki zdolnosci wytwa-

* Dr, Zaktad Biofizyki, Instytut Biochemii i Biofizyki, Akademia Medyczna,
Wroctaw.

** Patrz w tym zeszycie artykut M. G. Sar zaty nt. ,,Struktura i funkcja endo-
plazmatycznego retikulum?”, str. 403—423.

** Patrz artykut B. Grzelakowskiej-Sztabert nt. ,Zmiany powierzch-
niowe komdrek towarzyszace ich transformacji wirusowej”, Post. Blochem. (1974)
20, 3—21.
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rzania wypustek lub nibyn6zek. Podczas gdy mechanizm ruchu wici i rze-
sek komérkowych jest wzglednie dobrze poznany, to niestety badania
amcboidalnego ruchu komorek sg obecnie w bardzo kontrowersyjnym
stanie.

Inng wiasciwos$¢ bton komdrkowych mozna stwierdzi¢ przez filmowa-
nie kultur fibroblastow (np. 4). Przy brzegu kultury obserwuje sie ciagly
ruch bton komdrkowych, szczegdlnie intensywny w tych czeSciach po-
wierzchni komoérek, ktore nie znajdujg sie w kontakcie z innymi. Przy
zetknieciu sie powierzchni komérek ruch ten zostaje zahamowany. Fibro-
blasty rosnace normalnie w kulturze tworza jednokomorkowa warstwe
przylegajacych do siebie komédrek. Niektére zas komdrki pochodzace ze
ztod$liwych nowotworéw tkanki tacznej nie wykazujg ani zahamowania
ruchu blon przy zetknieciu, ani tez wiasciwosci rozrostu jednowarstwo-
wego (5).

Jak wiadomo z klasycznej histologii, wiele komérek w tkankach gra-
niczy miedzy sobg bezposrednio, choé w innych tkankach, zwiaszcza
u osobnikéw dojrzatych, obserwuje sie czesto duze przestrzenie miedzy-
komorkowe wypetnione zewnatrzkomorkowym materiatem wydzielniczym.
Jednakze rzadko kiedy komdrka w tkance jest oddzielona od sgsiednich
komérek przez duzg przestrzen miedzykomoérkowag na catej swojej po-
wierzchni. Dzieki mikroskopii elektronowej stwierdzono, ze w tych miej-
scach przylegania miedzy komoérkami, gdzie w mikroskopie optycznym
jest widoczny bezposredni kontakt, wystepujg odlegtosci okoto 100—200A
miedzy najbardziej zewnetrznymi i dajagcymi sie cieniowac czeSciami bton
komoérkowych. Wykazano, ze btony odlegte od siebie o 100—200A wyste-
pujag w wielu tkankach réznych organizmoéw (6, 7).

Zauwazano, ze rozproszone komdrki réznych tkanek asocjuja raczej
z komoérkami podobnego typu, anizeli z komorkami innych tkanek (2, 8, 9).
Mo sc ona (10, 11) hodowat razem fibroblasty i komoérki nerek ssakéw
(np. myszy). Dziatajac trypsyna lub etylenodwuaminoczterooctanem roz-
dzielat komérki obu kultur. Nastepnie mieszat te dwa typy komorek —
po kilku godzinach komorki rozdzielaty sie samorzutnie i zamiast przy-
padkowej mieszaniny komdrek nerek i tkanki tacznej tworzyty sie sku-
piska homologicznych komérek. Ponadto prowadzac kultury mieszane, za-
wierajagce komorki nerek i fibroblasty kurczecia, jak rowniez komorki
nerek i fibroblasty myszy stwierdzat, ze specyficznos¢ tkankowa dominuje
nad specyficznoscig gatunkowgq; fibroblasty kurczecia faczyty sie z fibro-
blastami myszy, a komérki nerek kurczecia — z komorkami nerek myszy.
Wybidrczos¢ te komdrki moga utraci¢ przez ,transformacje” nowotwo-
rowa przechodzac w komdrki zdolne do penetrowania populacji prawidto-
wych komorek. Selektywna asocjacja (12, 13) i zachowanie sie komorek
nowotworowych (14, 15, 16) zalezg od rodzaju substancji znajdujgcych sie
na obwodzie komorki. Enzymatyczne usuniecie tych substancji moze zmie-
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ni¢ zdolnos¢ komorek do histogenetycznej agregacji (17, 18). Zauwazono
réwniez, ze po usunieciu komérek ze statego podtoza pozostawata na nim
zaadsorbowana warstwa, ktéra jest prawdopodobnie materiatem pochodza-
cym z powierzchni komorek (19—22), co mogtoby wskazywaé na silniejsza
adhezje warstwy zewnatrzkomorkowej do podtoza, anizeli do samej ko-
morki (23).

Komoérki moga réwniez wykazywaé zdolnos¢ do niespecyficznej adhezji
zaréwno do innych komérek jak i do roznych materiatow takich jak szklo,
metale i tworzywa sztuczne, z ktérymi niemozliwe jest tgczenie sie poprzez
wigzanie kowalencyjne. A oto przyktad troche paradoksalnego zachowania
sie komorek: ameby, ktdre nie wchodzg w kontakt miedzy sobg, wykazuja
zdolno$¢ przylegania do prawie wszystkich materiatéw. Niespecyficzne
adhezje moga mie¢ miejsce rowniez miedzy komorkami réznych tkanek
(24, 25).

Specyficzne i niespecyficzne sity oddziatywahn miedzy btonami biolo-
gicznymi omowiono w wielu artykutach (2, 23, 26, 27, 28). Poznanie od-
dziatywahn miedzy btonami komérkowymi utatwi¢ moze zrozumienie réz-
norodnosci form adhezji komoérek, szczeg6lnie wazne w procesach embrio-
genezy, onkogenezy i regeneracji.

Istniejg dwa skrajnie rézne punkty widzenia na problem oddziatywan
miedzy komérkami. Biofizyczny (np. 23, 27, 29) — rozpatruje dwa rodzaje
sit dalekiego zasiegu, przeciwnie dziatajagcych miedzy btonami komorko-
wymi; sg to elektrostatyczne sity odpychania i elektrodynamiczne sity
przyciggania (Van der Waalsa). Biochemiczny — ttumaczy kontakt mie-
dzy powierzchniami komérek powstawaniem wigzan chemicznych (2, 23,
27). Niniejszy artykut jest probg przedstawienia sitowych modeli oddzia-
tywan miedzy btonami komdérkowymi, zmierzajagcych do wyjasnienia ad-
hezji komorek. Analizy teoretyczne teorii koloidéw liofobowych (30), tylko
czesciowo tlumacza wielkg réznorodnos$é¢ zjawisk zachodzacych podczas
adhezji komérek. Obecnie dostepny do teoretycznego ujecia jest statyczny
obraz zjawisk fizycznej adhezji.

Jak dokiadny obraz oddziatywarn miedzy btonami zywych komérek
moga da¢ obecnie proponowane fizyczne modele sit? W kontekscie tego
pytania chce oméwi¢ w swym artykule préby teoretycznego wyjasnienia
natury sit dziatajgcych miedzy btonami komorkowymi.

I. Charakterystyka sit miedzykomorkowych w oparciu o teorie
stabilnos$ci koloidéw liofobowych

1-1. Rodzaje sil

Czesto sugerowano, ze sity dalekiego zasiegu majg wazne znaczenie
w biologii zardbwno wewnatrz niektérych struktur komoérkowych jak
i w kontakcie miedzy dwiema komoérkami. Za sity dalekiego zasiegu uwaza
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sie te, ktore sg wieksze od sit termicznych fluktuacji w odlegtosciach za-
sadniczo wiekszych niz dlugo$¢ wigzania chemicznego. Bangham
i Pethica (31) oraz Curtis (32, 33) proponowali uzycie teorii stabil-
nosci koloidéw lifobowych (Der jaguin-Landau (34). Verwey -
-Overbeek (30) do rozwigzania trudnosci w zrozumieniu mechanicz-
nego kontaktu miedzy komérkami. Podstawg tej teorii jest krzywa energii
potencjalnej, ktora jest sumg elektrostatycznej energii odpychania (V)
i energii przyciggania Londona-Van der Waalsa (Va).

Obecnos$¢ grup jonogennych na powierzchni bton komérkowych powo-
duje charakterystyczny rozkilad tadunku w obszarach granicznych, ktory
nosi nazwe podwojnej warstwy elektrycznej, tworzgcej jakby kondensator
o okladkach, z ktérych jedna ma wypadkowy tadunek ujemny, druga —
dodatni. Jony przeciwnie natadowane w stosunku do tadunku powierzch-
niowego nie moga catkowicie koncentrowaé sie na powierzchni. Ruchy
termiczne jondéw spowodujg rozmycie tej czesci warstwy podwadjnej i stop-
niowy, rozciggniety w pewnym obszarze spadek stezenia przeciwjonéw od
warto$ci maksymalnej przy powierzchni az do wartos$ci charakterystycznej
dla catosci roztworu. Rozmyciu rozktadu jonéw towarzyszy tagodna zmia-
na potencjatu elektrycznego od jego wartosci przy powierzchni do zera
w fazie objetoSciowej roztworu.

Kiedy dwie podwdjne warstwy elektryczne, otaczajgce natadowang po-
wierzchnie czastki koloidowej lub komdrki naktadaja sie, wzrasta potencjat
powierzchniowy i stezenie przeciwjonow. Ta kompresja warstw elektrycz-
nych powoduje lokalny wzrost warto$ci osmotycznej i skutkiem tego na-
stepuje odpychanie miedzy powierzchniami niosacymi podwdéjne warstwy.
W przypadku, gdy naktadanie sie warstw podwojnych i w konsekwencji
ich deformacja zachodza gtéwnie na ich krafAcach, nie wptywajac na ich
strukture w poblizu powierzchni, mozna przyja¢, ze potencjat powierzch-
niowy ip0 jest staty. Wtedy energie odpychania dla dwoch identycznych
czastek kulistych i dla duzych a mozna wyrazi¢ wzorem:

Vr=-~Un(l+exp _*I)) @

gdzie e0— statyczna przenikalnos¢ dielektryczna osrodka, a— promien
krzywizny komorek lub czastek, ip0— potencjat powierzchniowy, ktéry
czesto przyjmuje sie jako w przyblizeniu réwny potencjatowi zeta, £ x—
parametr Debye’a-Huckela, 1— odlegto$¢ miedzy przypuszczalnie kontak-
tujacymi sie czeSciami komorek lub czastek.

Réwnanie to uwaza sie za wystarczajace przyblizenie energii odpycha-
niadlaf<C25mvia 1

Energia odpychania miedzy dwiema ptaskimi powierzchniami przyj-
muje postac:

Vi= AKT -exp(- z!) )
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gdzie n — liczba jondéw kazdego rodzaju w roztworze przypadajgca na jed-
nostke objetosci, e —tadunek elektronu, k — stata Boltzmana, T — tem-
peratura bezwzgledna w °K. | to rdwnanie mozna stosowac tylko wtedy,
gdy potencjat powierzchniowy jest matv ("0< 40 mV). Jest ono przybli-
zeniem bardzo dobrym, gdy 1> 4* a do$¢ dobrym, gdy 1> 7* (30).

Energia przyciagania wynika z oddziatywan Van der Waalsa; w teorii
koloidéw liofobowych przyjmuje sie, ze sg to sity Londona. Ze wzgledu
na swojg geneze sity Van der Waalsa majg charakter elektromagnetyczny.
Spontaniczna, przemijajaca elektryczna polaryzacja moze powstawac¢ w do-
wolnym os$rodku wskutek ruchu elektrondéw, przesuniecia atomow we-
wnatrz czasteczek lub orientacji czasteczkowej. Polaryzacja ta bedzie od-
dziatywaé na otaczajacy obszar i zaktécaé w nim spontaniczne fluktuacje.
Wynikajace z tych zaktécen oddziatywanie obniza energie swobodng ukia-
du. W swojej stynnej pracy z 1930 r. London obliczyt na podstawie
mechaniki kwantowej site przyciggajaca ,dyspersyjng” dla fluktuacji
elektronowych (35). Teoria Londona data podstawe do dalszych oszacowan
(30) sit ,,dyspersyjnych” miedzy skondensowanymi ciatami. Wedtug ko-
loidéw liofobowych energie potencjatu przyciggania, Va, miedzy dwiema
kulistymi czastkami mozna wyrazi¢ wzorem:

V.= 4 3)

gdzie A —stata Londona—Van der Waalsa lub stata Hamakera przycig-
gania, ktora jest funkcjg potencjatu jonizacji, polaryzowalnosci i gestosci
liczbhowej atomoéw komorek, biorgcych udzial w adhezji. Stata A zalezy
takze od otoczenia kontaktujacych sie komorek; im wiecej atoméw w $ro-
dowisku otaczajgcym komdrki wykazuje podobienstwo do atomoéw zawar-
tych w komorkach, tym mniejsza bedzie warto$¢ statej A i mniejsze ener-
gie oddziatywan przyciggajacych.

Dla dwdch ptaskich powierzchni energia przyciagania przyjmuje po-
stac:

“-TSF 4>

Rézniczkowanie réwnan energii potencjalnych (1—4) daje wyrazenie
na sity odpychajace (Fr) i przyciggajace (Fa).

Potaczenie odpowiednich wyrazen na przycigganie lub odpychanie pro-
wadzi do rownan na ogdlng energie potencjalng (Vt), a wiec i na og6Ing
site (Ft) miedzy dwiema natadowanymi powierzchniami, jako funkcje od-
legtosci miedzy nimi: Vt= Vr+ Vai Ft= Fr+ Fa

W matych odlegtosciach miedzy powierzchniami komoérek, poréwny-
walnych z odlegtosciami miedzyatomowymi, mozna poming¢ odpychanie
miedzy podwdéjnymi warstwami elektrycznymi, poniewaz elektrolit jest
mechanicznie wypchniety z przestrzeni miedzy powierzchniami. Pojawia
sie natomiast wzajemne odpychanie miedzy czasteczkami, ktérego energie
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Vr otrzymuje sie z wyrazenia na potencjat Lennarda-Jonesa, proporcjo-
nalny do r~1 gdzie r jest odlegtoscia miedzy atomami (36). Dla matych
odlegtosci statg przyciggania Hamakera (rownanie 4) powinno sie przyjac
jako warto$¢ wyrazajagca przycigganie miedzy ciatami znajdujagcymi sie
w prézni (37). Oczywiscie energia przyciggania Va, wynikajgca z oddziaty-
wan Van der Waalsa moze by¢ wtedy znacznie zwigkszona przez a) dipole
powierzchniowe b) grupy chemiczne zdolne do utworzenia wigzan wodoro-
wych, wigzan Lewisa kwas—zasada itd.

1-2. Ogo6lne wiasciwosci krzywych oddziatywan

Wyobrazmy sobie dwie ptaszczyzny reprezentujgce powierzchnie ko-
morkowe, oddalone od siebie o kilkaset angstreméw w roztworze 0,145M
NaCl (Rye. 1). Wystapi stabe, wzajemne przycigganie miedzy nimi, ktére
w miare zblizania bedzie wzrasta¢ az do momentu, gdy ptaszczyzny znajdag
sie w odlegtosci okoto 150A (a). Przy dalszym zblizaniu przycigganie bedzie
szybko male¢ do zera (d) w odlegtosci okoto 130A. W tym punkcie nie ma
ani sit przyciggania ani odpychania miedzy ptaszczyznami (netto) i znajda
sie one w rownowadze. Pozycja ta odpowiada tzw. drugiemu minimum
energii potencjalnej; jest to dno lokalnej ,,studni” energii potencjalnej (c).
Jezeli zastosuje sie site, aby bardziej zblizy¢ powierzchnie do siebie, to wy-
stapi rosnagca sita odpychania, ktoéra osigga maksimum w odlegtosci okoto

Fmax it — —— —

Vmax - —

Odpychanie
F >0

Odiegloé 1

Vi =F=0d]o

Przyciaganie
F <0

<

)

.
T

Fmin, I}

Ryc. 1. Schematyczne krzywe ogé’nej energii potencjalnej i sity oddziatywania miedzy
rownolegtymi ptaszczyznami przedstawiajgcymi biologiczne membrany

a-b, f-g” j-k tacza punkty przegiecia krzywej energii z ekstremami (Fmjni yj. Fmaks. Fmin. i)
krzywej sity. c-d, h-i, n-o tgcza ekstrema (vm jn> tj>Vma)xs, Vmin j) krzywej energii z pier-
wiastkami krzywej sity, e, m, p sa pierwiastkami krzywej energii. Sita i energia zblizaja si¢
asymetrycznie do +00, gdy odlegtos¢ 1 osiaga zero i zblizajg sie asymptotycznie do zera, gdy
1 osigga 00+. Pierwsze minium energii potencjalnej, Vm.n j, wystepuje w odlegtosci 1= 0 (n).
Drugie minimum energii potencjalnej, Vminin, jest w 1= d (c).
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20A (f) i potem szybko spada do zera (i). Ta druga pozycja jest metastabil-
na, poniewaz nieznaczne fluktuacje termiczne, powodujace dalsze zblizenie
powierzchni, wywotajg duzg site przyciggajaca, ktéra szybko rzuci ptasz-
czyzny w pierwsze minimum (n) z duzg energig adhezji w odlegtosci okoto
5A lub mniejszej. Powyzszy opis nalezy traktowac¢ jako przyblizone przed-
stawienie sit, ktorych dziataniu ulegajg sasiadujgce powierzchnie komérek
albo powierzchnie ciat statych o ustalonym tadunku podobnym do tego, ja-
ki ma komédrka. Curtis sugerowat (32,33), ze odlegtosé rzedu 100—200A
miedzy powierzchniami komorek, czesto obserwowana w mikroskopie elek-
tronowym, przedstawia odlegtos¢, w ktdérej odpychajace sity elektrosta-
tyczne sg réwne przyciggajacym sitom Van der Waalsa — jest to potozenie
w drugim minimum energii potencjalnej. Co wiecej, miejsca membran,
gdzie komdarki, znajduja sie wyraznie w Scistym kontakcie, co stwierdzono
takze w mikroskopie elektronowym, moga by¢ spowodowane odhezjg w
pierwszym minimum energii.

Poniewaz nie zawsze w literaturze biologicznej mozna spotka¢ doktad-
ne zrozumienie zaleznosci miedzy sitg i energiag w tego rodzaju rozwaza-
niach, odsytam czytelnika do publikacji Gingella (29), ktéry przepro-
wadzit szczegétowo analize podstawowych wiasciwosci krzywych energii
i sity oddziatywan.

Yt

Ryc. 2. Krzywe energii lub sity zmieniajagce sie wraz ze zmiang statej Hamakera (A)

Przechodzac kolejno od krzywej 1 do 4 wzrasta warto$¢ statej A. ai, a2 as, a4 sa kolejnymi

potozeniami VmaKS lub Fma”s; b,, b2 b3 b4 sag odpowiednimi potozeniami Vmin; ulub Fmin>i
wraz ze wzrastajagcg wartoscig statej Hamakera A.

Pierwsze minima energii i sity wystepujg w kazdym wypadku. Wyste-
powanie maksim6éw i drugich miniméw bedzie zalezalo od wzajemnego
uktadu oddziatywan odpychajgcych i przyciagajacych (30). | tak w dal-
szych odlegtosdciach ksztatt krzywych energii i sity w istotny sposob zalezy
od zatozonej wartosci statej Hamakera, A, (Ryc. 2.). Jezeli znana bytaby ta
wartos¢, to nie bytoby potrzeby analizowac tych krzywych przez szeroki
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zakres warto$ci statej A. Jezeli przyjmie sie jedng funkcje Vr (1), lub
Fr (1), to w miare jak wzrasta A, cata krzywa znieksztatca sie i przesuwa
w strone ujemnych wartosci; maksimum obniza sie i przesuwa w strone
drugiego minimum, a drugie minimum przemieszcza si¢ w kierunku krot-
szych odlegtosci miedzy powierzchniami. Wreszczie maksimum spada po-
nizej zera, az w koncu zbiega sie z drugim minimum (a4= b4). Podobng
rodzine krzywych mozna otrzymaé przyjmujac pojedyncza wartos¢ statej
A i zmieniajac czynniki decydujace o odpychaniu sie podwéjnych warstw
np. yjo W tym przypadku sytuacja bedzie odwrotna — wzrost moze
spowodowac przejscie od krzywej 4 do 1

Krzywa zaleznos¢ Vt od odlegtosci daje wyobrazenie o stabilnosci w
drugim minimum, ktéra zwykle wyraza sie jako gtebokos¢ w ,,studni” po-
tencjatu, Vminn/kT, gdzie k jest statg Boltzmena, a T jest temperaturg bez-
wzgledng. Doktadnie rozpatrujgc to zagadnienie okaze sig, ze takie kry-
terium stabilno$ci nie jest catkowicie Sciste, ale dla praktycznych celéw
to proste kryterium stabilnosci (Vmin)ll  kT) jest wystarczajace (29).

Il. Typy adhezji miedzy komoérkami

W oparciu o teorie koloidéw liofobowych na podstawie ogélnych wias-
ciwosci krzywych oddziatywan mozna wyrozni¢ trzy gtowne typy adhezji
miedzykomdrkowych: adhezje w drukim minimum, adhezje w pierwszym
minimum (Scisty molekularny kontakt) i adhezje przez ,,mostkowanie”.

I-1. Adhezje w drugim minimum

Azeby drugiem minimum byto efektywne, musi mie¢ minimalng ,,gte-
boko$¢” wiekszg niz energia ruchéw Browna. Dowodem przemawiajacym
za istnieniem drugiego minimum, odpowiedzialnego za utrzymywanie sg-
siednich natadowanych powierzchni w ustalonych pozycjach, moga by¢ po-
miary odlegtosci miedzy kropelkami oleju, wykonane przez Van den
Tempela (38). Argumenty Curtisa (32, 33) sa oparte czeSciowo:
a) na obserwacji, ze hemoglobina dyfunduje miedzy sasiadujgce komorki
np. w nerce szczura (39), b) na doSwiadczeniach Ambrose’a (40), ktory
stwierdzit, ze istnieje przestrzen miedzy powierzchnig szkta a komorkami
przylegajacymi do niego, ¢) na spostrzezeniu, ze miedzy sasiednimi warst-
wami mielinowych widkien nerwowych istnieje wolna przestrzehd, wi-
doczna w mikroskopie elektronowym i stwierdzona metodami dyfrakcji
rentgenowskiej i elektronowej.

Brooks iinni (41) wykonali obliczenia energii oddziatywan dla krwi-
nek czerwonych opierajgc sie na modelu oddziatywujacych kul. Ich obli-
czenia przewiduja, ze miedzy czastkami o promieniu 5jijm, majacymi po-
tencjat powierzchniowy 18mV, dla ktérych warto$¢ statej Hamakera wy-
nosi A = 1X10~Xerga, w Srodowisku elektrolitu o sile jonowej 0,15 i sta-
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tycznej przenikalnosci dielektrycznej okoto 80, moze wystgpi¢ drugie mi-
nimum o gtebokosci od 10 do 20kT w odlegtosci miedzy czgstkami rzedu
50— 100A. Weiss (42) wykonat podobne obliczenia uzywajac réwnan dla
kuli sasiadujacej z ptaszczyzna. Z tych obliczen wyciagnat on wniosek, ze
»,staba” adhezja komorek tucznych do szkia jest adhezjg w drugim mini-
mum. W oparciu o model oddziatujacych powierzchni ptaskich Good
pokazal, ze moze mie¢ miejsce termicznie stabilna adhezja miedzy kom@or-
kami w drugim minimum (36): gdy ip0= 15mV, A = 1X10-14 erga, dla po-
wierzchni kontaktu miedzy dwiema komoérkami 10“7 cm2 energia Vminn
wynosi 53X10-11erga lub 1300kT, a dla powierzchni kontaktu 10-8 cm2

Mozna podac nastepujace argumenty przemawiajgce za tym, ze adhezje
majg miejsce raczej w drugim, anizeli w pierwszym minimum:

a) Istnieje pewna zgodno$¢ miedzy obliczonymi odlegtosciami dla dru-
giego minimum z odlegtosciami obserwowanymi.

b) Pierwsze minimum jest zbyt gtebokie; jezeli odhezja bytaby w
pierwszym minimum, to zakres wartosci statej przyciggania A, oczekiwany
a priori dla bton biologicznych, nie miatby wpltywu na spotykang rézno-
rodno$¢ w zachowaniu sie komérek podczas kontaktu.

c) Bariera miedzy drugim a pierwszym minimum (vmeks Freks) jest na
ogot tak wysoka, ze jej pokonanie bytoby kinetycznie rzadkim wypadkiem.
Lokalna penetracja tej bariery nie jest oczywiscie wykluczona — bedzie
to dyskutowane w podrozdziale 11-2.

d) Czesto obserwowano (6, 27, 43) zalezno$¢ odlegtosci miedzy membra-
nami od stezenia jonéw. Nie miatoby to miejsce, gdyby adhezje zachodzity
w pierwszym minimum, lub wskutek silnych specyficznych oddziatywan.

e) Niekiedy stwierdza sie na mikrofotografiach elektronowych lokalne
zmiany odlegtosci miedzykomdérkowych. Mozna to wyjasni¢ jako miejsco-
we zmiany w gestosci tadunku na powierzchni komoérek. Te fluktuacje
moga by¢ takze wynikiem ruchéw Browna. Ta druga mozliwo$¢ przema-
wiataby za adhezjg w drugim minimum, poniewaz w obliczonych krzy-
wych oddziatywan (Ryc. 1) uzyskuje sie zazwyczaj matg krzywizne w po-
blizu drugiego minimum. Wtedy zmiany w miejscowej odlegtosci
miedzykomoérkowej np. 30A dla peryferii komoérkowych bedacych w kon-
takcie na powierzchni o promieniu rzedu Kilku setek angstreméw mogtyby
towarzyszy¢ zmianom energii mniejszym niz KT.

11-2. Adhezje w pierwszym minimum

Ogédlna analiza warunkéw spotykanych w uktadach biologicznych pro-
wadzi do wniosku, ze gleboko$¢ pierwszego minimum, Vni>r, powinna
by¢ dla komdérek okoto 102—103 razy wieksza niz gteboko$¢ drugiego mi-
nimum, Vnirei (36). Jezeli wystepowatyby wiazania wodorowe lub inne
bardziej energetyczne oddziatywania, stosunek Vmn,i do Vmin n moze by¢
nawet wiekszy. Energia adhezji w pierwszym minimum bedzie wiec rzedu
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104—10crazy KT na jedng pare komoérek dla powierzchni kontaktu 10~8—
—10“7cm2 Ale zanim dwie komdrki wejda w kontakt na odlegto$¢, odpo-
wiadajgcg pierwszemu minimum, muszg pokonaé bariere (Vnes, Fmaks),
bedaca nastepstwem silnego odpychania elektrostatycznego podwojnych
warstw. Uwaza sie, ze dla potencjatéw powierzchniowych typowych dla
zwych komdrek bariera energii potencjalnej jest ,,wysoko” ponad zerem.
Jednakze nie mozna doktadnie obliczy¢ bariery energii potencjalnej, po-
niewaz Vnds wystepuje w tak matych odlegtosciach miedzykomérkowych,
ze przestajg obowigzywac zatozenia, przy ktérych wyprowadzone zostaty
wzory 1i 2 teorii koloidéw liofobowych na energie odpychania elektro-
statycznego. Z teorii tej og6lnie wiadomo (30), ze wysoako$¢ Vnes jest
w przyblizeniu kilka rzeddw wieksza niz gteboko$¢ drugiego minimum.
To znaczy, ze wystepujg bariery rzedu lerg/cm2 Jezeli przyjmie sie, ze
najmniejsza cze$¢ $ciany komorkowej, ktéra moze poruszac sie jako kine-
tyczna jednostka ruchem Browna, wynosi np. 10542 to Vmak/kT bedzie
wielkos$cig rzedu 100 lub wiecej. Taka bariera wiec ,,nigdy” nie powinna
dopusci¢ powierzchni dwu komoérek, aby mogty znalez¢ sie w pierwszym
minimum energii.

Jednakze rozpatruje sie mozliwos¢ pokonania bariery potencjalnej
Vrds przez lokalne uwypuklenie blony komoérkowej, ktére moga mieé
wiekszg energie ruchu Browna i podlegajg dziataniu mniejszych sit odpy-
chania elektrostatycznego (patrz podrozdziat 111-4). Czy takie nibyn6zkowe
wypustki bton komérkowych, ktére przechodzg przez bariere potencjalng
Vimeks, mogg by¢ spontaniczne (tzn. w ruchu Browna lub termicznym), jest
problemem otwartym. Jako ilustracje tego geometrycznego argumentu
przemawiajacego za adhezjg komoérek w pierwszym minimum mozna po-
da¢ nastepujacy przyktad. Wsrdd normalnych komérek krwi tylko granu-
locyty przylepiajg sie do szkta (Brooks iinni (41) opisali adhezje ery-
trocytébw do szkla, ale poprzez fibryne). Potencjaly zeta granulocytdw,
limfocytébw i erytrocytéw wynosza odpowiednio: —12mV, —155mV
i —18mV (27, 44). Dla szkia, potencjat zeta w 0,145M NaCl wynosi —17mV
(45). Niedawno zmierzono energie swobodne powierzchni réznych typow
komdrek (46) za pomocag wyznaczenia kata kontaktu wody. Energia swo-
bodna powierzchni moze odpowiadaé¢ oddziatywaniom adhezji lub kohezji
w pierwszym minimum. Znajomos$¢ wartosci swobodnych energii po-
wierzchniowych daje mozliwo$¢ przewidywania, ktére typy bakterii ule-
gajg fagocytozie i ustalenia, jakie komérki bakteryjne sg podatne na spon-
taniczne usuwanie wody z ich powierzchni przez granulocyty (46, 47).
Fagocytoze mozna wiec rozpatrywac jako proces, ktéry zapoczatkowuje
adhezja w pierwszym minimum. Dla wymienionych trzech typow komorek
krwi energie swobodne powierzchni sg tego rzedu, ze wszystkie te komarki
powinny usuwa¢ wode ze szkia, a wiec powinny ,,przylepia¢” sie do szkia
(47). Jednak — jak juz wspomniano — tak nie jest w tym przypadku. Niz-
szy potencjat powierzchniowy granulocytéw moze prowadzi¢ do nizszej
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bariery energii potencjalnej zaré6wno w kontakcie ze szktem jak i z innymi
komérkami. Prawdopodobnie wazniejsza jest inna wilasciwos¢ granulocy-
tow: z obserwacji mikroskopowych wiadomo, ze w przeciwienstwie do lim-
focytow i prawidtowych krwinek czerwonych, granulocyty posiadajg ni-
bynézkowe wypustki. Jezeli zakonczenia tych wypustek blony maja
promieA np. 1000A i jezeli sg wystawiane ze znaczng energig ruchu, to
moga pokonaé bariere energii potencjalnej Vnas i przejs¢ w pierwsze mi-
nimum. Wystepowanie wybrzuszen btony komaérkowej i r6zne potencjaty
powierzchniowe moga wyjasni¢ wiec rozne zachowanie sie tych trzech
typoéw komorek w fagocytozie i w nieodwracalnej adhezji do szkta. Warto
réwniez wspomnieé, ze podczas aglutynacji krwinek czerwonych i adsorp-
cji erytrocytow do innych komérek poddanych uprzednio infekcji wiruso-
wej obserwowano wybrzuszenia o matym promieniu krzywizny (48, 49).
Takie mocno zakrzywione regiony powierzchni komérek mozna wiec braé
pod uwage jako czynniki umozliwiajgce lokalne pokonanie bariery energii
i silng adhezje w pierwszym minimum.

11-3. Adhezje przez mostkowanie

Kiedy Robertson (6) zaobserwowat po raz pierwszy w réznych
tkankach odstepy miedzy btonami komorkowymi wynoszace okoto 100A,
spekulatywnie rozwazano mozliwo$¢é wystepowania w przestrzeni miedzy-
komoérkowej materiatu odpowiedzialnego za adhezje, cho¢ nie byt on wi-
doczny na mikrofotografiach elektronowych, otrzymanych stosowanymi
wolwczas technikami cieniowania. Stosujgc teorie koloidow liofobowych
do jakosciowego wyjasnienia adhezji (32, 33) nie byto oczywiscie potrzeby
przyjmowac hipotezy, ze jaki$ inny materiat oprocz elektrolitu znajduje
sie miedzy komérkami. Dzieki zastosowaniu nowszych technik cieniowania
odkryto materiat miedzykomorkowy np. mukopolisacharydy, ktére moga
by¢ odpowiedzialne za $cisty kontakt miedzy odpychajgcymi sie wzajemnie
warstwami elektrycznymi komérek i bra¢ udziat w adhezji (50, 51).

Mimo, ze o fizykochemicznych podstawach tego typu adhezji wiadomo
stosunkowo najmniej, przedyskutujmy tego rodzaju adhezje komorek.
Azeby czasteczki w osrodku zawieszajgcym mogty odgrywac role mostkéw
w wigzaniu sie komoérek miedzy sobg, nie moga dziata¢ zbyt duze sity
przyciggania lub odpychania miedzy komdrkami — z wyjatkiem sit wig-
zacych czasteczki mostkujgce z powierzchnig komérkowa. Jezeli przycia-
ganie miedzy komoérkami jest bardzo duze, to rzuci komdrki na tak matg
odlegtos¢ (w pierwszym minimum), ze adhezja przez mostkowanie nie
bedzie miata znaczenia. Jezeli odpychanie miedzy komoérkami jest bardzo
duze (barzo ,ptytkie” drugie minimum i w bardzo duzej odlegtosci od
powierzchni komérek), to nie moze z kolei mie¢ miejsca wigzanie poprzez
czasteczki w oérodku, ze wzgledu na ich zbyt maty wymiar. Mostkowanie
wystapi wtedy, gdy dwie komorki znajda sie we wzglednie stabym drugim
minimum i dziata¢ bedzie jako czynnik wzmacniajacy adhezje.
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Jak bardzo adhezja przez mostkowanie zalezy od sit oddziatywan mie-
dzy samymi komorkami wydaje sie wskazywac fakt wystepowania tzw.
»niekompletnych” przeciwciat, niezdolnych do aglutynacji komérek w pew-
nych warunkach. Aglutynacje komérek przez przeciwciata nalezy zaliczy¢
do tego typu adhezji. Niezdolno$é przeciwciat (np. anty-Rh) do aglutynacji
erytrocytow w roztworze soli wskazuje na zbyt duze sity odpychania elek-
trostatycznego miedzy podwojnymi warstwami krwinek, ktére dzialajg
w warunkach testu aglutynacji. Sity te wyznaczajg dopuszczalng odlegtosc,
na ktorag mogg zblizy¢ sie krwinki; zbyt duza, aby czgsteczki przeciwciata
mogty potaczy¢ krwinki. Aglutynacja krwinek przez te przeciwciata ma
miejsce wtedy, gdy w teScie hemaglutynacji uzyje sie erytrocytow podda-
nych uprzednio dziataniu enzyméw proteolitycznych lub neuraminidazy,
a takze prawidtowych krwinek, zawieszonych w roztworze biatka np. al-
buminy lub polimeru niejonowego w odpowiednim stezeniu. Wydaje sie,
ze przeciwciata anty-Rh aglutynujg erytrocyty dopiero po zmniejszeniu
dopuszczalnej odlegtosci miedzy nimi (52): enzymatyczne odszczepienie
grup jonogennych obniza potencjat powierzchniowy krwinek zmniejszajgc
odpychanie elektrostatyczne miedzy bionami erytrocytéw, a dodanie al-
buminy lub polimeréw niejonowych takich jak dekstran czy alkohol po-
liwinylowy do osrodka zawieszajgcego krwinki powoduje wzrost przycia-
gajacych sit Van der Waalsa miedzy btonami erytrocytow poprzez zmiane
wiasciwosci dielektrycznych osrodka (53).

Innym przyktadem waznosci sit oddziatywan miedzy samymi komor-
kami podczas adhezji przez mostkowanie jest aglutynacja erytrocytow
przez aglutyniny (lektyny). Dziatanie enzymow proteolitycznych na ery-
trocyty moze bardzo znacznie zredukowac ilos¢ aglutyniny potrzebnej do
wywotania hemaglutynacji (np. 54). Zwiekszong zdolno$¢ krwinek do
aglutynacji przypisywano odstonieciu dodatkowych ,,receptorow” dla aglu-
tynin przez dziatanie enzymdéw proteolitycznych (54). Ale poddane dzia-
faniu trypsyny erytrocyty krélika wigzaty tyle samo aglutyniny z soji co
prawidtowe komorki, cho¢ ich zdolno$¢ do aglutynacji wzrastata 100—
—200 krotnie (55). Wydaje sie, ze w interpretacji tego rodzaju doswiad-
czen nalezy bra¢ pod uwage fakt enzymatycznego odszczepienia jonogen-
nych grup z powierzchni komérek, zmniejszajagcego odpychanie elektro-
statyczne miedzy nimi, jako jeden z powoddw wzrostu zdolnosci do aglu-
tynacji komorek.

Adhezja przez mostkowanie moze by¢ bardzo specyficzna i wtedy jeden
czynnik mostkujacy bytby odpowiedzialny za adhezje jednego typu ko-
moérek. Niekiedy chemiczna specyficzno$¢ moze posiada¢ charakter bar-
dziej og6lny; zdolno$¢ mostkowania wykazuje wtedy szeroki zakres ma-
kroczasteczek np. posiadajgcych na swoich tancuchach grupy fosforanowe.

Teoria adhezji przez mostkowanie uzywajgc termindw biologicznych
zwana jest ,teorig cementu”.
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1. Mozliwos¢ stosowania teorii koloidéw hydrofobowych
w adhezji komérkowej — krytyczna ocena

Uzycie teorii stabilnosci koloidow liofobowych do rozwigzywania pro-
blemdéw adhezji komoérek (31, 32, 33) umozliwito, przynajmniej jakosSciowo,
wyjasnienie niektérych cech kontaktu komérkowego. Jednakze stabosci
tej teorii, jako og6lnego modelu sit oddziatywan miedzy btonami biologicz-
nymi, nasuwajg szereg watpliwosci i zastrzezen.

Proponujac uzycie teorii koloidéw liofobowych w adhezji komorek
Curtis (32, 33) zrobit zatozenie, ze odlegto$¢ miedzy dwiema czarnymi
liniami gestosci elektronowej na mikrofotografiach elektronowych jest
rzeczywistg odlegoscig miedzy peryferiami sgsiadujgcych komoérek i ze
jasna strefa miedzy liniami stanowi roztwér elektrolitu. Jak podkreslato
wielu autoréw (np. 23), stosowane techniki preparacyjne, ktére moga
wspotdziataé przy wytworzeniu znieksztatceni strukturalnych, podajg
w watpliwos$¢ to zatozenie. Nie ma pewnosci, ze miejsca ztogow produktow
cieniowania jest miejscem ich tworzenia. Pomijajac nawet fakt, ze oglg-
dany obiekt biologiczny w mikroskopie elektronowym jest preparatem
artefaktow, bo dzieki nim otrzymuje sie obraz, nasuwajg sie inne watpli-
wosci co do sugestii Curtisa.

Brak widocznej gestosci na obrazach w mikroskopie elektronowym nie
jest jednoznacznym dowodem na to, ze jest to przestrzen zajmowana przez
roztwor elektrolitu, choéby z powodu réznic w cieniowaniu pomiedzy
biatkami w zalezno$ci od zawartosci niektorych aminokwaséw. Dzieki za-
stosowaniu nowszych technik cieniowania np. lantanem (56), odkryto ma-
teriat w rdznych przestrzeniach miedzykomorkowych, ktéry moze mieé
decydujace znaczenie w adhezji komdrek. Ten fakt wskazat na koniecz-
nos¢ modyfikacji klasycznej teorii koloiddw liofobowych w zastosowaniu
do adhezji komdrkowych i rozwazania mozliwosci nakiadania sie skutku
dziatania sit wigzgcych komérki poprzez czynniki mostkujace (adhezja
przez mostkowanie) na efekt dziatania sit rozpatrywanych w teorii ko-
loidéw lifobowych. Niektorzy autorzy np. Good (36) uwazaja, ze obser-
wowany materiat moze posiada¢ raczej funkcje zabezpieczenia komérek
przed utratg wody, uniemozliwiajagc komoérkom wejscie w pierwsze mini-
mum. Ale tak samo jak w przypadku watpliwosci co do doktadnego okres-
lenia odlegtosci miedzy btonami komoérkowymi w mikroskopie elek-
tronowym, nie mozna mie¢ pewnos$ci, ze materiat miedzykomorkowy,
widoczny w cieniowanych preparatach, jest obacny miedzy komorkami
in vivo.

Znaczenie poszczegblnych parametrow uwzglednionych w teorii ko-
loidéw liofobowych (réwnania 1—4) dla adhezji komorek beda dyskuto-
wane w dalszej czesci tego rozdziatu.

6 Postepy Biochemii
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I11-1. Potencjat powierzchniowy ("0

Potencjatu powierzchniowego komorki nie mozna zmierzy¢ bezposred-
nio. Ocenia si¢ go na podstawie pomiaréw ruchliwosci elektroforetycznej
komdrek. Réwnanie Smoluchowskiego daje nastepujacag zaleznos¢:

&l
h V5t 4ay
gdzie u—ruchliwos¢ elektroforetyczna, £— potencjat zeta, £0— statyczna
przenikalnos¢ dielektryczna, r]— lepkos¢ w hydrodynamicznej ptaszczyz-
nie poslizgu. .

Gdy komdrka porusza sie w gradiencie potencjatu elektrycznego przez
osrodek zawieszajacy, cienka warstwa cieczy porusza sie z komdrka. Gra-
nica miedzy ciecza poruszajagca sie z komoérka a pozostatg, nieruchoma
czeScig cieczy jest hydrodynamiczng plaszczyzng poslizgu. Wewnatrz
przestrzeni zawartej miedzy ptaszczyzng poslizgu i ptaszczyzna jonogen-
nych grup na witasciwej powierzchni komérki sg jony o przeciwnym znaku
tadunku do grup powierzchniowych, ktére tworzg cze$¢ dyjuzyjnej, elek-
trycznej warstwy podwodjnej i daza do tego, aby zobojetni¢ udziat praw-
dziwego potencjatu powierzchniowego. A wiec potencjat powierzchniowy,
T jest wiekszy niz potencjat zeta. Jak dotad nie zostata opracowana ogél-
na teoria zaleznoSci miedzy potencjatem zeta i i|v

Wyniki badan Haydona (57), wykonanych na kropelkach oleju
w wodzie, doprowadzity go do wniosku, ze potencjatu powierzchniowego
mniejszego niz 50mV nie popetnia sie prawdopodobnie duzego btedu przyj-
mujac, ze potencjat powierzchniowy jest rdbwny potencjatowi zeta.
Overbeek sugerowat (58), ze w zakresie od 10 do 40mV i gdy 7* wy-
nosi 8A (a wiec parametry spotykane w uktadach biologicznych), potencjat

moze by¢ wiekszy od potencjatu zeta 0 1—5mV.

Potencjaty zeta zywych komdrek nie sg tatwe do zmierzenia z duzg
doktadnoscig. Optymistyczne wydaja sie oszacowania, ze doktadno$é jest
lepsza niz +5mV. Dla przyktadu, James i Carter (59) wykazali
duzy wplyw przewodnictwa powierzchniowego na pomiary elektrofore-
tyczne. Zjawisko to jest bardzo czesto pomijane. Nalezy rowniez pamietac
0 tym, ze powszechnie uzywane réwnania elektroforetyczne sg oparte na
nie dajagcym sie usprawiedliwi¢ w biologicznych sytuacjach zatozeniu, ze
btony komdrkowe sa nieprzepuszczalne dla jonéw. Jak podkreslat Hay -
don (60), to zatozenie moze prowadzi¢ do biednych obliczen potencjatu
powierzchniowego z pomiardw ruchliwosci elektroforetycznej. Watpli-
wosci budzi takze to, ze wartosci potencjatow zeta, otrzymanych w warun-
kach swobodnego ruchu komérek, moga, ale nie musza by¢ rzeczywistymi
potencjatami istniejagcymi w miejscach kontaktu komoérek w agregatach
(patrz podrozdziat 1V-1).

Reasumujac wydaje sie, ze elektroforetyczne dane moga by¢ uzywane
tylko do poréwnania wiasciwosci elektrostatycznych powierzchni komdrek
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i dla wykazania w pétiloSciowy sposéb zmian lub réznic w potencjatach
powierzchniowych. Natomiast nie moga by¢ uzywane do wyznaczenia
prawdziwego potencjatu powierzchniowego lub przecietnej gestosci ta-
dunku w jednostkach absolutnych, jak to robito wielu badaczy.

I11-2. Parametr Debye’a — Hiickela, x

Odwrotno$¢ parametru, 7* ktéra ma wymiar dtugosci, wskazuje na
grubos$¢ dyfuzyjnej podwdjnej warstwy elektrycznej przeciwjonéw, ktére
przychodza z roztworu otaczajgcego natadowang powierzchnie komorki.
Parametr Debye’a — Hiickela wyraza sie wzorem:

2 12
(352 Sna)
gdzie ni— gestos¢ jonow i-tego rodzaju w roztworze, — wartosciowos¢
jonu i-tego rodzaju, a inne symbole tak jak w réwnaniu 1i 2

Odwrotnos$¢ parametru, V* mozna takze uwaza¢ za odlegto$¢ od ptasz-
czyzny, gdzie wystepuje prawdziwy potencjat x0 do miejsca, gdzie poten-
cjat spada do l/e o (tj. w przyblizeniu 37°/0 ip> Heard i Seaman
(61) obliczyli, ze w temperaturze 25°C, erytrocyt w IM NaCl jest otoczony
podwdjng warstwg o ,,grubosci” 3A, w 0,145M NaCl podwdjna warstwa
wynosi okoto 10A, a w 10~8V NaCl okoto 100A.

Analizujac réwnanie 6 mozna pokazaé, ze jezeli wszystkie inne para-
metry rownan 1 i 2 sg stale, to energia elektrostatycznego odpychania,
Vr, moze by¢ efektywnie zredukowana przez wzrastajacg site jonowa i (lub)
wartosciowo$¢ przeciwjondw. Komorki sg otoczone podwdjng warstwg
elektryczng i dlatego musza wykazywac¢ koloidowa, elektrostatyczng na-
ture. lIstniejg wystarczajgce dowody na to, ze niektore cechy kontaktu
komorkowego sg modyfikowane przez czynniki, ktére zmieniajg elektro-
statyczne sity odpychania. Rosnagce stezenie soli wyraznie redukuje mie-
dzykomorkowa przestrzen (6, 27, 43), zmniejsza przestrzen miedzy szkiem
a komorkami tkanek, ktére sg z nim w kontakcie (62) i zwieksza szybkos¢
agregacji komorek sluzowca (63), co jest zgodne z teorig koloidéw liofobo-
wych. Jest to jeden z najcze$ciej cytowanych argumentéw przemawiaja-
cych za stosowalnoscia tej teorii.

Sztywne trzymanie sie precyzyjnej zaleznosci Vr od 7* nie jest jednak
catkowicie stuszne, poniewaz nie mozna zatozy¢, ze 7* jest jedyng zmie-
niajaca sie wiasciwoscig peryferii komorek podczas zmiany sity jonowej
i wartoSciowos$ci przeciwjondw w otoczeniu. Co wiecej, ptyny miedzyko-
madrkowe, osocze krwi posiadajg wysokie stezenie makroczasteczek, ktére
moga zmienia¢ warunki elektrostatyczne w poblizu powierzchni, takze gru-
bos¢ podwdjnej warstwy jonowej, 7*. Dla przyktadu, polimery takie jak
dekstran, poliwinylopirolidon i alkohol poliwinylowy, choé niejonogenne*

6*
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powodujg wzrost ruchliwosci elektroforetycznej liposomdéw (64) i erytro-
cytow (65). Jak wida¢ z rdwnania

gdzie u— ruchliwo$¢ elektroforetyczna, o— gestos¢ tadunku powierzch-
niowego, t|— lepko$¢ w hydrodynamicznej plaszczyznie poslizgu, 7*—
grubos¢ podwdjnej warstwy jonowej, zjawisko to jest wynikiem zwiek-
szenia wymiaru podwdjnej warstwy jonowej, prawdopodobnie wskutek
wypychania z niej przeciwjonoéw przez czasteczki polimeru.

111-3. Przenikalnos¢ dielektryczna (€)

Przenikalno$¢ dielektryczna jest bardzo ztozonym parametrem zalez-
nym od polaryzowalnosci trwatych i indukowanych dipoli. Stad wiasci-
wosci substancji, ktére determinuja jej przenikalnos¢ dielektryczna, moz-
na dyskutowa¢ w oparciu o polaryzowalnos¢. Za ,staltg dielektryczng” —
termin niezbyt fortunny, gdyz wielko$¢ ta jest stata w bardzo ograniczo-
nym sensie — nalezatoby uwazac te przenikalnos¢ dielektryczng, ktorg wy-
kazuje dany os$rodek w polu statycznym.

Dla obliczenia sit odpychania elektrostatycznego potrzebna jest war-
to$¢ statycznej przenikalnosci dielektrycznej £, osSrodka miedzy powierzch-
niami komorek, a doktadniej wartos¢ £0 w podwojnej warstwie jonowej.
Z podstawienia réwnania 6 w réwnanie np. 2 wida¢, ze wzrost €0 daje
wzrost energii elektrostatycznego odpychania, a co za tym idzie, obnizenie
wielkosci drugiego minimum i wzrost odlegtosci miedzy powierzchniami
komorek, w ktérej to minimum wystepuje. Z rownania 6 wynika, ze sta-
tyczna grubos$¢ warstwy jonowej, 7*, zwieksza sie wraz z zI'2 i natozenie
podwdjnych warstw elektrycznych jest w danej odlegtosci wieksze. Duze
stezenie niewodnego materiatu powoduje z kolei zmniejszenie £, a wiec
redukcje 7* i obnizenie sit odpychania elektrostatycznego miedzy mem-
branami — odwrotnie do btednej sugestii G oo da) (36, str. 427). Ta ostat-
nia zalezno$¢ moze by¢ wzieta pod uwage jako jeden z czynnikéw redukcji
odlegtosci miedzykomoérkowej obserwowanej przez Robertsona (6)
przy wzrastajagcym stezeniu sacharozy w os$rodku zawieszajgcym komorki.

Czesto przyjmuje sie, ze dla biologicznego $rodowiska, w ktérym znaj-
dujg sie komorki, wartos¢ sOwynosi 80. Lyklema i Overbeek (66)
pokazali, ze w polu elektrostatycznym o bardzo duzym natezeniu, ktére
moze powstawac przez kombinacje wysokiego potencjatu i duzej sity jo-
nowej, wystepujg efekty nasycenia dielektrycznego. Barlov i Ross-
-Macdonald (67) obliczyli nawet warto$¢ e0 mniejszag niz 1, ktora
wydaje sie jednak pozbawiona sensu fizycznego. Opierajac sie tylko na
rozwazaniach Lyklemy i Overbeeka (66) moznaby wyciagna¢ wniosek, ze
dla uktadow biologicznych, gdzie gestosci tadunku powierzchniowego sg
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zwykle niskie, a sity jonowe roztworéw ,fizjologicznych” umiarkowane,
zjawisko nasycenia dielektrycznego jest do pominiecia. Weiss (23) przy-
puszczat, ze woda zaadsorbowana lub zwigzana z powierzchnig komorek
posiada warto$¢ £, nizszg niz 30 ze wzgledu na ograniczong swobode rotacji
dipoli wody. Przypuszczeniu temu mozna przeciwstawi¢ wyniki pomiaréw
wiasciwosci  dielektrycznych wodnych roztworéw biatek wykonanych
przez Schwana (68), Gran ta (69) i ich wspotpracownikéw (70, 71).
Z ich pomiaréw wynika, ze rzeczywiscie woda ,,zwigzana” z biatkiem wy-
kazuje dyspersje dielektryczng posrednig miedzy dyspersja lodu a ,,swo-
bodnej” wody cieklej, ale jej warto$¢ £0znajduje sie w granicach 90— 100.
Inni np. Good (36), rozwazali jeszcze bardziej skomplikowang sytuacje
w podwdjnej warstwie elektrycznej; w regionach potozonych blisko nata-
dowanej powierzchni prawdziwa warto$¢ £0 jest niska i zwieksza sie stop-
niowo w miare oddalania sie od powierzchni.

Niepewno$¢, czy moze byé uzyta warto$¢ £0 czystej wody, pogtebia
fakt, ze roztwory ,fizjologiczne” zawieszajgce komérki moga zawierad
duze stezenia makroczasteczek — biatek, polisacharydow. Roztwory biatek,
poliaminokwaséw, DNA wykazujg przyrost przenikalnosci dielektrycznej
w niskich czestotliwosciach w poréwnaniu do wody. Interpretacja widm
(w zakresie czestotliwo$ci radiowych) jest jeszcze trudnym problemem do
wyjasnienia mimo istnienia pewnej liczby teorii i starannie wykonanych
eksperymentow. Rotacja catych makroczasteczek, przewodnictwo jondw
powierzchniowych, fluktacje protonow i wystepowanie wody ,,zwigzanej”
z makroczasteczkami — kazde z tych zjawisk daje tylko czesciowo wythu-
maczenie dyspersji dielektrycznych roztworéw makroczasteczek. Fakt, ze
zmierzona warto$¢ £0 roztworéw makroczasteczek moze by¢ wieksza niz
wody, brano pod uwage w niektérych rozwazaniach na temat sit elektro-
statycznego odpychania (29, 41, 52). W rozwazaniach nad wptywem obec-
nosci makroczasteczek w osrodku zawieszajagcym komérki nasuwa sie jed-
nak podstawowe pytanie, czy mozna podstawiaé mierzong wartos¢ £0
roztwordw makroczasteczek do wzoréw 1i 2 na energie odpychania elek-
trostatycznego. Rozklad jondw w podwdjnej warstwie jest konsekwencjg
potencjatu powierzchniowego, ktdry daje site dzialajgcg na jony przeno-
szong przez wode. A wiec wiasciwa statyczna przenikalno$¢ dielektryczna
w podwojnej warstwie elektrycznej jest wartoscig £0 wody po odjeciu
efektow polaryzacji jonowej. Co wiecej, mierzong warto$¢ £0 roztworow
makroczasteczek nalezatoby uwaza¢ za wielkos¢ ,,makroskopowg”, ponie-
waz wymiar makromolekut jest poréwnywalny z wymiarem podwdjnej
warstwy jonowej. Lokalna warto$¢ £0wody, w najblizszym otoczeniu jonu,
jest zmniejszona, a nie zwiekszona, przez duzy gradient pola w poblizu
jonu (72). Wydaje sie wiec, ze warto$¢ £0 ktéra charakteryzuje wiasciwosci
dielektryczne podwdéjnej warstwy w polu elektrostatycznym, nie moze by¢
wieksza niz statyczna przenikalno$¢ dielektryczna czystej wody.

Wiasciwosci dielektryczne membran i osrodka miedzy nimi, cho¢ de-
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terminujg wielko$¢ sit przyciggania Van der Waalsa (73—79), nie sj
uwzglednione we wiasciwy sposéb w teorii koloidéw liofobowych (patrz
116 i V7). W dodatku pomiary przenikalnosci dielektrycznych materia-
téw komorkowych napotykajg na duze trudnosci (80), szczegdlnie w niskich
czestotliwosciach. Wg teorii koloidéw liofobowych zmiane sit przyciggaja-
cych wraz ze zmiang wiasciwosci dielektrycznych osrodka mozna wyrazic
przez modyfikacje statej Hamakera. Watpliwosci co do poprawnosci takie-
go postepowania i szereg innych zastrzezen dotyczacych obliczania statej
Hamakera bedg przedstawione w podrozdziale I11-6.

111-4. Promien krzywizny (a)

Na podstawie réwnania 1 mozna stwierdzi¢, ze im mniejszy promiei
krzywizny, tym nizsza energia potencjalna i sita odpychania miedzy dwie-
ma natadowanymi powierzchniami. Bangham i Pethica (31) suge-
rowali, ze zblizenie sie dwdch komdrek moze by¢ utatwione przez powsta-
nie lokalnych uwypukleh o mniejszym promieniu krzywizny.

Chociaz w wypadku sztywnych kul bardzo tatwo mozna opisaé wartos¢
ich promienia krzywizny, przedstawia to jednak bardzo duze trudnosci
podczas oddziatywan miedzy komdrkami przylegajacymi do siebie. Nawet
gdy doswiadczenia wykonuje sie na $wiezo zawieszonych komorkach, ktore
pod mikroskopem optycznym wydaja sie kuliste, to nasuwajg sie watpli-
wosci, czy promien catej komorki ma te samg wartos¢ co promied krzy-
wizny tej czesSci komorki, ktéra bierze udziat w adhezji. W wypadku ko-
morek przylepiajacych sie do szkta, Ambrose stwierdzit (40), ze tylko
mata czes¢ powierzchni bierze udziat w rzeczywistym kontakcie komorek
ze szklem. Wydaje sie, ze czesto mate, lokalne pseudopodia sg odpowie-
dzialne za adhezje komérek; wybrzuszenia te majg promien krzywizny
mniejszy, niz cata komorka. Filmowanie kultur komérkowych pozwolito
na stwierdzenie, ze adhezja moze nastepowac dzieki wzajemnej penetracji
nibynézek z peryferii komoérek. (81—84). Trudno jest oceni¢ promieh krzy-
wizny nitkowato zakonczonych nibynézek w mikroskopie optycznym, po-
niewaz nie pozwala na to rozdzielczos¢ mikroskopu Swietlnego: wykonano
wiec zdjecia w mikroskopie elektronowym (np. 84, 85). Chociaz istniejg
watpliwosci w oszacowaniu promienia krzywizny wybrzuszen komérko-
wych w mikroskopie elektronowym z powodu mozliwosci artefaktéw pod-
czas preparacji, sugerowano, ze promien krzywizny pseudopodium komo-
rek HeLa wynosi okoto 500A (23).

Réwnanie 3 pokazuje, ze rowniez oddziatlywanie przyciggajace miedzy
dwiema powierzchniami zalezy od promienia krzywizny; im mniejszy pro-
mien krzywizny, tym stabsze oddziatywanie przyciggajace. Jednakze
z punktu widzenia adhezji komoérek wydaje sie prawdopodobne, ze istotna
rola mniejszego promienia polegataby nie na zmniejszeniu przyciggania,
ale na zmniejszeniu odpychania, a wiec na umozliwieniu komérkom poko-
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nania bariery potencjalnej energii odpychania (vmaks, Freks) (patrz takze
podrozdziat 11-2). Oddziatywanie przyciggajace jest bardzo duze dopiero na
bardzo matych odlegtosciach. Z chwilg pokonania tej bariery pseudopodia
mogtyby rosng¢ powodujgc zwiekszenie oddziatywania przyciggajacego.
Te ostatnig ewentualno$¢ uwaza sie za mniej wazng w okresleniu, czy
wystgpi adhezja komorek.

I11-5. Odlegto$¢ miedzy oddziatujacymi powierzchniami (2)

Znajomos$¢ odlegtosci miedzy dwiema powierzchniami komérkowymi
wymaga okre$lenia potozenia w przestrzeni tych powierzchni. Gdy ko-
morki sg rozdzielone na odlegtos¢ mozliwg do obserwacji w mikroskopie
optycznym, to oszacowanie potozenia granicy miedzy powierzchnig komor-
ki a srodowiskiem z dokfadnoscig do kilkudziesieciu angstremow nie jest
obarczone duzym biedem. Kiedy trzeba rozpatrywa¢ oddziatywanie z do-
ktadnoscig do kilku angstremow, powierzchnia komorki musi byé precyzyj-
niej zdefiniowana. To z kolei wymaga wiedzy o szczegOtowej strukturze
peryferii komorki, w ktdrej to dziedzinie sg znaczne luki. Ogonie przyjete
w mikroskopii elektronowej techniki cieniowania daty mozno$¢ stwierdze-
nia i doktadnego zlokalizowania zewnetrznego materiatu naokoto w przy-
blizeniu 75A-wej trojwarstwowej struktury, ktérg uwaza sie za zasadniczg
ktone komdérkowa, widziang na konwencjonalnych mikrofotografiach elek-
tronowych. Zewnetrzng ,puszysta” warstwe obserwowano wielokrotnie
(3). Wedtug opinii Weissa (23) jako odlegtos¢ miedzykomérkowa powin-
no sie braé odlegtos¢ miedzy zewnetrznymi granicami ,,puszystych”
warstw, a nie miedzy tréjwarstwowymi strukturami. Jednakze pomiaréw
bardzo matych odlegtosci miedzy dwiema oddziatujacymi komorkami,
wykonanych w mikroskopie elektronowym, nie mozna przyjmowac¢ bez-
krytycznie z powodu mozliwosci powstawania artefaktow podczas prepa-
racji.

I11-6. Stata Hamakera (A)

Jedng z gtdwnych trudnos$ci w interpretycji adhezji komoérek na pod-
stawie teorii koloidéw liofobowych stanowi wyznaczenia statej Hamakera,
okre$lajgcej miedzyatomowe sity przyciggania.

Jak dotad nie otrzymano niedwuznacznych wynikdw w przypadku po-
miarow oddziatywan komorkowych. Verwey i Overbeek (30),
stosujac réwnanie Slatera-Kirkwooda, wydedukowali, ze stata ta pjwinna
mie¢ warto$¢ okoto 10-12 erga. Wiekszo$¢ wartosci, ktdre b*ty obliczone
z danvch doswiadczalnych, sg znacznie nizsze niz ta wielkos¢ (Tabela 1).

Istniejg takze watpliwosci natury formalnej odnosnie teoretycznego
obliczania sit Van der Waalsa w teorii koloidow liofobowych. Oszacowanie
sit, Van der Waalsa w teorii koloidéw liofobowych (30) jest ograniczone
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przez kilka zatozen ad hoc. Sg to: a) zatozenie addytywnosci indywidual-
nych miedzyatomowych oddziatywan w skondensowanym osrodku, b) przy-
blizenie, ze w sitach Van der Waalsa najwazniejszy, a nawet wylgczny
udziat posiada sita Londona; sity Van der Waalsa mogg by¢ traktowane
jako wynik elektromagnetycznych sygnatéw, a wiec wg tego zatozenia
najwazniejsze korelacje elektromagnetyczne, jako konsekwencja fluktu-
acji jedynie elektronowych, zalezataby wytgcznie od wiasciwosci dielek-
trycznych substancji w polu elektromagnetycznym o czestotliwos$ci w za-
kresie ultrafioletu, c) wprowadzenie dos¢ dowolnej poprawki na ,stalg
dielektryczna” w pojedynczej czestotliwosci, aby oming¢ trudnosci w obli-
czeniu sit spowodowanych obecnoscig osrodka zawieszajgcego (np. woda
miedzy regionami lipidowymi). Co wiecej, potrzebne sg szczeg6towe infor-
macje o atomowych polaryzacjach i czestotliwosciach relaksacji.

Tabela 1.
Uktad Warto$¢ A (erg) Uwagi
Emulsja wody w oleju 4 +10-16 (86)
Lateks polistyrenowy w wodzie 5- 10-13 (87)
4—7- 10-14 (88)
1,03—11 « 10-14 (89)
Zawiesina kwasu arachidono- 6« 10-15 (90)
wego w wodzie
Zawiesina parafiny w wodzie 1,6- 10-13 (91)
Cienkie btony lipidowe (dekan) 5,6- 10-14 (92)
Leukocyty owcy 10-14i 10-5 wartosci obliczone z potacze-
(93 i 94) nia danych elektroforetycz-
nych z wynikami pomiaréw
kinetyki agregowania leuko-
cytow
Erytrocyty ludzkie 1—5- 10-14 (41) warto$¢ wyznaczona raczej

arbitralnie na podstawie ko-
loidalnego modelu oddziatu-
jacych kul.

Jak podkreslali pdzniejsi badacze (95), obliczenie sit Van der Waalsa
oparte na tych zatozeniach (waznych dla rozrzedzonych gazéw) jest we-
wnetrznie sprzeczne. | tak na przykiad zatozenia addytywnosci nie mozna
stosowa¢ dla oddziatywan w skondensowanych fazach, szczegdlnie gdy
sg nimi tak polarne substancje jak woda.
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Ze wzgledu na niepewnos¢ wynikdw wyznaczonych doswiadczalnie
lub obliczonych teoretycznie, istnieje tendencja do ustalania statej Ha-
makera raczej arbitralnie, aby mdc oszacowac sity i energie oddziatywan
miedzy komérkami.

I11-7. Podsumowanie

Teoria koloidéw liofobowych, cho¢ pozyteczna w analizie sit i energii
oddziatywan miedzykomérkowych, stanowi jednak przyblizenie zbyt ni-
skiego rzedu, aby na jej podstawie mozna byto wyjasni¢ wszystkie bio-
chemiczne, immunologiczne i fizyczne problemy w adhezji komorek. Zbyt
duza ilo$¢ parametréw, ktére nie sg dokiadnie znane i niedoktadnosci
modelu sit, jaki proponuje ta teoria, nie pozwalajg w licznych przypad-
kach na uzyskanie dobrej zgodnosci przewidywanych odlegtosci miedzy-
komérkowych z obserwowanymi. Te ostatnie sg zresztg obarczone niedo-
ktadnosciami doswiadczalnymi.

Aktualne watpliwosci o réwnaniach energii potencjalnej przemawiajg
za ostroznoscig w interpretowaniu pojedynczych diagram6w energii od-
dziatywan. Bardziej celowe wydaje sie rozpatrywanie rodziny krzywych
obliczonych z najwyzszych i najnizszych oczekiwanych wartosci dla kaz-
dego majacego znaczenie parametru. Szczego6lnie obliczone drugie minima,
ktore uwaza sie za wystarczajaco ,,gtebokie”, aby wyttumaczy¢ stabilnosé
adhezji komorek, powinny by¢ przyjmowane ze sceptyzmem. Dla przy-
ktadu — obliczenia Brooksa i wspoOipr. (41), przewidujagce wystepowa-
nie drugiego minimum o giebokosci od 10 do 20kT miedzy krwinkami
czerwonymi (szczegbty w podrozdziale 11-1), byty zrobione dla czgstek
o promieniu 50|im. Jezeli efektywny promieA krzywizny kontaktujacych
sie czeSci komérek wezmie sie jako 0,1jAm to ta zmiana nie pociaga za
sobg zmiany pozycji drugiego minimum, ale wyraznie redukuje wartosci
energii. Wystepowanie adhezji w drugim minimum jest wiec prawdo-
podobne, zwlaszcza adhezji komorek ,,swobodnych” np. erytrocytéw, ale
petne potwierdzenie tego typu adhezji wymaga dalszych badan.

IV. Modyfikacje teorii koloidéw liofobowych

Zastrzezenia dotyczace stosowalnosci teorii koloidéw liofobowych do
probleméw adhezji komorek staty sie ,zaczynem” prac nad stworzeniem
lepszych modeli sit oddziatywan miedzykomérkowych.

1V-1. Model o statej gestosci tadunku powierzchniowego (o)

AZrozumienie oddziatywania miedzy indentycznymi czastkami koloido-
wymi otoczonymi podwdjnymi warstwami jonowymi wywodzi sie z pio-
nierskich, teoretycznych prac Derjaguina i Landau’a (34) oraz
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Verwey’a i Overbeeka (30). Rozszerzenie teorii koloidow liofo-
bowych na czastki z nieidentycznymi gestosciami tadunku powierzchnio-
wego, a, przeprowadzili Devereux i de Bruyn (96), ktérzy obliczy-
li dla takich czastek sity i energie odpychania. Wszyscy wymienieni auto-
rzy w swoich teoretycznych rozwazaniach wychodzg z sytuacji koloidu
liofobowego, w ktérym jony odpowiedzialne za fadunki powierzchniowe sg
w termodynamicznej réwnowadze miedzy powierzchnig a roztworem. Daje
to model, w ktérym oddziatywanie odpychajace (np. rownania 1i 2) mie-
dzy zblizajagcymi sie czastkami wystepuje przy statym potencjale po-
wierzchniowym, a zmiennej gestosci tadunku powierzchniowego. Tymcza-
sem powierzchnie bton komoérkowych, ktére byty badane, noszg hydrofilo-
we grupy karboksylowe (patrz Cooks (97) i Winzler (98)), ktore
decydujg w znacznej czesci o tadunku i potencjale. Z tej przyczyny nie
mozna w petni traktowa¢ komorek jako hydrofobowych czastek koloido-
wych (99).

Nie mozna twierdzi¢ stanowczo, ze tadunki zaadsorbowanych jonéw
nie odgrywajg roli w determinowaniu potencjatu powierzchniowego ko-
morki w warunkach fizjologicznych. Z drugiej strony wiadomo, ze tak
réznigce sie miedzy sobg powierzchnie, jak krwinek czerwonych (100)
i Aerobacter aerogenes (101) wykazujg brak wykrywalnych ilosci zaadsor-
bowanych jonéw. Stwierdzono to doSwiadczalnie za pomocg dwuazometa-
nu, ktéry reaguje z wszystkimi grupami karboksylowymi i redukuje ruch-
liwos¢ elektroforetyczng do zera. Alternatywnym podejsciem do problemu
jest zatozenie, ze duza cze$é tadunku powierzchniowego jest stata i stano-
wig ja grupy karboksylowe, ale istnieje takze cze$¢ zawierajagca zaadsor-
bowane jony, fatwo desorbujace sie podczas oddziatywania. Analiza takiej
sytuacji pokazuje, ze okoto 60% tadunku musiatoby desorbowaé, jezeli
oddziatywanie miatoby charakter podlegajagcy modelowi o statym poten-
cjale tzn. wg réwnan 1i 2 (99). Ten wniosek jest silnym argumentem prze-
mawiajgcym za modelem o statej gestosci tadunku (a zmiennym potencjale
powierzchniowym) dla komérek, poniewaz z tego modelu wynika maty
rozmiar desorpcji.

Overbeew podal wyrazenie na site odpychania, Fr, jako funkcje
potencj:tu istniejagcego w potowie odlegtosci miedzy ptaskimi powierzch-
niami, bez roznicowania, czy potencjatl powierzchniowy lub gestosé
tadunku sa state podczas oddziatywania (102). Wychodzac z tego rdwnania
i zaktadajac statg gesto$¢ tadunku jako lepsze przyblizenie dla adhezji
komorkowych otrzymuje sie wyrazenie na site odpychajaca dla niskich
potencjatéw powierzchniowych (29):

e 4 no sech vx
kr xeO(ta.h 0 1+ tanh <) 1-1) ®

gdzie n — liczba jonéw w roztworze przypadajgca na jednostke objetosci,
k — stata Boltzmana, T — temperatura bezwzgledna, e — tadunek elek-

Fr= 2n%T cosh
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tronu, o— gesto$¢ tadunku powierzchniowego, x— parametr Debye’a—
Hiickela, sO— statyczna przenikalno$¢ dielektryczna, x — potowa odle-
gtosci miedzy ptaszczyznami, 0 = (1—) ; (1—a) — cze$¢ objetosci we-
wnatrz warstwy powierzchniowej dostepnej dla przeciwjonéw (103), t —
grubos¢ tej warstwy. Gingell wykonat liczbowe catkowanie ogolnej
sity (sumy sity odpychania wyrazonej wzorem 8 i sity przyciggania wg
wzoru 4) od odlegtosci nieskonczenie duzej do danej odlegtosci x = V2 co
daje réznice miedzy energig w nieskonczonos$ci i w odlegtosci 1tj. energie
oddziatywania (129). Nieoczekiwanym wynikiem tych obliczen byto to,
ze zmiana w potencjale powierzchniowym ma maty wptyw na drugie
minimum energii i sity (Vmin u, Fnirbn), duzo mniejszy niz na site potrzeb-
na do wprowadzenia dwoéch powierzchni w pierwsze minimum czyli ko-
nieczng do pokonania bariery potencjalnej (Freks). Male zmiany w poten-
cjale ~ 2mV majg tylko nieznaczny wptyw na drugie minimum przez
szeroki zakres rozpatrywanych statych Hamakera.

Wg modelu o statej gestosci tadunku powierzchniowego zblizenie po-
dwéjnych warstw na bliskg odlegtos¢ powinno powodowac¢ wzrost abso-
lutnej wartosci potencjatéw powierzchniowych wszystkich membran (99,
104). Gingell sugerowat mozliwos¢ znaczenia tego zjawiska w mie-
dzykomdrkowym komunikowaniu sie i w zahamowaniu wzrostu komérek
przy ich zetknieciu (contact inhibition) (104).

Oprocz zastrzezen co do statosci potencjatu powierzchniowego, ipn pod-
czas zblizania si¢ powierzchni komorek, w teorii koloidéw liofobowych
zaktada sie pewne przyblizenia w tym celu, aby mozna byto uzyska¢ roz-
wigzanie matematyczne wyrazen na energie oddzi?tywan (np. rownania
11 2): a) zatozenie ostrej nieciggtosci na powierzchni komérki, b) tadunki
sg zlokalizowane w ptaszczyznie nieciggtosci, ¢) tadunki sg roztozone z jed-
nolitg gestoscig na catej powierzchni. Rozktad grup chemicznych niosgcych
tadunki w objetosci rozciggajacej sie tylko kilka angstreméw od ,po-
wierzchni” nie zmieni w istotny sposéb analizy, poniewaz jest to dobre
przyblizenie ptaskiego rozktadu tadunku. Jezeli jednak tadunek powierzch-
niowy zlokalizowany jest w bardzo grubej warstwie zwigzanego aniono-
wego poli lektrolitu, analiza matematyczna s™aje sie o wiele bardziej
skomplikowana. Po pierwsze, przestrzenna gesto$¢ tadunku zmieniataby
sie z odlegtoscig. Po drugie, odpychanie entropow? miatoby wiekszy udziat
w sitach odpychania miedzykomérkowego. Koniecznym wydaje sie prze-
badanie w przysztosci tych zatozehn w rozwazaniach wyzszego rzedu nad
problemem adhezji komorkowej.

IV-2. Model Parsegiana i Gingella

W modelu tym, podobnie jak w teorii koloidéw liofobowych rozpatruje
sie dwa rodzaje oddziatywan dalekiego zasiegu: sity elektrostatyczne (ku-
lombowskie), ktdre sg sitami odpychajagcymi miedzy powierzchniami no-
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szacymi fadunki o tym samym znaku i sity elektrodynamiczne, ktdre sg
sitami przyciggajacymi miedzy podobnymi powierzchniami (105, 106).
Okresélenie ,.elektrodynamiczny” pokrywa znaczenie uzywanych terminow
»Van der Waalsa” i ,,elektromagnetyczny”. Przedstawiona w tym modelu
analiza sit dalekiego zasiegu oparta na teoretycznych pracach Ninham a,
Parsegiana i Gingella (29, 74—79, 99, 107, 108), wydaje sie przy-
blizeniem wyzszego rzedu anizeli teoria koloidéw liofobowych. Oczywiscie
0g6Ine wiasciwosci krzywych oddziatywan (1-2) bedg wystepowaty i w tym
przypadku.

W analizie sit dalekiego zasiegu autorzy uzyli uproszczonego modelu
bton komorkowych Daniellego i Davsona. Jest to dwumolekulama war-
stwa lipidowa, grubosci okoto 40A, optaszczona z jednej strony lub z oby-
dwu stron warstwg materiatu bialkowego i cukrowego. Zewnetrzna ,,pu-
szysta” warstwa nosi ustalony fadunek elektrostatyczny, ktory jest
odpowiedzialny za elektrostatyczng warstwe podwdjng w najblizszym
sgsiedztwie blony. Wiasnie w tym regionie membrany rozne typy komérek
wykazuja znaczng odmienno$¢ pod wzgledem grubosci, masy i gestosci
tadunku. Ze wzgledu na brak petnych danych doswiadczalnych autorzy
zatozyli, ze wiasciwosci dielektryczne wewnetrznego rdzenia membrany
sg wiasciwosciami ciektych weglowodorow, a wiasciwosci dielektryczne
zewnetrznych ,puszystych” warstw sa wiasciwosciami cukréw o bardzo
duzym stezeniu. Ten prébny obraz oddziatywan miedzy dwiema btonami
przedstawiony jest na rycinie 3.

/ln rze komorki B Wnegtrze kwbm

7/

i e o }«ka—

/////

Roztwr soli

Ryc. 3. Schemat oddziatywania dwoch bton komérkowych pokrytych tzw. ,,puszkiem”
przez roztwor soli (105)

f —,,puszek”, hc —weglowoddér, m —roztwo6r soli. W Srodkowej czesci przekroju sa oznaczone
wilasciwoséciami materiatow 1, 2, 3, I', 2', 3", warstw, ktérych grubos$ci sa wskazane ponizej.

1V-2a. Sity elektrostatyczne

Sktadniki bton komdérkowych posiadajg grupy kwasne, ktére dysocju-
jac daja tadunek na powierzchni komérki. Potencjat, ktory jest wynikiem
obecnosci tadunku, zalezy od dysocjacji grup kwasnych, ich przestrzennego
rozmieszczenia i skladu jonowego os$rodka zawieszajagcego. Ginge 1],
Prsegian i Ninham wyprowadzili rownania dla tych parametréw
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(207, 108). Wedtug nich, aby obliczy¢ elektrostatyczne odpychanie miedzy
powierzchniami komdérkowymi majacymi tadunki o tym samym znaku,
trzeba wzigé pod uwage skitad jonowy osrodka zawieszajgcego, gestosc
tadunku powierzchniowego komérek i to, ze tadunek ten nie jest dokfadnie
zlokalizowany na cienkiej powierzchni, ale moze zajmowac region o skon-
czonej grubosci. Energie oddziatywan elektrostatycznych miedzy jedna-
kowymi powierzchniami mozna oszacowa¢ z dobrym przyblizeniem wg
réwnania:

8 jz202

Ge) =

gdzie 1— odlegto$¢ miedzy kontaktujgcymi powierzchniami, e0— statycz-
na przenikalno$¢ dielektryczna, x— parametr Debye’a— Hiickela, o—
efektywna gestos¢ tadunku powierzchniowego, ktéry znajduje sie w regio-
nie peryferii komarki o skonczonej grubosci. Poprzez parametr o uwzgled-
niony jest wplyw grubosci zewnetrznej warstwy ,,puszystej” (¢ i ¢’ na
Ryc. 3) na energie oddziatywania elektrostatycznego. W tak oszacowanej
energii odpychania elektrostatycznego ujawnity sie dwie wazne cechy:
aj energia ta maleje, gdy wzrasta grubos¢ warstwy ,,puszystej” — jest to
wynik wiekszej populacji ruchliwych przeciwjonéw obecnych w grubszej
warstwie; przeciwjony te czesciowo znoszg pole spowodowane ustalonym
tadunkiem wewnatrz ,,puszku” i obnizajg elektrostatyczne odpychanie
miedzy warstwami, a2 energia elektrostatycznego odpychania jest umiar-
kowanie zalezna od zmian gestosci fadunku powierzchniowego.

Wyrazenie na energie oddziatywan elektrostatycznych Ge (wzér 9) zo-
stato wyprowadzone w oparciu o analize odpychania miedzy natadowany-
mi powierzchniami z zalozong statg gestoscig grup jonogennych i stopniem
jonizacji, zaleznym bezposrednio od ekranowanego potencjatu znajduja-
cych sie naprzeciwko siebie powierzchni, a wiec zaleznego od odlegtosci
miedzy powierzchniami. Czy zywe komorki stanowig taki uklad? Zalezy
to od tego, czy grupy jonogenne, np. jony karboksylowe z jonami metali
na powierzchni, moga byé charakteryzowane przez state jonizacji analo-
giczne do statych jonizacji stabych kwasow.

e-x )

e0x

IV-2b. Sity elektrodynamiczne

Azeby obliczyé przyciggajace sity elektrodynamiczne nalezy wg Par -
segiana i Ninhama (74—78) zrezygnowaé z powszechnie stosowa-
nego zatozenia, ze energie elektromagnetyczne miedzy danymi ciatami sg
sumg odwrotno$ci szostej potegi oddziatywan miedzy ich atomami. Dla
oddziatywan miedzy makroskopowymi ciatami w skondensowanym stanie
skupienia Lifs hitz w 1955 r. zaproponowat teorie (73), p6zniej uogol-
niong przez Dzyaloshinskiego, Lifshitza i Pitaevskiego
(95). Podstawg tej teorii jest idea, ze oddziatywania miedzy ciatami odby-
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wajg sie poprzez fluktujace pole elektromagnetyczne. Z powodu termo-
dynamicznych fluktuacji pole to jest zawsze obecne wewnatrz material-
nego o$rodka, a takze rozchodzi sie poza jego granice. Dobrze znang kon-
sekwencjg tego pola jest promieniowanie cieplne ciat. ,,Makroskopowa”
teoria Dzyaloshinskiego, Lifshitza i Pitaevskiego omija trudno$ci zwigzane
z oszacowaniem sit Van der Waalsa w teorii koloidéw liofobowych — wig-
cza wszystkie sity dziatajace w ukiadzie wielu ciat, bierze pod uwage
udziaty wszystkich czestotliwosci oddziatywan i wprowadza poprawnie
efekty posrednich substancji np. oSrodka zawieszajgcego. Co wazniejsze,
informacja potrzebna do obliczen jest zawarta we wiasciwosciach dielek-
trycznych materiatow sktadowych — informacja dostepna w zasadzie z nie-
zaleznych pomiaréw spektroskopowych. Elektrodynamiczna energia moze
by¢ obliczona dla odlegtosci wiekszych niz miedzyatomowe przez sumowa-
nie energii oscylatora o wszystkich elektromagnetycznych fluktuacjach
rozciggajacych sie przez catg strukture. Przez dtuzszy okres czasu uwazano
(109), ze teorii tej niemozna zastosowaé praktycznie do obliczenia sit elek-
trodynamicznych z powodu braku kompletnych danych spektralnych.
Jednakze niedawno Parsegian i Ninham (74—78) wprowadzili
kilka upraszczajagcych zatozen dotyczacych korzystania z danych spektral-
nych, co doprowadzito ich do wniosku, ze nie sg konieczne kompletne dane
spektralne, szczegdlnie gdy sktadowe substancje majg podobng gestosc.

Dla dziewieciu warstw (Ryc. 3) modelu Parsegiana i Gingella— po
wprowadzeniu upraszczajgcych zatozeA — og6lne wyrazenie na elektrody-
namiczng energie swobodng wzgledem nieskonczenie duzej odlegtosci
(1= o00) przyjmuje postac:

Gedl, a, b, c,a\b\¢;T)= 52 IQS H Bx)ldx (10)

Tutaj r = 24*6"2*|n/c, gdzie c¢c— szybko$¢ Swiatta w prézni, k — stata
Boltzmana, T — temperatura bezwzgledna. Symbol 2' oznacza, ze wyraz
n = 0 mnozy sie przez 1/2. W calce x jest zmienng pozorng. Grubosci a, b,
¢ materiatdow 1, 2, 3 po lewej stronie i grubosci a;, b', ¢' materiatow 1', 2,
3' po prawej stronie sg widoczne na rycinie 3. Materiat m (roztwér soli
w tym modelu) ma grubos¢ 1, ktora jest zmienng odlegtoscig oddziatywa-
nia. Na rysunku L i R sg poinieskoficzonymi materiatami po lewej i pra-
wej stronie. Dyspersja D~ zawiera wihasciwosci materiatowe i geometrycz-
ne, specyficzne dla danego ukitadu.

Ze wzgledu na pogladowy charakter artykutu czytelnikéw zaintereso-
wanych szczegétowym rozwinieciem réwnania 10 odsytam do oryginalnych
publikacji (74—78, 105, 106). Tutaj przedstawie tylko zalezno$¢ energii
elektrodynamicznej od wiasciwosci materiatowych uktadu w bardzo
uproszczonej postaci. Dyspersja D(x) jest okreSlona wzorem:
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Do) —1  /ImL’ ¢dvR-ex (V)
Funkcje materialowe sg przedstawione jako:
E;— &
jk e en n 12)
e 2 2kTn
& =& (15,), &n = Jﬁ‘ (13)

gdzie stata Plancka — 2ji | nsa czestotliwosciami i dla kazdej z nich obli-
cza sie catke réwnania 10. Zalezno$¢ oddziatywania od czestotliwosci jest
wyrazona przenikalnoSciami dielektrycznymi g kazdego rodzaju materia-
tu j.

Analiza elektrodynamicznej energii przyciggania dostarczyta dwdch ro-
dzajow wynikéw: a. W bardzo duzych odlegtosciach, rzedu kilku setek
angstreméw, komorki ulegaja niespecyficznym, wzajemnym przycigga-
niom dzieki btonie lipidowej, b. Mukoproteidowa warstwa, peryferyjna
wzgledem lipidu, moZ2 wywieraé¢ specyficzne przyciaganie na krotszych
odlegtosciach, rzedu 50A, gdzie oddzialywanie miedzy warstwami muko-
proteidowymi ma dominujgcy udziat w energii elektrodynamicznej.

1V-2c. Wielko$¢ oddziatywan

Krzywe zsumowanych energii elektrostatycznych i elektrodynamicz-
nych, obliczona przez Parsegiana i Gingella, pokazujag dwa lokalne mini-
ma energi: a. Wzglednie stabe drugie minimum energii, o gtebokosci
~5* 10-4erg/cm2 wystepuje w odlegtosciach 50 do 80A. b. Silne pierwsze
minimum energii, rzedu 0,lerg/cm2 moze wystgpi¢ w granicznym, $cistym
kontakcie komorek (<C5A). Giebokosci obydwu miniméw sg wystarczajaco
duze, aby utrzymac¢ komorki razem — a wiec na podstawie obecnych in-
formacji model ten nadal nie rozwigzuje problemu, ktdre z miniméw jest
wazniejsze w jakim$ szczeg6lnym przypadku adhezji komoérek.

1V-2d. Ocena

Fizyczny model sit dalekiego zasiegu Parsegiana i Gingella jest dal-
szym krokiem naprzéd do zrozumienia adhezji komoérek, cho€ jest jeszcze
daleki od tego, aby wystarczajgco wyjasni¢ wiele zagadnien biochemicz-
nych, immunologicznych i fizycznych zwigzanych z tym zjawiskiem. Cho¢-
by wykorzystanie tej analizy, ktére obecnie polega na spekulatywnych
zatozeniach co do grubos$ci i wiasciwosci dielektrycznych bton komoérko-
wych, zwiaszcza ich natadowanej warstwy zewnetrznej (warstwa c i ¢
na rycinie 3).
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V. Specyficznos¢ adhezji komérek

Mozna pokazaé, ze sity dalekiego zasiegu moga by¢ odpowiedzialne za
takie oddziatywania miedzy komorkami, ktére uwaza sie za specyficzne
(podrozdziat V-I). Z drugiej strony szereg doSwiadczen wskazuje na role
specyficznych ugrupowan chemicznych w adhezji komdrek, sugerujac
udziat wigzan chemicznych w oddziatywaniach miedzykomérkowych spe-
cyficznych. Zagadnienie to wymaga jednak obszernego opracowania w od-
rebnym artykule.

V-1. Specyficznoé¢ adhezji a fizyczna analiza sil oddziatywarh miedzykomdrkowych

Good przeprowadzit teoretyczne rozwazania, aby wyjasni¢ zjawisko
samorzutnego rozdzielania sie komdrek z mieszanych agregatéw (36).

Zastosowat on obliczenia energii adhezji, przypadajgcej na pare Kko-
morek, w oparciu o klasyczng teorie koloidéw liofobowych dla powierzchni
ptaskich (réwnania 2 i 4). Aby przewidzie¢ warunki, w ktérych komérki
typu a oraz typu b dazytyby do kontaktu raczej z komérkami tego samego
typu (asocjacje a-a i b-b), anizeli z komo6rkami innymi (asocjacje a-b),
G ood uzytl dobrze znang teorie rozpuszczalnosci nieelektrolitow i zasto-
sowatl zasade, ktdrg mozna wyrazi¢ nierdwnoscia:

[Vmin, n(afr)| < ~2 {"min,ll(cta)+V min, nfoty} (14)

gdzie Vminn (ab)—energia potencjalna oddziatywan miedzy komodrkami
typu a i typu b w drugim minimum, Vnitu (aa) — miedzy jednakowymi
komorkami typu a, Vmn,,, (bb) — miedzy jednakowymi komdérkami typu b.

Z obliczen Gooda, niestety opartych czeSciowo na spekulatywnych za-
tozeniach, wynika, ze réznice w elektrostatycznym potencjale powierzch-
niowym lub w statej przyciggania Hama&era A miedzy dwoma typami
komoérek dajg podstawe dla zrozumienia obserwowanego zjawiska segre-
gacji komoérek z mieszanych agregatow.

W oparciu o sitowy model oddziatywan Parsegiana i Gingella
(105, 106), analiza termodynamicznego warunku segregacji jednakowych
komérek z mieszaniny doprowadzita autorow tego modelu do odmiennego
wniosku w poréwnaniu z rozwazaniami Gooda — z sit dalekiego zsiegu
tylko elektrodynamiczne moga wykazywac specyficzno$é. Warunek spe-
cyficznosci oddziatywan miedzykomorkowych mozna wyrazi¢ nieréwnos-
cig:

Gax\-"bb < 2Ga (15)

gdzie Gaa— energia oddziatywan miedzy jednakowymi komorkami typu
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a, Ghb— energia oddziatywan miedzy jednakowymi komorkami typu b,
Gda— energia oddziatywan miedzy komérkami typu a i typu b. Ale ener-
gia G jest sumg energii elektrodynamicznego przyciggania G& i energii
elektrostatycznego odpychania Ges tak, ze G moze by¢ rozbite na dwa wy-
razy: G = Gal+ G& Energia elektrodynamicznego przyciggania miedzy
dwoma ciatami i oraz j przez substancje w jest proporcjonalna do sumy
wyrazen, ktére sg funkcjami polaryzowalnosci materiatéw w S$cisle okre-
$lonych czestotliwosciach (réwnania 10— 13):

(~j.ed ~ Aol g ft N/ Ew £: 1\

g I+
Jezeli zdefiniuje sie

M b g

to mozna napisac

G%~-2'AA- Ge*-1'BB; GE£-2'AB
Gdy A nie jest rowne B, dla kazdego wyrazu w sumie wynika nierow-
nos¢: —AA—BB <C —2AB. W konsekwencji og6lna elektrodynamiczna

energia dla mieszaniny dwéch typow komorek prowadzi do rozdzielenia
ich na agregaty jednakowych komdrek na mocy nieréwnosci:

Gaa+Gbb < 2 (16)

Odpychajace oddziatywanie elektrostatyczne przez roztwdr jonowy miedzy

dwiema ptaskimi powierzchniami o gestosci tadunku i 02mozna wyrazié
wzorem:

Gtr=o0l02f(l) 17

gdzie f(I) jest wyktadniczg funkcjg odlegtosci miedzy ptaszczyznami (108).
Jezeli tadunki powierzchniowe majg podobny znak (btony komérkowe
posiadajg zwykle przewage tadunku ujemnego), to energie odpychania
Gab miedzy niejednakowymi ciatami podlegajg zaleznosci = jIG,*GH
tak, ze

GH+Il > 2GS (18)
Wsrod dodatnich wartosci Ge sktadowa odpychajgca og6lnej energii bedzie
sprzyjata oddziatywaniom miedzy niejednakowymi ciatami. Energia elek-
trostatyczna moze by¢ wiec przyczyng tendencji do mieszania populacji
komorek.

Jezeli dwie komérki zlepiajg sie samorzutnie, to znaczy, ze sumaryczna
energia oddziatywan jest ujemna. Ujemna energia elektrodynamiczna mu-
si by¢ wieksza niz dodatnia energia odpychania elektrostatycznego. Ta
energia przyciggania jest takze zrédtem specyficznos$ci adhezji. Wg obliczen
Parsegiana i Gingella (105, 106) réznice tylko kilku procent w przycigga-
niu elektrodynamicznym sa wystarczajgco duze, aby zapewni¢ stabilng

7 Postepy Biochemii
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specyficzng adhezje tj. spetni¢ warunek specyficzno$ci wyrazony nieréw-
noscig:
|Gaa+ G th—2Gah > kT (19)

Cho¢ z ich obliczen wynika, ze nastepujace trzy zmienne witasciwosci po-
wierzchniowej warstwy ,,puszystej” bton komérkowych: grubos¢, gestosc,
spektrum absorpcji biatek i cukréw, moga da¢ wymagane réznice w przy-
gigganiu elektrodynamicznym, to lista kandydujgcych zmiennych struktu-
ralnych jest zbyt dluga, aby na podstawie modelu Parsegiana
i Gingella (105, 106) (podrozdziat 1V-2) mozna byto doktadnie ,wy-
jasnic¢”, dlaczego komorki asocjujg z komorkami podobnego typu.

Sity dalekiego zasiegu niewatpliwie odgrywajag wazng role w oddzia-
tywaniach miedzykomdrkowych i mozna obliczyé, ze sa one dostatecznie
duze, aby regulowac te oddziatywania. Przycigganie dalekiego zasiegu
mozna rozwaza¢ obecnie wytacznie na podstawie prawdopodobnej struk-
tury bton komoérkowych. Jest ono potencjalnym Zrédiem specyficznej
adhezji, ale nie jedynym. Ze wzgledu na zjawisko specyficznego rozpozna-
wania sie komorek, obok fizycznego podejScia do problemu adhezji komar-
kowej istnieje alternatywny punkt widzenia, ktéry opowiada sie za kon-
taktem powierzchni komérek w wyniku powstawania wigzan chemicznych
(np. 2). Rzeczywiscie nie ma powodu odrzuca¢ a priori modeli oddziatywan
miedzykomérkowych, ktore zakladaja, ze adhezja komorek odbywa sie
dzieki wigzaniom kowalencyjnym, lub dzieki zgodnosci strukturalnej po-
dobnej jak w oddziatywaniach antygen-przeciwciato w procesach immu-
nochemicznych. Na podstawie propnowanych aktualnie biofizycznych
modeli sit oddziatywan miedzy btonami komoérkowymi nie mozna znalez¢
Scistej zaleznosci miedzy mechanizmami strukturalnej zgodnosci, przyj-
mowanymi przez biochemikéw i immunologéw, a fizycznymi sitami, kto6-
rym muszg podlega¢ te mechanizmy.

Wiele trudnoscia zwigzanych ze Scistym trzymaniem jednego z tych
dwu skrajnych punktow widzenia znika, jezeli dopusci sie mozliwosé, ze
obydwa sg w pewnym zakresie poprawne (29). Takie potgczenie fizycznego
i biologicznego podejscia moze daé petniejsze zrozumienie oddziatywania
komoérkowego (10, 106). Wigzanie materiatu, stanowigcego warstwe ,,pu-
szystg”, do powierzchni komorek moze byé wynikiem enzymatycznie utwo-
rzonego wigzania kowalencyjnego, immunologicznej zgodnosci struktural-
nej dzieki elektrostatycznym sitom bliskiego zasiegu, dziatania elektro-
dynamicznych sit dalekiego zasiegu itd. Na rycinie 4 przedstawiony jest
schemat, zgodnie z ktérym wigzanie substancji stanowigcych warstwe
»puszysta” bton komérkowych wymaga bardzo specyficznego ,,dopasowa-
nia” strukturalnego, opartego na zasadzie klucz-zamek, a mniej specy-
ficzne elektrodynamiczne sity dalekiego zasiegu dziatajg przyblizajac ko-
morki do siebie. Modyfikacje adhezji miedzykomorkowej przez wigzanie
jednowartosciowego przeciwciata (145) mozna rozpatrywa¢ wedtug tego
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schematu oddziatywan. W podrozdziale V-2 przedstawiono niektére bada-
nia nad izolowaniem substancji z powierzchni komorek, zwiekszajacych
zdolno$¢ do adhezji, kiedy doda sie je napowr6t do zawiesiny komdarek.
Prace te wydajg sie pokazywacé, jakie sktadniki powierzchni komérek moga
by¢ odpowiedzialne za specyficzno$¢ tkankowa.

; Blona komdrkowa
Blona komorkowa )

PN TN e /

Specyficzne elektrodynamiczne / /%
Chemiczne oddziatywanie dalekiego zasiggu Chemiczne
specyficme specyficane
waimie wigzanie

Hyc. 4. Model specyficznosci adhezji komoérkowych (105). Wiazanie glikoproteidu

powierzchniowego jest chemicznie specyficzne dla kazdego typu membran. Nastepne

oddziatywania miedzy ,,puszystymi” warstwami glikoproteidowymi (Ryc. 3) wykazuje
elektrodynamiczng specyficzno$¢ nizszego rzedu. (Szczegoly w tekscie).

Takie wyodrebnienie sit przyciggajagcych i odpychajacych dalekiego
zasiegu od sit bliskiego zasiegu,'dziatajagcych po zblizeniu sie komorek
na niewielkg odlegto$¢, moze by¢ pozyteczne — przy obecnym stanie wie-
dzy — w rozrdznieniu miedzy fizycznymi a biochemicznymi lub immuno-
logicznymi pogladami na oddziatywanie komérkowe. Po zadziataniu sit
dalekiego zasiegu przyblizajagcych komarki, chemiczne reakcje, prawdopo-
dobnie wskutek elektrostatycznie kierowanych odpowiedzi fizjologicznych
komorek na takie zblizenie (99, 104), mogg dalej kontrolowaé zachowanie
sie komdérek, znajdujacych sie w niewielkiej odlegtosci od siebie. Dla przy-
ktadu — podwéjna warstwa elektryczna- moze determinowaé szybkosc,
z kt6érg wchodzg komérki w kontakt np. we wspomnianym do$wiadczeniu,
gdy rosnace stezenie soli zwiekszato szybkos¢ agregowania komdrek $lu-
zowc-a (63), a wigzanie chemiczne z kolei moze odgrywac role w wybior-
czym tworzeniu stabilnych agregatéw. Takie rozroznienie sit dalekiego
zasiegu (tj. dziatajagcych w odlegtosciach wiekszych niz odlegtosci miedzy-
atomowe) od sit bliskiego zasiegu daje mozliwos$¢ precyzyjnego okreslenia
i badania specyficznych oddziatywan bliskiego zasiegu w adhezji komoérek
po odjeciu tych pierwszych.

Artykut otrzymano 20.10.1973, po rewizji autorskiej przyjeto 14.6.1974.
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BEATA BRYSCH*

Sekwencje poli(A) w kwasach rybonukleinowych

Poly(A) Sequences in Ribonucleic Acids

Pierwsze doniesienia o obecnosci w komérkach eukariotéw kwasu polia-
denylowego (poli(A)) ukazaty sie juz przed 10 laty. Wtedy jednak sek-
wencji poli(A) nie wigzano z kwasami rybonukleinowymi, ani nie badano
czy sekwencje te sg integralng czescig sktadowa tarncucha RNA. Ed-
monds i wsp. w czasie badan nad polimeraza poli(A) w jadrach grasicy
cielecej, wykryli i wyizolowali czasteczki poli(A), wystepujace w oczysz-
czonych preparatach RNA (1, 2). Nastepnie Hadjivassiliou i Bra-
werman wyizolowali segment poli(A) z mikrosomdw watroby szczura,
ktory to segment — uwazali — nie stanowi czesSci skladowej RNA (3), lecz
przytagczony do bton mikrosomalnych, jest przyczyng uzyskiwania pod-
wyzszonej zawartosci AMP w szybkoznakujagcym sie cytoplazmatycznym
RNA (4). W pdzniejszych latach wyizolowano i scharakteryzowano pol-i(A)
wystepujacy w komdrkach wysiekowego raka Ehrlicha (5) oraz w jadrach
i cytoplazmie komdrek watroby myszy (6, 7), nadal jednak nie byto wia-
domo czy sekwencje poli(A) sa czescig sktadowg RNA. Dopiero wykrycie
sekwencji poli(A) w elektroforetycznie czystym 10S mRNA hemoglobiny
krélika (8) i stwierdzenie, ze sekwencje poli(A) wystepujace w mRNA wi-
rusa (9, 10), mRNA (11) i HnRNA (12) komorek HelLa nie oddzielajg sie
od czasteczki RNA w warunkach niszczacych stabsze, niekowalencyjne
wigzania — wskazaly, ze segment poli(A) jest integralng czesciag tancucha
RNA. Obecnie wiadomo, ze do RNA zawierajgcych sekwencje poli(A) na-
lezy HnRNA, wiekszo$¢ mRNA, mitochondrialny RNA oraz RNA niekto-
rych wiruséw. Odkrycia te zrodzity ciekawe koncepcje co do znaczenia
i roli sekwencji poli(A) w komdrce.

W niniejszym przegladzie beda omdéwione wiasciwosci segmentu poli(A)
oraz RNA zawierajacych te segmenty ze szczegdlnym uwzglednieniem in-
formacyjnego RNA, a takze poglady dotyczace roli poli(A) w RNA.

* Mgr, Zaktad Biologii Nowotworédw, Instytut Onkologii, Gliwice.

Wykaz stosowanych skrétow: poli(A) —kwas poliadenylowy; poli(U) —kwas po-
liurydylowy; oligo (dT) — kwas oligodezoksytymidylowy; HnRNA — teterogenny, jad-
rowy kwas rybonukleinowy; poli(A) (+) RNA — kwas rybonukleinowy zawierajgcy
sekwencje kwasu poliadenylowego; poli(A) (—) RNA —kwas rybonukleinowy nie za-
wierajacy sekwencji kwasu poliadenylowego.
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462 B. BRYSCH f

RNA zawierajagcy sekwencje kwasu poliadenylowego bede w dalszej
czesci artykutu nazywaé poli(A)(+ )RNA, RNA nie zawierajacy tych sek-
wencji — poli(A)(—RNA.

I. Wystepowanie sekwencji poli(A) w kwasach rybonukleinowych

Sekwencje poli(A) wykryto w RNA komorek zwierzecych (Tabela 1i 2),
roslinnych, w RNA drozdzowym, w genomach wiruséw typu RNA jak i w
RNA kodowanych przez wirusy typu DNA (Tabela 3).

U zwierzat poli(A) wyizolowano z mRNA hemoglobiny krélika (8, 13,
14, 15, 16) i kaczki (17), z polirybosomalnego cytoplazmatycznego i og6lne-
go RNA komdrek prawidtowych rosngcych zaréwno in vivo jak i hodo-
wanych w kulturach; z RNA watroby szczura (18) moézgu szczura (19), ja-
jowoddéw kur (20) i kurczat (15).

Sekwencje poli(A) wystepuja w RNA limocytéow stymulowanych fito-
hemaglutyning (21, 22), jak i w polisomalnym i ogdlnym RNA komdrek
nowotworowych: miesaka 180 myszy (23, 24, 25, 26) linii L myszy (18, 27,
28), komoérek linii HeLa (11, 12, 29, 30), raka Ehrlicha (5), szpiczaka myszy
(31, 32, 33).

Sekwencje poli(A) stwierdzono takze w HnRNA fibroblastéw linii L
myszy (28), komorek HelLa (11, 12, 29, 30), raka Ehrlicha (5, 34, 35), miesa-
ka 180 myszy (23, 25), szpiczaka myszy (31) oraz w mitochondrialnym
RNA (36).

Ostatnio sekwencje poli(A) wykryto w RNA roslin wyzszych (37, 38),
Sluzowcow (39) i drozdzy (40, 41).

Poli(A) zawierajg genomy wiruséw typu RNA: Rous Sarcoma i wirus
Rauschera (42), wirusy Sindbis i Columbia SK (43, 44), wirusy Polio i Eas-
tern Encephalitis (45, 46), jak rowniez RNA kodowane przez wirusy typu
DNA: Vaccinia (9, 30), SV—40 (47), adenowirusy (48).

W Tabeli 1 i 2 przedstawiono zawarto$¢ procentowg poli (A) lub za-
warto$¢ poli(A)(+ )RNA w roznych frakcjach RNA organizméw eukario-
tycznych, w Tabeli 3 przedstawiono zawarto$¢ procentowg poli(A)
i poli(A)(+)RNA w RNA wirusowo specyficznych.

Stwierdzono, ze sekwencji poli(A) nie zawierajg tRNA (28, 49) i rRNA
8, 9, 12, 23, 28, 30, 49). Poczatkowo uwazano, ze rowniez bakteryjny
MRNA zawiera sekwencje poli (A) cho¢ w mniejszej ilosci (50), jednak ba-
dania przy uzyciu bardziej precyzyjnych metod nie potwierdzity tych
spostrzezeh (51).

Sposréd mRNA organizméw eukariotycznych znane s mRNA nie za-
wierajgce poli(A). Nalezy do nich mRNA kodujacy fibroine jedwabnika
(52) i mMRNA kodujacy histony (28, 53, 54). Dokladniej badano mRNA
wyizolowany z polisoméw komorek linii HelLa o statej sedymentacji 7—9S
kodujacy histon. W przeciwienstwie do pozostatych mRNA tych samych
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SEKWENCJE POLI(A) W RNA 465

komorek, mRNA kodujacy histony nie zawierat fragmentéw poli(A) (53).
Podobnie histonowy mRNA izolowany z polirybosoméw komdrek mysich
linii L nie zawiera poli(A) (28). Brak sekwencji poli(A) w mRNA koduja-
cym histony moze mieé zwigzek z réznicami metabolicznymi miedzy ta
frakcja mMRNA a pozostatymi frakcjami mRNA. Informacyjny RNA histo-
néw pojawia sie w polirybosomach wczesniej niz inne frakcje mRNA (za-
wierajgce poli(A) (55), oraz posiada krdtszy od innych mRNA okres pot-
trwania (56, 57, 58). Krotszy okres pdttrwania mRNA histonéw od okresu
pottrwania poli(A)(+)mMRNA moze byé réwniez spowodowany brakiem
sekwencji poli(A), gdyz obecnos¢ tych sekwencji zdaje sie podwyzszaé sta-
bilno$¢ czasteczki mRNA (28).

Z powyzszego przegladu wynika, ze w komdrkach eukariotycznych
segment poli(A) jest czeScig sktadowa prawie wszystkich mRNA oraz
HNRNA, ktory uwazamy za prekursora mRNA.

Il. Metody izolowania RNA zawierajgcego sekwencje poli(A)

Najczesciej stosowane techniki izolowania i oczyszczania poli(A)(+)
RNA oparte sg na hybrydyzacji poli (A)(+)RNA z kwasem poliurydylo-
wym lub politymidylowym utrwalonym na nosniku. Nalezy do nich tech-
nika polegajgca na powstawaniu na kolumnie kompleksu RNA z celulozg
zawierajgcg trwale przytgczony poli(U) (9, 16, 30, 59) lub kompleksu RNA
na filtrach z widkna szklanego z przytgczonym do nich poli(U) (30, 49).
Analogiczne kompleksy tworzy RNA poli(A)(+) z celulozg zawierajaca
kowalencyjnie przytgczony kwas oligodezoksytymidylowy (5, 19, 60, 61).
Nieco odmienng jest metoda polegajaca na hybrydyzowaniu w roztworze
poli(A)(+ )RNA z poli (U) a nastepnie oddzielaniu na kolumnie z hydroksy-
apatytu tak utworzonego hybrydu od poli(A)(—RNA (28). Stosowana jest
tez adsorpcja poli(A)(+ )RNA na filtrach miliporowych (20, 23, 24, 42), lub
na samej celulozie (15, 62), oraz chromatografia kolumnowa na odpowie-
dnio przygotowanym polistyrenie (6, 7, 8).

I1l. Lokalizacja i niektore wiasciwosci segmentu poli(A) w RNA

Analiza zmierzajgca do zlokalizowania segmentu poli(A) w poli(A)(+)
RNA polega na strawieniu RNA rybonukleazami: trzustkowg i Tu a na-
stepnie przeprowadzeniu alkalicznej hydrolizy segmentu poli(A) opornego
na dziatanie tych rybonukleaz i na analizie produktéw hydrolizy. Gdyby
poli(A) znajdowat sie u konca 3' czasteczki RNA, produkt hydrolizy powi-
nien zawiera¢ adenozyne i (AMP)n, jezeli u konca 5 — adenozynocztero-
fosforan i (AMP)n, natomiast w przypadku lokalizacji poli(A) wewnagtrz



466 B. BRYSCH

czasteczki RNA produkt trawienia powinien zawiera¢ tylko (AMP)n. Taka
analiza alkalicznego hydrolizatu segmentu poli(A) w RNA kodowanym
przez wirusa wykazata obecnos¢ jednej 3' koncowej adenozyny i 02 5
kornicowego adenozynoczterofosforanu na 110 czasteczek AMP zlokalizowa-
nych wewnatrz segmentu (9). Sekwencje poli(A) w wirusowym RNA przy-
puszczalnie sg wiec dotgczone do konca 3' tancucha RNA. Do takich sa-
mych wnioskéw doszli inni autorzy na podstawie podobnej analizy seg-
mentu poli(A) pochodzacego z RNA komdrek wysiekowego miesaka 180
(25) oraz na podstawie oznaczania 3' koncowego nukleotydu po utlenianiu
nadjodanem i redukcji borowodorkiem mRNA polirybosomdw retikulocy-
tow krélika (13). Réwniez trawienie egzorybonukleazg specyficznie tra-
wigcg RNA od kornca 3'OH pozwolito ustali¢ potozenie segmentu poli(A)
u konca 3' mRNA komorek HelLa i fibroblastow linii L (63).

Podobne wyniki otrzymali inni autorzy (64) stosujac fosforylaze poli-
nukleotydowg do stopniowej hydrolizy mRNA wirusa Vaccinia. Hydroliza
tym enzymem, degradujgcym RNA w kierunku od konhca 3' do 5', dawata
poczatkowe produkty hydrolizy bogate w AMP, co wskazywato na lokali-
zacje segmentu poli(A) u konca 3' RNA. Metodg ta wykazano, ze 93°/»
poli(A) z mRNA wirusa Vaccinia, 97,6°0 poli(A) z polirybosomalnego RNA
komorek linii HeLa i 99,7% poli(A) z jadrowego RNA komdérek linii HelLa
znajduje sie przy koncu 3'RNA. Dodatkowym potwierdzeniem lokalizacji
poli(A) przy koncu 3'czasteczki RNA jest przebieg syntezy poli(A)(+ )RNA.
W miare wydtuzania sie czasteczek mRNA kodowanego wirusem zwieksza
sie ilos¢ poli(A)(+ RNA, co najprosciej mozna wyjasni¢ tym, ze dopiero
ukonczone czasteczki RNA zawierajg segment poli(A)(64), i ze segment ten
dodany jest do konca 3', gdyz synteza RNA odbywa sie w kierunku od
5' do 3.

Oznacza to, ze praktycznie wszystkie sekwencje poli(A) badane
w MRNA wirusowym, mRNA i HnRNA komdrek jadrzastych stanowig ich
3’ koniec.

Sktad nukleotydowy segmentu poli(A) pochodzgcego z frakcji RNA
réznych komoérek podano w tabeli 4. Segmenty poli(A) uzyskane z réznych
frakcji RNA tych samych komérek zawierajg bardzo zblizony procent
AMP. Réwniez poli(A) uzyskany z mRNA kodowanego wirusem zawiera
podobng ilos¢ AMP do tej, jaka znajduje sie w segmencie poli(A) pocho-
dzacym z komoérek gospodarza niezakazonych wirusem. Wyniki przedsta-
wione w tabeli 4 wsk'azujg na obecno$¢ w segmencie poli(A) niewielkich
ilosci trzech pozostatych nukleotydow.

Skiad nukleotydowy poli(A) zalezy od procedury izolowania frakcji
RNA, z ktérej pochodzit poli(A), co ilustruje tabela 5.

Segment poli(A) odciety od reszty RNA wystepuje w czasie wirowania
w gradiencie sacharozy w postaci odrebnego szczytu w rejonie 4S (Ryc. IB).
Segment poli(A) poddany elektroforezie w 2,5% zelu poliakrylamidowym
znajduje sie w dos¢ szerokim szczycie w rejonie powyzej 4S (Ryc. 2B)>
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a w bardziej stezonym zelu (10%) w mniej rozmytym szczycie w rejonie
powyzej 7S (5). Porownujac wartosci statych sedymentacji dla poli(A) po-
chodzacego z RNA z wartoScig S uzyskang dla handlowego poli(A) usta-
lono, ze segment poli(A) pochodzacy z RNA jest wzglednie diugim poli-
nukleotydem zawierajgcym okoto 300 nukleotyddéw (5). Na podstawie
stosunku ilosciowego adenozyny do AMP uzyskiwanych w wyniku hydro-
lizy alkalicznej segmentu poli(A) (9,25) oraz na podstawie ruchliwosci
w zelu poliakrylamidowym (11, 12, 21, 29, 33, 34, 47) wyznaczono dla seg-
mentu poli(A) przecietng dtugos¢ 100—200 nukleotyddéw. W piSmiennictwie
mozna spotka¢ takze dane o oznaczeniu krétszych (30—70 nukleotyddw)
segmentéw poli(A) (8, 14, 21, 23, 46). Ponadto spostrzegano bardzo krotkie
odcinki, bo zawierajace zaledwie 5—6 nukleotydéw adenylowych (13, 34,
65) umiejscowione réwniez przy koncu 3' taficucha RNA. Sprawa krotkich
segmentow nie jest w peini jasna, mozliwe ze sg one produktami nieu-
konczonej syntezy poli(A) lub hydrolizy dtuzszego segmentu poli(A), gdyz
jak wiadomo segment poli(A) w miare uptywu czasu ulega skracaniu,
0 czym bedzie mowa w dalszej czesci artykutu.

Tabela 4.
Sktad nukleotydowy poli(A) pochodzacego z réznych frakcji RNA
Frakcja RNA o
Zrodto RNA z ktorej uzy- Skdad nuideotydowy Pismien-

skano poli(A) AMP GMP CMP ump  hictwo
Komorki raka RNA ogélny 91,0 0,8 3,0 52 ®
Ehrlicha in vivo
Komérki raka RNA ogolny 68,3 9,2 6,5 16,0 ®
Ehrlicha in vitro  pH 9, 38°C

RNA ogélny 66,0 10,9 7.3 15,8 ®

pH 5, 23°C

\' RNA ogoiny 75,0 6.6 6,6 113 ®

pH 5, 65°C
Komorki HelLa RNA ogélny 90,0 (29)
Komorki Hela RNA wirusowo
zakazone adeno-  specyficzny 81,0—95,0 (48)
wirusem Typ 2
Komérki HelLa HnRNA 92,0 1,0 4,0 3,0 (29)
Komorki raka HnRNA 92,0 3,0 3,0 2,0 (34)
Ehrlicha in vitro .
Miesak 180 HnRNA 96,7 19 0,7 0,7 (25)
Komérki HelLa mMRNA 85,0 0,5 5,0 9,0 (29)
Retikulocyty 10S mRNA dla
krélika hemoglobiny 70,3 11,9 38 14,0 )
Komorki myszy ~ RNA polismal- 85,0 (27
linia L ny
Miesak 180 RNA polisomal- 98,8 0,6 0,3 0,3 (25)

ny
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Tabela 5.

Sktad nukleotydowy segmentu poli(A) pochodzacego z poli(A)(+)mMRNA komoérek myeloma
w zalezno$ci od stosowanej procedury izolowania RNA (33)

Skiad nukleotydowy (%)
AMP GMP CMP UMP

Nr Metoda izolowania RNA

1 Zawieszenie polisoméw w buforze: 0,1M

Tris-HCI pH 9+ 1% SDS, ekstrakcja RNA

fenolem 78,5 74 11 13,0
2 Wstepne trawienie polisomdw proteinazg K

(200 [xg/ml)+0,1% SDS inkubacja w 0°C

10 min. Dalsza procedura jak met.-1 75,0 10,7 1,0 133
3 Wstepne trawienie polisoméw proteinaza K

(200 jog/mi+0,1% SDS inkubacja w 23°C

3 min. Dalsza procedura jak w met. 1. 82,5 81 0,0 9,5

32? imp/min x 10~ 3

w
-

- -
-

——
——— — ———
——
——

/
ket .“-*..*_/ 1
0 10 20 30 40 50
Frakcje

/

Ryc. 1. Profil wirowania w liniowym gradiencie sacharozy RNA zawierajgcego seg-
ment poli(A) izolowanego z komorek raka Ehrlicha oraz wydzielonego segmentu
poli(A), (5).

A — (- ) poli(A)(+)RNA znakowany SP
(- ) cytoplazmatyczny »H-RNA uzyty jako marker;

B —segment poli(A) uzyskany z poli(A)(+)RNA przedstawionego na Ryc. 1A metodg trawienia
RNazg Tt i wigzania z celulozg poli(dT).
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IV. Synteza segmentu poli(A)

Miejscem syntezy poli(A) jest jadro, a pierwotng czasteczka, do ktorej
dotgcza sie poli(A) jest czasteczkg HNRNA. Juz uprzednio HNnRNA uwaza-
no za prekursorowg czasteczke mRNA przy czym mRNA lokalizowano
u konca 3' czasteczki macierzystej. mRNA uwolniony z HnRNA, zapewne
w drodze hydrolizy enzymatycznej, wraz z segmentem poli(A) u swego
konca 3' przenoszony jest do cytoplazmy. Za takim przemieszczeniem sek-
wencji poli(A) przemawia spostrzezenie, ze po krdtkiej ekspozycji ze zna-
kowang adenozyng pietno gromadzi sie w poli(A) HnRNA, natomiast ra-
dioaktywnosci nie oznacza sie w segmentach poli(A) w mRNA cytoplazmy.
Natomiast po przedtuzonym znakowaniu, albo po przeniesieniu komorek
do pozywek bez izotopu, pietno przemieszcza sie i stopniowo gromadzi
sie w sekwencjach poli(A) cytoplazmatycznego mRNA (29).

imp/min x 10~ 3

~
T

0 10 2 30 40 S0 60 0
Frakcie

Ryc. 2. Elektroforeza na 2,5% zelu poliakrylamidowym poli(A)(+)RNA izolowanego
z komérek raka Ehrlicha oraz wydzielonego segmentu poli(A), (5).

A — (- ) poli(A)(+)RNA znakowany 3P
(- ) cytoplazmatyczny 3H-RNA uzyty jako marker;
B —segment poli(A) uzyskany z poli(A)(+)RNA przedstawionego na rycinie 2A.

Woczesniejsze badania wskazywatly, ze synteza segmentu poli(A) moze
przebiegaé tacznie z RNA (6); lecz aktynomycyna D hamowata synteze
poli(A) w mniejszym stopniu niz synteze (transkrypcje) HnRNA i mRNA

8 Postepy Biochemii
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(25, 29). Natomiast swoistym inhibitorem syntezy pold(A) okazata sie kor-
dycepina (3'-dezoksyadenozyna), analog adenozyny (25, 29). Ponadto kom-
plementarny (negatywny) taficuch wirusowego RNA do taficucha poli(A)( +
+)RNA (pozytywnego) nie zawiera komplementarnych sekwencji poli(U)
(45). Powyzsze dane oraz prace innych autorow (66) sugerujg, ze segment
poli(A) jest syntetyzowany niezaleznie od transkrypcji i przytgczony do
czasteczki RNA dopiero po zakonczeniu jej syntezy.

Segment poli(A) zapewne nie jest spisywany z matrycy DNA, gdyz
nie stwierdzono aby DNA zawierat diugie sekwencje poli(dT). Ponadto
wykazano, ze sekwencje poli(A) pochodzace z wirusowego RNA nie hybry-
dyzujg z homologicznym DNA (44). Obecnie przyjmuje sie, ze synteza seg-
mentu poli(A) przebiega niezaleznie od transkrypcji HnRNA; segment
poli(A) zostaje dotgczony do konca 3' taicucha HnRNA prawdopodobnie
przez kolejne enzymatyczne dotgczenie nukleotydéw adenylowych po za-
konczeniu transkrypcji HnRNA (64).

Pewnych wyjasnien co do miejsca i sposobu syntezy segmentu poli(A)
dostarczajg dane o polimerazach poli(A).

Polimerazy poli(A) wykryto zaréwno u bakterii jak i u eukariotéw.
Substratem dla tych enzymoéw jest gtéwnie ATP, a polimeryzacje mozna
przedstawi¢ nastepujgcym schematem:

n [ATP] -» poli (A) + ,,PPj

Inne nukleotydy mogg by¢ réwniez wigczone, cho¢ w mniejszym stop-
niu niz ATP.

Obecnos¢ enzymu polimeryzujgcego ATP stwierdzono w komorkach
E.coli (67, 68). Aktywnos$¢ polimerazy poli(A) w komérkach bakteryjnych
zanika po infekcji bakterii fagami T2 T4 T5i T6(ale nie T3i X najpewniej
wskutek uwolnienia w czasie infekcji swoistego inhibitora polimerazy (67).
Jako inicjator moga stuzyé enzymowi rRNA, DNA z dotgczonym terminal-
nie rybonukleotydem. DNA nadtrawiony DNAazg i DNA zdenaturowany
(68). Rola polimeraz poli(A) bakterii nie jest jasna, a w kazdym razie od-
mienna od roli polimerazy poli(A) w komdrkach jadrzastych, gdyz jak to
wspomniano na wstepie, bakteryjny RNA nie zawiera sekwencji poli(A).

Bardziej interesujgcym i stojacym w bezposrednim zwiazku z omawia-
nym problemem jest fakt wystepowania polimeraz poli(A) w organizmach
zwierzecych. Z jader grasicy cielecej wyizolowano polimeraze poli(A), kté-
ra katalizuje polimeryzacje i wtgczenie AMP wewnatrz tancucha RNA (1).
Podobny enzym znaleziono w jadrach komérek wysiekowego raka Ehrlicha
(69). Enzym ten w obecnosci RNA jako inicjatora oraz ATP jako substratu,
katalizuje synteze taricucha poli(A) dotgczonego do RNA (69). W jadrach
watroby kurzej znaleziono polimeraze poli(A) zalezng od DNA (70). Nie
ulega ona stymulacji przez RNA, a dlugo$¢ syntetyzowanego tancucha
poli(A) wynosi okoto 100 nukleotyddéw. Natomiast w watrobie szczura wy-
kryto polimeraze poli(A) dla ktorej substratem jest AMP a inicjatorem
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moga by¢ badZ RNA badZz to syntetyczne oligo- lub polinukleotydy (71).
Syntetyzowany przez ten enzym tancuch poli(A) zawiera od 20 do 50 nu-
kleotyddw i jest zwigzany z koficem 3' inicjatora.

Enzym polimeryzujagcy ATP do poli(A) wykryto rowniez w mitochon-
driach watroby szczura. Interesujgcym jest stwierdzenie znacznego obnize-
nia aktywnos$ci mitochondrialnej polimerazy poli(A) w watrobiaku Morrisa
w poréwnaniu do zdrowej watroby (72). Stwierdzono, ze utrata aktyw-
nosci mitochondrialnej polimerazy poli(A) w komérkach watrobiaka nie
wynika z obecnosci ATP-azy w tym enzymie, ani z obecnosci specyficznych
inhibitorow (72).

V. Wiasciwosci RNA zawierajacych sekwencje poli(A)

Catkowity poli(A)(+ )RNA izolowany z komoérek jest heterogenny,
0 czym Swiadcza wyniki wirowania w gradiencie sacharozy (Ryc. 1A), lub
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (Ryc. 2A). Na obu rycinach wi-
doczny jest heterogenny rozktad radioaktywnosci pochodzacy ze znakowa-
nego poli(A)(+ )RNA z przewaga w rejonie pomiedzy 18 a 4S (5). Jednak
cze$¢ czasteczek RNA posiadajagcych wyznakowany segment poli(A) ma

285 188  Hislonowy mRNA © A4S
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% catkowitych imp.
-
T

1 1
10 2 30 40

Frakcje

Ryc. 3. Elektroforeza na 27%> zelu poliakrylamidowym poli(A)(4-;)RNA (0O—O)
i poli(A)(—mRNA (*—-¢) z polirybosoméw komaérek linii HeLa (28).

state sedymentacji wieksze niz 28S, podobnie jak ciezkie frakcje HnRNA.
Cytoplazmatyczny lub polisomalny poli(A)(+ )RNA izolowany z réznych
komorek zwierzecych sklada sie z heterogennych frakcji rozmieszczonych
w rejonach od 30 do 4S (8, 12, 23, 25, 28, 31, 61). Dla przyktadu na Ryc. 3
przedstawiono heterogenny (od okoto 40 do okoto 10S) rozkiad polisomal-
nego poli(A)(+)RNA komorek linii HeLa w elektroforogramie w zelu po-
liakrylamidowym poréwnany z rozktadem polisomalnego poli(A)(—RNA,

g*
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ktory to RNA zawiera wyrazne szczyty 4S, 18S i 28S, oraz szczyt zlokali-
zowany pomiedzy 18S a 4S, odpowiadajgcy histonowemu mRNA (28) nie
zawierajgcemu poli(A).

Sktad nukleotydowy poli(A)(+ )RNA i poli(A)(—RNA pochodzacych
z calych komdrek raka Ehrlicha hodowanych in vivo podano w tabeli 6.
Jak wynika z tabeli zaréwno poli(A)(+ )RNA izolowany w pH 5 jak
i wpH 9 jest bogatszy w AMP w poréwnaniu z odpowiednimi preparatami
poli(A)(—RNA. Frakcja poli(A)(+)RNA izolowana w pH 9 jest bogatsza
w AMP niz odpowiadajaca jej frakcja poli(A)(+ )RNA uzyskana w pH 5.
W tabeli 7 przedstawiono sktad zasad polisomalnego poli(A)(+ )RNA oraz
mRNA izolowanych (innymi metodami) z fibroblastow L myszy oraz ko-
morek Hela. Jak wida¢ z danych Sredni sktad zasad obu frakcji RNA jest
zblizony, co przemawia za podobienstwem (lub identycznoscia) obu ro-
dzajow czasteczek.

Tabela 6

Skfad nukleotydowy poli(A)(+)RNA pochodzacego z catych komorek raka Ehrlicha izolowanego

w pH 5i pH 9, znakowanego 3P 12 godz. Frakcje RNA zawierajace poli(A) otrzymywano przez

kompleksowanie z celulozg-oligo (dT). Dla poréwnania podano sktad nukleotydowy odpowiednich
preparatéw poli(A)(—DRNA (wg 5)

Mol % pH 5 RNA pH 9 RNA -
0
ppli(A)(+)RNA  poli(A)(DRNA  poli(A)(+)RNA  poli(A)(—RNA
CMP 235 ' 29,8 214 26,8
AMP | 23,7 17,6 i 39,7 194
GMP ’ 28,3 33,7 19,7 375
UMP 1 256 18,9 19,2 17,2
Tabela 7
Skfad zasad polisomalnego poli(A)(+)RNA oraz mRNA
. i Mol % PisSmien-
Materiat 1 A U G C G+cC nictwo
Polisomalny poli(A)(+)RNA
Komorki myszy linia L 289 22,4 26,5 22,1 48,6 27
Komorki HelLa 30,1 23,8 21,8 24,4 46,2 oD
mRNA
Retikulocyty krolika 28,2 191 27,9 24,9 52,8 (85)
Komérki HelLa 30,1 23,8 21,8 24,4 46,2 (1)

Jak juz wspomniano, segmenty poli(A) zawarte w mRNA ulegajg skro-
ceniu w miare uptywu czasu (25, 27). Takie skracanie poli(A) w mRNA
szczegOlnie wyraZnie spostrzegano przy jednoczesnym blokowaniu syntezy
RNA duzg dawkg (5 fig/ml) aktynomycyny D (73). W miare uptywu czasu
od momentu podania aktynomycyny i po przeniesieniu komérek do pozy-
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wek nie zawierajgcych znakowanej adenozyny, segmenty poli(A) w RNA
polisoméw (lub mRNA) zmniejszaty sie i byty bardziej réznorodne pod
wzgledem wielkosci. W przypadku jadrowego RNA nie znaleziono zna-
kowanego poli(A) juz w 22 godziny po przeniesieniu komérek na pozywki
bez znakowanego prekursora (73).

Segment poli(A) w HNnRNA uzyskany w czasie 48 godzin znakowania
jest dluzszy niz segment poli(A) w RNA cytoplazmatycznym. Réznica ta
wystepuje jedynie wéwczas, gdy okres znakowania jest diugi. W krétkim
(12 min) czasie znakowania dlugo$¢ segmentu w HnRNA 1 cytoplazma-
tycznym RNA jest jednakowa (73). Skracanie segmentu poli(A) w miare
uptywu czasu musi odbywaé sie zatem dopiero po przetranspotowaniu
mRNA do cytoplazmy, co sugeruje zwigzek z procesem ,starzenia” sie
mMRNA (73), jakkolwiek ostatnio ukazaty sie pierwsze dane przemawiajace
za degradacjg poli(A) juz na terenie jadra (74).

V1. Rola segmentu poli(A)
\ Co

Przedstawione w poprzednim rozdziale niektore wiasciwosci czgsteczki
polisomalnego poli(A)(+ )RNA sugeruja, ze stanowi ona wiasciwy infor-
macyjny RNA. Bezposrednio na to dowody pochodzag z badan aktywnosci
matrycowej poli(A)(+ )RNA w syntezie biatka. Polisomalny poli(A)(+ )RNA
ulega translacji do specyficznych biatek w systemach pozakomdérkowych.
| tak na przyktad 9S mRNA zawierajagcy poli(A), izolowany z polisoméw
retikulocytow myszy syntetyzuje in vitro hemoglobine myszy (16, 75).
Podobnie odpowiednie poli(A)(+ )RNA izolowane z cytoplazmatycznego
czy tez polisomalnego RNA ulegajg translacji w systemie in vitro dajac
globine krélika (8, 15, 49, 61, 62), owoalbumine (15, 20), awidyne (20) oraz
lekki tancuch biatkowy specyficzny dla komérek myeloma (32). Uzyski-
wane w drodze syntezy in vitro biatka sg identyczne, lub tylko nieznacznie
rézne od odpowiadajagcych im frakcji biatkowych syntetyzowanych endo-
gennie, co stwierdzono przy pomocy elektroforezy na zelach, chomatografii
oraz immunoprecypitacji tych bialek ze specyficznymi dla nich przeciw-
ciatami. Polisomalny poli(A)(+ )RNA posiada wiec istotne cechy informa-
cyjnego RNA.

Rola sekwencji poli(A) w HnRNA i mRNA nie jest jednak jednoznacz-
nie okreslona. Wiele danych wskazuje na udziat sekwencji poli(A) w two-
rzeniu RNA informacyjnego z prekursorow HnRNA i w transporcie mRNA
z jadra do cytoplazmy. Jak wspomniano wyzej segment poli(A) jest przy-
taczony kowalencyjnie do konca 3' zarobwno HnRNA jak i mRNA (29).
W trakcie znakowania pulsowego segment poli(A) pojawia sie jednak
wczesniej w HnRNA niz mRNA. Informacyjny RNA jest z calg pewnoscig
transkryptem chromatyny a wiec synteza jego zachodzi na terenie jadra.
Dane te sugeruja, ze mRNA moze by¢ produktem powstajagcym w wyniku
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przemian HnRNA. Przemawia za tym pogladem réwniez homologia sek-
wencji nukleotydow mRNA i cze$ci HNRNA komoérek Hela (76), a takze
komorek transformowanych wirusem SV40 (77) i identyczne produkty
translacji pochodzace z poli(A)(+)HNRNA i’ poli(A)(+)MRNA komérek
szpiczaka, uzyskane po wstrzyknieciu obu matryc oocytom Xenopus laevis

(31).

5 Powtarzajace sie sekwencje; Gen strukturalny

| X . ONA
Transkrypcja m~Hanowanie aktynomycyna D
Iwvvwvvw\( HARNA
Dodanie Hamowanie kordycepina
segmentu Poli (A)
Poli(A)(t) HRNA
INWVINWWIW LAY ter
"Oojrzewanie"
mMRNA
5 AVVWWA Poli (A
TR (A (
Pula Poli (A) (=) HaRNA? Degradacja? Transport do cytoplazmy

Degradacja?

Ryc. 4. Model powstawania i przenoszenia mRNA z jadra do cytéplazmy. Na schema-
cie przedstawiono sytuacje gdy HnRNA zawiera transkrypt (mRNA) tylko z jednego
cistronu;

sekwencje powtarzajace sig
(G ) sekwencje unikalne
(A/WNA) segment poli(A).

Rola sekwencji poli(A) w przemianie HnRNA w mRNA jest bardzo
prawdopodobna, lecz molekularny mechanizm takiej przemiany nie jest
jasny. Sugeruje sie, ze segment poli(A) bierze udziat w wyborze miejsca
odciecia mRNA od pozostatych, powtarzajagcych sie sekwencji HnRNA
(34, 65). Dotaczenie segmentu poli(A) bytoby niezbedne dla rozpoczecia
procesu ,,przerdbki,” (processing) HNRNA w mRNA. By¢ moze iz mRNA
pochodzacy z ,,prawej” (blizej konca 3") czesci HNRNA wraz z segmentem
poli(A) po enzymatycznym odcieciu od powtarzajacych sie sekwencji
czesci ,lewej” (blizej konca 5" zostaje przetransportowany do cytoplazmy
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(Ryc. 4). Za udziatem pold(A) w transporcie mRNA z jadra do cytoplazmy
przemawia obserwacja, ze po zahamowaniu syntezy poli(A) kordyceping
nowo syntetyzowane HnRNA i mRNA sg pozbawione segmentu poli(A),
a jednoczes$nie spostrzega sie znaczny spadek iloSci mRNA w poliryboso-
mach (25, 29).

Pewnych danych mogacych wyjasni¢ role poli(A) w procesie transpor-
tu mRNA dostarczajg odkrycia frakcji biatkowych skompleksowanych
z sekwencjami poli(A) polisomalnego RNA. Segment poli(A) polisomalnego
RNA komorek miesaka 180 istnieje w kompleksie z biatkiem o statej sedy-
mentacji rownej 12—15S (78). Kompleks poli(A) — biatko mozna rozdzieli¢,
przy czym uwolniony segment poli(A) posiada te samg statg sedymentacji
co poli(A) uzyskany z polisomalnego RNA tych komérek. Podobne kom-
pleksy stwierdzono we frakcji mMRNA komdrek myszy linii L i komorek
watroby szczura (18) oraz w globinowym mRNA komoérek krolika (79).
Kompleksy poli(A) — biatko stwierdzono réwniez w mRNA nie zwigza-
nym z polisomami, istniejgcym w cytoplazmie oraz w mRNA, ktéry znaj-
dowat sie jeszcze na terenie jadra (78). Wiele danych przemawia za wyste-
powaniem mRNA ssakow w postaci komplekséw rybonukleoproteidowych
uwazanych za forme transportowg mRNA (26, 80, 81, 82). Kompleksy
MRNA — biatko sedymentujg w rejonie 30—150S, a odbialczony mRNA
w rejonie 10—30S. Rowniez gesto$¢ tych kompleksow w gradiencie soli
ciezkich jest nizsza od gestosci wolnego mRNA.

Informacyjny RNA histonéw nie posiada segmentu poli(A), a mimo
to przemieszcza sie z jadra do cytoplazmy i pojawia sie w polisomach
wczesdniej niz inne poli(A)(+ )MRNA. W komdrce moga wiec istnie¢ jeszcze
inne mechanizmy ksztattowania sie czasteczki mRNA, jak réwniez mecha-
nizmy transportu mRNA bez udziatlu poli(A). Nie mozna wykluczy¢, ze
geny kodujace histony sg inaczej zorganizowane niz geny pozostatych bia-
ek, stad unikalna posta¢ produktu ich transkrypcji.

Mozliwy jest rowniez udzial sekwencji poli(A) w stabilizowaniu czga-
steczki mRNA. Wykryty w mRNA kompleks poli(A) — biatko, o ktérym
wspomniano powyzej, nie tworzy wprawdzie na tyle zwartej struktury,
by catkowicie ochrania¢ poli(A) przed hydroliza RNaza T2 czesciowo jed-
nak go ochrania; szybko$¢ hydrolizy poli(A) w kompleksie z biatkiem jest
obnizona w poréwnaniu z szybkoscig hydrolizy wolnego poli(A) (79). Po-
nadto wspomniana juz czesSciowo korelacja miedzy obnizong stabilnoscia
bakteryjnych mRNA (44, 49, 83) i histonowego mRNA (56, 57, 58) w po-
réwnaniu z innymi mRNA eukariotéw (zawierajgcymi poli(A)) a brakiem
sekwencji poli(A) w tych frakcjach mRNA moze réwniez przemawia¢ za
mozliwg rolg poli(A) w stabilizowaniu czgsteczki mRNA. Nalezy jednak
zwréci¢ uwage, ze pordwnywanie systemu bakteryjnego z systemem Kko-
morek jadrzastych nie jest catkowicie adekwatne.

Sugerowana przez niektérych badaczy funkcja segmentu poli(A) w pro-
cesie translacji nie jest jasna i jednoznacznie okre$lona. Za taka funkcja
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poli(A) miatoby przemawia¢ wystepowanie poli(A) w pozytywnym (ule-
gajacym translacji) pasmie RNA wiruséw, a z drugiej strony brak poli(A)
w pasmie negatywnym (43)-.

Wykazano, ze enzymatyczne odciecie segmentu poli(A) w mRNA poli-
somow limfocytéw ludzkich stymulowanych fitohemaglutyning uniemo-
zliwia przytaczenie N-formylo-metionylo-tRNA do rybosomoéw, a zatem
uniemozliwia inicjacje syntezy fancucha biatkowego (21). Informacyjny
RNA z retikulocytdw krolika uzyskany z ciezszych polirybosoméw za-
wiera wiecej poli(A) niz mRNA lzejszych polisomdw, co sugeruje zaleznos$¢
miedzy iloscig poli(A) w mRNA a wiekiem mRNA. Dojrzewaniu retikulo-
cytow towarzyszy ponadto obnizenie zdolnosci do syntezy biatka oraz
zmniejszenie ilosci ciezszych polisoméw (8). Te pojedyncze obserwacje nie
pozwalajg jednakze wyciagna¢ jednoznacznych wnioskéw co do udziatu
i roli sekwencji poli(A) w procesie syntezy biatka.

Zahamowanie syntezy biatka emetyng, cykloheksimidem czy paktamy-
cyng nie. zapobiega skracaniu segmentu poli(A) w mRNA (73), co prze-
mawia za brakiem zwigzku miedzy skracaniem poli(A) w mRNA a udzia-
tem mRNA w syntezie biatka. Zwigzek taki zapewnie jednak istnieje, bo
jak juz wspomniano ,starsze” mRNA majg krotsze poli(A) (25, 27, 73).

Odkrycie sekwencji poli(A), a nastepnie zlokalizowanie ich w okreslo-
nych frakcjach RNA zrodzito ciekawe koncepcje dotyczgce biosyntezy
i funkcji mMRNA w komoérkach eukariotycznych. Niektdre z tych koncepcji
zostaty juz sprawdzone i potwierdzone doswiadczalnie. Znalezienie sek-
wencji poli(A) w informacyjnym RNA oraz w jadrowym, heterogennym
RNA (HnRNA) pozwolito ustali¢ wzajemne wspo6tzaleznosci miedzy obie-
ma frakcjami i wykaza¢, ze HnRNA jest prekursorem mRNA. Wykrycie
segmentu poli(A) w informacyjnym RNA stwarza takze nowe, znacznie
szersze mozliwosci metodyczne, zwiaszcza pozwala na izolowanie mRNA
i jego prekursora w stanie duzego oczyszczenia.

Artykut otrzymano 9.4.1974, po rewizji autorskiej przyjeto 24.6.1974.
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EDWARD BANKOWSKI* | WLADYSEAW GALASINSKI**

Biosynteza kolagenu
Collagen Biosynthesis

Kolagen wzbudzit zainteresowanie jako biatko strukturalne, wystepu-
jace powszechnie w tkankach zwierzecych, charakteryzujace sie unikal-
nymi cechami budowy i ulegajgce zmianom w wielu stanach patologicz-
nych.

Ponad 30°/0 reszt aminokwasowych kolagenu stanowi glicyna, a okoto
15°/0 stanowig reszty prolilowe. Na szczegdlng uwage zastuguje jednak
obecnos¢ hydroksyproliny i hydroksylizyny, aminokwaséw niezmiernie
rzadko spotykanych w innych biatkach zwierzecych oraz bardzo niska
zawarto$¢ aminokwasdw aromatycznych i siarkowych (1, 2, 3).

Podstawowa jednostka strukturalng kolagenu *** jest tzw. tropokolagen,
czasteczka o wymiarach 15X3 000A, ztozona z trzech tancuchéw peptydo-
wych o masie okoto 100 000, zwanych podjenostkami a. W wiekszosci tka-
nek zwierzat wyzszych tropokolagen skiada sie z dwu identycznych tan-
cuchdéw aj i jednego tancucha a2 r6znigcego sie nieznacznie od poprzednich
sktadem i sekwencjg aminokwasowa (4). Obecno$é duzej liczby reszt proli-
lowych i hydroksyprolilowych sprawia, iz tancuchy kolagenowe nie tworzg
typowej a-spirali. Spirala wytworzona przez tancuchy kolagenowe jest
bardziej rozciagnieta w poréwnaniu z a-spiralg. Odlegtos¢ osiowa sgsiadu-
jacych ze sobg reszt aminokwasowych wynosi 291A, podczas gdy w przy-
padku a-spdrali wynosi ona jedynie 1,5A. Tak duze rozciggniecie tancu-
chéw kolagenowych uniemozliwia wytworzenie wewnatrztancuchowych
wigzan wodorowych, pozwala jednak na powstanie wigzan typu wodoro-
wego miedzy sasiadujgcymi tafcuchami, utrwalajagc w ten sposéb typowa
dla kolagenu strukture potréjnej spirali (5, 6).

Poniewaz glicyna stanowi 1/3 reszt aminokwasowych kolagenu i jest
rbwnomiernie rozmieszczona na catej dtugosci tancuchdéw, biatko to moze
by¢ rozpatrywane jako polimer trojpeptydu o skladzie Gly-X-Y. W pozycji

* Dr, Zaktad Biochemii Akademii Medycznej, Biatystok,

** Doc. dr habil., Zaktad Chemii Ogo6lnej Akademii Medycznej, Biatystok

Wykaz stosowanych skrétow: Gal — galaktoza, Gic — glukoza, HyLys — hydroksy-
lizyna, HyPro — hydroksyprolina, m-RNA —informacyjny kwas rybonukleinowy,
transfer RNA — przenos$nikowy kwas rybonukleinowy, UDP — urydynodwufosforan,
peptyd oti— CB-8-HA-1.
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X najczesciej wystepuje prolina, a w pozycji Y hydroksyprolina. Grupa
C=0 proliny wbudowanej do jednego z tanicuchoéw jest nosnikiem silnie
elektroujemnego tadunku tworzacego dos$¢ trwatle wiagzanie wodorowe
z grupa N—H glicyny wbudowanej do sasiedniego tancucha. Wykazano,
ze na jeden tryplet Gly-X-Y przypada jedno wigzanie wodorowe (7). Po-
wstaje ono zawsze pomiedzy grupag N—H glicyny i grupg C=0 proliny
lub innego aminokwasu wystepujacego w pozycji X (8, 9). W miare dojrze-
wania kolagenu jego struktura przestrzenna stabilizuje sie przez powsta-
wanie wigzan poprzecznych typu kowalencyjnego (10, 11).

Kolagen cechuje sie do$¢ niskg temperaturg denaturacji cieplnej wy-
noszaca okoto 40°C. W temperaturze tej wigzania wodorowe ulegajg rozer-
waniu, a do roztworu przechodza pojedyncze tancuchy a, ich dimery (pod-
jednostki P) lub trimery (podjednostki#) zawierajagce wszystkie trzy tan-
cuchy tropoklogenu lecz utozone w sposob przypadkowy, nieuporzadko-
wany. Podjednostki te mozna rozdzieli¢ na drodze chromatografia kolum-
nowej (12) lub elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (13).

Synteza kolagenu zachodzi w komorkach tkanki tacznej w fibroblas-
tach (14, 15, 16, 17), chondroblastach (18), osteoblastach (19) i odontoblas-
tach (20).

denaturacja
termiczna (M0'c)

%.3,} LR

chromatografia
na CM ‘Celulozie

Wl’_

LR I

600 800 ObjgTost eluatu wml

Ryc. 1. Schemat czasteczki tropokolagenu i procesu jego denaturacji (2, 12)

Ostatnie doniesienia sugeruja, ze czynno$¢ te mogg spetnia¢ rowniez
niektére komadrki pochodzenia ektodermalnego (21, 22) i entodermalnego
(23). Proces biosyntezy kolagenu mozna podzieli¢ na szes¢ kolejno po sobie
nastepujacych etapéw wedtug nastepujgcego schematu:

a) transport aminokwasoéw do wnetrza komorki syntetyzujacej,

b) synteza tancuchoéw peptydowych,

c) hydroksylacja niektdrych reszt prolilowych i lizylowych,
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d) glikozylacja niektorych reszt hydroksylizylowych,
e) transport nowopowstatego biatka do przestrzeni pozakomorkowej,
f) powstawanie wiokien kolagenowych.

I. Transport aminokwasow przez btone komoérki tkanki tgcznej

Transport aminokwasdéw do wnetrza komorki syntetyzujgcej kolagen
odbywa sie wbhrew gradientowi stezen, a wiec wymaga dostarczenia energii.
Najwiecej uwagi poswiecono transportowi glicyny i proliny, jako gtow-
nych sktadnikéw aminokwasowych kolagenu. Wspotczynnik podziatu ami-
nokwaséw pomiedzy komérka i ptynem pozakomérkowym waha sie zalez-
nie od rodzaju aminokwasu i wieku zwierzecia od okoto 8 do 42. Kosc
ptodowa szczura wchiania w tym samym czasie kilkakrotnie wiecej zna-
kowanego aminokwasu niz ko$¢ osobnika dorostego. Inkubacja kosci szczu-
ra w Srodowiskach o réznych zawarto$ciach aminokwaséw wskazuje, ze
ich wchtanianie przez komorke zwieksza sie wraz ze wzrostem stezenia
osiagajac plateau przy okreslonych stezeniach charakterystycznych dla
poszczegOlnych aminokwasow (24, 25). t

Obecnos¢ glicyny, kwasu a-aminoizomastowego, kwasu azetydyno-2-
karboksylowego i hydroksy L-proliny dziata hamujgco na transport L-pro-
liny do wnetrza komérki, natomiast glicyloprolina, proliloglicyna, glicylo-
hydroksyproLina i hydroksyproliloglicyna nie wykazujg takiego dziatania
(24, 26).

L-prolina hamuje nieco transport glicyny lecz w sposéb niekompety-
cyjny. Usuniecie ze $rodowiska jondéw Na+ lub zastgpienie ich Trisem+,
Li+ lub choling+ obniza wchtanianie glicyny o 50 do 60°/0, natomiast cat-
kowicie znosi czynny transport proliny. Powyzsze spostrzezenia $wiadczg,
iz mechanizm transportu glicyny rézni sie w istotny sposob od transportu
proliny (24).

Hamujacemu dziataniu hydroksyproliny na transport proliny przypi-
suje sie pewne znaczenie w procesie regulacji biosyntezy kolagenu. Jak
wiadomo, przyspieszonej biosyntezie kolagenu towarzyszy wzmozona de-
gradacja tego biatka powodujgca wzrost zawartosci wolnej hydroksyproli-
ny w przestrzeni miedzykomérkowej. Iminokwas ten moze zwrotnie ha-
mowaé biosynteze kolagenu (26). Hydroksyprolina pochodzaca z rozpadu
kolagenu tkankowego nie whudowuje sie ponownie do tego biatka (27).

Amid kwasu jodooctowego nieodwracalnie wigzacy grupy SH, jest in-
hibitorem transportu aminokwaséw. Podobny, cho¢ ilosciowo stabszy,
efekt wykazujg cyjanki lub fluorki. Ouabaina, swoisty inhibitor ATP-azy
(E. C. 3.6.1.3.), ktdrej aktywno$¢ zalezy od obecnosci jonoéw sodowych,
zmniejsza wchianianie glicyny i proliny o okoto 50°/0. Przy braku jondéw
Na+ fluorki, cyjanki i oubaina nie dziataja, podczas gdy amid kwasu jodo-
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octowego w dalszym ciggu hamuje ten proces. Spostrzezenia te wskazujg,
ze fluorki, cyjanki i oubaina hamujg reakcje zalezne od obecnosci jonow
sodowych, podczas gdy amid kwasu jodooctowego dziata przez blokowanie
grup SH btony komorkowej lub enzyméw wewnatrzkomaérkowych (24).

*

Il. Biosynteza tahcuchow peptydowych kolagenu

Synteza ftancuchow peptydowych kolagenu zachodzi na polisomach
zwigzanych z blonami siateczki endoplazmatycznej (28). Poniewaz tan-
cuchy kolagenu majg bardzo wysoka mase czasteczkowag w pordéwnaniu
z innymi biatkami (okoto 100 000) przypuszczano, ze powstajg one z kilku
oddzielnie syntetyzowanych podjednostek, ktére po oddzieleniu od rybo-
somow t3cza sie ze sobg niepeptydowymi wigzaniami kowalencyjnymi (29,
30). Badania Vuusta i Pieza (31) wykazaly jednak niezbicie, ze
faricuch a powstaje w sposob ciggly na jednej matrycy m-RNA. Czas syn-
tezy jednego tancucha wynosi okoto 6 minut. Poniewaz tancuchy a zawie-
rajg po okoto 1000 reszt aminokwasowych, stad m-RNA uczestniczacy
w ich syntezie musi mie¢ mase czasteczkowa wynoszaca okoto 1000 000
i nalezy do najwiekszych ze spotykanych w przyrodzie (32).

Kompleks rybosomalny zaangazowany w tym procesie musi by¢ row-
niez nieprzecietnie duzy. Badania wykonane w réznych laboratoriach daty
bardzo rozbiezne wyniki odnosnie wielkosci tych komplekséw. Przyczyng
tych niezgodnosci jest prawdopodobnie réznorodno$¢ uktadoéw, z ktorych
byly izolowane oraz mozliwos¢ kompleksowania rybosoméw z kolagenem
w czasie preparatyki (14, 29, 32, 33, 34).

Typowe dla kolagenu aminokwasy, hydroksyprolina (28, 35) i hydro-
ksylizyna (36) nie sg bezposrednio whudowywane do taricuchéw peptydo-
wych kolagenu. Ich obecno$é i zawartos¢ w kolagenie nie jest determino-
wana przez m-RNA. Powstajg one w wyniku hydroksylacji proliny i lizyny
poprzednio wbudowanych do prekursorowej formy tego biatka, zwanego
protokolagenem (37). Na uwage zastuguje fakt, iz nie wystepujacy w przy-
rodzie izomer hydroksyproliny, 3,5 cis-hydroksyprolina whudowuje sie do
kolagenu w miejscu przeznaczonym dla proliny, hamujgc w ten sposob in-
korporacje tego aminokwasu. Badania wykonane na izolowanej chrzgstce
zarodka kurzego wykazaty, ze ilos¢ cis-hydroksyproliny wbudowanej do
nowopowstajagcego kolagenu zwieksza sie w miare wzrostu'stezenia tego
izomeru w ptynie inkubacyjnym. Przy zawartosci 194(ig/ml okoto 61%
reszt prolilowych i transhydroksyprolilowych zostaje zastgpione przez cis-
hydroksyproline. Obecno$¢ cis-hydroksyproliny w piynie inkubacyjnym
nieznacznie tylko zmniejsza inkorporacje innych aminokwaséw do kolage-
nu. Kolagen syntetyzowany w obecnosci cis-hydroksyproliny ma prawidto-
wy ciezar czasteczkowy, prolina i lizyna sg prawidtowo hydroksylowane,
a hydroksylizyna jest prawidtowo glikozylowana, natomiast wydzielanie
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poza komérki powstatego w tych warunkach kolagenu jest wybitnie
zmniejszone (38) z powodu niemoznosSci osiagniecia struktury potréjnej
spirali (39).

Inkorporacja do protokolagenu w miejsce proliny jej analogéw, jak
kwas azetydyno-2-karboksylowy (40, 41, 42, 43), 3-4 dehydroprolina (44)
lub cis-4-fluoroprolina (42, 43) zmniejsza zawarto$¢ L-proliny w tym biat-
ku i hamuje hydroksylacje zaréwno proliny jak i lizyny. Wynikajgce stad
obnizenie zawartosci hydroksylizyny pocigga za sobg spadek ilosci hydro-
ksylizynopochodnych glikozydow.

Trans-4,5-dehydrolizyna kompetycyjnie hamuje interakcje lizyny
z transfer RNA. Inkubacja kosci piszczelowej zarodka kurzego w $ro-
dowisku zawierajagcym 4,6mM stezenie dehydrolizyny powoduje niemal
catkowite zastgpienie lizyny przez jej analog w nowopowstajgcym kolage-
nie. 3-4 dehydrolizyna nie wptywa w istotny sposoéb na inkorporacje in-
nych aminokwaséw ani nie hamuje procesu hydroksylacji proliny i lizyny.
Poniewaz-4,5-dehydrolizyna nie podlega hydroksylacji ani glikozylacji,
powstajacy w tych warunkach kolagen jest ubogi w hydroksylizyne i hy-
droksylizynopochodne glikozydy, zawiera natomiast prawidtowa ilosé
trans-hydroksyproliny (45).

Kolagen zawierajagcy wyzej wymienione analogi proliny i lizyny jest
bardzo wolno wydzielany do przestrzeni pozakomdrkowej (40, 42, 43,
44, 45).

Zastosowanie poteznego inhibitora procesu hydroksylacji protokolage-
nu, a-aldwupirydylu, umozliwito izolacje i blizsze poznanie prekursorowej
postaci kolagenu (18, 46, 47). Krdtkotrwate dziatanie acct dwupirydylu (do
90 min.) na fibroblasty izolowane ze $ciegien zarodka kurzego niemal cat-
kowicie znosi hydroksylacje protokolagenu i powoduje jego akumulacje
wewnatrz komoérki, nie hamuje natomiast syntezy tego biatka (47). Znie-
sienie hamowania przez dodanie jonéw zelazawych umozliwia hydroksyla-
cje i prawidtowe wydzielanie nagromadzonego w komorce prekursora ko-
lagenu (37). Przedtuzone dziatanie inhibitora powoduje zmniejszenie in-
korporacji aminokwasow do kolagenu prawdopodobnie na skutek zwrot-
nego hamowania jego syntezy przez nadmiar niehydroksylowanego
prekursora. Nagromadzony protokolagen ulega wewnatrzkomérkowej de-
gradacji, a produkty jego rozpadu przechodzg do przestrzeni pozakomor-
kowej (47).

Protokolagen posiada sktad aminokwasowy podobny do kolagenu nie
posiada jedynie hydroksyproliny i hydroksylizyny przy odpowiednio wyz-
szej zawartosci proliny i lizyny. Masa czasteczkowa tancuchéw protoko-
lagenu réwna jest masie czasteczkowej kolagenu wydzielanego do $rodo-
wiska inkubacyjnego (46). Wyniki badan spektropolarymetrycznych proto-
kolagenu (48) oraz jego zdolnos¢ do tworzenia agregatow pod dziataniem
ATP (47) wskazujg, ze biatko to moze wystepowaé w postaci potrdjnej
spirali. Struktura ta jest jednak nietrwata. Jak wiadomo kolagen natywny

9 Postepy Biochemii
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jest oporny na dziatanie nieswoistych proteaz co najmniej do temperatury
35°C, natomiast protokolagen jest juz trawiony przez pepsyne w tempe-
raturze nizszej (49, 50). Spostrzezenie to, uzupetnione wynikami badan
spektropolarymetrycznych (48) wskazuje, iz ,,temperatura topnienia” pro-
tokolagenu wynosi 24°C, a zatem w temperaturze organizmu nie posiada
on uporzadkowanej struktury. Zjawisku temu przypisuje sie istotne zna-
czenie biologiczne. Wykazano bowiem, ze hydroksylacja zdenaturowanego
termicznie protokolagenu jest ponad trzykrotnie wydajniejsza niz hydro-
ksylacja protokolagenu wystepujacego w formie potrojnego heliksu (51).
Z badan Berga i Prockopa (46) wynika, ze ponizej temp. 20°C, protokolagen
w ogéle nie ulega hydroksylacji. By¢ moze, iz nizsza zawarto$¢ hydroksy-
proliny u zwierzat zmiennocieptych jest konsekwencjg mniejszej podat-
nosci protokolagenu na hydroksylacje przy nizszych temperaturach orga-
nizmu. Cze$¢ autorow uwaza, ze hydroksylacja protokolagenu zachodzi
po odtgczeniu tancuchéw polipeptydowych kolagenu od rybosomoéw (33,
47, 52, 53), natomiast badania innych wskazuja na mozliwo$¢ przynajmniej
czesciowej hydroksylacji na etapie rybosomalnym (54, 55). Wiadomo
jednak, ze hydroksylacja nie jest warunkiem niezbednym do odigczenia
nowopowstatego biatka od rybosomu (53).

Niedob6r cynku w diecie powoduje rozpad polisoméw i obnizenie in-
korporacji glicyny i proliny do tancuchéw kolagenowych skoéry szczura
0 30—50% (56).

I11. Hydroksylacja proliny i lizyny protokolagenu

Hydroksylacja protokolagenu zachodzi przy udziale dwu uktadéw en-
zymatycznych, hydroksylazy proliny protokolagenu (E.C.1.14.11.2.) i hydro-
ksylazy lizyny protokolagenu (E.C.1.14.11.4.). Poniewaz cze$ciowo oczysz-
czone preparaty tych enzyméw katalizujg obydwie reakcje, a ponadto wy-
magaja tych samych kofaktoréw i kosubstratéw (kwas askorbinowy, Fe++,
a-ketoglutaran i 0 2 do niedawna przypuszczano, ze hydroksylacja proliny
1lizyny zachodzi przy wspotudziale tego samego enzymu (37, 57). Wnikliw-
sze badania doprowadzity jednak do oddzielenia tych aktywnos$ci (58, 59).

Zaréwno wolna prolina jak i wolna lizyna nie ulegajag hydroksylacji.
Do zajscia tej reakcji potrzebna jest odpowiednia dtugos$é tancucha peyty-
dowego i odpowiednia sekwencja aminokwasowa (53, 57, 58, 59). Przebieg
procesu hydroksylacji mozna przedstawi¢ sumarycznie nastepujgcym
rébwnaniem:

Prolina protokolagenu Fe++ Hydroksylizyna kolagenu
+ 0 2+ a-ketoglutaran kw.askorb.  4-C02+ HD + bursztynian

Lizyna protokolagenu Fe++ Hydroksyprolina kolagenu
+ 0 2+a-ketoglutaran kw.askorb. -j-C02+ HD + bursztynian
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Proces hydroksylacji proliny protokolagenu zostat juz wyczerpujaco
omoéwiony w innych pracach poglagdowych (35, 60, 61, 62) i w niniejszym
artykule zostaje pominiety.

W odro6znieniu od hydroksylazy proliny protokolagenu o hydroksylazie
lizyny protokolagenu wiemy znacznie mniej. Badania wykonane przy uzy-
ciu syntetycznych substratéw peptydowych o sktadzie aminokwasowym
i ich sekwencji podobnych do tychze we fragmentach tafcuchéw kolage-
nowych wykazaty, ze lizyna wystepujagca w trojpeptydzie o sekwencji
Lys-Gly-Pro nie ulega hydroksylacji, natomiast w tréjpeptydzie o sek-
wencji lle-Lys-Gly, proces ten zachodzi, jakkolwiek z niewielkg wydaj-
noscig. Podwojenie dtugosci tancucha przy zachowaniu tej samej sekwencji
(le-Lys-Gly)2 zwieksza wydajnos¢ hydroksylacji ponad dziesieciokrotnie.
Wydtuzenie tafcucha peptydowego o fragment o przypadkowej sekwencji
aminokwasowej rowniez zwieksza wydajnos¢ hydroksylacji lizyny zawar-
tej we fragmencie lle-Lys-Gly- jednak w znacznie mniejszym stopniu, niz
w przypadku przedtuzenia peptydu o fragment zblizony sktadem i sekwen-
cja do kolagenu. Powinawactwo enzymu do sztucznego substratu ro$nie
przy wydtuzeniu tancucha z 12 do 21 reszt aminokwasowych; dalsze wy-
dtuzanie peptydu jest juz bez wptywu (63).

Tabela 1.

Wplyw dlugosci tancucha peptydowego substratu na powinowactwo wzgledem hydroksylazy
lizyny protokolagenu (63)

Stata

Michaelisa
(mM)
| Ala—Arg—Gly—Ille— Lys—Gly—He—Arg—Gly—Phe—Ser—Gly 0,4
1 Ala—Arg—Gly—Met—Lys—Gly—His—Arg—Gly—(Pro—Pro—Gly)4 0,2
Il (Pro—Pro—Gly>4 Ala—Arg— Gly—Met—Lys—Gly—His—Arg—Gly— (Pro—Pro—Gly)4 0,2
Peptyd Il i Ill dodany do uktadu hydroksylujgcego, zawierajacego

protokolagen hamuje hydroksylacje naturalnego substratu prawdopodob-
nie na drodze kompetycji o centrum aktywne enzymu (63).

Zdumiewajace wyniki daty proby zastosowania kolagenu z Ascaris jako
substratu do pomiaru aktywnos$ci hydroksylazy lizyny protokolagenu. Biat-
ko to zawiera niezwykle mato hydroksyproliny (16 reszt HyPro/1000
reszt aminokwasowych) i jest catkowicie wolne od hydroksylizyny. Wy-
kazuje ono rdéwnoczesnie wyzszg od przecietnie spotykanych zawarto$¢
proliny i lizyny. Kolagen pochodzacy z tego zrodta mozna bylo stosowaé
z powodzeniem jako substrat do oznaczania hydroksylazy proliny proto-
kolagenu, natomiast zawarta w nim lizyna okazata sie catkowicie oporna
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na enzymatyczng hydroksylacje. Przyczyne tego zjawiska upatruje sie
w odmiennej sekwencji aminokwasowej tego typu kolagenu wystepujacej
w bezposrednim sasiedztwie lizyny (63).

Powyzsze obserwacje zestawione z wynikami badan nad sekwencjg
aminokwasdw w kolagenie wskazujg, ze hydroksylacji ulega jedynie lizy-
na poprzedzajaca glicyne, a wydajnos¢ tego procesu zalezy od sktadu dtu-
gosci i sekwencji aminokwasowej tancucha peptydowego.

Obserwacje dokonane przez Kivirikko i wsp. (63) wskazuja, ze na
wydajnos¢ procesu hydroksylacji lizyny wptywa nie tylko kolejno$¢ ami-
nokwaséw w bezposrednim sasiedztwie podlegajacej hydroksylacji lizyny,
ale réwniez w miejscach od niej odlegtych. Jedynie tym mozna ttumaczy¢
dwukrotnie nizsza zawartos¢ hydroksylizyny w fancuchu axniz w tan-
cuchu a2oraz szczeg6lng opornos$é na hydroksylacje jednego z fragmentow
faricucha a! peptydu at (CB-8-HA-1) 99 aminokwasowego peptydu uzyska-
nego przez rozktad tancucha bromocyjanem.

Stopien hydroksylacji lizyny protokolagenu jest uzalezniony od wieku
zwierzecia. Badania Barnesa i wsp. (64) wykazaty, ze w tkankach za-
rodka kurzego hydroksylacji ulega dwukrotnie wiecej lizyny protokola-
genu niz w tkankach osobnika dojrzatego. Zjawisko to dotyczy w rownym
stopniu tancucha ia2

Stopien hydroksylacji lizyny wystepujacej w obrebie telepeptydéw jest
jeszcze bardziej zréznicowany zaleznie od okresu rozwoju osobniczego.
W kolagenie skdry 14-dniowego zarodka kurzego 48—62°/o lizyny telepep-
tydow ulega hydroksylacji. W dalszych etapach rozwoju nastepuje spadek
zdolnosci tkanki skérnej do hydroksylacji reszt lizylowych telopeptydow,
az do catkowitego zaniku tej zdolnosci u 3-tygodniowego kurczecia. W ko-
lagenie Sciegien stopien hydroksylacji lizyny telopeptydéow maleje o okoto
50°/o, a w kolagenie koSci nie zaobserwowano istotnych zmian zawartosci
hydroksylizyny w trakcie rozwoju osobniczego kurczecia (64).

Brak zaleznosci iloSciowej pomiedzy stopniem hydroksylacji lizyny
w telopeptydach i w pozostatych czesciach taficucha pozwala przypuszczac,
ze hydroksylacja lizyny telopeptydéw zachodzi przy udziale odrebnego
enzymu (64).

Inkubacja kolagenu z hydroksylazg lizynowag w obecnosci niezbednych
do jej dziatania kofaktorow wywotuje hydroksylacje dodatkowych reszt
lizylowych. W przypadku uzycia jako substratu natywnego kolagenu przy-
rost produktu reakcji byt znikomy, natomiast w zdenaturowanym ter-
micznie substracie zawarto$¢ reszt hydroksylizylowych ulegata podwoje-
niu. Dodatkowa hydroksylacja reszt prolilowych w zdenaturowanym ter-
micznie kolagenie jest réwniez mozliwa, lecz przebiega ze znacznie mniej-
szg wydajnoscig (65).

Powyzsze spostrzezenia utwierdzajg w przekonaniu, ze hydroksylacja
zachodzi tatwiej, gdy substrat nie posiada uporzagdkowanej struktury. Pro-
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tokolagen wystepujacy w komorce w postaci przypadkowo zwinietych
fancuchow ulega tatwo temu procesowi, a po przeksztatceniu sie okreslo-
nej liczby reszt proliny i lizyny w odpowiednie hydroksyaminokwasy,
przyjmuje strukture potréjnej spirali, co z kolei hamuje dalszg jego hy-
droksylacje (65).

O ile zawarto$¢ hydroksyproliny w kolagenie pochodzacym z réznych
narzagdow roéznych gatunkéw zwierzat wyzszych jest dos$¢ stata i wynosi
od 92 do 100 reszt na jeden tancuch a, to zawarto$¢ hydroksylizyny jest
bardziej zr6znicowana i waha sie od 5 do 40 reszt na jeden fancuch (63, 64,
65, 66, 67, 68).

Zroznicowanie zawartosci hydroksylizyny w kolagenach réznego pocho-
dzenia moze byé konsekwencjg niejednakowej zawartosci hydroksylazy
i jej kofaktoréw w tkankach oraz zaleznosci wydajnosci procesu od sek-
wencji aminokwaséw substratu (65).

Badania Toole’a i wsp. (69) oraz Barnesa i wsp. (70, 71) wy-
kazaty, ze niedobdr wapnia w tkankach spowodowany awitaminozg D lub
niedoborem tego pierwiastka w pozywieniu powoduje wzrost hydroksylacji
lizyny kolagenu kostnego o 50—70°/0. Odpowiada to 5 dodatkowym resztom
hydroksylizylowym w tafncuchu axi 6—7 resztom w tahcuchu a2 Wzrost
zawartosci hydroksylizyny w kolagenie skéry jest znacznie mniejszy i do-
tyczy wyltgcznie tancucha oi (1—2 dodatkowe reszty HyLys na 1 tancuch
aj. Mechanizm tego zjawiska nie zostal wyjasniony. Przypuszczano, ze
zjawisko to ma zwiazek z nadczynnosScig przytarczyc, towarzyszaca nie-
doborowi wapnia. Okazato sie jednak, ze usuniecie tych gruczotéw pozo-
staje bez wptywu na hydroksylacje lizyny (71).

Krane i wsp. (72) opisali 2 przypadki wrodzonego defektu enzyma-
tycznego, polegajacego na niedoborze hydroksylazy lizyny protokolagenu,
uniemozliwiajgcym hydroksylacje odpowiedniej ilosci reszt lizylowych.
Klinicznymi objawami tego schorzenia byty skrzywienia kregostupa, skton-
no$¢ do zwichnie¢ stawdw, nadmierna rozciggliwo$¢ skéry i uposledzone
bliznowacenie ran.

IV. Glikozylacja reszt hydroksylizylowych

Grupa OH hydroksylizyny jest miejscem wigzania sktadnikéw cukro-
wcowych galaktozy i galaktozyloglukozy. Drugi z nich powstaje przez
przytgczenie glukozy do juz uprzednio wbudowanej galaktozy (73, 74).

W tkance tacznej wykazano obecnos¢ swoistych transferaz, galaktozylo-
transferazy: UDP-galaktoza-kolagen (E.C.2.4.1.50.) i glukozylo-transferazy:
UDP-glukoza-kolagen (E.C.2.4.1.66.), katalizujacych synteze tych pofaczen.
Enzymy te wykazujg swoisto$¢ wzgledem hydroksylizyny. Obydwa sg
zwigzane z btonami komdérkowymi i do czynnosci katalitycznej wymagaja
jonébw manganu (75, 76, 77, 78).
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Wiazanie galaktozy z hydroksylizyng jest typu (3-glikozydowego, nato-
miast glukoza tgczy sie z galaktozag wigzaniem a-I-2-O-glikozydowym.
Obecnos¢ grupy e-aminowej lizyny w bezposrednim sasiedztwie pierwsze-
go wigzania czyni je wyjatkowo opornym na dziatanie glikozydaz (79).

Nie wszystkie reszty hydroksylizylowe sg jednakowo podatne na gli-
kozylacje. Cze$¢ z nich w ogdle nie wigze sie z cukrowcem, inne tylko z ga-
laktoza, jeszcze inne za posrednictwem galaktozy wigza glukoze. Decyduje
0 tym sekwencja aminokwasow wystepujgcych w sasiedztwie hydroksyli-
zyny. Na przyktadzie kolagenu z trzech réznych Zrédet wykazano, ze gli-
kozylacji ulegajg sg reszty hydroksylizylowe w miejscach o nastepujacej
sekwencji aminokwasowej:

Gal—Gic
Gly—Met—HyLys—Gly—His—Arg
Gal—Gic
G Iy—Phe—HyIi_ys—G ic—lle—Arg
Gal—Gic

i
Gly—Ile—HyLys— Gly—His— Arg

Prawdopodobnie obecnos$¢ argininy stanowi czynnik decydujacy o gli-
kozylacji poprzedzajgcej jg hydroksylizyny (80).

Zawarto$¢ hydroksylizynopochodnych glikozydéw w kolagenie wyka-
zuje daleko idgce zréznicowanie gatunkowe i narzadowe (81, 82), wigze sie
to prawdopodobnie z rozng aktywnoscig glikozylo-transferaz.

Badania nad wzgledng zawarto$cig obydwu glikozydéw w chrzastce
embrionu kurzego na kolejnych etapach rozwoju wykazaly, ze we wczes-
nym okresie zawartos¢ galaktozylohydroksylizyny przewaza znacznie nad
iloscig glukozylogalaktozylohydroksylizyny. Wybitny wzrost aktywnosci
Glc-transferazy w 6smym dniu rozwoju zarodkowego powoduje natych-
miastowe przesuniecie rownowagi na korzys¢ drugiego z glikozydéw. Dal-
sze badania wykazaty, iz proces glikozylacji hydroksylizyny jest bardzo
podatny na oddziatywanie czynnikow hormonalnych. Obecno$¢ tyroksyny,
tréjjodotyroniny, kortyzolu lub hormonu wzrostowego hamuje przejscie
Gal-MyLys w Glc-Gal-HyLys utrzymujgc stosunek tych glikozydéw na
poziomie charakterystycznym dla wczesnego etapu rozwoju embrional-
nego (83).

Hyperglikemia cukrzycowa sprzyja nadmiernej glikozylacji kolagenu
naczyn krwionosnych co zmniejsza jego podatnos¢ na degradacje metabo-
liczng, a w konsekwencji prowadzi do nadmiernej akumulacji tego biatka
1 patologicznego zwiekszenia grubosci bton podstawowych drobnych na-
czyh krwionosnych (84, 85, 86).
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V. Transport kolagenu poza obreb komorki syntetyzujacej

Bariera komdrkowa chroni protokolagen przed wydzieleniem poza
obreb komdrki. Do pokonania tej bariery potrzebna jest obecnos¢ okreslo-
nej ilosci reszt hydroksyprolilowych. Dzieki temu mechanizmowi kolagen
z réznych Zrodet zawiera podobng ilos¢ hydroksyproliny (87). Zahamowa-
nie procesu hydroksylacji proliny i lizyny przez zastosowanie swoistych
inhibitorow tego procesu lub zastgpienie proliny kolagenu przez nie ule-
gajace hydroksylacji analogi tego aminokwasu powoduje wewngtrzkomor-
kowg akumulacje protokolagenu (38, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 87, 88, 89, 90,
91, 92, 93). W przypadku zahamowania hydroksylacji protokolagenu przez
a, a' dwupirydyl do przestrzeni pozakomoérkowej przechodza jedynie pro-
dukty rozpadu tego biatka (47, 88).

Jimenez iwsp. (49) sugeruja, iz gotowosé kolagenu do wydzielenia
przez komorke nie zalezy bezposrednio od osiagniecia okreslonej liczby
hydroksyproliny lecz od zmian konformacji nowopowstatego kolagenu za-
chodzacych w nastepstwie proceséw hydroksylacji. Jak wynika z badan
opisanych w poprzednim rozdziale, protokolagen w temperaturze organiz-
mu nie tworzy potrojnego heliksu (48, 49, 50). Przestrzenna forma tan-
cuchow protokolagenowych odpowiada strukturze kolagenu zdenaturowa-
nego, podatnego na proteolize nieswoistymi proteazami. Pojawienie sie od.-
powiedniej liczby reszt hydroksyprolilowych umozliwia powstawanie ty-
powej dla kolagenu struktury potrdjnej spirali chronigcej przed, wewnatrz-
komorkowa proteoliza i umozliwiajgcej pokananie bariery komérkowej
(49, 80, 94). Osiagniecie uporzadkowanej struktury potrojnej spirali ma
by¢ czynnikiem bezposrednio decydujacym o gotowosci kolagenu do opusz-
czenia komorki. Wprowadzenie do kolagenu analogéw proliny uniemozli-
wia osiggniecie odpowiedniej liczby reszt hydroksyprolinowych i przyjecie
wyzej wymienionej struktury, a w konsekwencji powoduje wewnatrzko-
morkowag retencje i degradacje nowopowstatego biatka.

Ciekawy poglad na mechanizm transportu glikoproteidéw, w tym réw-
niez i kolagenu, reprezentuje Eylar (95). Wedlug jego pogladu goto-
wos¢ kolagenu do wydzielenia przez komérke zalezy od osiggniecia odpo-
wiedniego stopnia glikozylacji reszt hydroksylizynowych. Hipoteza ta opie-
ra sie na spostrzezeniu, ze zadne ze znanych biatek wewngtrzkomorko-
wych nie zawiera w swoim sktadzie komponent cukrowych, natomiast 97
sposrod 112 biatek pozakomdrkowych zawiera jedna lub wiecej reszt hek-
sozowych integralnie z nimi zwiazanych. By¢ moze komoérka rozrdznia biat-
ko znakowane heksozg jako kwalifikujgce sie do wydzielania.

Wyniki badan mikroskopowych wskazywaty na mozliwos¢ kilku spo-
sobdéw transportu kolagenu do przestrzeni pozakomérkowej. Rozstrzygaja-
ce znaczenie w tym wzgledzie wydaja sie mie¢ badania Diegelmana
i Petrkofskiego (96) oraz Dehma i Prockopa (97), ktoérzy wy-
kazali, ze kolchicyna, kolcemid i winoblastyna, alkaloidy uszkadzajace
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strukture mikrotubuli bton komérkowych, znacznie hamujg wydzielanie
nowopowstatego kolagenu z komorek kosci czotowej zarodka kurzego
i fibroblastow mysich nie majac wptywu na proces hydroksylacji. Ponie-
waz podobny efekt wywierajg te alkaloidy na transport hormonéw z ko-
morek tarczycy, insuliny z wysepek Langerhansa, histaminy z komorek
tucznych, ziaren melaniny z melanocytéw oraz amin z komérek nerwo-
wych, mozna przypuszczaé, iz transport kolagenu podobnie jak i wyzej
wymienionych substancji zachodzi systemem merkorinowym. Biatko to
jest transportowane w pecherzykach przez uktad mikrotubuli do po-
wierzchni btony komoérkowej. Btona pecherzyka zlewa sie ze $ciang ko-
morki uwalniajgc jego zawarto$¢ do przestrzeni pozakomoérkowej (96).

Kolagen wydzielany poza obrgb komdrki nazywamy prokolagenem lub
transportowa forma kolagenu (66, 98, 99—106). tancuchy prokolagenu
sg diuzsze w poréwnaniu z tancuchami tropokolagenu od strony N-konca
(106, 107, 108) o dodatkowy peptyd bogaty w aminokwasy kwasne, nada-
jace temu biatku charakter aninowy (100, 101). Nie jest wykluczone, ze
ten dodatkowy fragment peptydowy ulega syntezie na innym rybosomie
(98). Uwaza sie, ze rola tego fragmentu polega na ufatwianiu tworzenia
struktury potréjnej spirali, na zapobieganiu wewngatrzkomdrkowej fibroge-
nezie oraz na ufatwieniu transportu kolagenu z komoérki (98). W prze-
strzeni miedzykomérkowej nastepuje proteolityczne odszczepienie trans-
portujgcego fragmentu przez peptydaze prokolagenu i uwolnienie tropo-
kolagenu (65, 109, 110).

Uposledzenie procesu konwersji prokolagenu w kolagen, uniemozliwia-
jace prawidtowag fibrogeneze obserwowano w przypadkach dermatosperak-
tozy u bydta. Schorzenie to objawia sie wybitnie wzmozong kruchoscig
skory. Jak wykazaly badania Lapier e’a i wsp. (106—108, 111, 112)
stan ten jest spowodowany wrodzonym niedoborem peptydazy prokola-
genu. Podobng anomalie metaboliczng zaobserwowano u pacjentéw
z pewng postacig zespotu Ehlersa-Danlosa (113).

Prokolagen bedzie przedmiotem oddzielnego artykutu pogladowego
(114).

VI. Powstawanie wiékien kolagenowych

Powstawanie wilokien kolagenowych zwane fibrogenezg zachodzi
w przestrzeni miedzykomorkowej.

W procesie tym uczestniczg glukozaminoglikany, proteoglikany i gliko-
proteidy tkanki tgcznej. Substancje te utatwiajg polimeryzacje czasteczek
tropokolagenu i stabilizujg strukture witokien kolagenowych (115—125).
Natury potaczen tropokolagenu z wymienionymi komponentami tkanki
tagcznej nie znamy dotad doktadnie. Badania Obrinka (118 125 126)
sugeruja, iz potaczenia takie moga zachodzi¢ na drodze oddziatywan elek-
trostatycznych pomiedzy dodatnio natadowanym tropokolagenem a gluko-
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zaminoglikanami i proteoglikanami bedacymi no$nikami tadunkéw ujem-
nych. Badania przeprowadzone in vitro wskazuja, ze tropokolagen wigze
sie z siarczanem chondroityny, siarczanem dermatanu, z siarczanem hepa-
ranu i proteoglikanami zawierajgcymi siarczan chondroityny. Powstate
kompleksy rozpadaja sie przy wzroScie sity jonowej roztworu, co przema-
wia za elektrostatycznym charakterem tych pofaczen. Polisacharydy, ktére
zawierajg kwas L-iduronowy wykazujg silniejszg interakcje z tropokola-
genem niz polisacharydy zawierajgce tylko kwas D-glukoronowy. Inter-
akcja polisacharyddéw z tropokolagenem zwieksza sie w miare wzrostu
dtugosci tancucha i tadunku polisacharydu. Za wigzanie proteoglikanu
z kolagenem odpowiedzialny jest skfadnik polisacharydowy (126).

Warunkiem interakcji polisacharydu z tropokolagenem jest obecnos¢
w nim co najmniej dwu ujemnie natadowanych grup w przeliczeniu na
jeden fragment dwucukrowy, np. grupy siarczanowej i reszty kwasu hek-
suronowego. Substancje cukrowcowe nie spetniajgce tego warunku, jak np.
kwas hialuronowy lub siarczan keratanu, nie wigzg sie z tropokolage-
nem (126).

W chrzastce zebrowej cztowieka wykazano obecno$é trwatych potaczen
proteoglikanéw z kolagenem nie dajacych sie rozerwaé przez ekstrakcje
roztworami soli. Nawet po strawieniu kolagenu kolagenaza, uwolnione pro-
teoglikany zawieraty znaczne ilosci hydroksyproliny nie dajace sie od-
dzieli¢ na drodze ultrawirowania w gradiencie chlorku cezu, na drodze
chromatografii ani przez dziatanie stezonych roztworéw chlorowodorku
guanidyny. Obserwacje te wskazujg, iz proteoglikany moga tez tworzyc¢
z kolagenem trwate potaczenia typu kowalencyjnego (123). Podobnego
typu kompleksy moze tworzy¢ kolagen z niektérymi glikoproteidami (120,
127).

Strukture wiokien kolagenowych stabilizujg kowalencyjne wigzanie
poprzeczne tworzace sie pomiedzy poszczegdlnymi taricuchami tej samej
czasteczki tropokolagenu (wigzanie wewngtrzczasteczkowe) oraz pomie-
dzy tancuchami sasiadujacych ze sobg czastek tropokolagenu (wigzanie
miedzyczasteczkowe). Zagadnieniem tym zajmowato sie wielu autorow,
lecz wyniki ich prac nie daly jak dotad jednolitego pogladu na charakter
tych wigzan. Na istnienie niektérych typéw proponowanych potgczen nie
ma dotad przekonywujacych dowodoéw (10, 11).

Najlepiej poznanym i prawdopodobnie najwazniejszym typem wigzan
poprzecznych sg potgczenia wytwarzane przez pochodne lizyny. Pierwszym
etapem w ich powstawaniu jest oksydacyjna dezaminacja grup e-amino-
wych lizyny z wytworzeniem peptydowo zwigzanego 5-semialdehydu
a-aminoadypinowego, zwanego allizyng (128, 129, 130, 131).

R—CH2—NH2>R—CHO + NH3

Aldehyd ten moze reagowa¢ na drodze kondensacji aldolowej z czgsteczka
allizyny wbudowang do sagsiedniego faricucha peptydowego lub moze two-

10 Postepy Biochemii
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rzy¢ potaczenie typu zasady Schiffa z grupg £-aminowg lizyny lub hydro-
ksylizyny nalezacej do innej czasteczki biatkowej. Zachodzgce reakcje
mozna przedstawi¢ nastepujagcymi rownaniami (87):

CHO CHO

Rj—CH2—CHO+ (,1H2—R2—> Rj—CH2—CH—CIH—R2
o
Rj—CHO+HN—CH2—R2-* Rj—CH = N—CH2—R2-fHD

Z chrzastki embrionu kurzego wyizolowano enzym, oksydaze lizylowg
katalizujgcg wytwarzanie allizyny w kolagenie i w elastynie (132). Masa
czasteczkowa tego enzymu wynosi okoto 170.000. Niezbednym kofaktorem
reakcji utleniania grup e-aminowych lizyny sa jony miedziowe. Zwigzanie
Cu++ przez substancje chelatujgca a,a’-dwupirydyl niemal catkowicie znosi
aktywnos$¢ katalityczng oksydazy lizylowej. Jony zelazawe Fe++ i kobal-
towe (Co++) czeSciowo przywracajg aktywno$é tego enzymu. Inne kationy
dwuwartosciowe (Mn++, Cd++, Zn++, Ni++, Ca++, Mg++) oraz jon zelazo-
wy (Fe+++) nie maja tej wiasciwosci (132).

Nieodwracalnym inhibitorem oksydazy lizylowej jest fi-aminopropionit-
ryl — najsilniejszy ze znanych zwigzkéw latyrogennych (inhibitor ten ig-
czy sie trwale z enzymem). Nie znamy charakteru tego potaczenia, przy-
puszcza sie jednak, ze pewna analogia strukturalna P-aminopropionitrylu
wzgledem lizyny umozliwia zwigzanie inhibitora z centrum aktywnym
enzymu (133).

Zahamowanie aktywnosci oksydazy lizylowej w tkankach przez poda-
nie substancji latyrogennych lub zmniejszenie podazy miedzi w pozywie-
niu prowadzi do upos$ledzenia tworzenia si¢ wigzan poprzecznych, wzrostu
rozpuszczalnosci kolagenu i wybitnego spadku jego wytrzymatosci me-
chanicznej (134, 135, 136).

Podobne zjawisko wywotuje podanie zwierzeciu penicyliny. Wpraw-
dzie nie hamuje ona procesu dezaminacji lizyny lecz wchodzi w potgcze-
nie z produktem tej reakcji uniemozliwiajgc udziat powstatego aldehydu
w tworzeniu sie wigzah krzyzowych (137).

Doswiadczenia wykonane na hodowlach fibroblastow ludzkich wska-
zuja, ze niemal cata aktywnos$¢ oksydazy lizylowej znajduje sie w pozywce.
Obserwacje te sugeruja, ze dopiero po wydzieleniu do przestrzeni poza-
komarkowej, enzym ten spetnia swg czynnos$¢ katalityczng (138). Najwiek-
szg aktywnos$¢ oksydazy lizylowej, podobnie jak i hydroksylazy proliny
protokolagenu (139) obserwowano pod koniec logarytmicznej fazy wzrostu
hodowli fibroblastow. Najwyzsza aktywno$¢ enzymdéw modyfikujacych
strukture tancuchéw kolagenowych przypada w fibroblastach na okres
najintensywniejszej syntezy tego biatka (138).

W niektérych chorobach tkanki tacznej, jak lattyryzm (140), zespét
Marfana (141), zesp6t Ehlersa-Danlosa (142) obserwowano uposledzenie
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procesu powstawania wigzan poprzecznych. Pociaga to za sobg ostabienie
wytrzymatosci mechanicznej kolagenu, objawiajgce sie zmianami deforma-
cyjnymi w obrebie narzadéw tgcznotkankowych.

Nadmierng ilo$¢ wigzan poprzecznych zawiera kolagen chorych na skle-
rodermie (143). Kolagen taki staje sie mniej podatny na proteolityczne

aminoocylo .t -RNR

transferaz
| GTP , Mg**
H N, NHy Ny WK,
Re=® 5 :-FC00H

hydroksylaza prolinowa
d-ketoglularan —— i hydroksylaza lizynowa
bursztynian +C0 < Fe' " 0, kuas askorbinony

Ly NHe N N
OH OH On ..:)Ol OH g n‘ou
H ,u-”—uiu(-»ﬂm!mmﬁ%glil(-}cm

UDP-Gal ; UDP-Gle , Mn**
qalakfozglotransferoia
L glukozylotransferaza

NK, NH, N NH,  NH,
OH OH OH OH 0-Gal OH 0-Gal-Glc
H,N “—'—'—E’-‘( --MME&(MM

aminooksydaza lizynowa

J,CU”
"n"mtgn*-hg‘vrwmwmg*crwww-m
o OH OH oW 0-Gal  OM 0-Gol-Glc
Hree0 Ny Ny NH N,
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dziatanie kolagenazy tkankowej, co w konsekwencji powoduje nadmierng
akumulacje tego biatka w tkance podskérnej, w btonie pod$luzowej prze-
tyku, w mies$niu sercowym i w miesniach szkieletowych.

VII. Przyczyny heterogennosci kolagenu

Szczeg6towe analizy struktury pierwszorzedowej podjednostek kolage-
nu pochodzacego z tego samego narzadu i gatunku wykazujg mikrohetero-
genno$¢ sktadu i sekwencji aminokwaséw. Zauwazono, ze w kolagenie sko-
ry szczurzej i $ciegna szczurzego niektore tancuchy 04 — posiadaja proline
w miejscach gdzie inne zawierajg hydroksyproline (114, 145). W jeszcze
wiekszym stopniu zjawisko to dotyczy hydroksylizyny, zamiast ktorej
moze wystepowac lizyna (146). Wykazano réwniez zrdéznicowanie w za-
wartosci komponent cukrowych kolagenu (83).

Zjawisko mikroheterogennosci kolagenu nie jest prawdopodobnie zde-
terminowane genetycznie. Kolagen syntetyzowany na tej samej matrycy
m-RNA moze zawiera¢ rdzne ilosci hydroksyproliny, hydroksylizyny
i hydroksylizynopochodnych glikozydéw, z uwagi na zréznicowanie

Tabela 2

Poréwnanie sktadu aminokwasowego kolagenu skéry ludzkiej (155)i kolagenu z btony podstawnej
ktebkéw nerkowych (147)

1lo$¢ reszt poszczegdlnych aminokwaséw na 1000 reszt aminokwasowych

Kolagen btony

Aminokwas , Kolagen_ . podstawnej kiebkow
skory ludzkiej nerkowych
Kwas asparaginowy 47,2 67,7
Treonina 18,3 36,7
Seryna 36,9 48,9
Kwas glutaminowy 7 98,3
Prolina 1251 57,9
Glicyna 324,4 221,0
Alanina 1145 59,8
Cysteina $lad 22,8
Walina 24,5 35,6
Metionina 7,0 13,2
I1zoleucyna 10,4 31,3
Leucyna 24,8 65,3
Tyrozyna 35 15,3
Fenyloalanina 12,6 24,9
Lizyna 26,6 19,5
Histydyna 5,4 14,2
Arginina 49,0 38,0
Hydroksyprolina 90,9 103,5

Hydroksylizyna 59 26,1
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aktywnosci hydroksylazy proliny i lizyny protokolagenu oraz UDP-Gal-
transferazy i, UDP-Glc-transferazy, a takze ze wzgledu na zréznicowanie
mechanizmdéw komoérkowych regulujacych wydzielanie nowopowstatego
kolagenu (87).

Poréwnanie kolagenu pochodzacego z réznych gatunkéw zwierzat wyz-
szych wykazuje niewielkie lecz istotne réznice w skiadzie aminokwaso-
wym, co przypisuje sie mutacjom genetycznym zachodzacym w procesie
ewolucji (87).

Niektore typy omawianego biatka bardzo odbiegajg swym sktadem ami-
nokwasowym i wiasciwosciami od typowego kolagenu. Nalezy do nich
przede wszystkim kolagen z btony podstawnej ktebkéw nerkowych. Zawie-
ra on znacznie mniejsze ilosci glicyny i proliny przy znacznie wyzszej
zawartosci hydroksyproliny, hydroksylizyny, aminokwasoéw siarkowych
i aromatycznych (21, 147).

W chrzastce kurzej wykazano obecno$¢ tropokolagenu zitozonego
z trzech identycznych tancuchéw a odbiegajgcych swym sktadem od tan-
cuchdéw a! i a2kolagenu wystepujacego w innych tkankach (148, 149).

Synteze kazdego z dwoch typdw kolagenu kontroluje inny gen (87).

VIII. Praktyczne aspekty postepu badan nad biosyntezg kolagenu

Jak wspomniano w poprzednich rozdziatach w wielu stanach chorobo-
wych obserwuje sie patologiczng synteze kolagenu. Polega ona najczesciej
na nadmiernej, niekontrolowanej produkcji tego biatka, (marskosé¢, (150,
151), nowotwory, (152)), na niedostatecznym wytwarzaniu wigzan po-
przecznych (zesp6t Ehlersa-Danlosa, zespdt Mariana, 141), lub ich nad-
miernej ilosci (sklerodermia, 143, 153). Wykrycie hamujacego dziatania
analogéw proliny na synteze kolagenu i poznanie substancji oddziatywu-
jacych na formowanie wigzan poprzecznych pozwala przypuszczaé, iz
zwigzki tego typu bedg mogty mie¢ zastosowanie w terapii schorzen tkanki
facznej (87, 151, 154), w tym by¢é moze réwniez choréb nowotworowych
(152).

Artykut otrzymano 15.2.1974, po rewizji autorskie] przyjeto 10.6.1974.
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KRZYSZTOF WOROWSKI*

Podobienstwa strukturalne enzyméw proteolitycznych

Structure Similarities of Proteolytic Enzymes

Wiele homologicznych funkcjonalnie biatek zwierzecych wykazuje duze
podobiefistwa strukturalne. PodobieAstwa takie wystepujg miedzy innymi
w czasteczkach insuliny, fibrynogenu, hemoglobiny, cytochromu c, korty-
kotropiny, a takze w czgsteczkach wielu enzymow proteolitycznych.

Ustalenie podobieAstwa struktury enzyméw proteolitycznych ma istot-
ne znaczenie w rozwazaniach nad zaleznos$cig struktury i funkcji, w ba-
daniach nad aktywacjg proenzyméw, mechanizmem wigzania substratu
i rozszczepiania wigzan peptydowych oraz swoisto$cig dziatania tych enzy-
moéw (1—3). Pozwala takze na ustalenie pokrewienstwa genetycznego roz-
nych zwierzat opartego na giebszych podstawach niz cechy morfologiczne.
Z tego wzgledu zagadnienia te sg szeroko dyskutowane w literaturze do-
tyczacej biochemii ewolucyjnej (3—8).

Obecny stan badan nad strukturg pierwszorzedowg enzymow proteoli-
tycznych pozwala na dokonanie porownan struktury tylko niektérych
z tych enzymow, a w wielu wypadkach poréwnanie to ogranicza sie jedy-
nie do poznanych dotad jej fragmentéw.

I. Podobienstwa struktury pierwszorzedowej proteaz zwierzecych

Podobienstwa struktury enzymow proteolitycznych pepsyny, renniny
i gastryksyny dotycza sekwencji aminokwaséw N-konica czasteczki, okolicy
mostkéw dwusiarczkowych i C-konca czasteczki (Tabela 1).

Z podobieAstwem struktury wigze sie zapewne podobna swoistosé
substratowa i kwasne optimum pH tych enzyméw (12, 13).

Takze trypsynogeny i trypsyny réznych zwierzat sg do siebie pod wie-
loma wzgledami bardzo podobne. Trypsynogen wotowy, wieprzowy i wielu
innych zwierzat posiada podobng sekwencje aminokwaséw w N-konco-
wym odcinku tancucha polipeptydowego, ktéry spetnia role maskujacego
peptydu. W tym obszarze czgsteczki trypsynogenu roznych zwierzat wy-

* Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Fizjologiczno-Biochemiczny, Akademia Medycz-
na, Biatystok
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stepuje identyczna sekwencja —(Asp)4Lis, ale dotgczone do niej amino-
kwasy sg rozne (8, 11, 15—17). Grupy (3-karboksylowe reszt kwasu aspara-
ginowego tworzg wigzania jonowe i wodorowe z odleglym miejscem tanicu-
cha polipeptydowego czasteczki i uniemozliwiajg uformowanie sie centrum
aktywnego. Odtgczenie maskujgcego peptydu w drodze ograniczonej pro-
teolizy aktywuje proenzym (18).

Poznanie sekwencji aminokwaséw maskujacego peptydu trypsynogenu
réznych zwierzat nie tylko potwierdzito role reszt kwasu asparaginowego
w strukturze trypsynogenu, ale stanowi takze dobrg ilustracje pogladow
ewolucjonistow*), ktérzy zaktadajg, ze ewolucja zachodzita w drodze mu-
tacji i selekcji. Bricteux-Grégoire i wsp. (19) przedstawili hipo-
tetyczny schemat zmian ewolucyjnych sekwencji aminokwasow N-konhco-
wego fragmentu trypsynogenu, z uwzglednieniem danych paleontologicz-
nych, co pozwala na okreSlenie czasu ich pojawiania sie. Jak wynika
z ryciny 1, im bardziej organizmy sa ze sobg spokrewnione i im po6zZniej
rozeszty sie v drodze ewolucji, tym mniejsze sg réznice w skiadzie i sek-
wencji aminokwasow tego odcinka struktury trypsynogenu.

A — Val-(Asp)4-Uvis- m

/™ ROOVHEYHS K

Pbe-Pto-Val-(Asp)4-Lys- 5S8§?

y Val-Pro-)le-(Asp)4-Lysr  Wielbtad

w?he-Pro-Ttr-(Asp)A-Lys- Spinia
Ser-Ser-Hr-(Asp)4-Lys- A

Kon

70 60 50 40 30 20 10
Lata X108
Ryc. 1. Zmiany sekwencji aminokwasow N-koncowego odcinka tancucha polipepty-
dowego trypsynogenu zachodzace w toku ewolucji, (19).

Zmiany sekwencji aminokwaséw w N-koncowym odcinku trypsyno-
genu rozpoczety sie prawdopodobnie przed 70 milionami lat i spowodowa-
ne sg niewatpliwie szeregiem mutacji punktowych. Zamiana seryny na
fenyloalanine i seryny na proline, stanowi réznice miedzy trypsynogenem
konia i $wini (Tablica 2). Jest ona nastepstwem wymiany dwoch tryple-
téw UCX, od ktorych zalezy kodowanie seryny, na tryplet UUX kodujacy
fenyloalanine i tryplet CCX kodujgcy proline.

Wymiana trypletu UUX kodujgcego fenyloalanine na tryplet GUX ko-
dujgcy waline oraz trypletu ACX kodujgcego treonine na tryplet AUX
kodujacy izoleucyne nastgpita prawdopodobnie przy rozejsciu sie drog
rozwojowych Swini i wielbtgda. Z pordownania sekwencji aminokwaséw

*) Ewolucje biatek omawia réwniez artykut M. Kochmana i A. Dzugaja w Po-
stepach Biochemii 19, 499, 1973.
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trypsynogenu wielbtgda oraz jelenia, owcy i kozy wynika, ze nastgpita wy-
miana waliny na fenyloalanine, bedacg wynikiem zastgpienia trypletu
GUX kodujacego waline na tryplet UUX kodujacy fenyloalanine oraz wy-
miana izoleucyny na waline w wyniku zastgpienia trypletu AUX koduja-
cego izoleucyne na tryplet GUX kodujgcy walinge. Rowniez sekwencja
aminokwasowa N-koricowego odcinka trypsynogenu psa morskiego (Squa-
lus acathias), ztozona z —Ala—Pro—(Asp)4—Lis—Ile— (20) jest podob-
na do wymienionych na rycinie 1. Najbardziej odmienng strukture masku-
jacego peptydu posiada trypsynogen ryby plucodysznej (Protopterus ae-
thiopicus), posiadajacy sekwencje Phe—Pro—Ille—(Glu)2—Asp—Lis—Ile—
(17) i prokokonaza jedwabnika, ktérej sekwencja aminokwasdéw maskuja-
cego peptydu iest nastepujagca: (Lis)2—Tre—Pro—Gin—Arg—The—Gin—
—(Asp)2—Gly—Gly—Lis—Ile— (21, 22).

Tabela 2.

Mechanizm zmian sekwencji aminolwaséw N-kofAcowego odcinka taricucha polipeptydowego
trypsynogenu na poziomie kodu genetycznego, (16)

Aminokwas Kodon Gatunek zwierzecia
Ser—Ser—Thr UCX—UCX—ACX kon
Pfle—P'ro—T_hr udx-éCX—A(_:x Swinia
VIaI—Pro—II!e éUX—CCX—Ale wielbtad
P;\e—Pro—\I/aI LlJUX—CCX—GbX jelen, owca, koza
Val GUX wot T

Takze trypsyny réznych zwierzat wykazuja duze podobienstwo. | tak
sktad aminokwasowy trypsyny kozy, sarny, jelenia i wielbtgda (19), psa
morskiego (20), wotu (23), Swini (24), owcy (25), indyka (26), raka rzecznego
(27), kraba (28), krewetki (29) i jamochtonu Renilla reniformis (30) jest
bardzo podobny. Trypsyny wymienionych zwierzat charakteryzujg sie
duzag zawartoscig kwasu asparaginowego i jego amidu, seryny i glicyny
oraz identycznoscig sekwencji aminokwasOéw wokét seryny centrum ak-
tywnego (31).

Rowniez chymotrypsynogeny i chymotrypsyny réznych zwierzat wy-
kazujg znaczne podobienstwo struktury. Sekwencja aminokwasow N-kon-
cowego odcinka chymotrypsynogenu A, B i C wotu i Swini jest prawie
identyczna (Tabela 3).

Mechanizm aktywacji wyszczegdlnionych w tablicy chymotrypsyno-
gendéw jest rdwniez identyczny. Polega on na rozszczepieniu przez trypsy-
ne wigzania peptydowego utworzonego przez grupe karboksylowg argininy
znajdujacej sie w pozycji 15.



—leA—eA—DBIv—e|Y --185—Na—USY—04d—04d—aYd—I3S—0id—eA—A|D—SAD o)

—eA—23| |—bBIy—I8S—na1—A|9—IaS—NnaT—|eA—01d—01d—3l|—e| VY —O0ld—eA—A|D—SAD q IS
—JeA—al|—bIy—IaS—na1—A|9—I8S—naT—[eA—0ld—04d—al|—.| V—O0ld—IeA—A|9—SAD \Y4
—{eA—BIy—e| V- ---185—N3T—USY—0id—U| D—3Yd—al|—0Id—[eA—A|D—SAD 2
—{eA—8H—bBIv—e|y—na71—A|9—18S—N3T—|BA—01d—UI1D—3||—8|V—0Id—[eA—A|D—SAD g oM
—eA—38]|1—B1vy—185—N81—A|D—1I8S—N8T—[eA—0id—UI1D—3||—8|V—0id—[eA—AK| D—SAD v
uabouAsdAnowAyD aunyeo

BOUON-N  MOSemoulle  efouamyas
(eg'ze)  mouabouAsdAnowAys yoAuzos obamopAidadijod eyonouet eUIOPO  0BBMOIUOY-N  MOsemdoulle  efouamies

EReL .

[5071



508 K. WOROWSKI

Stwierdzono liczne podobienistwa trypsynogendéw i chymotrypsynoge-
néw roznych zwierzat. Dotyczg one zaréwno skiadu aminokwasowego jpk
i sekwencji aminokwasoéw (5, 34—41). Z 229 aminokwas6w trypsynogenu
wotu, az 101 reszt aminokwasowych usytuowanych jest identycznie réw-
niez w chymotrypsynogenie A wotu, a stanowi to 44°/o0 wszystkich amino-
kwasow. Liczba i potozenie aminokwaséw decydujacych o konformacji
trypsynogenu i chymotrypsynogenu (proliny, glicyny, cysteiny i mostkéw
dwusiarczowych) jest takze bardzo podobna (42). Z 8 reszt proliny trypsy-
nogenu az 6 zajmuje podobne pozycje jak w chymotrypsynogenie, a z 25
reszt glicyny pierwszego z proenzymow, az 22 reszty sa zlokalizowane
w podobnych pozycjach w drugim. Trypsynogen posiada 12 reszt cysteiny
i 6 mostkéw dwusiarczowych, a chymotrypsynogen 10 reszt cysteiny i 5
mostkéw dwusiarczkowych. W obu proenzymach mostki te wystepuja
w podobnych pozycjach i podobne jest wokot nich utozenie aminokwasow.
Zaréwno trypsyna jak i chymotrypsyna powstaja z nieczynnych prekurso-
réw na drodze ograniczonej proteolizy. W obu przypadkach powstaje no-
wy N-koficowy aminokwas, ktérym jest izoleucyna. Obydwa enzymy za-
czynajg sie identycznym dwupeptydem —Ile—Val—, posiadajg identyczny
aminokwas C-koncowy, ktérym jest asparagina i centrum aktywne zbudo-
wane z tych samych aminokwaséw, a mianowicie z seryny, histydyny
i izoleucyny. Seryna centrum aktywnego znajduje sie w identycznych po-
zycjach w obu proenzymach. W obu proenzymach w bezposrednim poblizu
histydyny centrum aktywnego wystepuje mostek dwusiarczkowy. Bardzo
podobna jest réwniez sekwencja aminokwaséw wokdt aminokwaséw two-
rzacych centrum aktywne tych enzymow.

Stwierdzono takze znaczne podobienstwo skiadu aminokwasowego
i sekwencji aminokwaséw N-koncowego odcinka trombdny cztowieka
i wotu (43, 44) oraz okolicy centrum aktywnego karboksypeptydazy A i B
wotu (45) i C-konca czasteczki tych enzymoéw (46).

Kokonazy z jedwabnikéw réznych odmian wykazujg takze wiele istot-
nych podobienistw (22), jak mapy peptydowe trypsynowego hydrolizatu,
uzyskane technikg elektrochromatografii (47). Proenzymy kokonaz posia-
dajg identyczng sekwencje aminokwasowa N-koricowego odcinka taincucha
polipeptydowego. Skiad aminokwasowy oraz ciezary czasteczkowe koko-
naz sa réwniez bardzo podobne.

Il. Podobienstwa struktury pierwszorzedowej proteaz roslinnych

Proteolityczne enzymy roslinne, takie jak bromelina zawarta w owo-
cach Ananas comososus, papaina otrzymywana z lateksu drzewa Carica
i ficyna wystepujaca w lateksie Ficus carica posiadajg tez zblizong struk-
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ture. W centrum aktywnym wymienionych enzymow wystepujg grupy
-SH cysteiny. Zwigzki sulfhydrylowe aktywujg te enzymy, a hamuje je
jodoacetamid i p-chlororteciobenzoesan. Sekwencja aminokwaséw wokot
cysteiny centrum aktywnego jest takze bardzo podobna (Tabela 4). Ponad-
to majg one zblizone ciezary czasteczkowe,, punkty izoelektryczne oraz
podobng specyficznos¢ substratowg (51).

Tabela 4.

Podobienistwa sekwencji aminokwaséw okolicy cysteiny centrum aktywnego roslinnych proteaz
sulfhydrylowych

Enzym Sekwencja aminokwasow

Bromelina (48) —Ans—Gin—Asp—Pro—Cys—Gly—Ala—Cys*—Try—
Papaina (49) —Asn—Gin—Gly—Ser—Cys—Gly—Ser—Cys*—Try—
Ficyna (50) —Gin—Gin—Gly—Gin—Cys—Gly—Ser—Cys *—Try—

Gwiazdka oznaczono cysteing centrum aktywnego.

I11. PodobiehAstwa struktury proteaz z drobnoustrojéw

Wykazano znaczne podobienstwa struktury pierwszorzedowej proteaz
z drobnoustrojow réznych szczepdw rodzaju Bacillus. Jako przykiad stu-
zy¢ moga subtilizyna BPN' z B. amyloliguefaciens i subtilizyna Carlsberg
z B. subtilis w ktorych strukturze 70°/0 aminokwaséw wystepuje w analo-
gicznych sekwencjach (52, 53). Centrum aktywne tych enzymdw stanowi
serzi, Hisét i Asp®, w ktérych otoczeniu znajdujg sie rowniez podobne
aminokwasy. Struktura przestrzenna subtilizyn o r6znym pochodzeniu jest
réwniez bardzo zblizona (54, 55).

Zasadowe proteazy izolowane z przesaczu hodowli plesni rodzaju As-
pergillus rowniez posiadajg serynowe centra aktywne, identyczng sek-
wencje aminokwaséw wokét niego ztozong z —Gly—The—Ser*—Met
—Ala—, sg inhibowane dwuizopropylofluorofosforanem, ich ciezary czas-
teczkowe zawierajg sie w zakresie 20 000— 22 000, wykazujg podobng swo-
istos¢ substratowag i w wiekszosci nie posiadajg w strukturze cysteiny
i mostkéw dwusiarczkowych (56). Z poréwnania sktadu aminokwasowego
enzyméw z Aspergillus flavus, A. oryzae, A. sojae i A. sulphureus wynika,
ze zawierajg one duzg ilo$¢ reszt asparaginy i kwasu asparaginowego, se-
ryny, glicyny i alaniny, a nie zawierajg cysteiny (57). Mapy peptydowe jak
rowniez liczba reszt aminokwasowych w czasteczkach tych enzymoéw jest
prawie identyczna.

Il Postepy Biochemii
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IV. Podobienstwa struktury niektérych enzyméw proteolitycznych
organizméw odlegtych genetycznie

W czasteczkach proteolitycznych enzyméw z organizméw zaliczanych
do odlegtych ewolucyjnie gatunkéw stwierdzono w wielu przypadkach
podobienstwo struktury (Tabela 5).

Proteazy zwierzece i niektdére proteazy drobnoustrojow posiadajg
w regionie centrum aktywnego czasteczki identyczng sekwencje (—Asp—
—Ser*—Gly—), wiekszo$¢ za$ proteaz drobnoustrojow posiada sekwencje

Tabela 5.

Sekwencja aminokwaséw wokét seryny centrum aktywnego niektérych enzyméw proteolitycznych

Enzym

Chymotrypsyna wotu (58)
Trypsyna wotu (31)
Trypsyna owcy (31)
Trypsyna $wini”(31)
Trombina wotu (58)
Elastaza wieprza (58)
Plazma cztowieka (58)
Trypsynopodobna proteaza
raka rzecznego (59)
a-proteaza z Myxobacter (60)
Pronaza (61)

Kokonaza z Antherue a poly-
phetnus (22)

Subtilizyna BPN (62)
Subtilizyna Carlsberg (63)
Zasadowa proteaza z Aspergil-
lus flavus (64)

Zasadowa proteaza z Aspergil-
lus oryzae (65)

Kazeinaza z fasoli (66)
Proteaza z Arthrobacter (67)
Proteaza z drozdzy piekarskich
(66)

Sekwencja aminokwasow

—Ser—Cys—Met—Gly—As —Ser *—Gly—HIly—Pro—Leu—Val—Cys—
—As —Ser—Cys—Gin—Gly—As —Ser*—Gly—Gly—Pro—Val—Val—Cys—Ser—Gly—
—Asn—Ser—Cys—Gin—Gly—Asp—Ser*—Gly—Gly—Pro—Val—Val—Cys—Ser—Gly
—Asn—Ser—Cys—Gin—Gly—Asp—Ser*—Gly—Gly—Pro—Val—Val—Cys—Gly— Gin—
—Ala—Cys—Glu—Gly—Asp—Ser*—Gly—Gly—Pro—Phe—Val—Met—
—Gly—Cys—Gin-—Gly—Asp— Ser*—Gly—Gly—Pro—Leu—His—Cys—
—Ser—Cys—Gin—Gly—Asp—Ser*—Gly—Gly—Pro—Leu—Val—Cys—
—Asp—Ser*—Gly—

—Gly—Asp—Ser *—Gly—Gly—
—Asp—Thr—Gys—Gin—Gly—Asp—Ser*—Gly—Gly—Pro— Met—Phe—
—Asp—Ala—Cys—Gin—Gly—Asp—Ser*—Gly—Gly—Pro—Val— Gin—Asn—Ala—

—Asn—Gly—Thr—Ser *—Met—Ala—Ser—Pro—H is—
—Asn—Gly—Thr—Ser *—Met—Ala—

—Gly—Thr—Ser*—Met—Ala—

—Thr—Ser*—Met—AJa—
—Thr—Ser*—Met—Ala—
—Ser—Ser *—Gly—
—Glu—Ser*—Val—

Gwiazdkg oznaczono seryne centrum aktywnego.

—Tre—Ser*—Met—. Od powyzszych schematow odbiega sekwencja ami-
nokwaséw w proteazie izolowanej z drozdzy piekarskich i proteazie z Art-
hrobacter.

Wyrazne podobienstwa sekwencji aminokwaséw okolicy histydyny cen-
trum aktywnego (Tabela 6), wykazano w proteazach przewodu pokarmo-
wego zwierzat, proteazie z Myxobacter oraz w proteazach wytwarzanych
przez drobnoustroje rodzaju Bacillus. Kwas asparaginowy wchodzacy
w sktad centrum aktywnego w wielu proteazach (Tabela 7) otoczony jest
réwniez podobnymi aminokwasami.

Interesujacy jest fakt, ze a-proteaza z Myxobacter i-elastaza z trzustki
wieprzowej charakteryzujg sie zblizong sekwencjg aminokwaséw w N-kon-
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cowej czesci fancucha polipeptydowego oraz w poblizu aminokwaséw cen-
trum aktywnego, ktore stanowi seryna i histydyna. W czasteczkach tych
enzymow liczba reszt aminokwaséw zasadowych oraz lokalizacja mostkéw
dwusiarczkowych sg rowniez zblizone, a w konsekwencji enzymy te po-
siadajg zblizong strukture przestrzenng (Ryc. 2).

Poréwnywane enzymy wykazujg podobng aktywnos$¢ przy pomiarach
z zastosowaniem jako substratow estrow metylowych rdznych benzoilo-
aminokwasow, estréw metylowych pochodnych acylowych alaniny i estréw
N-propionylokarboksylowych alaniny (60).

Sekwencja aminokwasow w C-koricowym odcinku czasteczki niektd-
rych proteaz drobnoustrojow i zwierzat jest rowniez bardzo podobna (Ta-
bela 8).

Tabela 6.

Enzym Sekwencja aminokwaséw
Trypsyna wotu (68) —Val—Val—Ser—Ala—Ala—His*—Cys—Tyr—Lys—Ser—
Chymotrypsyna wotu (68 —Val—Val—Thr—Ala—Ala—His *—Cys—Gly—Val—Thr—
Elastaza wieprza (68) —Val—Met—Thr—Ala—Ala—His *—Cys—Val—Asp—Arg—

a-proteaza z Myxobacter —Phe—Val—Thr—Ala—Gly—His *—Cys—Gly—Thr—Val—
(60)

Subtilizyna BPN’ (69) —Gin—Asp—Asp—Asn—Ser—His*—Gly—Thr—His—Val—

Subtilizyna Carlsberg (69) —Thr—Asp—Gly- Asn—Gly—His *—Gly—Thr—His—Val—

Gwiazdka oznaczono histydyne centrum aktywnego.

Tabela 7.

Sekwencja aminokwasdw woko6t kwasu asparaginowego centrum aktywnego niektérych enzyméw pro-
teolitycznych

Enzym Sekwencja aminokwasow
Chymotrypsyna A —Thr—Ille—Asn—Asn—Asp *—Ille—Thr—Leu—Leu—
wotu (70)

Chymotrypsyna B wotu —Thr—Ille—Asn—Asn—Asp *—lle—Thr—Leu—Leu—
(70)

Trypsyna wotu (70) —Thr—Leu—Asn—Asn—Asp *—Ille—Met—_eu—Ile—
Elastaza $wini (70) —Ala—Ala—Gly—Tyr—Asp *—lle—Ala—Leu—Leu—
Trombina wotu (70) —Asx—Leu—Asp—Agr—Asp *—He—Ala—Leu—Leu—
Subtilizyna BPN’ (71)  —Val—Ala—Val—He—Asp*—Ser—Gly—lie—Asp—
Subtilizyna Carlsberg (71) —Val—Ala—Val—Leu—Asp *—Thr—Gly—lie—GIn—
Pepsyna (72) —lie—Val—Asp *—Thr—Gly—Thr—Ser—
Penicylopepsyna (72) —lie—Ala—Asp *—Thr—Gly—Thr—Ser—

Gwiazdka oznaczono kwas asparaginowy centrum aktywnego.

li*
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Stwierdzono istotne podobiefAstwa miedzy trypsyng raka rzecznego
i trypsyna ssakow (59). Obydwa enzymy charakteryzujg sie identyczna
sekwencjg aminokwasow wokét aktywnej seryny i podobnym skiadem
aminokwasowym, swoistoScig substratowga oraz inhibitorami (28, 74). lden-
tyczng specyficznos$¢ substratowa jak trypsyng ssakow posiada takze tryp-
synopodobna proteaza wytwarzana przez Streptomyces fradie (75).

Karboksypeptydazy A i B wotu i karboksypeptydaza B odlegtej gatun-
kowo ryby ptucodysznej (76, 77) posiadajg podobny N-koncowy fragment
tancucha polipeptydowego. Trypsyng wotu i kokonaza z jedwabnikéw majg

$-$137-170 ooH

$-§ 101-111

$-$ 184-214

L

S-S 18-174

Ryc. 2. Model struktury przestrzennej a-proteazy z Myxobacter (A) i elastazy wie-
przowej (B), (60).

Odcinki tancuchéw polipeptydowych o podobnej sekwencji aminokwaséw zaznaczono kolorem
czarnym.

Tabela 8.

Poréwnanie sekwencji aminokwaséw C-koricowego odcinka proteazy A ze Stereptomyces griseus
z innymi serynowymi protazami (61,73)

Liczba poréwny-

Enzym wanych reszt . % L. )6
aminokwasowych identycznosci podobienstwal
a-proteaza z Myxo-
bacter 72 32 53
Elastaza wieprza 69 19 32
Chymotrypsyna A
wotu 69 25 32
Trypsyna wotu 68 22 32

1 — podobieristwo aminokwaséw zdefiniowane jest nastepujaco:
Arg = Lys, Ala = Gly, Asp=Asn=Glu=GlIn, Ser=Thr, Val=Try=Ille= Leu=Tyr= Phe= Met
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takze podobny sktad aminokwasowy i sekwencje aminokwaséw wokot se-
ryny centrum aktywnego (21, 22).

Podobienstwa struktury kwasnych proteaz wielu organizméw odleg-
tych genetycznie ilustruje tabela 9.

Podobna jest rowniez sekwencja aminokwaséw wokot cysteiny centrum
aktywnego sulfhydrylowych proteaz zwierzecych i roslinnych, a takze
sekwencja aminokwasow okolicy seryny centrum aktywnego proteaz zwie-
rzecych i poblize aktywnej cysteiny proteaz roslinnych (7, 78).

Tabela 9.

Podobienstwa sekwencji aminokwaséw N-kofAcowego odcinka penicylopepsyny, pepsyny | i Il
z Rhizopus chinensis i renniny (72)

Enzym Sekwencja aminokwasow
Penicylopepsyna Ala—Ala—Ser—Gly—Val—Ala—Thr—Asx—Thr—Pro—Thr
Pepsyna |
z Rhizopus chinensis Ala—Gly—Val—Gly—Thr—Val—Pro—Asx—Thr—
Pepsyna Il Ala—Gly—Val—Gly—Thr—Val—Pro—
z Rhizopus chinensis
Rennina Gly—Glu—Val—Ala—Ser—Val—Pro—Leu—Thr

V. Zakonczenie

Podobienstwa strukturalne proteaz drobnoustrojéw, roslin i zwierzat
probuje wyjasni¢ szereg hipotez. Jedna z nich opiera sie na zatozeniu, ze
w toku ewolucji nastepowata selekcja w kierunku tworzenia czynnej en-
zymatycznie sekwencji aminokwaséw, ktéra doprowadzita do upodobnienia
sie struktury biatek o podobnych funkcjach (79). Inna hipoteza zaktada zas,
ze enzymy te powstaly w wyniku ewolucji dywergencyjnej ze wspdélinej
praproteazy (6). Analogie miedzy sekwencjami aminokwaséw centrum
aktywnego enzymoéw proteolitycznych pozwalajg przypuszczaé, ze fra-
gmenty tancuchéw polipeptydowych odpowiadajace centrum aktywnemu
ulegaty tylko niewielkim zmianom w procesie ewolucji, a istniejgce rozni-
ce sg wynikiem wymiany okre$lonych aminokwaséw na inne o podobnej
strukturze i funkcji katalitycznej. Wedlug Love (7) szczeg6lnie duze
znaczenie miata wymiana cysteiny na seryne w obrebie centrum aktywne-
go proteaz. Pozostate fragmenty biatka enzymatycznego byty natomiast
bardzo réznorodnie modyfikowane. Cho¢ modyfikacje te nie wpiynely
w zasadniczy sposob na aktywnos$¢ katalityczng, to spowodowaty jednak
zmiany swoistosci substratowej, masy czasteczkowej, optimum pH i tempe-
ratury oraz niektérych innych wiasciwosci fizyko-chemicznych (4).
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Dotychczasowe badania z zakresu enzymologii poréwnawczej wskazujg

na to, ze ewolucja struktury czasteczki enzymatycznej polegata na utrwa-
laniu przede wszystkim zmian zapewniajgcych wiasciwg metabolicznie
aktywnos$¢ enzymu.
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IV Kolokwium ,,Bioenergetyka i Mitochondria”

Magdeburg (NRD) 13—15 maj 1974 r.

Coroczne kolokwia bioenergetyczne, organizowane kolejno w réznych krajach
socjalistycznych, staty sie juz ustalong formag kontaktéw i wymiany mysli bioche-
mikéw Butgarii, Czechostowacji, N.R.D., Polski, Wegier i ZSRR. Po Warszawie (1971),
Pradze (1972) i Tihany (1973), czwarte Kolokwium odbyto sie w Magdeburgu (NRD).
Byto ono najliczniejsze z dotychczasowych (okoto 100 uczestnikow); najliczniejszy byt
tez, poza kolokwium warszawskim, udziat biochemikéw polskich (22 osoby). Kolo-
kwium trwato 3 dni, podczas ktérych wygtoszono 10 referatéw przegladowych, a mia-
nowicie:

1. H. David (Berlin) — Morfometria mitochondriow.

2. J. Popinigis (Gdansk) — ,Struktury krystaliczne” mitochondriéw.

3. A. Fonydé (Budapeszt) — Charakterystyka in situ systeméw transportujgcych
aniony.

4. A. Girbardt (Jena) —Zmiany konformacyjne mitochondriéw filamentarnych
(referat i film).

5 A. D. Vinogradov i J. V. Evtodienko (Moskwa i Puszczino) — Badania nad
transportem wapnia w mitochondriach.

6. Sungchul Ji (Madison, USA) — Konformacyjny model ,sprzezenia energe-
tycznego”.

7. K. R. H. Repke i R. Schon (Berlin-Buch) — Reakcje (Na, K)-ATP-azy jako
model produkcji ATP w oksydacyjnej fosforylacji.

8. L. Wojtczak i A. B. Wojtczak (Warszawa) — Transport metabolitow i jonow
przez btony mitochondrialne jako czynnik regulujacy zalezno$¢ miedzy mitochondria-
mi a cytoplazma.

9. L. Kovaé (Pezinok k/Bratystawy) — Genetyka mitochondriéw jako jeden z as-
pektéw biogenezy mitochondriow.

10. S. M. Rapoport (Berlin) — Degradacja mitochondridw.

Ponadto przedstawiono okoto 40 doniesien o tematyce zblizonej do tematéw re-
feratow przeglagdowych. Inowacjg Kolokwium w Magdeburgu byto to, ze doniesie-
nia zaprezentowano wytgcznie w formie ,plakatowej”. Kazdego dnia obrad po po-
tudniu (przedpotudnia poswiecone byty referatom przeglagdowym) przez 3 godziny
kilkunastu autoréw objasniato umieszczone na specjalnych tablicach wykresy, ta-
bele i tezy swych doniesien. Nastepnie odbywata sie ogdlna dyskusja, dotyczaca za-
rowno przedstawionych danego dnia ,plakatow” jak i rannych referatéw przegla-
dowych. Ta forma prezentacji doniesien, wyprobowana juz zreszta wcze$niej na
ostatnich dwoéch zjazdach FEBS, na IX Miedzynarodowym Kongresie Biochemicznym
w Sztokholmie i na zjazdach Biochemicznego Towarzystwa NRD, zyskata na ogot
uznanie uczestnikéw Kolokwium. Pozwalata ona poszczegélnym uczestnikom kolo-
kwium na doktadniejsze zapoznanie si¢ z interesujacymi ich doniesieniami, a au-
torom —na bardziej swobodne ich przedstawienie. Niedogodnoscia takiego systemu
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byt jednak niedostatek szerszej dyskusji i krytyki a takze mozliwo$¢ przeoczenia nie-
ktérych doniesien.

Nastepne, pigte Kolokwium bioenergetyczne odbedzie sie w dniach 10—13 czerw-
ca 1975 r. w Puszczino w ZSRR. Organizatorem bedzie Instytut Biofizyki Akademii
Nauk ZSRR.

L. Wojtczak



Miedzynarodowa Konferencja na temat

.Metabolism of Folate and Related Compounds
in Different Biological Systems”

Warszawa, 18—12.VI1.1974

W dniach 10—12 czerwca 1974 odbyta sie w Instytucie Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN, konferencja robocza na temat ,Metabolism of folate and
related compounds in different biological systems” zorganizowana przez Pracownie
Procesdw Biosyntetycznych Zaktadu Biochemii Komorki.

W konferencji, oprocz pracownikéw Zaktadu Biochemii Komérki i kolegéw z kil-
ku placéwek warszawskich uczestniczyli: K. R. Harrap (Institute of Cancer Research,
Belmont, W. Brytania); S. F. Zakrzewski (Roswell Park Memorial Institute, Buffalo,
USA); G. Gerzeli (Universita di Pavia, Witochy) oraz K. Pristoupilova i J. Souéek
(Ustav Hematologie, Praga, Czechostowacja).

Konferencje otworzyta Z. Zielinska, przewodniczaca i organizator spotkania. Re-
feraty dotyczyly zagadnien zwigzanych z réznymi aspektami metabolizmu folianu
w bakteriach, komérkach zwierzecych hodowanych in vitro oraz w narzagdach zwie-
rzat wyzszych (K. R. Harrap, S. F. Zakrzewski, K. Pristoupilova, B. Grzelakowska-
-Sztabert i wsp.). Szczeg6lnie wiele uwagi poswiecono mechanizmom opornosci ko-
morek na dziatanie analogéw folianu (K. R. Harrap) jak réwniez badaniom pozwala-
jacym na idetyfikacje wewnatrzkomorkowych produktéw metabolizmu folianu (S. F.
Zakrzewski).

Jeden dzien obrad poswiecono na szczegdtowe omawianie réznych problemoéw
tyczacych reduktazy dihydrofolianowej, enzymu kluczowego w syntezie koenzyma-
tycznych form folianu. Dyskutowano histochemiczne i autoradiograficzne techniki
oznaczania reduktazy dihydrofolianowej in situ w komoérkach i tkankach zwierzat
wyzszych (G. Gerzeli; K. Ostrowski). Szereg referatow dotyczyto biochemicznych
metod oczyszczania reduktazy dihydrofolianowej i syntetazy tymidylanowej przy za-
stosowaniu chromatografii powinowactwa lub izoelektrycznego fokusowania (J. Sou-
¢ek; M. Manteuffel-Cymborowska; W. Rode).

Uczestnicy konferencji uznali zorganizowane spotkanie za dobrg okazje do prze-
dyskutowania wynikéw uzyskanych w réznych pracowniach, przy uzyciu rdznych
technik. Uznano, ze podobne spotkania nalezatoby organizowa¢ co rok lub dwa.

B. Grzelakowska-Sztabert, M. Landman



RECENZJA

Recenzja ksigzki

B. Filipowicz, A. WieckowskKi
»Zarys Biochemii”

P.ZW.L., Warszawa 1973.

Na rynku ksiegarskim mozna znalez¢ kilka dobrych podrecznikéw biochemii au-
torow polskich, jak i zagranicznych. Zapotrzebowanie na nowe ksigzki wynika ze
statego postepu nauki, bowiem osiggniecia i wyniki dostarczajg nowych informacji»
ktore uzupetniajg lub modyfikujg dotychczasowe dane z tej dziedziny wiedzy. Mto-
dziez akademicka chetniej jednak siega po zwiezte podreczniki, obejmujace swym
zakresem tylko najistotniejsze wiadomosci, ktdre w okresie nauki przedmiotu sta-
nowig baze, a dopiero w celu rozbudowy i szerszego potraktowania wybranego za-
gadnienia korzysta z obszerniejszych podrecznikéw. Ponadto duzg popularnoscia
wséréd studentéw cieszy sig, szczegOlnie w okresie przedegzaminacyjnym podrecznik
0 charakterze kompendium, ktory pozwala na szybkie powtdczenie catosci materiatu.
W tym aspekcie ksigzka p.t. ,,Zarys Biochemii” przeznaczona dla studentow medy-
cyny i farmacji stanowi cenng pozycje pomocy dydaktycznej.

Podrecznik uwzglednia wszystkie tematy zawarte w programie nauczania bio-
chemii studentéw Il roku Wydziatu Lekarskiego. Materiat jest ujety w 14 rozdziatach*
przy czym najobszerniejsze sg rozdzialy dotyczace biatek, kwaséw nukleinowych
lenzyméw. Nie negujagc dominujacej roli tych zwigzkéw w procesach zyciowych, wy-
daje sie, ze studenci — szczegdlnie Wydziatu Lekarskiego — winni otrzymac propor-
cjonalny zaséb wiadomosci we wszystkich dziedzinach. Tre$¢ podrecznika zostata
wzbogacona licznymi przejrzystymi schematami i tabelami zbiorczymi, ktére uta-
twiajg zrozumienie i przyswojenie materiatu. Nalezy zatowaé, ze Wydawca nie
uwzglednit erraty btedéw drukarskich.

Autorzy podrecznika sa dobrze znani czytelnikom, a szereg pozycji wydawniczych
prof. Filipowicza mozna znalez¢ we wszystkich pracowniach biochemicznych. ,,Zarys
Biochemii” przeznaczony dla studentow zainteresuje niewatpliwie rowniez szerokie
grono biochemikéw-dydaktykow.

I. Borkowska



KOMUNIKAT

Ukazaty sie pierwsze numery nowego czasopisma Postepy Biologii Komorki.
Czasopismo, bedgce kwartalnikiem drukuje artykuty przeglagdowe, omawiajace naj-
nowsze osiggniecia w dziedzinie biologii komorki.

Na tres¢ 1 numeru sktadajg sie artykuty:

M. Olszewska, Ultrastruktura chromatyny i chromosomow

A. Mysliwski, Histony

L. Cieciura, Postepy cytogenetyki lekarskiej

T. Zak, C. Radzikowski, Wirusy onkogenne RNA

A. Vorbrodt, Cytochemia enzymatyczna jadra komérkowego

T. Gotaszewski i M. Rytel, Wzgledna intensywno$¢ syntezy kwaséw rybonukle-
inowych w komérce

W numerze 2 ukazaly sie nastepujgce artykuty:

J. Michejda, Mitochondrialny DNA i zakres jego dziatania

J. Zurzycki, Peroksysomy, ich struktura i funkcje metaboliczne

B. Gabara, Struktury Golgiego w Swiecie roslin

A. Koj, Cykl rybosomowy w komérkach bakterii, roslin i zwierzat

K. Strzatka, S. Wieckowski, Autonomia genetyczna chloroplastow w Swietle ba-
dan biochemicznych

I. Patczewska, Struktura i funkcje lizosoméw w komdrkach roslinnych

M. Kwiatkowska, Mikrotubule

I. Budowa i sktad chemiczny mikrotubul

Il. Funkcje mikrotubul.

Czasopismo mozna naby¢ we Wzorcowni Wydawnictw Naukowych, Patac Kultury
i Nauki, 00-901 Warszawa, w ksiegarniach naukowych ,,Domach Ksigzki” albo w RSW
»Prasa-Ksigzka-Ruch” ul. Hubska 8/14 50-502 Wroctaw.
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tre$¢ pracy.

Pismiennictwo: W artykule powinny by¢ cytowane prace oryginalne
z ostatnich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawia-
jace przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artykutdw opublikowa-
nych w ,Postepach Biochemii”. W tek$cie nalezy cytowac jedynie nazwis-
ka badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowac¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz pisSmiennictwa zatem bedzie obejmowat prace opa-
trzone kolejnymi numerami, ale nieuporzagdkowane alfabetycznie. Odnos$-
niki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcow
Czasopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikow (IUB)
wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,

181—184.

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawaé¢ nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaty autor(6w), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty
jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydawania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans

Green and Co, London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N,
Greville G. D, t. 5, str. 1—58, Academic Press, London

Zakaczniki: Kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajagcym
numerowi uzytemu w tekScie, oraz oznaczy¢ (na goérze stronicy otdéw-
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtowki rubryk winny jasno opisywaé ich tres¢. Nalezy zaznaczy¢
z jakich (jakiej) prac(y) pochodza informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich oméwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi,arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien byé mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki
ujmujgce wykresy mozna wykonaé¢ linig ciefiszg niz linie wiasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwaé sie skrotami. Osie wykreséw natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem #fatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowaé¢ nastepujgce symbole: ADO A @©
Rycine nalezy opatrzy¢é na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,,d6t” (otdw-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy-
dawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na od-
dzielnej kartce. Oznaczenia, ktorych nie mozna wpisaé na maszynie,
nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Redakcja prosi o wiasciwe pakowanie artykutéw aby zabezpieczy¢
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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