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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artalnik „Postępy B iochem ii” publikuje artykuły przeglądowe 
z biochem ii i nauk pokrewnych. A rtykuły w inny obejm ować syntetyczny  
przegląd postępu w iedzy w  om awianej dziedzinie opracowany na podsta­
w ie p iśm iennictw a z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykułu do R e­
dakcji jest równoznaczne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była  
i nie będzie publikowana w  innym  czasopiśm ie jeżeli zostanie ogłoszona  
w „Postępach B iochem ii”. Autorzy artykułu odpowiadają za praw idłow ość  
i ścisłość podawanych inform acji. A utorów  obow iązuje korekta autorska. 
K oszty zmian tekstu w  korekcie (poza popraw ieniem  błędów  drukarskich) 
ponoszą autorzy. A rtykuły honoruje się w edług obow iązujących stawek. 
Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek sw ego artykułu; zam ów ienia na 
dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po k o ­
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów  o przestrzeganie następujących w skazówek:
Forma m aszynopisu: M aszynopis pracy i w szelk ie załączniki należy  

nadsyłać w  dwu egzemplarzach. M aszynopis pow inien być napisany jed ­
nostronnie, z podwójną interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej i ok. 
1 cm po prawej stronie.

Układ m aszynopisu: strona okładkowa nienum erowana zaw iera im io­
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim  
i angielskim , w  których pracują autorzy, adres pocztowy na który autorzy  
życzą sobie otrzym yw ać korespondencję, telefon  m iejsca pracy, tytu ł 
artykułu (w języku polskim  i angielskim ) oraz — w  praw ym  dolnym  
rogu — liczbę stron, liczbę rycin, w zorów  i tabel oraz skrót tytułu (nie 
w ięcej niż 25 znaków  drukarskich).

Strona tytułow a (1) im iona (w pełnym  brzmieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), jego (ich) stanowisko(a) i m iejsce(a) pracy, w ykaz skrótów  sto ­
sow anych w  pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a  
w łącznie, tabele, spis rycin, w zorów  oraz tytu ły i objaśnienia do rycin na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu korzystny jest często podział na rozdziały  
oznaczone liczbam i rzym skim i. T ytułów  podrozdziałów nie w ydzielonych  
z tekstu nie trzeba num erować. W tekście nie należy stosow ać żadnych  
podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ew entualne sugestie autorskie co 
do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć ołów kiem  na m ar­
ginesie m aszynopisu. W przypadku um ieszczenia w  tekście liter alfabetu  
greckiego należy na m arginesie w pisać ołów kiem  ich fonetyczne brzm ie­
nie. W tekście nie należy umieszczać żadnych tablic, rycin czy wzorów, 
lecz w  żądanym  m iejscu pozostawić w olny w iersz i zaznaczyć: Tabela 1, 
Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w  tekście należy podawać po nazwie 
związku np. kw as glutam inow y (I).

Redakcja prosi autorów  o zw rócenie szczególnej uw agi na poprawność 
językow ą tekstu a także na ścisłość i jasność sform ułow ań, unikanie 
gw ary laboratoryjnej oraz o nie w prowadzanie do tekstu tworzonych do­
raźnie skrótów, naw et jeśli niektóre z nich byw ają używ ane w  pracach 
obcojęzycznych.
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P ost. B lo ch em . 21, 275—293, 1975.

JE R Z Y  D U SZYŃ SK I*

Transport nukleotydów adeninowych w  mitochondriach 

Transport of Adenine Nucleotides in Mitochondria

M itochondrion to organellum  komórkowe, w którym  zachodzą tak  
ważne procesy metaboliczne jak: synteza ATP, cykl Krebsa, P — oksyda­
cja kwasów tłuszczowych, etapy cyklu mocznikowego i inne.

W m itochondronie można wyróżnić: błonę zewnętrzną, przestrzeń 
m iędzybłonową, błonę w ew nętrzną i przestrzeń w ew nętrzną, zwaną m a- 
triks. Błony m itochondrialne są nie tylko barieram i ograniczającym i prze­
strzenie m itochondrionu, lecz także m iejscami ważnych przem ian enzy­
m atycznych, np. w w ew nętrznej błonie umiejscowiony jest łańcuch od­
dechowy i układ oksydacyjnej fosforylacji.

Błona w ew nętrzna różni się zdecydowanie swą przepuszczalnością od 
błony zew nętrznej. Ta ostatnia w ydaje się przepuszczać cząsteczki zależ­
nie od ich wielkości, co oznacza, że mogą przez nią łatwo przenikać czą­
steczki o ciężarze cząsteczkowym poniżej 5000 (1,2). O przechodzeniu zaś' 
cząsteczki przez błonę w ew nętrzną decydują jej właściwości fizykoche­
miczne, a przede wszystkim  to czy cząsteczka jest hydrofilna czy hydro- 
fobna. Cząsteczki rozpuszczalne w lipidach z reguły łatw o przenikają 
przez błonę w ew nętrzną. Zjonizowane, hydroiilow e cząsteczki naogół nie 
mogą biernie przenikać przez w ew nętrzną błonę; wiele m etabolitów  
m itochondrialnych posiada takie w łaśnie właściwości.

Słaba przepuszczalność błony w ew nętrznej w stosunku do jonów w y­
nika z jej podstawowych właściwości fizykochemicznych, a m ianowicie 
błonowego potencjału elektro-chemicznego. Pow stający na skutek w y­
pom powywania protonów z m atriks przez układ „pompy protonow ej” 
znajdujący się w błonie w ew nętrznej potencjał ten  odgrywa najpraw do­
podobniej decydującą rolę w m echanizm ie oksydacyjnej fosforylacji. By 
taki potencjał mógł powstać błona m usi być bardzo szczelna wobec czą­
steczek zdolnych do neutralizow ania tego potencjału, a więc wobec czą­
steczek zjonizowanych. T ransport większości zjonizowanych m etabolitów

* Dr, Zakład B iochem ii Komórki Instytutu  B iologii D ośw iadczalnej im . M. N en­
ckiego PAN , ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa.
W ykaz stosow anych skrótów: ATRA — atraktylozyd, BA — kw as bongkrekow y, 
KT — kw asy tłuszczow e, K d — stała dysocjacji, cyt. a — cytochrom  a.
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2 7 6 J. D U SZ Y Ń SK I [2]

przez błonę zapew niają nośniki. Jednakże jednokierunkow e, nośnikowe 
przenoszenie z jonizowanych cząsteczek również wpływ ałoby na potencjał 
błonowy. Stąd też praw ie każdy tego typu transport (za w yjątkiem  uk ła­
dów generujących potencjał błonowy, a więc np. „pompy protonow ej”) 
zachodzi albo na zasadzie sym portu, a więc rów noległym  przenoszeniu 
jonów o znakach przeciwnych; albo antyportu , a więc przenoszeniu jonów
o tym  samym ładunku w kierunkach przeciwnych. W łaśnie an typort jest 
głównym  mechanizmem w edług którego dokonuje się transport nośniko­
wy przez w ew nętrzną błonę m itochondrialną.

W m itochondriach, organellach o intensyw nym  metaboliźmie, w ystę­
p u ją  bardzo aktyw ne układy nośnikowe. Z tego właśnie powodu m ito- 
chondria są dogodnym obiektem  do badań nad  transportem  nośnikowym  
przez błony biologiczne.

Zagadnienie transportu  nukleotydów  adeninow ych skupiło uwagę du­
żej ilości laboratoriów . Stało się tak  dlatego, że układ, k tó ry  dostarcza 
m itochondriom  ADP, a transportu je  ATP do cytosolu, odgrywa w funk­
cjonow aniu kom órki decydującą rolę. Również dość wczesne w ykrycie 
specyficznych inhibitorów  tego procesu wpłynęło na znaczne zaawanso­
wanie wiedzy o transporcie nukleotydów  adeninow ych (w przypadku 
innych m itochondrialnych układów  transportu jących  do chwili obecnej 
nie udało się znaleźć tak  specyficznych inhibitorów). W roku 1962 odkry­
to, że pewne glikozydy rośliny Atractylis gummijera  ham ują oksydacyjną 
fosforylację (3,4). W roku 1964 stwierdzono, że ham ują one również w ią­
zanie nukleotydów  adeninow ych do błony m itochondrialnej (5). W roku 
1965 wykazano, że ham ują one transport nukleotydów  adeninow ych przez 
w ew nętrzną błonę m itochondrialną (6,7,8,9,10) i poznano ich struk tu rę  
(11). Od tego czasu datu je  się szybki postęp badań nad transportem  n u ­
kleotydów adeninowych przez w ew nętrzną błonę m itochondrialną.

I. Podstawowe cechy transportu nukleotydów adeninowych

Jak  powiedziano wyżej, tran spo rt nukleotydów  adeninow ych przez 
w ew nętrzną błonę m itochondrialną przebiega na zasadzie antyportu . P rze­
niesieniu jednej cząsteczki nukleotydu z cytoplazm y do w nętrza m ito- 
chondrionu towarzyszy przeniesienie innej cząsteczki nukleotydu w k ie­
runku  odwrotnym. W ten sposób pule nukleotydów  adeninow ych w cyto­
solu i m itochondriach pozostają niezmienione, co ma duże znaczenie w 
regulacji m etabolizm u komórkowego, zwłaszcza dla praw idłowego funk­
cjonowania m itochondrialnych procesów w ytw arzających ATP oraz cyto- 
plazm atycznych procesów zużywających ATP. T ransport nukleotydów  
adeninow ych przez błonę m itochondrialną nazywa się zwykle transloka- 
cją, a czynnik ulokowany w błonie m itochondrialnej, k tó ry  ten transport 
um ożliwia — translokazą. Stwierdzono (9), że translokacji podlegają w y­
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łącznie ADP i ATP, podczas gdy AM P nie przenika przez w ew nętrzną 
błonę m itochondrialną, co ma dość istotne znaczenie dla m etabolizm u 
komórkowego. Po obu stronach w ew nętrznej błony m itochondrialnej m u­
szą się bowiem znajdować system y enzym atyczne fosforylujące AMP do 
ADP. Po stronie zewnętrznej funkcję tę pełni kinaza adenylowa, uloko­
wana w przestrzeni międzybłonowej, a w ew nątrz m itochondrionu — 
fosfotransferaza GTP—AMP.

W procesie translokacji wym ianie poprzez błonę m itochondrialną pod­
legać mogą zarówno cząsteczki ADP na ADP, ATP na ATP, jak  i ADP 
na ATP. Używając ATP podwójnie znakowanego: 14C w pierścieniu pu ry - 
nowym  i 32P  w ostatniej grupie fosforanowej wykazano (12), że translo­
kacji podlega cała cząsteczka, a nie jej reszty fosforanowe, jak  to sugero­
wano wcześniej.

II. Specyficzność

Translokazę charakteryzuje wysoka specyficzność w stosunku do n u - 
kleotydów adeninowych. N ukleotydy o innej zasadzie, np. UTP, UDP, 
GTP, GDP, CTP i CDP w ogóle nie wiążą się z błoną m itochondrialną 
i nie ulegają translokacji (12,13). W szelkie chemiczne m odyfikacje pierś­
cienia adeninowego bardzo obniżają powinowactwo nukleotydu do trans- 
lokazy. I tak  1-N-tlenki nukleotydów  adeninow ych wiążą się około 10 ra ­
zy słabiej z translokazą niż niem odyfikow ane cząsteczki (14,15). Uważa 
się, że wprowadzenie podstaw nika tlenowego do pierścienia adeninowego 
i tym  samym  zmniejszenie charakteru  arom atycznego pierścienia osłabia 
hydrobowe oddziaływania adeniny z translokazą. M odyfikacja cząsteczki 
cukru w nukleotydzie powoduje również znaczne obniżenie jego powino­
w actwa do translokazy. W porów naniu z ADP i ATP, transport dezoksy- 
-ADP i dezoksy-ATP jest znacznie wolniejszy (16). Również wszelkie 
zmiany w łańcuchu fosforanowym nukleotydu obniżają jego powinowac­
two do translokazy. T ransport adenozyno 5'-0-(dwufosfo-2,3-metylenofo- 
sforanu), adenozyno 5'-0-(dwufosfo-2,3-imidofosforanu) adenozyno 5'-0- 
-hydrofosforanu i adenozyno 5-tetrafosforanu jest wolniejszy od tran s­
portu ADP czy ATP (17,18,19).

Ciekawe jest porównanie specyficzności translokazy nukleotydów ade­
ninowych ze specyficznością układu oksydacyjnej fosforylacji. Isto tny  
wpływ  na reaktyw ność ADP w układzie oksydacyjnej fosforylacji m ają 
wszelkie zmiany w łańcuchu fosforanowym  nukleotydu, podczas gdy mo­
dyfikacje reszty cukrowej lub pierścienia adeninowego w yw ołują już 
znacznie m niejsze efekty (14,20,21,22). Natomiast, jak  to już opisano, 
wszelkie m odyfikacje części nukleozydowej nukleotydu obniżają drastycz­
nie jego reaktyw ność z translokazą, a zm iany w  łańcuchu fosforanowym 
w yw ołują słabsze efekty. Stąd też pogląd, że istotnym  czynnikiem  odpo- 

__________________________________________________________________________
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w iedzialnym  za absolutną specyficzność oksydacyjnej fosforylacji w mi- 
tochondriach w stosunku do ADP jest w łaśnie specyficzność translokazy 
nukleotydów  adeninowych (9,23,24,25,26).

III. Kinetyka translokacji

Problem , czy cała pula w ew nątrzm itochondrialnego ADP i ATP pod­
lega translokacji, był obiektem kontrow ersji w  początkowym okresie 
badań. Pew ni badacze uważali, że tylko część tej puli jest bezpośrednio 
w ym ienialna z zewnętrznym i nukleotydam i (10), natom iast inni, że bez­
pośredniej wym ianie podlega cała pula (9). Hipotezę o niehomogenności 
w ew nątrzm itochondrialnej puli ADP i ATP, istnienia kilku przedziałów 
w m atriks m itochondrialnej w ysunięto w połowie lat pięćdziesiątych (27). 
W  odróżnieniu od zewnętrznego ADP, w ew nątrzm itochondrialne ADP 
nie może być nigdy ufosforylowane w 100%; przypuszczano więc, że 
część w ew nątrzm itochondrialnego ADP musi się znajdować w przedziale 
m itochondrialnej m atriks, izolowanym od układu oksydacyjnej fosfory­
lacji (28). Pogląd ten utrzym yw ał się przez lata (29,30). Dopiero badania 
nad  translokacją nukleotydów adeninowych w yjaśniły  tę kwestię. S tw ier­
dzono mianowicie, że cała pula w ew nątrzm itochondrialna ADP i ATP 
jes t bezpośrednio w ym ienialna (12,31). Tak więc przypuszczenie o kilku 
przedziałach m atriks nie znajduje tu  potwierdzenia. Niemniej jednak w 
litera tu rze  pojaw iają się wciąż prace postulujące istnienie oddzielnych 
przedziałów w m atriks m itochondrialnej (32,33).

T ransport nukleotydów adeninow ych jest reakcją pierwszego rzędu 
w stosunku do w ew nątrzm itochondrialnej puli nukleotydów  adeninow ych 
( 12).

Tabela 1

Wartość stałych kinetycznych transportu nukleotydów adeninowych w mitochondriach
wątroby szczura

Ilość miejsc wiążących 
([¿mole/g białka mito.) 0,13

Powierzchnia miejsca 4 x l 0 4 (A2 na cząsteczkę) =  250 (cm2/([imol)

0°C
Temperatura

20°C 37°C
(ekstrapolowana)

Aktywność translokazy
(fzmole/min/g białka) 7 200 1200
Liczba obrotów (min-1) 55 1600 1000
Szybkość przepływu przez po­
wierzchnię błony 
([Amol/min/cm2) 0,2 7 40
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Na uwagę zasługuje bardzo silna zależność (34) aktyw ności transloka- 
zy od tem peratu ry . Stw ierdzenie tego typu zależności (35,13,4) było jed ­
nym  z dowodów na nośnikowy charak ter transportu  nukleotydów  ade- 
ninowych. /

IV. Regulacja translokacji

Już w roku 1965 w pracow ni K l i n g e n b e r g a  wykazano, że ADP 
ze środowiska podlega szybszej translokacji niż ATP (9). Nie wykazano 
natom iast żadnych różnic w transporcie ADP i ATP z w nętrza m itochon- 
driów  (12). Różnice w transporcie zew nętrznych nukleotydów  najlepiej 
się uw idaczniają w układzie kom petycyjnym , a więc takim, w którym  
obecne są w środowisku oba rodzaje nukleotydów. W takim  właśnie ukła­
dzie stwierdzono, że powinowactwo ADP do translokazy jest dziesięć 
razy  większe niż powinowactwo ATP (12). Tylko m itochondria sprzężone, 
czyli zdolne do oksydacyjnej fosforylacji w ykazują różne powinowactwo 
do ADP i ATP. Obniżenie stanu energetycznego mitochondriów, czy to 
przez dodanie czynników rozprzęgających oksydacyjną fosforylację czy 
przez dodatek w alinom ycyny przy obecności jonów potasu w środowisku, 
w yrów nuje powinowactwa ADP i ATP do translokazy. W takich m ito- 
chondriach szybkości transportu  ADP i ATP są jednakowe.

Zjawisko różnego powinowactwa ADP i ATP do translokazy nie zo­
stało jeszcze wytłum aczone w sposób, k tó ry  zyskał ogólną akceptację. 
K l i n g e n b e r g  (34) wiąże bezpośrednio różne powinowactwo nukleo­
tydów do translokazy z potencjałem  elektrochem icznym  na w ew nętrznej 
błonie m itochondrialnej. V i g n a  i s  (36) postuluje, że translokaza w róż­
nych stanach konform acyjnych charakteryzuje się różnym  powinowac­
tw em  do nukleotydów.

W w arunkach fizjologicznych cząsteczki ATP i ADP są zjonizowane. 
W łańcuchu trój fosforanowym ATP w ystępują cztery protony zdolne do 
dysocjacji. W pH 7,0 wartości pK trzech z nich są niskie (pomiędzy 2 i 3), 
a pK czwartego protonu przybiera wartość 6,5. Tak więc, w środowisku 
obojętnym  około 75% cząsteczek ATP w ystępuje w postaci A T P-4, 
a  praktycznie cała reszta jako ATPH3-. ADP zawiera trzy  protony zdolne 
do dysocjacji. W pH 7,0 około 40°/o cząsteczek ADP w ystępuje w roztwo­
rze w postaci ADP3-, a praktycznie cała reszta w postaci ADPH2-. W ko­
m órce przew ażająca część ADP i ATP w ystępuje w form ie kom pleksu 
z m agnezem  lub wapniem, przy czym ATP w ykazuje około dziewięcio- 
k ro tn ie  większe powinowactwo do tych kationów niż ADP. Przypuszcza 
się, że translokacji podlegają tylko wolne (nieskompleksowane) nukleoty- 
dy  adeninow e (37).

K l i n g e n b e r g  uważa (34), że ADP zostaje przenoszone przez bło­
nę jako ADP3-. Pogląd ten oparł on na obserwacji, że wszystkie specy­
ficzne inhibitory translokacji, kwas bongkrekowy, atraktylozyd i karbo-
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ksyatraktylozyd posiadają co najm niej trzy  ładunki ujem ne i w szelkie 
chemiczne m odyfikacje zm niejszające ilość ładunków  do liczby poniżej 
trzech prowadzą do zatracenia zdolności inhibitorow ych. Cząsteczka AMP, 
k tóra w swej najbardziej zjonizowanej form ie może posiadać dwa ładunki 
ujem ne, nie wykazuje zupełnie powinowactwa do translokazy. Tak więc 
najpraw dopodobniej w ym ianie mogą podlegać: ADP3-, ATP4- i ATPH3-.

W ymianę ADP3“ na ATPH3- nazyw am y elektroneutralną, a w ym ianę 
ADP3~ na ATP4- elektrogenną. Gdy w środowisku były obecne jony po­
tasu  i walinom ycyna podczas pobierania przez m itochondria ATP, połą­
czonego z uwalnianiem  w ew nętrznego ADP, zaobserwowano rów noległe 
pobranie 0,4mola K +/lm ol ATP (34). W podobnych w arunkach — ale w  
obecności rozprzęgacza powodującego przenikalność dla protonów  — 
stw ierdzono pobranie 0,6mola H + przy pobraniu lm ola ATP (38). Gdy 
ADP z zew nątrz w ym ieniało się z w ew nątrzm itochondrialnym  ATP (w 
obecności oligomycyny) stw ierdzono uwolnienie 0,4mola H + na mol A TP 
(34). Stąd też sądzi się, że w ym iana ATP na ADP jest w cząści e lek tro - 
neutralna, a w części elektrogenną.

W m itochondriach w stanie wysokoenergetycznym  na błonie w e­
w nętrznej ustala się potencjał z ładunkiem  ujem nym  po w ew nętrznej 
stronie błony i dodatnim  na zewnątrz. Potencjał ten  pow staje w w yniku 
działania pompy protonow ej, k tóra spraw ia, że w ew nątrz m itochondrionu 
stężenie H + jest niższe niż w środowisku. Potencjał ten  stym uluje elek­
trogenną wym ianę A D P3,rw na ATP we w . Różnica stężeń protonów po obu 
stronach błony ułatw ia e lek troneu tra lną  w ym ianę A D P3rw na A T P H ^ W. 
K lingenberg uważał (12,31,34), że zmniejszone powinowactwo ATP ze 
środowiska do translokazy w m itochondriach w stanie wysokoenergetycz­
nym  może tłumaczyć dom inujący elektrogenny charakter w ym iany i ist­
nienie potencjału błonowego. Tego typu mechanizm nie w yjaśniał obser­
wacji, że wym iana ATP na ATP przebiega wolniej niż w ym iana ADP 
na ADP lub ADPzew na A TPwew (35).

By wytłum aczyć to zjawisko K lingenberg rozwinął swą hipotezę (39) 
i zaproponował tak zwany m odel różnego rozmieszczenia nośnika. Model 
ten  zakłada, że cząsteczki nośnika mogą poruszać się w błonie tylko w 
połączeniu z ADP lub ATP (bez związanego nukleotydu nośnik zostaje 
unieruchom iony na powierzchni błony). Siły związane z potencjałem  bło­
nowym  oddziały wuj ą na kom pleks nośnika i nukleotydu adeninowego. Na 
skutek tych oddziaływań w m itochondriach sprzężonych, bardziej u jem ­
nie naładow ane kom pleksy nośnika z nukleotydem  liczniej w ystępują na 
zew nętrznej powierzchni w ew nętrznej błony, a nośniki o m niejszym  ła­
dunku ujem nym  na w ew nętrznej powierzchni tejże błony. Zakłada się, że 
nośniki połączone z ATP m ają ładunek bardziej ujem ny niż kom pleksy 
nośnika z ADP, a zatem skupiają się na zewnętrznej powierzchni błony 
w ew nętrznej. Stąd też utrudniony- jest transport ATP do w nętrza m ito­
chondrionu. Dodanie rozprzęgacza znosi potencjał błonowy i tym  samym
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asym etryczne rozmieszczenie kompleksów nośnika z ATP i ADP zostaje- 
również zniesione. W tych w arunkach transport ATP ze środowiska prze­
biega z tą  samą szybkością jak transport ADP.

Model „różnego rozmieszczenia naładowanego nośnika” nie tłum aczy 
jednak wielu obserwacji. I tak  stwierdzono, że zależnie od stanu energe­
tycznego m itochondriów zmienia się K m zewnętrznego ATP do transloka- 
zy (40). W stanie niskoenergetycznym  K m jest niskie i rów na się wartości. 
K m ADP, natom iast w stanie wysokoenergetycznym  K m jest znacznie 
większe od K m ADP. Ostatnio Vignais opisał zmiany w K m zewnętrznego 
ADP w zależności od stanu energetycznego m itochondriów (41). Model 
K lingenberga nie tłum aczy tych zmian w powinowactwie ADP czy ATP 
do translokazy. Nie tłum aczy również dlaczego powinowactwo w ew nątrz- 
m itochondrialnych nukleotydów jest takie samo (12). Trudno też w y­
tłum aczyć na podstawie tego m odelu zaobserwowaną różnicę w szybkości 
wym ian: ATP na ATP i ATPzew na ADPwew.

Z tego powodu część badaczy stara się w yjaśnić różnice w transporcie 
zewnętrznego ATP i ADP istnieniem  różnych form  konform acyjnych 
translokazy (36,41,42). Powołują się oni jeszcze na następujące fak ty  do­
świadczalne. Stwierdzono mianowicie znaczny wpływ  obecności ADP na 
charak ter wiązania specyficznego inhibitora translokazy — 35S -atrak ty - 
lozydu do m itochondriów (36). Preinkubacja m itochondriów z ADP powo­
duje zanik w nich m iejsc wiążących atraktylozyd z dużym  powinowac­
twem. V i g n a i s sądzi przeto, że zmiany w charakterze wiązania a trak - 
tylozydu są odbiciem zmian allosterycznych translokazy, pod wpływem  
ADP jako efektora. Tak też in te rp re tu je  się obserwację, że po p reinku- 
bacji m itochondriów z ADP translokacja nukleotydów  adeninow ych staje 
się czuła na odczynniki blokujące grupy sulfhydrylow e (43,44,45). Bez 
uprzedniej preinkubacji m itochondriów z ADP odczynniki te nie oddzia- 
ływ ują na translokację. Również ostatnio opisano zmiany w objętości 
mitochondriów, które są związane ze zmianam i w układzie translokazy 
w błonie m itochondrialnej (39). I tak  ATP, ADP i kwas bongkrekowy 
powoduje skurcz m itochondriów (46,47,48,39,18), atrak ty lozyd powoduje 
ich rozkurcz (39).

Różne stałe prędkości transportu  ADP i ATP do m itochondrionu 
(KAdp, Katp) powodują, że stosunki ATP/ADP po obu stronach błony są 
różne. Opisuje to następujący wzór:

Symbolami KA£p i KÂ p oznaczono stałe szybkości transportu  ADP i A T P 
w kierunku na zewnątrz. Są one sobie równe.

Tak więc:
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W  sprzężonych m itochondriach KAdP >  KAtP , stąd też

/ ATP \ ^  / ATP \
\A D P ~ L «  '  V ADP / wc„

ATP
Istotnie stwierdzono, że stosunek na zew nątrz jest wyższy niż

w ew nątrz  mitochondriów (49,50,51). Obniżony w ew nątrzm itochondrialny 
ATP

jest korzystny ze względów term odynam icznych dla syntezy ATP.

W przestrzeni pozam itochondrialnej, tam  gdzie głównie ATP jes t zuży­
w ane, korzystne jest podniesienie tego stosunku.

V. Inhibitory translokazy

W prowadzenie wysoce specyficznych inhibitorów do badań nad trans- 
lokacją nukleotydów adeninow ych znacznie poszerzyło możliwości po­
znawcze w tej dziedzinie. Pierw szym  chronologicznie odkrytym  inhibi­
torem  był atraktylozyd (5,9,10). W roku 1969 opisano w pracow ni
H. A. L a r d y ’e g o inhibitorowe właściwości kwasu bongkrekowego 
(52). W roku 1971 wprowadzono do badań pochodną atraktylozydu, kar- 
boksyatraktylozyd (gumiferyna) (53,54,55,56,57,58).

Z rośliny Atractylis gummifera, produkującej atraktylozyd i karbo- 
ksyatraktylozyd, hodowanej na podłożu z dodatkiem  radioaktyw nego 
siarczanu, otrzym ano inhibitory piętnow ane w siarce (54,59).

Użycie tych inhibitorów pozwoliło na bardziej w nikliw e badania dzia­
łania translokazy na poziomie m olekularnym . W trakcie pierw szych ba­
dań stwierdzono, że atraktylozyd jest inhibitorem  kom petytyw nym  (60, 
61), a kwas bongkrekowy (62) i karboksyatraktylozyd (54) inhibitoram i 
niekom petytyw nym i transportu  nukleotydów  adeninowych. Ciekawe jest, 
że do inhibitorowego działania kwasu bongkrekowego potrzebna jest k il­
kum inutow a preinkubacja tego związku z m itochondriam i (63). W szystkie 
opisane inhibitory cechują stałe dysocjacji w zakresie 5X 10~9M — 2X 
X 10~8M. Uważa się, że inhibitory translokazy nukleotydów  adeninow ych 
podobnie jak  ADP i ATP, są ligandam i translokazy.

W iele inform acji dotyczących m olekularnych podstaw  translokacji 
uzyskano badając oddziaływanie nukleotydów adeninow ych z translokazą 
(16,64). Przeprowadzone doświadczenia w yglądają w zarysie następująco. 
M itochondria inkubowane z 14C ADP gromadzą pew ną radioaktyw ność, na 
lctórą składa się zarówno 14C ADP wym ienione z w ew nątrzm itochondrial- 
ną pulą nukleotydów adeninowych, jak  i 14C ADP związane z translokazą 
w  błonie w ew nętrznej. Jeśli m itochondria uprzednio preinkubować
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Ryc. 1. Inhibitory translokazy nukleotydów  adeninow ych

z atraktylozydem , piętnowanie tego typu  nie zachodzi (można jedynie 
obserwować piętnow anie spowodowane wiązaniem  niespecyficznym  oraz 
obecnością 14C ADP w przestrzeni pozam itochondrialnej). Dodanie zaś 
atrak ty lozydu po inkubacji z 14C ADP powoduje w yparcie radioaktyw nego 
nukleotydu z m iejsc wiążących translokazy, lecz nie usuwa piętna z w nę­
trza m itochondrionu. W opisanych doświadczeniach udało się uzyskać in ­
form ację o ilości miejsc wiążących specyficznie ADP w mitochondriach. 
Opisano dwa rodzaje m iejsc wiążących: o wysokim (Kd^ 0 , 3  ^M), o n i­
skim (Kd ^  7 f.iM) powinowactwie. Sugeruje się, że odpowiadają one w e­
w nętrznym  i zewnętrznym  miejscom wiązania nukleotydów  adeninowych 
w w ew nętrznej błonie m itochondrialnej. W przypadku m itochondriów 
w ątroby szczura obliczono, że stosunek m iejsc wiążących do ilości czą­
steczki cytochromu a wynosi 1,2 (mol/mol). W m itochondriach z serca 
szczura stosunek ten  wynosi 2,2.
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Stwierdzono następnie, że w m itochondriach z w ątroby szczura ilość 
m iejsc wiążących atraktylozyd i karboksyatraktylozyd jest identyczna 
z ilością m iejsc wiążących specyficznie ADP (65, 54). ADP w ypiera zwią­
zany atraktylozyd (64). Związany karboksyatraktylozyd może zostać w y­
p a rty  przez atrak ty lozyd i kwas bongkrekowy dodany w raz z AD P (od­
dzielne dodanie ADP i kw asu bongkrekowego nie wpływa na wiązanie 
karboksyatraktylozydu przez translokazę) (66,67). Z badań nad  oddziały­
w aniem  kw asu bongkrekowego i translokazy wynika, że niskie pH, pod­
wyższona tem pera tu ra  i dłuższa preinkubacja ułatw ia zadziałanie tego 
inhibitora (68, 69, 70). W obecności kwasu bongkrekowego 14C ADP wiąże 
się z translokazą znacznie silniej i tak  związanego 14C ADP nie w ypiera 
już atrak ty lozyd (70).

Tabela 2.

Wiązanie nukleotydów adeninowych z mitochondriami (34)

Cechy wiązania

Rodzaj mitochondriów

wątroba
szczura

ADP

serce
szczura

ADP

serce

ADP

wołu

ATP

miejsc wiążących /cyt. a 1,2 2,2 1,3 1,4
% miejsc o wysokim i niskim
powinowactwie 100:0 25:75 20:80 17:83
Kd(nM) 0,5 0,1 0,1-0,3 0,6

4,1 4-7 12,0
specyficzność wiązanie ADP i ATP, brak wiązania AMP lub nukleotydów

o innej zasadzie niż adenina
zależność temperaturowa bardzo małe zmiany w Kd pomiędzy 0°C a 25°C
zależność od pH zmniejszenie w ilości miejsc wiążących o 80% przy zmianie

pH z 7,0 do 8,0; pK =  7,2
wrażliwość chemiczna na odczynniki reagujące z histydyną

Na podstaw ie opisanych w tym  rozdziale wyników opracowano m ole­
ku larny  model działania translokazy jako ruchomego nośnika (71, 72). 
Przyjęto, że jej regiony wiążące przemieszczają się z jednej strony błony 
na drugą, oraz że przemieszczenie to może zachodzić tylko w tedy, gdy 
ADP lub ATP znajduje się w m iejscu wiążącym. Istn ieje więc możliwość 
unieruchom ienia wszystkich cząsteczek nośnika po tej stronie błony, po 
której nie będzie nukleotydów. W świeżo wyizolowanych m itochondriach, 
większość cząsteczek nośnika znajduje się po zew nętrznej stronie b łony 
w ew nętrznej, jako że zwykle brak jest w środowisku nukleotydów  adeni­
nowych. A traktylozyd nie przenika przez błonę. B lokuje on cząsteczki 
nośnika na stronie zew nętrznej błony. Kwas bongkrekow y może przenikać 
przez błonę i dlatego miejsca wiążące nośnika po obu stronach błony w e­
w nętrznej są dla niego dostępne. W świeżo otrzym anych m itochondriach
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kwas bongkrekowy wiąże się z nośnikiem głównie po stronie wewnętrz­
nej błony, gdyż tam na skutek istniejącego gradientu pH na błonie na­
stępuje jego akumulacja (stąd też efekt pH, temperatury i czasu na dzia­
łanie kwasu bongkrekowego).

zew

BA

ADP-

ATP-

Kw---

K„

KzADP ADPKy

K*

Kz

w ew

-B A

-B A

»ADP

Ryc. 2. M odel działania translokazy nukleotydów  adeninow ych. (w g 72).
S ym bolam i K z oznaczono  cząs teczk i n o śn ik a  p rzy  zew n ę trzn e j s tro n ie  b łony , 
a  K w p rzy  w e w n ę trzn e j s tro n ie  b ło n y  w ew n ę trzn e j m ito c h o n d ria n u .

Model ten  tłum aczy większość przedstaw ionych powyżej wyników. Nie 
je s t to model idealny, jego główną w artością jest jednak, że jest on w y­
razem  dążności m yślenia o transporcie nukleotydów  adeninow ych w k a­
tegoriach procesów m olekularnych.

VI. Działanie tioestrów acylo-CoA na translokazę

W roku 1967 wykazano po raz pierw szy ham ow anie translokacji nu ­
kleotydów  adeninowych w m itochondriach przez oleinian (73). Tym sa­
m ym  w yjaśniono wcześniejszą obserwację, że kw asy tłuszczowe w niskich 
stężeniach ham ują m itochondrialną ATP-azę stym ulow aną przez DNP 
(74). W 1971 wykazano, że za zaham owanie translokazy przy dodatku kw a­
sów tłuszczowych do p repara tu  m itochondrialnego odpowiedzialne są 
głównie ich zaktywowane pochodne, czyli tioestry  kwasów tłuszczowych 
z CoA (75, 76, 77).

Tioestry acylo-CoA, znane już wcześniej jako inhibitory kilku enzy­
mów m itochondrialnych (78, 79, 80, 81, 82), okazały się bardzo silnym i 
inhibitoram i transportu  nukleotydów  adeninow ych do w nętrza m itochon-
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driów. Oznaczono stałe inhibitorowe (Kj) różnych tioestrów acylo-CoA 
(83). Najsilniejsze działanie inhibitorowe w ykazują m yrystoilo- i palm i- 
toilo-CoA (są to tioestry  CoA i kwasów tłuszczowych 14- i 16-węglowych). 
W raz ze zmniejszaniem, jak  i zwiększaniem liczby węgli w podstaw niku 
acylowym  (w porów naniu z 14- i 16-węglowymi podstawnikam i) stałe in ­
hibitorow e tioestrów acylo-CoA rosną w yraźnie, a więc ich zdolności 
inhibitorow e m aleją. T ioestry acylo-CoA są związkami powierzchniowo 
czynnymi. Choć detergenty  ham ują też w pew nym  stopniu aktyw ność 
translokazy nukleotydów adeninowych (84), działanie tioestrów  acylo-CoA 
na translokazę nie sprowadza się wyłącznie do ich działania detergento­
wego.

Ryc. 3. M echanizm regulacji m etabolizm u energetycznego brunatnej tkanki 
tłuszczow ej przez długołańcuchow e acylo-C oA  (87)

C, M — o znaczają  p rzedzia ły : cy to p lazm aty czn y  i w ew n ą trz m ito c h o n d ria ln y  
(m atrik s). K arn . — sy m bolizu je  u k ła d  a c y lo tra n sfe ra z y  k a rn ity n o w e j.

Tioestry acylo-CoA w ystępują w tkankach zwierzęcych i stąd p rzy ­
puszczenie, że silne hamowanie przez nie aktyw ności translokazy może 
mieć znaczenie regulacyjne. Działanie to może odgrywać rolę w regulacji 
przem ian kwasów tłuszczowych, a mianowicie ich utleniania czy estryfi- 
kacji do trój glicerydów (75). Na podstaw ie zaobserwowanego wyższego 
poziomu acylo-CoA w w ątrobie szczura z cukrzycą alloksanową i w w ą­
trobie hibernującej wiewiórki, zaproponowano regulatorow ą rolę tych  
związków w m etaboliźmie tych tkanek (85,86). W o j t c z a k  (87) postu­
lu je  znaczenie regulatorow e tioestrów acylo-CoA w m etaboliźmie b ru n a t­
nej tkanki tłuszczowej. W wyizolowanych z tej tkanki m itochondriów 
stw ierdzono zahamowanie translokazy nukletydów  adeninowych. Można 
je było odwrócić przez dodanie album iny surowiczej, która — jak  wiado­
m o — silnie wiąże kwasy tłuszczowe a także tioestry  acylo-CoA, dlatego 
uważa się, że za to zahamowanie odpowiedzialne są zewnątrzm itochon- 
drialne tioestry acylo-CoA. Ponieważ główną funkcją tej tkanki jest te r -
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mogeneza autorzy proponują mechanizm, w którym  tioestry  acylo-CoA 
m ają regulować metabolizm  te j tkanki.

Schem at można opisać następująco. Głównym substratem  oddecho­
w ym  m itochondriów  brunatnej tkanki tłuszczowej są kwasy tłuszczowe. 
W przestrzeni cytoplazm atycznej zachodzi synteza acylo-CoA, k tó ry  na­
stępnie, przy udziale układu transferazy  karnitynow ej, dostaje się do 
w nętrza m itochondrionu (88,89) i ulega utlenieniu  dostarczając energii 
do produkcji ATP. W przypadku nadm iernej produkcji ATP i jego tran s­
portu  do cytoplazm y w zrasta ilość acylo-CoA i zachodzi ham ow anie tran s­
portu  nukleotydów  adeninow ych przez błonę w ew nętrzną. Wówczas ener­
gia u tlen ian ia przekształca się głównie w ciepło na skutek częściowego 
rozprzężenia m itochondriów  działaniem  wolnych kwasów  tłuszczowych. 
Gdy natom iast poziom ATP w przestrzeni cytoplazm atycznej jest niski, 
słaba jest również produkcja acylo-CoA i cała jego ilość ulega transpor­
towi do w nętrza m itochondrionu i utlenieniu.

Ryc. 4. M echanizm  regulacji m etabolizm u energetycznego komórki przez 
długołańcuchow e acylo-C oA . (Oznaczenia jak na rycinie 3)

Podobny, lecz bardziej ogólny schem at dotyczący m itochondriów in­
nych tkanek, zaproponowali W o j t c z a k  i wsp. na IX M iędzynarodo­
wym  Kongresie Biochemicznym w Sztokholmie w 1973 r. (90). Schem at 
ten  zakłada, że intensywność oddychania regulow ana jest nie tylko pozio­
m em ADP w komórce, lecz i jego dostępnością do m iejsc syntezy ATP 
w błonie m itochondrialnej, co z kolei zależy od ilości acylo-CoA pow sta­
jącego w przestrzeni cytoplazm atycznej (90).

Zaproponowano regulatorow e działania acylo-CoA przez inhibicję 
translokazy w ketogenezie (91, 92) i w regulacji karboksylacji pirogro- 
nianu (93, 94). K arboksylacja pirogronianu jest reakcją enzym atyczną
o kluczowym znaczeniu w regulacji glukoneogenezy, ketogenezy i lipo- 
genezy w wątrobie.
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Pow stanie szczawiooctanu z p irogronianu (karboksylaza pirogroniano- 
wa) będzie nasilało glukoneogenezę lub  też tłum iło ketogenezę poprzez 
włączanie acetylo-CoA, p rekursora  ciał ketonowych, do cytrynianu. Cy­
tryn ian  zaś jest w  przestrzeni cytoplazm atycznej prekursorem  kwasów 
tłuszczowych. Badając wyizolowane m itochondria w stanie tak  zwanym 
„aktyw nym ” (95) stwierdzono, że tioestry  acylo-CoA zwiększają szyb­
kość karboksylacji pirogronianu (93). Uważa się, że jest to skutkiem  
w zrostu w ew nątrzm itochondrialnego stosunku A TP/A DP w w yniku za­
ham ow ania w ym iany powstającego ATP z zew nętrznym  AD P (96). ATP 
je s t niezbędnym  dostarczycielem  energii dla karboksylacji pirogronianu, 
podczas gdy ADP jest inhibitorem  odpowiedniej karboksylazy.

co2

pir ogrom an

szczaw iooctan w ęg low od an y

♦ cytryn ian -------- »kw asy tłuszczow e

a cetslo -C oA ciała ketonow e

Tioestry acylo-CoA ham ują również transport cy trynianu  i jabłczanu 
przez błony m itochondrialne (97). Stałe inhibitorow e w tej inhibicji są 
jednak  o rząd wielkości wyższe niż w inhibicji translokazy nukleotydów  
adeninow ych (83). Stąd też propozycję regulatorow ego znaczenia tej in ­
hibicji w lipogenezie (97) należy traktow ać ostrożnie.

W badaniach z użyciem izolowanych kom órek i całych organów jak  
narazie nie udało się wykazać regulatorow ej roli tych związków. Można 
to tłumaczyć m iędzy innym i w pływ em  jonów m agnezu i wapnia. S tw ier­
dzono mianowicie, że kationy wielowartościowe mogą modyfikować od­
działyw anie acylo-CoA z błoną m itochondrialną (37).

Podniesiono również problem , czy tioestry acylo-CoA mogą działać 
inhibitorowo od strony w ew nętrznej (matriks). Jak  narazie nie udało się 
tego wykazać, a jest to istotne, gdyż przy pomocy bardzo szybkiej i sub­
telnej m etody rozdziału kom órki na frakcję cytosolu i organelli (98) w y­
kryto , że około 80%> CoA w hepatocycie jest zlokalizowane w ew nątrzm i- 
tochondrialnie (99).

VII. Biosynteza translokazy

Przykładem  oryginalnego podejścia do zagadnienia s tru k tu ry  translo­
kazy są badania genetyczne.

W roku 1972 K o l a r o v  i wsp. (100) stw ierdzili, że w punktow ym  
m utancie jądrow ym  drożdży opi, k tóry  charakteryzuje się u tra tą  ak tyw ­
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ności układu oksydacyjnej fosforylacji, translokaza nukleotydów  adeni­
now ych wykazuje bardzo zmienione właściwości. Na podstaw ie badań 
nad tym  m utantem  uważa się, że punktow a m utacja jądrow a może w pły­
wać bezpośrednio na właściwości translokazy. Oznacza to, że jądrow y 
DNA koduje przynajm niej jej część. W roku 1973 H a s 1 a m i wsp. (101) 
donieśli o braku wiązania i transportu  ADP czułego na atraktylozyd w 
m itochondriach wyizolowanych z kom órek Saccharomyces cerevisiae ho­
dow anych w obecności erytrom ycyny (ham ującej m itochondrialną synte­
zę białka) lub też z m utantów  petite  (charakteryzujących się brakiem  
m itochondrialnego DNA i obniżoną zaw artością cytochromów). Natomiast 
m itochondria otrzym ane ze szczepu dzikiego w ykazują czuły na a trak ty ­
lozyd transport i wiązanie ADP (102), naw et jeśli hoduje się je w w a­
runkach  beztlenowych, co pozbawia ich cytochromów i układu syntety­
zującego ATP w oksydacyjnej fosforylacji. F ak ty  te świadczą o uczestnic­
tw ie m itochondrialnej syntezy białka w pow staw aniu translokazy. 
Badania przeprowadzone nad innym i układam i m itochondrialnego tran s­
portu, nie wykazały udziału m itochondrialnej syntezy białka w ich po­
w staw aniu (103). Okazało się jednak, że m itochondria otrzym ane z m u­
tantów  petite nie posiadają w ew nętrznych nukleotydów  adeninowych. 
Gdy preinkubować takie m itochondria ze 100 mM ATP, część ATP bier­
nie przenika przez błonę. W tak naładow anych m itochondriach otrzym a­
nych z m utantów  petite można już zaobserwować czułą na atraktylozyd 
translokację.

Ostatnio rozpoczęto badania dotyczące izolowania m utantów  drożdży 
nieczułych na inhibitor translokazy, kw as bongkrekow y (104, 105). Są to 
m utan ty  jądrowe. Genetyczne badanie translokazy jest dziedziną nową 
i w przyszłości na pewno dostarczy w ielu danych o struk turze  i biosynte­
zie translokazy.

VIII. Próby izolacji

Od kilku lat podejm uje się próby wyizolowania translokazy nukleoty­
dów adeninowych (106). N ajtrudniejszym  zadaniem  w opracowaniu pro­
cedury izolacji jest ustalenie testu, k tó ry  by wskazywał, że oczyszczone 
białko jest właśnie translokazą. Przebadano możliwość użycia w tym  celu 
oddziaływań pomiędzy translokazą i jej ligandam i. W iązanie ATP i ADP 
z białkiem  jest mało specyficzne i bardzo labilne. W iązanie się S5S-atrak- 
tylozydu, a zwłaszcza 35S-karboksyatraktylozydu z translokazą w ydaje się 
znacznie pewniejszym  spraw dzianem . Obiecujące w ydają się również pró­
by powiązania 14C-NEM i nośnika w iązaniem  kow alencyjnym , a następnie 
śledzenie piętna w trakcie procedury izolacji. P racując tą  m etodą w labo­
ratorium  K l i n g e n b e r g a  uzyskano w yniki (107), wskazujące, że 
translokaza jest białkiem  błonowym  o mas.; e cząsteczkowej 30 000. Cie-
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kowym  testem  na określenie, czy białko jest nośnikiem, może być próba 
wzbudzenia transportu  nukleotydów adeninow ych przez błony liposo- 
mów, pod w pływ em  dodania do liposomów badanego białka (108).

Mimo dziesięciu lat intensyw nych badań translokaza nukleotydów  ade­
ninowych wciąż skupia uwagę dużej ilości laboratoriów . Ostatnio postu­
luje się (109), że translokaza może być bezpośrednio związana z układem  
oksydacyjnej fosforylacji. ADP zew nątrzm itochondrialny w powiązaniu 
z translokazą podlegałby fosforylacji do ATP, bez uprzedniego wejścia do 
przestrzeni m atriks. Hipoteza ta stw arza nowe perspektyw y dla badań 
nad translokazą nukleotydów adeninowych.

A r ty k u ł  nadszed ł 31.1.1975; po rew iz j i  au torsk ie j  o trzym ano 13.2.1975.
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WOJCIECH M IC H A LSK I*

Dysmutaza ponadtlenkowa

Superoxide Dismutase 

Wstęp

O dkryte przez Pasteura  bakterie beztlenowe nie rosną w atm osferze 
pow ietrza i czystego tlenu, podczas gdy pozostałym m ikroorganizm om , 
względnie tlenow ym  i tlenowym , tlen  nie ogranicza wzrostu (1). O bser­
wacje te zapoczątkowały badania nad szkodliwym działaniem  tlenu  oraz 
nad poznaniem m echanizm ów ochraniających tlenowce przed działaniem  
wysokich jego stężeń. Już w roku 1893 G o t t s t e i n  odkrył, że bak terie  
tlenowe rozkładają H 20 2 z wydzieleniem  gazu (2), k tóry  później zidenty­
fikowano jako tlen, a zjawisko to wytłumaczono aktyw nością katalazy. 
Stw ierdzono też, że nadtlenek w odoru ham ował wzrost bakterii beztleno­
wych w fazie logarytm icznej (3). Późniejsze prace wykazały, że ekstrak ty  
z kom órek bak terii beztlenow ych nie zaw ierają katalazy (4), a dodanie 
tego enzymu w w arunkach tlenow ych do hodowli beztlenowców przy­
w raca kom órkom  zdolność w zrostu (1). Egzogenna katalaza, w porów na­
niu z w arunkam i fizjologicznymi, nie w pełni ochrania beztlenowce przed 
toksycznym  działaniem  tlenu  (3,5). Ponadto wiele gatunków  bakterii tle ­
nowych z rodzajów Streptococcus i Pneumococcus oraz bakterii kw asu 
m lekowego nie zaw iera katalazy (6,7).

Fakty  te doprowadziły do wniosków, że toksyczne działanie tlenu  jest 
następstw em  w ytw arzania w kom órkach produktów  redukcji tlenu cząst­
kowego (3,5) np: H 20 2 oraz, że katälaza nie jest jedynym  enzymem ochra­
niającym  organizm y tlenow e (6,7). Cząsteczka H 20 2 pow staje w w yniku 
przyłączenia 2e i 2H + do cząsteczki tlenu, natom iast do całkowitego zre­
dukowania cząsteczki 0 2 potrzebne są 4 elektrony. Reakcje te są w ielo­
stopniowe, a m etabolitam i pośrednim i są związki o charakterze wolnych 
rodników. W ykorzystując własności param agnetyczne tych związków 
stw ierdzono istnienie jonu ponadtlenkowego 0 2“ jako produktu  jedno- 
elektronow ej redukcji 0 2 (8).

* Mgr, Zakład E nzym atyki, Instytut B iochem ii, U n iw ersytet W arszaw ski, 
ul. Żwirki i W igury 93, 02-089 W arszawa.

W ykaz stosow anych skrótów: EDTA — etylenodw uam inoczterooctan; A  —  
akceptor; EPR — elektronow y rezonans param agnetyczny.

http://rcin.org.pl



29 6 W. M IC H A L SK I [2]

Różnorodność reakcji w ytw arzających in vivo  jon ponadtlenkow y 
(ang. Su peroxide  radica l) i jego duża aktyw ność w procesach utleniania
i redukcji sugeruje, że jest on czynnikiem odpowiedzialnym  za toksyczne 
działanie tlenu. W 1968 roku F r i d o v i c h  i M c C o r d  odkryli w ko­
m órkach zw ierząt i roślin dysm utację jonów ponadtlenkow ych (schemat 1) 
katalizow aną przez enzym nazw any przez nich dysm utazą ponadtlenkow ą 
(oksydoreduktaza ponadtlenek: ponadtlenek). EC. 1.15.1.1. (ang. Superoxi ­
de: Superoxide  ox id o red u c ta se ) (9,10). Enzym ten współdziałając z ka ta- 
lazą i peroksydazam i wystarczająco zabezpiecza kom órki przed toksycz­
nym  działaniem  tlenu (11).

, dysm utaza
O f + O r  + 2 H + -------------- * h ¿o 2 + o 2

Schem at 1. W spółzależność reakcji katalizow anych przez dysm utazę ponadtlenkow ą,
katalazę i peroksydazy (11)

A r n e s o n (12) oraz G i o v a g n o l i  i wsp. (13) sugerują natom iast, 
że rola dysm utazy ponadtlenkowej nie polega na przyspieszaniu reakcji 
dysm utacji lecz raczej na przekształcaniu cząsteczki 0 2 ze stanu w zbu­
dzonego do stanu  podstawowego (stan singletowy -> stan tripletow y), co 
przedstaw iono na schemacie 2.

O2  +O 2  ------- •■o! -  + 0 *

2Ht^

h 2o 2

0 * 4 - 0 * -------- * (0 2-0 2)* --------*• 2 0 2 +  hvlum inascencja

Schem at 2. P ow staw anie w  reakcji dysm utacji cząsteczek tlenu w  stanie w zbudzonym  
( 0 2*) i ich przekształcenie do stanu podstaw ow ego (12)

In tensyw ne badania prowadzone w ostatnich kilku latach dostarczyły 
w ielu danych dotyczących budowy, występowania i m echanizm u działania 
dysm utazy ponadtlenkowej. Zagadnienia te  przedstaw ił F r i d o v i c h  
(11,14) w dwóch artykułach  przeglądowych.

http://rcin.org.pl



[3] D Y SM U T A Z A  P O N A D T L E N K O W A 2 9 7

W artyku le  niniejszym  zostaną omówione własności dysm utazy ponad- 
tlenkowej i jej substra tu  0 2~ uwzględniając mechanizm reakcji oraz. 
ochronną rolę tego enzymu w metabolizmie tlenu.

I. Jon ponadtlenkowy jako substrat dysmutazy ponadtlenkowej

Jak  wiadomo osiem elektronów  atom u tlenu  krąży po orbitach K i L,. 
sześć z nich znajduje się na orbitalach 2s i 2p i decyduje o chemicznych 
właściwościach tlenu. Rozmieszczenie elektronów  w podstaw owym  stanie 
w alencyjnym  jest następujące *

Dwa elektrony w alencyjne znajdują się na orbitalu  2s, a cztery pozostałe 
na orbitalu  2p. O rbital ten  jest rozszczepiony na trzy  rów ne pod wzglę­
dem  energetycznym  poziomy 2px, 2py i 2pz, na k tórych może znajdow ać 
się łącznie sześć elektronów  — na każdym  po dwa o przeciw nie skierow a­
nych spinach. Ponieważ na orbitalu  2p znajdują się tylko cztery e lek tro ­
ny nie wszystkie poziomy mogą być zapełnione. W stanie podstaw owym  
dwa elektrony z orbitalu 2p m ają spiny skierowane równolegle — są one 
nieskom pensowane. Absorpcja kw antu  energii przez atom  tlenu  w stan ie  
podstaw owym  może spowodować jakościowe zmiany w rozmieszczeniu 
elektronów  na powłoce w alencyjnej, to znaczy może zmienić k ierunek  
jednego z dwóch niesparow anych elektronów  i doprowadzić do ich kom ­
pensacji. W ypadkowa liczba spinowa S w stanie podstawowym  (t.zw. stan

tlen nie w ystępuje w form ie atomowej, lecz wyłącznie niem al w postaci 
cząsteczek dwuatomowych. Cząsteczkowy tlen  zaś ma form ę dw urodnika 
posiada bowiem dwa niesparow ane elektrony, może więc po absorpcji 
kw antu  energii przechodzić w stan wzbudzony — singletowy. Cząsteczka
0 2 w stanie wzbudzonym pow staje w reakcjach o charakterze w olnorod- 
nikowym, na przykład w reakcjach fotolitycznych (15).

Stwierdzono, że cząsteczka tlenu  ma własności param agnetyczne co 
w skazuje na istnienie w niej dwóch nieskom pensowanych elektronów . 
Uwzględnia to zaproponowany w 1931 roku przez Paulinga wzór: |0-^f 0| 
z dwoma wiązaniami tró jelektronow ym i (taki typ  wiązania nosi nazw ę 
wiązania nieparzystoelektronow ego). W ew nątrz każdej z obu tró jek  jest

* Cyfry 1 i 2 oznaczają głów ną liczbę kw antow ą (odpowiadają kolejno p ow ło­
kom K i L), litery s i p poboczną liczbę kw antow ą, a cyfry po prawej stronie u góry  
liczbę elektronów  na danym  orbitalu. Pionow ą kreską oddzielono elektrony biorące  
udział w  tw orzeniu połączeń chem icznych tlenu.

1-1. Budowa i w łasności fizyko-chem iczne tlenu

ls2 i 2s2 2p4

tripletow y) stanie wzbudzonym zaś (t.zw.

stan singletowy) wynosi =  0 (15). W organizm ach jednak
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po jednym  elektronie o nieskom pensow anym  spinie, k tóry  przy tym  nie 
kom pensuje się ze spinem  elektronu drugiej tró jk i (8,16).

Możliwe rozmieszczenie elektronów  na trzech poziomach energetycz­
nych orb italu  2p oraz ich udział w tw orzeniu wiązań m iędzyatom owych 
w różnych form ach tlenu  przedstaw ia schem atycznie tabela 1.

Tabela 1.

H ozm ieszczenie elektronów  na trzech poziom ach energetycznych orbitalu 2p tlenu  
w  różnych typach w iązań m iędzy atom am i (16)

W tablicy zaznaczono, że w tworzeniu wiązania atomowego typu  a 
biorą udział elektrony z poziomu 2pz. Pow stanie wiązań tró j elektronow ych 
jest następstw em  oddziaływania między elektronam i z poziomów 2px 
i  2py (17).

Przyłączanie elektronów  do cząsteczki tlenu  w reakcjach redukcji po­
ciąga za sobą naruszenie wiązań tró j elektronowych, czego konsekw encją 
je s t zwiększenie odległości między jądram i atomów (16).
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1-2. C harakterystyka jonu ponadtlenkow ego  

1-2.1. W ytw arzanie

Pierw szym  produktem  redukcji 0 2 (przyłączenie le  i 1H+) jest rodnik 
nadhydroksylow y H 0 2 (ang. perhydroxyl radical), k tóry  może dysocjować 
na proton i jon ponadtlenkow y zgodnie z odwracalną reakcją:

HO; ^ H  + + Ô -

Równowaga tej reakcji ustala się przy pH =  7—8 (18).
Jon 0 2~ można otrzym ać także w reakcji jednoelektronow ego u tlen ia­

nia nadtlenku wodoru używając CeIV jako utleniacza (19). Jon ponadtlen­
kowy pow staje również podczas fotolizy (20), u ltrasonifikacji (21—22) 
i radiolizy (23—25) wody, a także w reakcjach utleniania zredukow anych 
flaw oproteidów  (26—33), katecholam in (34), ferrodoksyn (35— 37), hemo- 
proteidów  (38,39) i chinonów (29).

Ostatnio do w ytw arzania jonów 0 2~ i badania ich dysm utacji zastoso­
wano metodę impulsowej radiolizy wody nasyconej tlenem  w połączeniu 
ze zmodyfikowaną techniką elektronow ego rezonansu param agnetycznego 
(23). Metoda radiolizy polega na cyklicznym naśw ietlaniu wody prom ie­
niam i X lub strum ieniem  elektronów  o energii kinetycznej 4— 5MeV w 
obecności etanolu jako w ychw ytyw acza rodników OH*. Na schemacie 3 
przedstaw iono zachodzące w tym  układzie reakcje i stałe ich szybkoś­
ci (23).

e aq +  0 2 ———* O2 ki =  2-1010M - 1 s -1 (1)

OJ +  H H O * 2 k2 =  2- 1010M -1 s -1 (2)
Schem at 3. Procesy zachodzące podczas radiolizy w ody nasyconej tlenem  (23)

Zredukow ane przenośniki elektronów : m etylowiologen czy ferrodok- 
syna używane do badania fotosyntetycznego transportu  elektronów  w 
obecności H zO jako donora elektronów  u tlen iają  się tlenem  atm osferycz­
nym  z wytw orzeniem  jonów ponadtlenkow ych (40,41). Procesy te w obec­
ności askorbinianu, cysteiny lub glutationu (AH2) mogą zakłócać stechio­
m etrię  zużycia tlenu przez wyizolowane chloroplasty (42,43).

1-2.2. W ykryw anie

Obecność jonów 0 2~ jako produktów  wyżej wym ienionych reakcji 
stw ierdzono m etodami spektroskopii masowej (44) i optycznej (24,45—47) 
oraz metodą elektronowego rezonansu param agnetycznego (EPR) (19,26, 
35,36,48—50).

Badając widmo absorpcji w ultrafiolecie poddanego radiolizie roztwo­
ru  uzyskano m aksima pochłaniania przez rodnik HO^ przy 230nm i przez 
jon  0 2~ przy 245 nm (23—25).

http://rcin.org.pl



300 W . M IC H A L SK I (61

Metoda spektroskopii optycznej zawodzi jednak  przy badaniu widma 
jonów ponadtlenkow ych w ytw arzanych przez układy enzymatyczne (np: 
flawinowe). Stężenie jonów Oz~ w stanie równowagi, katalizowanej enzy­
m atycznie reakcji dysm utacji jest niższe od zdolności rozdzielczej tej m e­
tody. Dlatego też dopiero zastosowanie zmodyfikowanej m etody spektro­
skopii EPR polegającej na badaniu widma w gw ałtow nie oziębionych roz­
tw orach pozwoliło ustalić podstawowe param etry  widma jonu ponad- 
tlenkowego (48— 50).

Technika EPR służy do w ykryw ania i charakteryzow ania wolnych 
rodników. Jeśli cząsteczka posiadająca niesparow any elektron znajdzie 
się w jednorodnym  polu m agnetycznym  to nastąpi rozdzielenie elektro-

1
nów na dwie grupy, jedną zaw ierającą elek trony  o spinie i drugą

0 spinie - y  . Różnica energii m iędzy tym i grupam i jest skwantowana

1
1 będzie w ynosiła AE — y g  BNHD (gdzie: H0 — natężenie pola m agnetycz­

nego, Bn — m agneton jądrow y Bohra, g — współczynnik rozszczepienia 
charakterystyczny dla wszystkich rodników, wynoszący teoretycznie 
2,0023). Jeśli próbę umieszczoną w polu m agnetycznym  naświetlić pro­
m ieniow aniem  elektrom agnetycznym  o częstotliwości v, to przy w arunku 
hv =  g BnH 0 część elektronów  przejdzie z niższego poziomu energetycz­
nego na wyższy i nastąpi absorpcja prom ieniow ania. K ształt krzyw ej w id­
ma absorpcji jako funkcji natężenia pola oraz wyliczone wartości g cha­
rak te ryzu ją  badany rodnik (51). K n o w l e s  i wsp. (52) stosując m etodę 
EPR do identyfikacji jonu ponadtlenkowego w ytw arzanego przez oksy­
dazę ksantynow ą z m leka ssaków uzyskali wartości gil =  2,08 i g_L — 2,00. 
Symbole gil i g_L są tożsame odpowiednio z oznaczeniami gz i gx =  gy 
stosowanym i do charakterystyki złożonych widm EPR. W zestawieniu 
z publikow anym i (53) widm am i taka charakterystyka dowodzi wolno- 
rodnikowego charak teru  (Oz +  e =  0 2~) utleniania tlenem  cząsteczkowym 
ksantyny do kw asu moczowego przez oksydazę ksantynow ą.

Stosowanie spektroskopii EPR pozwala na identyfikację i charak tery­
stykę rodnikow ych własności m etabolitów  pośrednich, nie pozwala jednak  
na śledzenie procesu ich pow staw ania aż do m om entu osiągnięcia stanu 
równowagi, a inform acje na ten tem at um ożliw iają badanie kinetyki 
reakcji enzym atycznych. W tym  celu w ykorzystano własności redukcyjne 
jonu ponadtlenkowego. Jako akceptorów  elektronów  użyto związków
o charakterystycznym  widmie absorpcji fal św ietlnych, takich jak: cyto- 
chrom c (Fe+3) (54), czteronitrom etan (55) i błękit nitrotetrazoliow y (56). 
Stężenie wytw orzonego jonu 0 2~ obliczano z różnicy maksimów absorpcji 
form y utlenionej i zredukow anej akceptorów  elektronów . Zastosowanie 
pośrednich m etod chemicznych, omówiono w  rozdziale II.
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1-2.3. T rw ałość

301

Trwałość jonu ponadtlenkowego jest funkcją pH. Zaobserwowano m ia­
nowicie, że w roztworze o dużym stężeniu protonów  (pH =  5) jon 0 2~ 
ulega spontanicznie reakcji wielostopniowej dysm utacji z w ytw orzeniem
0 2 i H20 2 (reakcja ta ma charakter rekom binacji wolnych rodników). 
Przebieg tych przem ian przedstaw iają reakcje:

B e h a r i wsp. (23) oraz C z a p s k i  (57) podają, że stała szybkości k 
spontanicznej reakcji dysm utacji (równanie 6) jest 102M-1s_1, czyli około 
107 razy m niejsza od szybkości reakcji enzymatycznej dysm utacji (patrz 
rozdział II).

W środowisku alkalicznym  natom iast jony ponadtlenkow e charak te ry ­
zują się stosunkowo długim  okresem  trwałości, jest to w ynikiem  reakcji 
jonów  0 2~ z jonam i hydroksylow ym i OH- :

Pow stający w tej reakcji jon ponadhydroksylow y (ang. superhydroxyl  
ion) ma własności podobne do jonu 0 2~. Stabilizujące działanie środo­
wiska alkalicznego polega więc na niemożności w ytw arzania rodników 
HO*2 i zm niejszeniu tym  samym ilości możliwych rekom binacji wolnych 
rodników. Najwyższą stabilność johów ponadtlenkow ych uzyskano w 
pH  ~  10(52,8).

1-3. W ystępow anie jonu ponadtlenkow ego w  układach biologicznych

U tlenianie substratów  i redukcja tlenu przez enzym y flawinowe mo­
że zachodzić w dwóch reakcjach jednoelektronow ych z w ytw orzeniem  
wolnych rodników substra tu  i tlenu  lub w jednej reakcji dw uelektrono- 
wej (27,29). Badania ilościowe utleniania ksantyny tlenem  przez oksydazę 
ksantynow ą wykazały, że około 50% zużytego tlenu  ulega redukcji — 
w reakcji jednoelektronow ej czego następstw em  jest w ytw orzenie jonu 
ponadtlenkow ego (27). Innym i enzymami wy tworzą jącym i w katalizow a­
nych przez nie reakcjach jon 0 2~ są dehydrogenazy m itochondrialne:

o 2- + h + ^ h o ; (1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

h o2+ ho2 —> H202 + o2 
ho; + 0.7 + h+ -> h2o2 + o. 

o 2 + o 2 —> o ^ -

0 ^ -  + 2H+ ->H 20 2 + 0 2 

O- + O,- + 2H+ ^  H 20 2 + 0 2

0.7 + OH- -» H 0 3—
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bursztynianow a i dw uhydroorotanow a (59), oksydaza aldehydów z w ą­
troby królika, a także oksydaza dw uam in z w ątroby świnki m orskiej (60) 
i oksydaza NADPH z leukocytów w ielojądrow ych ssaków (61—63).

Jon ponadtlenkow y powstawać może również w w yniku reakcji n ie- 
enzym atycznego utleniania m ioglobiny i hem oglobiny (38,60), a procesy 
te ham uje nie całkowicie katalaza, co sugeruje, że utleniaczem  może tu  
być nadtlenek  wodoru. W środowisku alkalicznym  w obecności jonów  
F e+3 zaobserwowano także spontaniczne utlenianie adrenaliny do adreno- 
chrom u (34). Reakcję tą  ham uje całkowicie dysm utaza ponadtlenkow a

Pow staw anie jonu ponadtlenkowego stw ierdzono także w chloropla­
stach. Reakcja ta jest związana z fotosyntetycznym  transportem  elek tro­
nów ponieważ dwuchlorofenylom etylom ocznik ham uje jego w ytw arzanie  
(64). W ydaje się, że źródłem  0 2~ mogą tu  być zarówno reakcja fotolizy 
wody jak  i sam outleniania zredukow anych benzo- i naftochinonów (29, 60, 
65). Jak  postuluje F r i d o v i c h  (11) jon m anganu, będący przenośnikiem  
elektronów  II układu fotosyntezy może być także koenzymem  chloropla­
stowej dysm utazy ponadtlenkow ej, a jon ponadtlenkow y m etabolitem  
pośrednim  procesu fotosyntetycznego u tleniania wody do tlenu  cząstecz­
kowego.

Jon 0 2~ bierze udział w nieenzym atycznej hydroksylacji p-krezolu. 
F ak t ten  sugeru je (66), że jon ten jest odpowiedzialny za w ytw arzanie  
rodnika hydroksylowego. Rodnik ten może powstawać w cyklu reakcji 
podanym  przez H a b e r a  i W e i s s a  w roku 1934 (schemat 4) (67).

Schem at 4. W ytw arzanie rodnika OH- w  cyklu  reakcji H a b e r a  i W e i s s a  (67)

Przypuszcza się, że jon ponadtlenkow y w podobny sposób bierze udział 
w reakcji hydroksylacji zachodzącej in vivo  za pośrednictw em  cytochro- 
m u P-450 z m ikrosomów (68).

Zaobserw ow any fak t w ytw arzania H 20 2 w ew nątrz m itochondriów  
sugeruje możliwość powstawania jonu ponadtlenkow ego jako m etabolitu  
pośredniego w redukcji 0 2 w łańcuchu oddechowym (69). W ydaje się, że 
w  tych organellach 0 2~ pow staje w reakcjach spontanicznego u tlen ian ia  
zredukow anych chinonów (29) lub cytochrom ów (38,39).

1-4. Szkodliw e działanie jonu ponadtlenkow ego w  układach biologicznych

Powszechność występowania 0 2~ oraz jego duża reaktyw ność jako  
rodnika w reakcjach utleniania i redukcji stw arza niebezpieczeństwo 
w yw oływ ania trw ałych zmian w budowie s tru k tu r subkomórkowych. Mo­
żliwość takich zmian tłum aczyłaby szkodliwe działanie tlenu na organiz­
m y i wskazyw ała na ew entualną rolę dysm utazy ponadtlenkow ej jako

(34).

p 0 r  + H + + H 20 2-------- >o h + h 2o + o 2

o h - + h 2o 2-  — . h 2o - o j  + h +

(1)
(2)
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enzym u ochraniającego, występującego powszechnie u w szystkich ba­
danych organizm ów tlenowych. Uważa się, że szkodliwe działanie tlenu, 
a ściślej jonu ponadtlenkowego sprowadzić można do takich procesów 
jak: peroksydacje kwasów tłuszczowych, depolim eryzacja w ielocukrów  
(70,71) i kwasów nukleinowych oraz utleniania grup sulfhydrylow ych 
białek (72,73).

Stwierdzono, że własności bakteriobójcze antybiotyku s trep ton ig ry -
ny----związku o charakterze p-chinonu — są następstw em  w ytw arzania
jonu ponadtlenkow ego podczas redukcji i spontanicznego u tlen ian ia jej 
grup  chinonowych (71). S treptonigryna zwiększa aktyw ność oksydazy 
NADH i NADPH (74,75) oraz powoduje denaturację DNA baktery jnego 
(Escherichia coli) (76). Dysm utaza ponadtlenkow a i katalaza całkow icie 
ochraniają bakterie  przed zabójczym działaniem  streptonigryny.

P f e i f f e r  i M c C o y  (61) w ykazali współzależność między w ytw a­
rzaniem  jonów 0 2~ w reakcji enzymatycznego utleniania NADPH, a p e -  
roksydacją nienasyconych kwasów tłuszczowych fosfolipidów błon e ry ­
trocytów, m itochondriów i lizosomów. K r o - L a n  F o n g  i wsp. (77) 
stw ierdzili natom iast, że w procesie peroksydacji lipidów błon lizosomów 
nie biorą udziału bezpośrednio jony ponadtlenkow e lecz rodniki hydro­
ksylowe. Proces ten jest konsekw encją aktyw ności enzymów flaw ino­
wych. D ysm utaza ponadtlenkow a całkowicie ochrania ery trocy ty  przed 
hemoliżą (78), ham uje też peroksydację lipidów błon m itochondrialnych 
(78), ale tylko częściowo ham uje peroksydację lipidów błon lizosomów 
(77). W ytw arzanie rodnika OH* zachodzi tu  zapewne na drodze cyklu re ­
akcji H a b e r a  i W e i s s a  (67), a katalaza całkowicie ham uje peroksy­
dację lipidów błon lizosomów (77).

Peroksydacja nienasyconych lipidów, pociągająca za sobą trw ałą  de­
strukcję błon, posłużyła do w yjaśnienia istoty procesu fagocytozy bakterii 
przez leukocyty w ielojądrow e ssaków. Stwierdzono m ianowicie zwiększo­
ną aktyw ność oksydazy NADPH (NADH) w leukocytach po zakażeniu 
bakteriam i (63), a także wzbudzenie lum inescencji w zakresie długości 
fal charakterystycznym  dla 0 2 w stanie wzbudzonym (tzw. stan singleto­
wy), a tlen  cząsteczkowy w stanie wzbudzonym ma własności silnie u tle ­
niające. Egzogenna dysm utaza ponadtlenkowa całkowicie wygasza lum i- 
nescencję (63). Na tej podstaw ie A l l e n  i wsp. (63) przypisują w zbu­
dzonej cząsteczce tlenu własności bakteriobójcze. K l e b a n o f f  (62) n a ­
tom iast uważa, że własności bakteriobójcze leukocytów są związane z w y­
tw arzaniem  rodników hydroksylowych. Przeciw  hipotezie A l l e n a  
i wsp. (63) przem aw ia fakt, że tlen  cząsteczkowy w stanie wzbudzonym 
jest w ychw ytyw any przez cząsteczki wody, stąd czas jego trw ania  in vivo  
jest bardzo krótki (79,80). W ykazano również, że w ytw arzanie 0 2 w stanie 
singletowym  w reakcji m odelowej rozkładu jonów CrOiT3 ham ują azydki 
i histydyna, dysm utaza jednak  nie wpływa na ten  proces (81).
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II. Kinetyka reakcji dysmutacji katalizowanej przez dysmutazę 
ponadtlenkową

Małą ilość badań kinetycznych reakcji enzymatycznej dysm utacji spo­
wodowało stosunkowo późne odkrycie aktyw ności enzymatycznej dysm u- 
tazy ponadtlenkow ej oraz trudności n a tu ry  metodycznej w w ykryw aniu 
substra tu  tego enzymu.

Do w ytw arzania jonów ponadtlenkow ych w badaniach kinetycznych 
stosuje się im pulsową radiolizę wody. Stężenie O r powstającego w tym  
procesie jes t rzędu 50^-M, co pozwala na zastosowanie do badania właści­
wości dysm utazy ponadtlenkowej zarówno m etody EPR jak  i m etody 
spektroskopii optycznej (82,83). Ustalono, że stała szybkość reakcji k 
w ynosi l ,9 X l0 9M-1s-1 i nie ulega zmianie w zakresie pH od 6 do 9,5. 
W ykazuje to, iż jon O r a nie HO 2 jest substratem  dysm utazy ponadtlen- 
kcw ej. Stosując impulsową radiolizę wody w w arunkach nasycenia enzy-

Ryc. 1. W pływ  jonów  C N ~ na w idm o absorpcji dysm utazy ponadtlenkowej z ery ­
trocytów  krw i w ołu

K rzy w a  1 — n a ty w n y  enzym  z a w ie ra ją c y  a to m y  Cu i Zn bez in h ib ito ra ;  k rzy w e 2, 3 i 4 — 
enzym  po  d o d a n iu  odpow iedn io  0,5; 1,0 i 2,0 m oli CN~ n a  g ram o a to m  zw iązanej m iedzi (84).

m u substra tem  wyznaczono wartość stałej M ichaelisa K m =  5X lO -4M co 
świadczy o dużym  powinowactwie substratow ym . W ykazano również, że 
szybkość reakcji jest zależna od gęstości m ieszaniny reakcyjnej. Zwięk­
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szenie bowiem gęstości roztw oru (przez dodanie glicerolu) pow oduje ob­
niżenie szybkości reakcji o—65%. Jest to związane z ograniczoną dyfuzją 
enzym u i substra tu  (82).

Badania nad wpływ em  niektórych anionów jednow artościowych na 
aktyw ność dysm utazy wykazały, że jony azydkowe N r i fluorkow e F -  
w stężeniu ImM nie ham ują tej reakcji. Natom iast jon cyjankow y w ta ­
kim  stężeniu ham uje w 99% aktyw ność dysm utazy ponadtlenkow ej (82).

Ustalono, że jony CN-  łączą się z atom am i Cu+2 enzymu, a badania 
nad współczynnikiem  powinowactwa inhibitora do enzymu wykazały, że 
w arunkiem  całkowitej inhibicji jest dodanie 2moli CN-  na jeden mol 
enzym u (84). Rycina 1 przedstaw ia zmiany charakterystycznego widm a 
dysm utazy po trak tow aniu  różnym i stężeniam i jonów cyjankow ych CN- . 
Zm iany te są spowodowane wysycaniem  wiązań koordynacyjnych miedzi 
jonam i inhibitora.
W ykazano, że jon CN~ łączy się z atom em  miedzi wiązaniam i koordyna­
cyjnym i typu Cu — C (85).

Dysm utaza ponadtlenkow a jest również wrażliwa na produkt reakcji 
dysm utacji — nadtlenek wodoru (86). Mechanizm inhibicji w ydaje się być 
podobny do reakcji z jonam i cyjankow ym i (86).

Do badań kinetycznych stosowano również m etody pośrednie. Badano 
m ianowicie w pływ  dysm utazy na reakcję redukcji jonam i O r takich 
związków jak  cytochrom  c, czteronitrom etan i błękit nitrotetrazoliow y 
(rozdział I.-2.2). Wyliczona tym i m etodam i stała szybkość reakcji jest 
rzędu 2X109 M_1s _1, a więc zgodna z wynikiem  badań bezpośrednich (87).

Proces inhibicji redukcji błękitu nitrotetrazoliow ego jonam i 0 7  przez 
dysm utazę ponadtlenkow ą wykorzystano do jakościowego oznaczania tego 
enzym u podczas rozdziału elektroforetycznego na żelu poliakryloam ido- 
wym  (56).

III. Dysmutaza ponadtlenkowa 
III-I . W ystępow anie

Dysm utazę ponadtlenkow ą zaw ierającą atom y Cu i Zn w yodrębniono 
z erytrocytów  (88), w ątroby (89,90), mózgu (91,92,93), z mięśnia sercowe­
go ssaków (91), a także z liści roślin wyższych (94,95,96), drożdży (97) 
i m ikroorganizm ów (98,99,95). A ktyw ny enzym z erytrocytów  wołu otrzy­
m ano w formie krystalicznej (100,101).

W wielu organizmach znaleziono inne form y dysm utazy ponadtlen­
kowej różniące się obecnością 2 atomów Mn lub jednego atom u Fe w 
m iejsce miedzi i cynku, lecz nie różniące się budową apoenzym u. Dys­
m utaza zaw ierająca Mn+2 ulega nieodw racalnej inaktyw acji w obecności 
rozpuszczalników organicznych, nie można przeto do jej w yodrębnienia 
stosować ekstrakcji tym i rozpuszczalnikam i (94).

Dysm utazę ponadtlenkow ą zaw ierającą Fe (najpraw dopodobniej jon 
trójw artościow y) wyodrębniono między innym i z Escherichia coli (102)

3 P o s tę p y  B iochem ii
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i sinicy Spirulina  sp. (95). Natom iast dysm utazę zaw ierającą M n+2 w y­
odrębniono z hydrogenosomów wiciowców pasożytniczych (103) oraz 
z E. coli (91,102) i Streptococcus mutans  (104) oraz m itochondriów: drożdży 
(97), w ątroby (105) i liści szpinaku (95), a także z kiełków pszenicy (96).

Dysm utazę ponadtlenkową, zaw ierającą M n+2 w yodrębnioną z frakcji 
m itochondrialnej, zlokalizowano w tych organellach głównie w form ie 
niezwiązanej z błonami, chociaż w m itochondriach z w ątroby kurcząt 
enzym ten w ystępuje w przestrzeni między błonowej związany z błoną 
w ew nętrzną (95,97,105).

W cytosolu kom órek badanych organizmów pro- i eukariotycznych 
znajduje się tylko dysm utaza zaw ierająca Cu i Zn (95, 96, 103, 105). Na­
tom iast żadnej z form  enzymu nie zlokalizowano w peroksosom ach s tru ­
nowców i roślin wyższych (103).

W badaniach dysm utazy ponadtlenkow ej, ze względu na w ystępow a­
nie jej w kom órkach ssaków w tym  także człowieka, głównym  obiektem  
zainteresow ania jest enzym zaw ierający atom y miedzi i cynku. D latego 
też om aw iane następnie wyniki będą dotyczyły przede w szystkim  badań 
tego w łaśnie enzymu.

III-2. W yodrębnianie z m ateriału  biologicznego

Reakcję enzym atycznej dysm utacji w ykryto wprawdzie dopiero w  
roku 1968 (9, 10), lecz znane były już wcześniej białka o budowie podob­
nej do dysm utazy ponadtlenkow ej. W 1938 roku M a n n  i K e i l i n  
(106) w yodrębnili z erytrocytów  zaw ierające miedź białko o masie czą­
steczkowej 30—35 tys. i nazwali je ery trokupreiną. Podobne białko w y­
odrębniono w 1953 roku z w ątroby konia (hepatokupreina) (107). Opraco­
wanie standardow ej m etody w yodrębniania m iedzioproteidów pozwoliło 
odnaleźć białka o podobnych własnościach w m ięśniu sercow ym  i mózgu 
ssaków (108). Dopiero w 1970 roku stwierdzono, że białka .te oprócz 
dwóch atom ów miedzi dwuwartościowej zaw ierają dwa atom y cyn­
ku (109).

W ykrycie aktyw ności dysm utazy i jej substra tu  nastąpiły  w pewnym  
sensie przypadkowo. Podczas badania oksydazy sarkozynowej, używ ając 
pochodnych kwasu p-hydroksysulfonowego jako analogów struk tura lnych  
substra tu  zauważono zwiększone zużycie tlenu  mimo zaham owania u tle ­
niania sarkozyny. Następowało wówczas utlenianie siarczynu do siarcza­
nu. Siarczyn powstawał w w yniku dysocjacji sulfonianu. Dodanie do 
mieszaniny reakcyjnej egzogennego cytochrom u c (Fe+S) powodowało je ­
go redukcję (110). Obserwacje te zapoczątkowały badania nad m echaniz­
mem enzymatycznego utleniania substratów  tlenem  cząsteczkowym pro­
wadząc w rezultacie do w ykrycia jonu ponadtlenkow ego jako m etabolitu  
pośredniego reakcji oksydacji (111).
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M c C o r d  (11) badając stechiom etrię redukcji cytochrom u c (Fe+S) 
przez oksydazę ksantynow ą zauważył, że anhydraza węglanowa z e ry ­
trocytów  ham uje tę reakcję. Badania wykazały, że anhydraza o m asie 
cząsteczkowej około 30 000 była zanieczyszczona w poważnym  stopniu 
ery trokupre iną  i jej to właśnie przypisano aktywność w ychw ytyw ania 
jonów ponadtlenkow ych w ytw arzanych przez oksydazę ksantynow ą i re ­
dukujących cytochrom  c. Wyizolowana następnie z erytrocytów  dysm u- 
taza ponadtlenkow a okazała się immunologicznie identyczna z e ry troku ­
preiną i podobnym i jej m iedzioproteidami (10, 112).

Metoda w yodrębniania dysm utazy ponadtlenkow ej z ery trocytów  
(dawna ery trokupreiną) polega na ekstrakcji białek enzym atycznych * 
m ieszaniną chloroform u, etanolu i wody z poddanych hemolizie k rw i­
nek. Dysm utazę wysalano z fazy organicznej ekstrak tu  kw aśnym  fosfora­
nem sodowym, a następnie oczyszczano m etodą chrom atografii jonow y­
m iennej (10). Zastosowanie rozpuszczalników organicznych nie powoduje 
u tra ty  aktyw ności enzymu ani nie zmienia jego ruchliwości elektrofore- 
tycznej (95, 113).

D ysm utaza ponadtlenkow a zawierająca miedź i cynk jest białkiem  
niezw ykle stabilnym  (11). Enzym ten nie jest w rażliw y na trak tow anie  
mocznikiem o stężeniu 9,5M czy 4°/o roztworem  soli sodowej siarczanu 
dodecylu (114). Chlorowodorek guanidyny w stężeniu 1,2M w tem pera­
turze 25cC pow oduje całkowitą u tra tę  aktywności dysm utazy, lecz odpłu- 
kanie reagenta przyw raca jej aktywność (114). Dodanie jednak 10~3M 
roztw oru EDTA razem  z chlorowodorkiem guanidyny uniem ożliwia reak ­
tyw ację mimo, że EDTA nie jest inhibitorem  dysm utazy. Sugeruje to, że 
chlorowodorek guanidyny zmienia powinowactwo białka do jonów C u+2 
i Z n+2 i tym  sam ym  umożliwia ich związanie z EDTA (112). D ysm utaza 
nie traci także aktyw ności naw et po w ytrąceniu z roztw oru w tem pera­
turze 70cC (89).

III-3. Budowa enzym u

Cząsteczki dysm utazy ponadtlenkowej zbudowane są z około 210— 
250 reszt am inokwasowych i odpowiednich jonów m etali (2Cu+2 i 2Zn+2 
lub 2Mn+2 lub lF e +3). Masa cząsteczkowa enzymu zawierającego Zn i Cu 
wynosi około 33 000, natom iast form zawierających Mn lub Fe dochodzi 
do 38 000 (10, 91, 94, 97, 98, 102, 113, 114). Podczas gdy analiza sekwencji 
aminokwasów jest bardzo trudna ze względu na zablokowanie N-końco- 
wych aminokwasów (114, 115) analiza jakościowa została już wykonana 
(91, 106, 111, 115-117). W ynika z niej, że cząsteczka apoenzym u nie za­
w iera reszt tryp to fanu  (117, 118) *, a zawiera średnio od 12 do 16 reszt 
histydyny oraz cystynę, cysteinę i treoninę (94, 119).

* W edług R o t i l i o  i w sp. (84) dysm utaza z erytrocytów  w ołu zaw iera od 1 
do 2 reszt tryptofanu na cząsteczkę. Spow odow ane to jest jak się w ydaje zanieczysz­
czeniam i preparatu bogatą w  tryptofan anhydrazą w ęglanow ą (11).

3* http://rcin.org.pl
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Udało się również ustalić, że żadna z form  dysm utazy ponadtlenkowej 
nie zaw iera w cząsteczce węglowodanów (97).

Na podstaw ie rozdziału elektroforetycznego, analizy aminokwasów 
i badań genetycznych (11, 120) wykazano, że dysm utaza zaw ierająca Cu
i Zn zbudowana jest z dwóch identycznych podjednostek. Odporność tego 
enzym u na działanie soli sodowej siarczanu dodecylu sugeruje, że pod- 
jednostki są połączone wiązaniami kow alencyjnym i (91). H a r t z  i D e -  
u t s c h  (120) stw ierdzili jednak, że stabilizujący wpływ  na holoenzym 
m ają jony m etali. O trzym any przez nich drogą dializy apoenzym dyso­
cjował na podjednostki po dodaniu siarczanu dodecylu lub mocznika. 
W rażliwość enzym u na te związki w zrastała także po alkilacji grup sulf- 
hydrylow ych (120).

Badania dyfrakcji prom ieni X przez kryształy  dysm utazy ponadtlen­
kowej z erytrocytów  wykazały, że konform acja przestrzenna każdej pod­
jednostki m a form ę cylindrycznie zwiniętej (3- s tru k tu ry  („harm onijki”) 
z hydrofobow ym i grupam i aminokwasów skierow anych do w nętrza cy­
lindra  (121).

Dokładne badania widma EPR dysm utazy ponadtlenkowej zaw ierają­
cej Cu i Zn wykazały, że każdy atom miedzi jest połączony trzem a w ią­
zaniam i koordynacyjnym i z atom am i azotu grup imidazolowych histydy- 
ny, a czw arte wiązanie jest wolne (122). Na podstawie widm a 
m agnetycznego rezonansu jądrowego ustalono, że czw arte wiązanie koor­
dynacyjne jest typu Cu—O, a odległość między atom am i miedzi i tlenu 
jes t rzędu 2A. Stwierdzono, że jest to wiązanie bardzo labilne (123— 125). 
Na podstaw ie badań kinetyki ham owania reakcji dysm utacji jonów po- 
nadtlenkow ych jonam i CN~ postuluje się, że donorem  atom u tlenu  dla 
czw artego wiązania koordynacyjnego miedzi może być HzO lub jon Or> 
rodnik HO 2 i tlen  cząsteczkowy. W ydaje się więc, że jony Cu+2 są odpo­
w iedzialne za aktywność enzym atyczną dysm utazy. Jonów miedzi nie 
udało się efektyw nie zastąpić jonami Ca+2, Ni+2, H g+2, Mg+2, Zn+2 czy 
F e +2 (126).

Apoenzym dysm utazy jest wrażliwy na utlenianie na świetle w obec­
ności b łękitu  metylenowego, podczas gdy holoenzym nie traci aktyw ności 
w tych w arunkach  (124). Stwierdzono również, że spośród wszystkich 
am inokwasów apoenzym ów tylko histydyna ulegała u tlenianiu (Ryc. 2), 
a u tleniony apoenzym  nie odzyskiwał aktyw ności enzymatycznej po do­
daniu stechiom etrycznych ilości miedzi i cynku. Dodanie tych jonów 
przed naśw ietleniem  ochrania apoenzym przed utlenianiem  (nie następuje 
u tlenianie histydyny).

In teresu jący  jest fakt, że jony Zn+2 ochraniają apoenzym i dodane 
naw et w 800-krotnym  nadm iarze nie blokują m iejsca przyłączenia miedzi. 
Stwierdzono, że jony Cu+2 i Z n+2 w ystępują w pod jednostkach param i
i znajdują  się blisko siebie w odległości 5-6 A (126, 127). t
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W ykazano również, że po oddializowaniu jonów cynku zwiększa się 
liczba odsłoniętych grup sulfhydrylow ych (119). Fakt ten przem aw ia za 
możliwością połączeń czterech wiązań koordynacyjnych cynku z atom am i 
siarki, w ydaje się jednak, że uw alnianie grup -SH jest konsekw encją 
zmiany s tru k tu ry  enzymu (11).

Ryc. 2. W pływ  obecności jonów  C u+2 i Z n+2 na utlenianie na św ietle  apoenzym u  
dysm utazy ponadtlenkow ej i zaw artych w  nim reszt histydyny  

Do m ieszan in y  re a k c y jn e j za w ie ra ją c e j b łę k it  m e ty len o w y  d odano : ap o en zy m u , p u n k ty  
p u s te  O , □  i ja k o  k o n tro li h o loenzym u, p u n k ty  p e łn e  • ,  ■ .  k rzy w e  c h a ra k te ry z u ją c e  zm iany  
ilo śc i en zy m u  oznaczono k ó łk am i; k rzy w e  do ty czące  u tle n ia n ia  h is ty d y n y  oznaczono  k w a d ra ­
ta m i (zm ody fik o w an o  w g 124).

Do aktywności enzymu niezbędne są zatem jony C u+2. Do utrzym ania 
zaś s tru k tu ry  trzeciorzędowej enzymu konieczne są zarówno jony C u+2 
jak  i Z n+2. Ustalono jednak, że jony cynku można efektyw nie zastąpić 
jonam i Co42 i Hg+2 (iony M n+2, N i+2 i F e+2 nie stabilizują enzym u (10, 
124, 126).

III-4. M echanizm  reakcji

W świetle przytoczonych badań nie ulega wątpliwości, że jony C u+2 
wchodzą w skład miejsca aktyw nego dysm utazy ponadtlenkow ej (122— 
128). Syntetyczny p repara t zaw ierający atom  miedzi połączony z cząstecz­
kam i takich aminokwasów jak  lizyna, histydyna i tyrozyna w ykazuje 
około 5—7% aktywności enzym u natyw nego (129).

Metodą radiolizy pulsacyjnej ustalono, że pojaw ienie się substra tu  •—
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07  w roztworze dysm utazy powoduje częściowe osłabienie niebiesko- 
zielonej barw y enzymu, ale zwiększanie stężenia substratu  ma tylko nie­
w ielki w pływ  na to zjawisko. Częściowy zanik barw y jest spowodowany 
redukcją Cu+2 do Cu+1, a dodanie do zredukowanego enzymu (przez dzia­
łanie np: H20 2), substratu  — 07  pow oduje przyw rócenie barwy. Z redu­
kowany enzym jest tak samo ak tyw ny jak  enzym utleniony (130, 131).

O bserwacje te pozwalają sądzić, że mechanizm w ychw ytyw ania jonów 
ponadtlenkow ych przez dysm utazę polega na cyklicznej reakcji redukcji
i u tleniania jonów Cu+2 (aż do m om entu ustalenia stanu równowagi) w 
reakcji przyłączania substratu  (132).
Kolejne etapy tego procesu przedstaw iają następujące reakcje:

W ykorzystując własności redukcyjne żelazocyjanku i u tleniające że- 
lazicyjanku ustalono, że potencjał oksydoredukcyjny dysm utazy ponad­
tlenkowej EÓ wynosi 0,40V (133). Potencjał EÓ jonu ponadtlenkowego 
wynosi 0,15V (134).

Chociaż dotychczas nie opublikowano prac om awiających ew entualną 
zmianę s tru k tu ry  enzymu (11) podczas redukcji miedzi w reakcji z jona­
mi ponadtlenkow ym i, w ydaje się, że zmiany takie nie następują, a m iej­
scem aktyw nym  są tylko jony m iedzi (11).

Tlen w stężeniach niefizjologicznych jest szkodliwy dla wszystkich 
organizmów (135, 136). Jeżeli więc dysm utaza ponadtlenkow a pełni rolę 
ochronną, to poziom tego enzymu in vivo  powinien być zależny od w zra­
stającego stężenia tlenu  w otoczeniu. Gregory i F r i d o v i c h  (137, 138) 
zaobserwowali to zjawisko u szeregu względnie tlenowych bakterii, m ię­
dzy innym i u Streptococcus faecalis.

Na rycinie 3 przedstaw iono w pływ  różnych stężeń tlenu na przeży- 
walność kolonii S. faecalis. Jak  widać z przebiegu krzyw ej i przeniesienie 
bakterii z w arunków  beztlenowych w atm osferę tlenu o ciśnieniu 46 atm . 
pow oduje gw ałtow ne zm niejszenie przeżywalności bakterii. Azot o tym  
samym ciśnieniu nie szkodzi kom órkom  S. faecalis (krzywa 2). Krzywa 3 
charakteryzuje  norm alnie rosnącą kolonię w w arunkach 46 atm. 0 2 po 
uprzedniej inkubacji w atm osferze 100% 0 2 (ciśnienie atm osferyczne). 
Badania poziomu dysm utazy w takich kom órkach S. faecalis w ykazały 
16-krotny wzrost aktywności tego enzym u (137, 138).

0 2- + Enzym—Cu+2 ^  E—Cu+2—0 2~ E—Cu+1 + 0 : 
E _ C u +1 + 0 2- ^  E—Cu+1—0 2-

(1)

(2)

(3)E—Cu+1------0 2- + 2H+ —̂  E - C u +2 + H20 2

IV. Biologiczna rola dysmutazy
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Badania bakterii tlenowej Escherichia coli wykazały, że dodanie do 
pożywki purom ycyny (inhibitora biosyntezy białek) po inkubacji w atm o­
sferze 100% tlenu  nie wpływa na przeżywalność bakterii przy zwiększe­
niu ciśnienia tlenu  naw et do 20 atm., podczas gdy kom órki nieinkubo- 
wanej kolonii E. coli w nowych w arunkach gwałtownie giną (70).

Ryc. 3. W pływ  różnych stężeń tlenu na przeżyw alność Streptococcus faecalis  
°/o p rzeży w aln o śc i w y liczan o  po p rz e n ie s ie n iu  b a k te r i i  z w a ru n k ó w  tle n o w y c h  w  : a tm o sfe rę

tle n u  pod c iśn ie n ie m  46 a tm , A-------A; a tm o sfe rę  azo tu  pod c iśn ie n ie m  46 a tm , □ -------□;
w  a tm o sfe rę  I004/o tlen u , a n a s tę p n ie  w  a tm o sfe rę  t le n u  pod  c iśn ie n ie m  46 a tm , O --------O  (137).

Indukcję dysm utazy ponadtlenkow ej stwierdzono także w organiz­
m ach eukariontycznych na przykład: w kom órkach Saccharomyces cere- 
visieae (70) i erytrocytach szczura (139). Stw ierdzono wzrost aktyw ności 
dysm utazy ponadtlenkowej po inkubacji w atm osferze 100% tlenu w 
kom órkach drożdży S. cerevisieae.
Przy ciśnieniu równym  16 atm . aktyw ność właściwa enzym u wzrosła 
12-krotnie.

Rolę ochronną dysm utazy ponadtlenkow ej wykazano ostatecznie w p ra ­
cach nad m utantem  niezdolnym  do syntezy tego enzymu in vivo. O trzy­
mano wrażliwego na tem peratu rę  m utanta TS—2 E. coli niezdolnego 
w tem peraturze 42°C do biosyntezy dysm utazy i przez to niezdolnego do 
życia w w arunkach tlenowych. W ywołanie rew ersji m utacji TS— 2 przy­
wracało m utantow i zdolność syntezy enzymu i w zrostu w atm osferze 
tlenu (140).
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W rażliwość dysm utazy ponadtlenkowej na nadtlenek wodoru skie­
rowało zainteresowanie badaczy na problem  współzależności między 
reakcją dysm utacji i aktywnością katalazy. Okazało się, że katalaza w y­
stępuje tylko w m ikroorganizm ach tlenowych, obecność dysm utazy 
stw ierdzono w kom órkach bakterii tlenow ych i względnie tlenowych (60). 
M ikroorganizmy względnie tlenowe mimo aktyw ności dysm utazy nie za­
w ierają  katalazy. Z bakterii tych zapewne, nadtlenek wodoru dyfunduje 
na zew nątrz (60). Stwierdzono, że w zrastające ciśnienie i tym  samym  
w zrastające stężenie tlenu  indukuje zarówno syntezę de novo dysm utazy 
zaw ierającej Cu i Zn jak  i zawierającej Mn, podczas gdy poziom dysm u­
tazy E. coli zawierającej Fe nie zmienia się w tych w arunkach (141). Nie 
stw ierdzono także (poza kilkom a przypadkam i wątpliwym i) indukcji tle ­
nem  aktywności katalazy ani peroksydaz (141).

W świetle tych badań w ydaje się nie ulegać wątpliwości, że dysm utaza 
ponadtlenkow a a nie katalaza jest enzymem skutecznie ochraniającym  
organizm y przed toksycznym  działaniem  tlenu.

V. Znaczenie ewolucyjne

Zdaniem  F r i d o v i c h a  (11) odkrycie aż trzech form dysm utazy po­
nadtlenkow ej w organizmach prokariontycznych i organellach kom órek 
eukariontów  ma duże znaczenie ewolucyjne, szczególnie w rozważaniach 
nad hipotezą egzogennego pochodzenia organelli na przykład m itochon­
driów  (142).

POCHO- |
DZENIE

ENZYMU SEKWENCJA AMINOKWASÓW

E. coli (Mn) SER TYR THR LEU
5
PRO SER LEU PRO TYR

10
ALA TYR ASP ALA

Mitochon­
drion (Mn) LYS HIS THR LEU PRO ASP LEU PRO TYR ASP TYR GLY ALA
E. Coli (Fe) SER PHE G L U I LEU PRO ALA LEU PRO TYR ALA LYS ASP ALA
Cystosol 
(Cu, Zn)Ac ALA THR LYS ALA VAL CYS VAL LEU LYS GLY ASP GLY PRO

E. coli (Mn) LEU
15

GLU PRO HIS PHE ASP
20

LYS GLN THR
25

MET GLU LEU
Mitochon­
drion (Mn) LEU GLU PRO HIS ILE SER ALA GLU ILE MET GLN LEU
E. coli (Mn) LEU ALA PRO HIS ILE SER ALA GLU ? ILE GLU TYR
Cytosol 
(Cu, Zn) VAL GLN GLY THR ILE HIS PHE GLU ALA LYS GLY ASP

Ryc. 4. Porównanie sekw encji am inokw asów  N -końcow ych różnych form  dysm utazy
ponadtlenkow ej. (142)
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Podobieństwo w budowie dysm utazy zawierającej Mn z bak terii
i z m itochondriów oraz różnice między dysm utazą m itochondrialną a en­
zymem cytoplazm atycznym  przem aw iają w yraźnie za w ew nątrzkom ór­
kową symbiozą prokariont — protoeukariont, będącą w założeniach teorii 
zjaw iskiem  prowadzącym  do powstawania m itochondriów. Fakt, że dys- 
m utaza m itochondrialna jest zakodowana w jądrow ym  DNA nie podważa 
tej teorii, ponieważ przeniesienie m ateriału  genetycznego między sym - 
biontam i jest bardzo prawdopodobne (11).

Na rycinie 5 przedstaw iono ustaloną sekwencję 25 am inokwasów (od 
N-końca) różnych form  dysm utazy ponadtlenkow ej. Widoczne podobień­
stwa i różnice w sekwencji aminokwasów przem aw iają za egzogennym 
pochodzeniem m itochondriów, a może też innych organelli kom órko­
wych.

A rty k u ł  nadszedł 27.1.1975; po rew iz j i  autorskiej o trzym ano 18.3.1975.
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B R O N ISŁ A W  L. S Ł O M IA N Y  *>, A M A L IA  SŁ O M IA N Y  *>, 
JA N U S Z  B A D U R SK I  **>

Budowa i funkcja glikolipidów siarczanowych 

Structure and Function of Sulfated Glycolipids

W śród dotychczas poznanych siarczanowych pochodnych glikolipidów 
zwierzęcych można wyróżnić dwie podstawowe grupy: I. Siarczany galak- 
tozyloglicerydów; II. Siarczany sfingoglikolipidów. W spólną cechą tych 
związków jest obecność grupy siarczanowej przy trzecim  węglu galaktozy.

W skład grupy sulfosfingoglikolipidów wchodzą siarczany: galaktozy- 
loceram idu, laktozyloceram idu i galaktozylolaktozyloceram idu oraz kw as 
ungulowy, zaw ierający ponadto galaktozoam inę i kwas sialowy.

I. Siarczany galaktozyloglicerydów

Siarczanowe glikolipidy zaliczamy do grupy glikozyloglicerydów, w 
których grupa cukrow a połączona jest wiązaniem  O-glikozydowym z trze­
cim węglem dw uglicerydu lub alkilo-2-acyloglicerolu. Siarczanową po­
chodną glikozyloglicerydu w ykryto  w 1972 roku (1,2). Związek ten  sta­
nowi główny glikolipid jąder i sperm y szczura i wieprza, czemu zawdzię­
cza swą nazwę — sem inolipid (2).

Jakościowa analiza oczyszczonego siarczanu glikozyloglicerydu w yka­
zała, że zawiera on galaktozę, kwasy tłuszczowe, długołańcuchowy e te r  
glicerolu i grupę siarczanow ą (1,2). Skład odsetkowy kwasów tłuszczo­
w ych i eterów glicerolu w siarczanie glicerogalaktolipidu z jąder w ieprza 
i szczura oraz sperm y w ieprza podano w tabeli 1:

Widmo w podczerwieni (Rye. 1) wskazuje na w ielkie podobieństwo do 
widma galaktozylo-dw uglicerydu, w którym  to związku galaktoza p rzy ­
łączona jest w iązaniem  beta-glikozydowym  (obecność szczytu absorpcji 
w zakresie 875 cm -1). A bsorpcja w zakresie 820 cm -1 i 1240 cm -1 św iad-

*) Ph. D., D epartm ent of B iochem istry, N ew  York M edical College, V alhalla , 
N ew  York, U.S.A.

**)< Dr med., K linika Chorób W ew nętrznych A kadem ii M edycznej, ul. M. S k ło ­
dow skiej 24a, 15-276 B iałystok.
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Tabela 1.

Procentowy skład kwasów tłuszczowych i eterów glicerolu w sulfoglicerogalaktolipidzie (1,2)

Tkanka
Procent kwasów tłuszczowych Procent eterów glicerolu

14:0 16:0 chimyl* batyl**

Jądra i sperma wieprza 5,0 95,0 78,0

Jądra szczura 90,0 90,0 10,0

* A lk o h o l  p a lm ity lo w y  tw o rz ą c y  e s try  z  g lic e ro le m  
* *  A lk o h o l  s te a ry lo w y  tw o rz ą c y  e s try  z  g l ic e ro le m

czy o obecności estrowej grupy siarczanowej w pozycji ekw atorialnej 
ga laktozy.

Pozycję grupy acylowej (absorpcja w zakresie 1735 cm -1) potwierdzo­
no także za pomocą spektrom etrii m agnetycznego rezonansu protonu (2). 
Badania s truk tu ra lne  za pomocą całkowitej m etylacji siarczanu galakto- 
zyloglicerydu ustaliły  pozycję grupy siarczanowej przy węglu trzecim  ga-

Ryc. 1. Widmo absorpcyjne w  podczerw ieni su lfogalaktozyloglicerydu  
(z jąder wieprza) (2)

CK20H
X --------------0 V i------ 0 — CHo

o h / i  \\  i 2
ęf X c HC0C0(CH2)i4CH3
A \ ? s o 3 h  h |

C----------- C H2CO(CH2)l5CH3
HI OH

Ryc. 2. Wzór strukturalny sulfogalaktozyloglicerydu (2)

laktozy (obecność 2,4,6-trój-O-m etylogalaktozy). Kwaśna m etanoliza siar­
czanu glicerogalaktolipidu dała trzy  różne pochodne: monogalaktozylo- 
-dw ugliceryd, m onogalaktozylo-m onogliceryd oraz siarczan galaktozylo- 
-alkilo-glicerolu. Pozwoliło to na ustalenie (2) s tru k tu ry  siarczanu glice­
rogalaktolip idu jako: 

l-0-heksadecylo-2-0-heksanodekanoilo-3-beta'-sulfogalaktozylo-glicerol 
<Ryc. 2).
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Badania nad rozmieszczeniem siarczanu galaktozyloglicerydu w róż­
nych tkankach zwierzęcych w skazują na jądra  i spermę, jako na tkanki
o najw iększym  stężeniu tego związku (Tabela 2).

Tylko śladowe ilości siarczanu galaktozyloglicerydu w ykryto  w mózgu 
szczura (3).

Tabela 2.

Zawartość (w mg) sulfogalaktozyloglicerydu w jądrach szczura i wieprza oraz w spermie wieprza
(1 ,2).

Tkanka mg/g masy tkanki

Jądra szczura 0,48

Jądra wieprza 0,24

Sperma wieprza 0,83

II. Siarczany sfingoglikolipidów

Do grupy estrów  siarczanowych sfingoglikolipidów (sulfatydów) na­
leżą siarczany: m onoheksozyloceramidu, dwuheksozyloceram idu, tró jhek - 
sozyloceram idu oraz kwas ungulowy.

I I - l .  K w as ungulow y

Kw as ungulowy w ykryli w 1967 roku N i e m i n e n  i wsp. (4) w tk an ­
ce rogowej kopyta (ungula — łac. kopyto) i zaliczyli go do siarczanow ych 
pochodnych gangliozydów. Natom iast U e t a i wsp. uw ażają kw as ungu-

Ryc. 3. Widmo absorpcyjne w  podczerw ieni kw asu ungulow ego (5)

Iowy za pochodną siarczanową cholesterolu (4 a). Przyczyną owej różnicy 
zdań jest odmienna ruchliwość kwasu ungulowego w chrom atografii cien­
kowarstw owej i różna intensywność barw ienia się chrom ianem  potasu

4 P o stęp y  B iochem ii
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Tabela 3.

Skład kwasów tłuszczowych w kwasie ungulowym wyizolowanym z różnych tkanek (5.6)

3 2 2  B . L. SŁ O M IA N Y  I IN . [ 4 ]

Tkanka

Procent kwasów tłuszczowych

16:0* 16:1 18:0 18:1 20:0
Kwasy
hydro­

ksylowe

Pozostałe
kwasy

tłuszcz.

Zrogowaciały naskórek 
człowieka 53,2 7,9 28,5 — 3,8 6,6 —

Włosy człowieka 49,2 — 32,0 — 6,0 7,4 5,4

Paznokcie człowieka 38,7 1,9 50,6 — — 8,4 —

Szczecina świni 39,1 — 42,2 7,6 5,1 — 6,0

Wełna owcy 32,8 10,2 41,5 10,1 — — 5,4

Pióra ptaków 29,8 25,5 30,5 — 4,6 7,3 2,3

Kopyto konia 19,7 — 63,7 — 12,0 — 4,6

* — lic z b a  a to m ó w  W ęgla; l ic z b a  p o d w ó jn y c h  w ią z ań

Tabela 4.

Zawartość tłuszczów i kwasu ungulowego w różnych tkankach zwierzęcych (5,6)

Tkanka
Lipidy całkowite Kwas ungulowy

Procent masy 
tkanki

Procent tłuszczów 
całkowitych

Procent masy 
tkanki

Zrogowaciały naskórek 
człowieka 1,2 13,8 0,17

Włosy człowieka 3.1 3,9 0,12

Paznokcie człowieka 2,1 10,2 0,21

Szczecina świni 3,1 3,5 0,11

Wełna owcy 5,1 4,5 0,23

Pióra ptaków 2,0 7,0 0,14

Kopyto konia 2,0 25,0 0,5
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w kwasie siarkow ym  niż to w ykazują poznane dotąd siarczanowe gliko­
lipidy i gangliozydy. Natom iast wspólne cechy siarczanow ych glikolipi­
dów, gangliozydów i kwasu ungulowego, to: tworzenie niebiesko-czerwo- 
nej barw y z odczynnikiem  rezorcynolowym  i identyczna absorbcja w w id - . 
m ie podczerwonym  o szczycie przy 1240 cm -1 zdradzająca obecność grupy 
siarczanow ej (Ryc. 3).

Azot stanowi 3,8%, a siarka 2,4% kwasu ungulowego. Jego ciężar czą­
steczkowy, oznaczony za pomocą m etody osmom etrycznej w m etanolu, 
w ynosi 1280. K w aśna m etanoliza kwasu ungulowego w ykazała obecność 
galaktozy, galaktozoam iny, zasady długołańcuchowej i kw asu tłuszczowe­
go w stosunkach m olarnych rów nych jedności. Kwas sjałow y wchodzący 
w  skład kw asu ungulowego, różni się od kwasu sialowego zaw artego w 
gangliozydach dużą odpornością na kwaśną hydrolizę.

Cechą charakterystyczną kwasu ungulowego jest duża różnorodność 
kwasów  tłuszczowych zaw artych w jego cząsteczce (Tabela 3), a także 
różnorodność zasad długołańcuchowych, niem niej jednak C— 18 sfingo- 
zyna stanowi zawsze najw iększy procent zasad, bez względu na źródło 
pochodzenia kw asu ungulowego.
Zaw artość kw asu ungulowego w różnych tkankach stanow i treść tabeli 4.

II-2. Siarczan galaktozyloceram idu

Skład tego sulfatydu został po raz pierw szy podany przez B 1 i x a (7), 
k tó ry  wykazał, że związek ten  zbudowany jest z sfingozyny, kwasów 
tłuszczowych i estru  siarczanowego galaktozy. W stępne prace dotyczące 
pozycji grupy siarczanowej sugerowały, że jest ona przyłączona do węgla 
szóstego galaktozy (8,9). Dalsze badania (10— 13) w ykazały jednak, że ze- 
stryfikow ana jest przy węglu trzecim  galaktozy. Galaktoza przyłączona 
je s t do ceram idu wiązaniem  beta (14):

(SOsH -  3)—Gal—(1 -> l j—Cer

II-3. Siarczan dw uheksozyloceram idu

Sulfatyd zbudowany z galaktozy, glukozy i ceram idu został po raz 
pierw szy wyizolowany z nerki człowieka przez M a r t e n s s o n a  (15).

Metoda częściowej hydrolizy i u tleniania nad jodanem  wykazały, że 
su lfa tyd  ten jest galaktozyloglukozyloceram idem  posiadającym  grupę 
siarczanową przyłączoną do węgla trzeciego galaktozy (16). W yniki m e­
ty  lacji potw ierdziły pozycję grupy siarczanowej, a także pozwoliły u sta ­
lić wiązanie m iędzy galaktozą i glukozą jako 1 —> 4 (17):

(S 0 3H -> 3)—Gal—(1 -> 4)— Gic—(1 lj—Cer

4 * http://rcin.org.pl



Tabela 5.

3 2 4  B. L. SŁOMIANY I IN. [6]

Zawartość sulfatydów w różnych organach kręgowców w [¿M/g suchej tkanki
1
i

Tkanka
Sulfatyd

monoheksozylo-
ceramidu

Sulfatyd
monoheksozylo

ceramidu
+

Sulfatyd
dwuheksozylo-

ceramidu

Sulfatyd
dwuheksozylo-

ceramidu

Sulfatyd
trójheksozylo­

ceramidu

Substancja szara 
mózgu człowieka (20) 1,8 — —

Substancja biała 
mózgu człowieka (21) 26,2 — —

Nerka człowieka (22) 0,55 0,20 —

Śledziona człowieka 
(22) 0,05 —

Wątroba człowieka 
(22) 0,02 —

Część korowa nerki 
bydlęcej (23) 0,1 — —

Część rdzenna nerki 
bydlęcej (23) 0,9 — —

Śluzówka żołądka 
świni (19) 0,38 0,15 0,08

Jelito psa (24) 0,18 —

Gruczoł solny mewy 
(25) 5,65 — —

Gruczoł solny kaczki 
(25) 8,20 — —

N erka psa również zawiera siarczan dw ugalaktozyloceram idu (18):

(S 0 3H)—Gal—Gal—Cer 
Nadal jednak  stru k tu ra  tego związku jest nieznana.

II-4. Siarczan trójheksozyloceram idu

Śluzówka żołądka świni zawiera oprócz siarczanów galaktozyloce- 
ram idu i laktozyloceram idu, również siarczan trójheksozyloceram idu (19). 
Jak  to w ynika z analizy produktów  jego degradacji, su lfatyd ten  zbudo­
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w any jest z glukozy, ceram idu i dwu cząsteczek galaktozy, czyli jest on 
siarczanem  galaktozylolaktozyloceram idu. Typ wiązań między cukram i, 
a także pozycję grupy siarczanowej ustalono posługując się m etodą m e- 
ty lacji i u tleniania nadjodanem : grupa siarczanowa przyłączona jest do 
węgla trzeciego term inalnej galaktozy, a wiązania Gal—Gal i Gal—Gic 
są typu  1 -»• 4

(SOsH -> 3)—Gal—(1 -> 4j—Gal—(1 -> 4)—Gic—(1 -> lj—Cer

II-5. Lokalizacja narządowa sulfatydów

Z dotychczasowych badań nad rozmieszczeniem sulfatydów w narzą­
dach zwierząt wynika, że sulfatydy dwuheksozylo- i trójheksozylocera- 
m idu w ystępują w większości narządów miąższowych z w yjątkiem  tkank i 
nerw ow ej, natom iast sulfatyd galaktozyloceram idu w ystępuje zarów no 
w tkance nerwowej jak  i w pozostałych narządach (Tabela 5).

Na szczególną uwagę zasługuje wysoki poziom sulfatydów w sub­
stancji białej mózgu człowieka, a u ptaków  — w gruczołach solnych. Sul­
fatydy  wraz z innym i lipidam i (głównie cerebrozydami) tworzą błonę ota­
czającą w ypustki osiowe komórek nerwowych. Obecność dużych ilości 
sulfatydów  w części rdzennej nerki i gruczołach solnych wiąże się z tra n s­
portem  sodu (23).

III. Budowa części ceramidowej sulfatydów

Sulfatydy różnych tkanek kręgowców zaw ierają tę samą część polarną 
(S 0 3H -> 3—Gal), natom iast różnią się częścią lipofilową (ceramidową).

I I I - l . K w asy tłuszczow e su lfatydów

Rozkład kwasów tłuszczowych w sulfatydach jest na ogół podobny do 
rozkładu w innych glikosfingolipidach danego narządu. Siarczan galakto­
zyloceram idu i cerebrozyd zaw ierają dużo hydroksykwasów, które w przy­
padku sulfatydów gruczołów solnych ptaków, stanow ią ponad 90°/o kw a­
sów tłuszczowych (23). Siarczan galaktozyloceram idu nerki bydlęcej za­
w iera głównie kwasy 22h : O; 23h : O oraz 24h : O. Sulfatydy tkanek in­
nych niż nerwowa, zaw ierają ponadto dużą ilość C22, C i6 i Ci8 kwasów  
tłuszczowych (Tabela 6 i 7):

Siarczan dwuheksozyloceram idu na ogół zawiera m niej hydroksykw a­
sów, które, np. w przypadku nerki bydlęcej stanowią zaledwie 17°/o ca­
łości kwasów tłuszczowych, a tylko znikomy procent w błonie śluzowej
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żołądka (19). Siarczan trójheksozyloceram idu wyizolowany z śluzówki żo­
łądka świni (19) zawiera znaczną ilość kwasów tłuszczowych C— 16 i C— 18 
i tylko śladowe ilości hydroksykw asów (Tabela 8):

Tabela 6.

Zawartość kwasów tłuszczowych o prostych łańcuchach węglowych (w %) występujących 
w sulfatydach mózgu i nerki człowieka (26)

Kwasy
tłuszczowe

Monoheksozylosulfatydy
Dwuheksozylo-

sulfatydy

Substancja
biała

mózgu

Substancja
szara
mózgu

Nerka

16:0 1,3 1,3 6,7 8,4

18:0 5,3 4,8 1,5 3,2

18:1 1,3 0,5 0,2 0,2

20:0 0,5 0,8 4,5 7,9

22:0 1,5 2,2 22,7 23,6

22:1 0,4 0,3 1,0 1,8

23:0 2,6 9,0 10,0 2,6

23:1 — — 0,6 0,6

24:0 18,6 13,5 31,2 26,8

24:1 38,7 40,0 18,7 22,5

25:0 3,3 5,7 1,0 0,7

25:1 11,4 13,4 0,6 0,2

26:0 0,9 1,7 0,3 0,5

26:1 8,7 0,3 0,3 —

III-2. D ługołańcuchow e zasady su lfatydów

Różnorodność zasad długołańcuchowych, zarówno dw u- jak  i tró jh y - 
droksylow ych w ystępujących w sulfatydach, jest dodatkowym  czynnikiem  
zwiększającym  heterogenność części lipofilnej sulfatydów.
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Tabela 7.

Procentowa zawartość kwasów hydroksylowych występujących w sulfatydach mózgu i nerki
człowieka (26)

Kwasy
hydroksylowe

Dwuheksozylo- 
Monohesozylosulfatydy sulfatydy

Substancja
biała
mózgu

Substancja
szara
mózgu

Nerka

16 h : 0 — — 2,9 15,1

18 h : 0 0,6 0,4 1,1 1,5

20 h:0 0,2 0,4 2,6 7,1

22 h:0 4,9 6,1 16,0 19,3

22 h: 1 — 0,8 0,9

23 h:0 12,0 16,2 16,9 9,9

24 h:0 26,9 37,1 29,1 23,2

24 h: 1 33,9 16,0 24,4 16,7

25 h:0 5,8 9,9 1,2 1,3

25 h: 1 6,4 5,0 1,8 —

26 h:0 1,9 2,5 0,4 0,7

26 h: 1 5,9 5,7 0,4 —

Sulfatydy nerki bydlęcej (23) oprócz zasad dwuhydroksylow ych, za­
w ierają  także od 30 do 50°/o zasad trój hydroksylowych. Podstaw ow ą za­
sadą mono- i dwuheksozylosulfatydów nerki ludzkiej jest C-18 sfingenina 
oraz — w znacznie m niejszych ilościach — C— 18 fitosfinganina (27). Sul­
fatydy  gruczołów solnych m ewy i kaczki (25) cechuje wysoka zawartość 
C—20 sfingeniny (Tabela 9) i brak zasad trójhydroksylow ych.

Sulfatydy gruczołów solnych (28) Sąualus acanthiasis (rekin z rodziny 
Sąualidae) zaw ierają około 50% zasad trójhydroksylow ych, głównie C— 18 
i C— 19 fitosfinganinę. Spośród zasad dw uhydroksylow ych najw ięcej jest 
C— 18 sfingeniny. Sulfatydy te także zaw ierają rozgałęzione zasady dw u- 
i trójhydroksylowe. Zasad tego typu  nie spotyka się w sulfatydach mózgu* 
nerk i i gruczołów solnych ptaków . Zasady długołańcuchowe w ystępujące
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Zawartość kwasów tłuszczowych trójheksozylosulfatydu 
śluzówki żołądka świni (w %) (19)

Tabela 8

Długość łańcucha 
węglowego Procent

1
14:0 1 1,5

16:0 18,7

18:0 29,2

18:1 25,5

20:0 3,2

20:1 8̂ 9

20h:0 .,0

22:1
1

3,0

22h:0 2,5

24:1 3,1

24h:0 0,3

Niezidentyfikowane 3,1

w sulfatydach żołądka świni (19) m ają podobną budowę do zasad znale­
zionych w innych glikolipidach tej tkanki (29— 33) w głównej m ierze jest 
to C— 18 sfingenina.*

IV. Biosynteza glikolipidów siarczanowych

IV-1. B iosynteza su lfatydów

Badania M c K h a n n a  i wsp. (34) i B a l a s u b r a m a n i a n a  oraz 
B a c h a w a t a  (35) wykazały, że hom ogenaty mózgu, wątroby, nerki 
i śledziony szczura zaw ierają enzym, k tóry przenosi grupę siarczanową 
z 3'-fosfoadenozylo-5'-fosfosiarczanu na galaktozyloceram id dając galak-

*) Bardziej szczegółow e dane — patrz artykuł B. C z a r t o r y s k i e j ,  Post.  B io ­
ch em .  (1971), 17, 3—25.
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Tabela 9.

Długołańcuchowe zasady występujące w sulfatydach 
gruczołów solnych mewy i kaczki (w %) (25)

Zasada
Procent

Mewa Kaczka

C15-sfinganina 1 1

C16-sfinganina 2 2

C17-sfinganina 5 3

C17-sfingenina 1 1

C18-sfinganina 10 5

C18-sfingenina 22 28

C19-sfingenina 1 2

C20-sfinganina 14 4

Cjo-sfingenina 40 52

tozylosulfatyd. G rupa siarczanowa może też być przenoszona na laktozy- 
loceram id dając laktozylosulfatyd (36). Synteza sulfatydów  jak  i innych 
związków siarczanowych (mukopolisacharydów, siarczanowych glikopro- 
teidów i steroidów) wym aga aktyw acji nieorganicznego siarczanu przy 
udziale ATP. Proces ten jest katalizow any przez enzym A TP-sulfurylazę. 
Pow stający adenozylo 5'-fosfosiarczan w obecności ATP i enzymu kinazy 
adenozylo-5'-fosfosiarczanu daje 3'-fosfoadenozylo-5'-fosfosiarczan. A k­
tyw na grupa siarczanowa w obecności enzymu sulfotransferazy jest na­
stępnie przenoszona na odpowiedni akceptor. Sulfotransferaza przeno­
sząca grupę siarczanową na galaktozyloceram id lub laktozyloceram id nosi 
nazwę sulfotransferazy cerebrozydu. Z w stępnych prac nad w ew nątrz­
kom órkową lokalizacją tego enzymu w w ątrobie szczura i myszy oraz 
w  mózgu szczura wynika, że (34, 37, 38) znajduje się on we frakcji m ikro- 
somalnej. Ponieważ frakcja ta zawiera głównie błony pochodzące z re ti- 
ku lum  endoplasmatycznego, apara tu  Golgiego i układu siateczkowo-śród- 
błonkowego, dokładnej lokalizacji tego enzymu nie ustalono. Najwięcej 
jednak  danych przem aw ia za aparatem  Golgiego, jako głównym  siedli­
skiem sulfotransferazy (Tabela 10).

Nieznaczna aktywność sulfotransferazow a frakcji gładkich m ikroso- 
mów może być w ynikiem  zanieczyszczenia tej frakcji błonam i aparatów  
Golgiego.
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Sulfotransferaza apara tu  Golgiego w ykazuje wysoką specyficzność w 
stosunku do galaktozyloceram idu oraz do galaktozylosfingozyny (psycho- 
zyny). Z badań C u m a r a i wsp. (40) oraz N u s s b a u m a  i M a n d e -  
l a  (41) w ynika jednak, że sulfotransferazy: przenosząca ak tyw ną grupę 
siarczanow ą na psychozynę dając siarczan psychozyny i su lfotransferaza 
przenosząca grupę siarczanową na galaktozyloceram id, różnią się stałą 
M ichaelisa. Ponadto psychozyna jest niekom petytyw nym  inhibitorem  sul­
fo transferazy galaktozyloceram idowej. Dalsze etapy syntezy siarczanu ga­
laktozyloceram idu z siarczanu psychozyny nie są obecnie znane.

Y o u n g (42) za pomocą autoradiografii wykazał, że rad ioaktyw ny 
33s o 4- 2 najw cześniej ukazuje się w retiku lum  endoplazm atycznym  i apa­
racie Golgiego. Na podstawie tych danych sugeruje, że ap ra t Golgiego nie 
tylko zawiera sulfotransferazę, ale też i enzym y związane z ak tyw acją  
nieorganicznego siarczanu przez ATP.

Tabela 10.

Aktywność sulfotransferazy w oczyszczonych frakcjach wewnątrzko­
mórkowych nerki szczura (39)

Frakcja
Aktywność sulfotransferazy 

¡x mole/godz/mg białka

Pełny homogenat 0,2

Jądra 0,0

Mitochondria 0,0
•

Mikrosomy szorstkie 0,2

Mikrosomy gładkie 1,3

Aparat Golgiego 14,0

Błona plazmatyczna 0,0

Supernatant (10 5000xg) 0,0

IV-2. B iosynteza sulfogalaktozyloglicerydu

Badania nad biosyntezą siarczanu galaktozyloglicerydu prow adzone 
przez K n a p p a i wsp. (43) wskazują, że jądra szczura zaw ierają enzym, 
sulfotransferazę, przenoszącą grupę siarczanową na węgiel trzeci galakto­
zy z 3'-fosfoadenozylo-5'-fosfosiarczanu zarówno na m onogalaktozylo- 
-dw ugliceryd jak  i na galaktozylo-ceramid. Galaktoza w obydwu tych 
związkach połączona jest z częścią lipidową wiązaniem typu  beta. D w u-
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galaktozylo-dwugliceryd, k tóry  zawiera alfa-galaktozę jako końcowy cu­
kier, nie może być akceptorem  grupy siarczanowej. W yniki te wskazują, 
że sulfotransferaza z jąder szczura jest w stanie usiarczanować galakto- 
lipidy posiadające zarówno glicerolowy jak  i sfingozynowy szkielet, ale- 
tylko wtedy, gdy zaw ierają beta-galaktozę jako końcowy cukier.

■ W zbogacenie aktyw ności sulfotransferazy — w porów naniu z homo- 
genatem  (Tabela 11) — zauważono we frakcji m ikrosom alnej, a najw yż­
szą we frakcji aparatów  G o 1 g i e g o.

Tabela l i .

Specyficzna aktywność sulfotransferazy 3'-fosfoadenozylo-5'-fosfosiarczanu: galaktolipid w wew­
nątrzkomórkowych frakcjach jąder szczura (43)

Frakcja komórkowa
(35S) inkorporowany 

(cpm/50 [J.g enzymu/godz.)
Względna 

aktywność specyficzna

Pełny homogenat 580 1,0

Frakcja mikrosomalna 1400 !

Frakcja zawierająca aparat 
Golgiego 10100 17,3

Supernatant
105 OOOxg 0 0

* cm p— im pulsów  na m inutę

W yniki te potw ierdzają spostrzeżenia F l e i s c h e r a  i Z a m b r a n o  (39)
o aparacie Golgiego, jako system ie służącym nie tylko do transportu  i mo­
dyfikacji produktów  wydzielniczych, ale również jako biorącym udział 
w  ostatecznej syntezie lipidów, które stają  się częścią błon kom órkowych.

V. Degradacja sulfatydów

Początkowym  etapem  degradacji sulfatydów  jest usuwanie grupy siar­
czanowej. Dalej proces degradacji przebiega podobnie do tych, jakie obser­
w ujem y w obojętnych glikolipidach.

Obecność sulfatazy w mózgu i innych tkankach była po raz pierwszy 
wykazana przez M e h l a  i J a t z k e w i t z a  (44). Aktywność sulfatazy 
cerebrozydowej zależy od dwóch składników: ciepłostabilnego i ciepłola- 
bilnego. Uważa się, że labilny składnik jest prawdopodobnie arylosulfata- 
zą A (45). Obniżony poziom tego enzymu lub jego brak stwierdzono u lu­
dzi cierpiących na leukodystrofię m etachrom atyczną. Schorzenie to ce-
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•chuje nadm ierne gromadzenie się mono- i dwuheksozylosulfatydów w róż­
nych tkankach (46). Ponieważ poziom mono- i dw uheksozylosulfatydów 
w zrasta w czasie tej choroby, uważa się, że arylosulfataza A jest odpo­
wiedzialna za usuwanie grupy siarczanowej z obydwu sulfatydów.

W stępnym  etapem  degradacji sulfatydów  może też być de-N -acylacja, 
w w yniku której pow staje siarczan psychozyny.

Ostatnio E t o  i wsp. (47) w ykazali obecność sulfatazy siarczanu psy­
chozyny w tkankach ludzkich (fibroblasty skóry).

Z przedstaw ionych przez autorów  danych wynika, że prawdopodobnie 
ta  sama sulfataza degraduje zarówno siarczan psychozyny jak  i siarczan 
galaktozyloceram idu. Skoro ta sama sulfataza może usuwać grupę siar­
czanową z siarczanu psychozyny i siarczanu galaktozyloceram idu, grupa 
N-acylowa części ceramidowej galaktozyloceram idu w ydaje się nie od­
grywać istotniejszej roli w rozpoznaniu substratu  przez sulfatazę. Nato­
m iast pozycja grupy siarczanowej na galaktozie jest zasadniczo ważna: 
np. syntetyczny galaktozylo-(6-siarczan)-ceram id i galaktozo-6-siarczan nie 
są hydrolizowane przez sulfatazę (48).

Psychozyna z powodu obecności wolnej grupy aminowej w ykazuje 
własności cytotoksyczne (49). Być może właściwości detergentow e są przy­
czyną rozległego uszkodzenia m ieliny obserwowanej w leukodystrofii (50).

VI. Własności immunologiczne sulfatydów

Początkowe próby imrnunizacji zwierząt w celu uzyskania przeciwciał 
przeciwko sulfatydom  były niepom yślne (51). W prowadzenie udoskona­
lonych m etod otrzym yw ania przeciwciał przeciwko części cukrowej gli­
kolipidów (52) pozwoliło ostatnio na uzyskanie przeciwciał skierowanych 
przeciwko grupie siarczanowej i przyległym  grupom  hydroksylow ym  czą­
steczki sulfatydu (53). Im m unizacja królika siarczanem  galaktozylocera­
m idu w obecności album iny bydlęcej i adiuw antu Freunda powodowało 
powstanie w przeciągu 40 dni przeciwciał przeciwko sulfatydom , których 
obecność można było wykazać za pomocą próby wiązania dopełniacza. 
Nie powiodły się natom iast próby uwidocznienia przeciwciał testam i pre- 
cypitacyjnym i. Odczyn wiązania dopełniacza zachodził jedynie w obec­
ności lipidów pomocniczych, co jest charakterystyczną cechą haptenów  
lipidowych. Słabe własności antygenowe sulfatydów według Hakomoriego 
(53), są wynikiem  obecności silnie anionowej grupy siarczanowej.

VII. Funkcja glikolipidów siarczanowych

Pomimo dużej ilości danych o rozmieszczeniu narządowym  i budowie 
■sulfonowanych glikolipidów, nie wiele wiadomo o ich funkcji w organiż- 
mie. W zrost poziomu siarczanu galaktozyloglicerydu w jądrach szczura
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podczas pojaw iania się pierwszorzędowych sperm atocytów (43), może 
wskazywać na jego rolę w procesie kształtow ania się jąder.

Kwas ungulowy (6) w ykazuje własności bakteriostatyczne, a naw et 
bakteriobójcze w stosunku do Streptococcus i Staphylococcus , może więc 
uczestniczyć w ochronie naskórka przed zakażeniem bakteryjnym . Sulfa- 
tydy  są składnikiem  błon kom órkowych i mogą odgrywać rolę w proce­
sach selektyw nej przepuszczalności i kontroli kontaktu między kom ór­
kowego.

Znajdujące się w śluzówce żołądka sulfatydy mogą chronić ją  przed 
autotraw ieniem , a także mogą stanowić receptor jonów sodowych. Duża 
zawartość sulfatydów w gruczołach podszczękowych (54) sugeruje ich 
udział w procesach wydzielniczych tego gruczołu. Spolaryzowane cząstecz­
ki sulfatydów, obecne na powierzchni błon komórkowych, mogą być re ­
ceptoram i hormonów, produktów wydzielniczych komórki, jonów lub 
antygenów.

Tabela 12.

Stosunek aktywności Na+, K+-ATP-azy do stężenia sulfatydów w różnych tkankach (25). Aktywność 
enzymu przedstawiona jako ilość mmoli fosforu nieorganicznego/g tkanki/godz. Wartości 

sulfatydów przedstawione w \j- molach/g suchej tkanki

Tkanka
Stosunek Na+, K+-ATP-azy i  

do sulfatydów

Gruczoł solny mewy 2,0

Gruczoł solny kaczki 2,3

Gruczoł wydalniczy psa morskiego 2,9

Część korowa nerki bydlęcej 17,7

Część rdzennna nerki bydlęcej 2,3

Substancja szara mózgu 2,1— 1,2

Substancja biała mózgu 0,04—0,026

Neuron 0,8

Komórki glejowe 2,7

K a r l s s o n  i wsp. (23, 25, 27, 28) badając sulfatydy tkanek o wzmożo­
nym  transporcie jonów sodowych zauważyli, że zawartość sulfatydów  
w zrasta wraz z aktyw nością wydzielniczą tkanki. Część rdzenna nerki, 
w  której odbywa się transport jonów sodowych, zależny od kortikosteroi-
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dów, w ykazuje znacznie wyższy poziom sulfatydów  niż część korowa. 
ATP-aza aktyw ow ana przez jony N a+ i K +, uważana jest za istotną część 
pompy sodowej (55). Porównując aktywność ATP-azy zależnej od jonów 
sodowego i potasowego (Na+, K+-ATP—azy) oraz poziom sulfatydów w tej 
samej tkance, K arlsson i wsp. (25) zauważyli, że stosunek ten jest podob­
ny w gruczołach solnych ptaków, części rdzennej nerki, substancji szarej 
i kom órkach glejowych mózgu (Tabela 12):
Na podstawie powyższych danych w ysunęli oni hipotezę, że sulfatydy 
mogą służyć jako receptory albo przenośniki jonów sodowych oraz dalej, 
że sulfatydy i N a+, K +-ATP-aza podlegająca wpływowi kortykosteroidów, 
są składnikam i błony komórkowej odpowiedzialnej za transport jonów so­
dowych.

Dane zebrane do chwili obecnej przem aw iają za tym , że tylko część 
korowa nerki i substancja biała mózgu (mielina) w ykazują inną wartość 
aktyw ności N a+, K +-ATP-azy niż inne tkanki, gdzie stosunek stężenia sul­
fatydów do aktyw ności ATP-azy, jest w artością w przybliżeniu stałą. Po­
nieważ podstawowym  zadaniem m ieliny jest osłanianie w ypustek osio­
wych nerwów, K a r l s s o n  i wsp. (25) sugerują, że podczas różnicowa­
nia się m ieliny, sulfatydy zostały oddzielone od N a+, K +-ATP-azy. 
W przypadku nerki ci sami autorzy (24) uważają, że jedynie funkcja N a+, 
K +-ATP-azy kontrolowanej przez kortykosteroidy (a zlokalizowanej 
w części rdzennej nerki) jest związana z sulfatydam i.

T ransport jonów w części korowej nerki, k tóry nie jest kontrolowany 
przez kortykosteroidy, jest także niezależny od sulfatydów. Analiza oczy­
szczonej N a+, K +-ATP-azy wskazuje, że chociaż enzym ten ma charakter 
lipoproteidu (56), nie zawiera on sulfatydów (56) albo stanowią one zniko­
my procent części lipidowej tego enzym u (57). Badania nad rekom binacją 
N a+, K +-ATP-azy ustaliły  (58), że do odzyskania aktywności enzym atycz­
nej niezbędne są fosfatydyloseryna i fosfatydyloglicerol. Skład części t łu ­
szczowej ATP-azy jest różny w zależności od m etody stosowanej do jej 
oczyszczania i od typu tkanki użytej do otrzym yw ania tego enzymu. We 
w szystkich jednak  badanych przypadkach sulfatydy w ydają się nie od­
grywać większej roli w aktyw acji N a+, K +-ATP-azy. Upoważnia to do 
uogólnienia, że chociaż poziom sulfatydów  w tkankach o intensyw nym  
transporcie jonów sodowych jest znacznie wyższy niż w pozostałych, to 
jednak nie m ają one w pływu na aktywność N a+, K +-ATP-azy.

A r ty k u ł  nadszedł 14.12.1974; po rew iz j i  au torskie j o trzym ano 8.3.1975.
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W ALD E M AR LU TZ  *

Kwasy żółciowe 

Bile Acids

Kwasy żółciowe, monokarboksylowe pochodne cholesterolu pow stają 
w wątrobie, a nazwa w ynika z ich obecności w żółci. W ystępujące w żółci 
kw asy żółciowe są pochodnymi hydroksylowym i kwasu 5^-cholanowego 
(wzór I) i różnią się liczbą oraz rozmieszczeniem grup hydroksylowych (1).

* Dr, Zakład A nalityk i Lekarskiej, Instytut M edycyny W ewnętrznej WAM, Ż e­
rom skiego 113, 90-459 Łódź.
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Żółć ludzka zawiera kwasy żółciowe pierwotne i wtórne. Kwasy żółciowe 
pierwotne — cholowy (wzór II) i chenodezoksycholowy (wzór III) po^ 
wstają w wątrobie z cholesterolu, wtórne zaś z pierwotnych pod działa­
niem flory bakteryjnej jelit. Są to kwas dezoksycholowy (wzór IV) i kwas 
litocholowy (wzór V) (2).

W żółci kwasy żółciowe występują jako amidy glicyny lub tauryny (3). 
Te pochodne noszą nazwę związanych kwasów żółciowych. W żółci czło­
wieka dominują kwasy żółciowe związane z glicyną, a np. w żółci szczura 
z tauryną (1). Stosunek ilości kwasów żółciowych związanych z glicyną 
do związanych z tauryną jest na ogół charakterystyczny dla zwierząt da­
nego gatunku, ale łatwo ulega zmianom w zależności od składu pokarmu, 
działania niektórych hormonów, itd. (4). Kilka lat temu (5) proponowano 
nazwać związane kwasy żółciowe „solami żółciowymi” dla odróżnienia od 
wolnych kwasów żółciowych, ale term in ten się nie przyjął.

Znaczenie kwasów żółciowych w przemianie materii wynika z dwóch 
zasadniczych funkcji jakie pełnią one w organizmie. Pierwsza funkcja to, 
jak wiadomo, właściwość obniżania napięcia powierzchniowego i emulgo­
wania lipidów (7); druga to eliminacja z organizmu pierścienia sterydo­
wego (6).

I. Własności kwasów żółciowych

Pochodne giicynowe i taurynowe kwasów cholowego (kwas 3a-, 7a-, 
12a-tróihydroksy-5(3-cholanowy), chenodezoksycholowego (kwas 3a-, 7a-, 
dwuhydroksy-5(3-cholanowy) i dezoksycholowego (kwas 3a-, 12cx-dwuhy- 
droksy-5§-cholanowy) występują w żółci człowieka jako sole sodowe 
i potasowe. Wykazano także w żółci człowieka obecność (1—2%) soli so­
dowych i potasowych kwasu litocholowego (kwas 3a-hydroksy-5|3-chola- 
nowy( (8). Z żółci innych kręgowców izolowano kilka innych kwasów
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i alkoholi żółciowych, jak  np. scymnol (wzór VI) z żółci ryb  chrzęstno- 
szkieletowych (9).

W cząsteczkach kwasów żółciowych w ystępuje nasycony pierścień cy- 
klopentanoperhydrofenantrenow y (steran), do którego dołączone są po­
larne grupy a-hydroksylow e przy węglach 3, 7 i 12. P rzestrzenny wzór 
cząsteczki kw asu cholowego (wzór VII) pokazuje, że wszystkie trzy  grupy 
hydroksylow e w ystępują poniżej płaszczyzny utworzonej przez pierścień 
steranow y. Cykloheksanow y pierścień A znajduje się w konfiguracji cis 
w stosunku do pierścienia B. Podobnie w innych kwasach żółciowych 
obserw uje się tego typu  zależności struk tu ralne. W ten sposób kwasy 
żółciowe, w odróżnieniu od ich prekursora  — cholesterolu, są 5^-sterola- 
mi. Rozmieszczenie hydrofilnych grup  hydroksylowych po jednej stronie 
płaszczyzny cząsteczki a hydrofobow ych grup m etylow ych po stronie 
przeciw nej w arunkuje  polaryzację płaszczyznową w cząsteczkach kwasów 
żółciowych (10).

Do pierścienia steranowego przy C-17 dołączony jest krótki alifatycz­
ny łańcuch zakończony z jonizowaną, silnie hydrofilną grupą karbosylową. 
Zapew nia to znaczną rozpuszczalność kwasów żółciowych w wodzie (11). 
Ruchomość osiowa bocznego łańcucha alifatycznego pozwala na to, że 
grupa karboksylow a leży w tej samej płaszczyźnie, co grupy hydroksy­
lowe w arunkujące polarność części cząsteczki. Łańcuch boczny związa­
nych kwasów żółciowych jest dłuższy a także bardziej polarny, niż 
w  wolnych kwasach żółciowych, ponieważ zawiera grupę karboksylow ą 
kow alencyjnie związaną z glicyną lub tauryną; wolny zaś koniec tego 
przedłużonego łańcucha bocznego stanow i grupa karboksylowa lub sul­
fonowa.

Hydrofobne i hydrofilne części cząsteczek kwasów żółciowych nie są 
tak  w yraźnie odgraniczone jak  w długołańcuchowych cząsteczkach alifa­
tycznych, takich jak  m ydła i de tergen ty  (12). Tym  niem niej w ystępująca 
w kwasach żółciowych polarność płaszczyznowa um ożliwia im tworzenie 
agregatów  cząsteczkowych zwanych m icelam i (Ryc. la) (13). Mogą też 
one tworzyć tzw. micele m ieszane (Ryc. Ib), w skład których wchodzą 
rów nież fosfolipidy (głównie lecytyny) lub m onoglicerydy i kw asy tłusz­
czowe (12, 14, 15). Takie m ieszane m icele mogą wiązać cząsteczki tró jg li- 
cerydów  i cholesterolu i w ten  sposób rozpuszczać je  w roztw orach wod­
nych (16). K rytyczne stężenie m icelarne kwasów żółciowych w ystarcza­
jące aby mógł powstać roztw ór m icelam y in vitro  wynosi 2 m ilim ole/litr 
(7). Stężenie kwasów żółciowych w  górnym  odcinku je lita  po posiłku
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w aha się w granicach 3-12 m ilim oli/litr (17), a więc jest znacznie wyższe 
od krytycznego stężenia micelarnego. Stężenie to różne jest w  przypadku 
kwasów żółciowych wolnych i związanych; zależy ono ponadto od liczby 
i rozmieszczenia grup hydroksylowych w cząsteczkach tych kwasów (7). 
Skład i wielkość miceli zależy także od tem pera tu ry  oraz pH  środowis­
ka (7, 17).

a)

przekrój
podłużny

przekrój 
p o p rze c z n y '

liczba  c zą s te c ze k  
w  agregacie 2- 10 12-100

Ryc. la . P ierw szo- i drugorzędowa struktura m iceli prostych tw orzonych przez czą­
steczki kw asów  żółciow ych w  roztworach w odnych. P ow ierzchnie hydro- 
filne (zaw ierające grupy OH) cząsteczek kw asów  żółciow ych sk ierow ane są 
na zew nątrz natom iast hydrofobow e do w nętrza pow stałego agregatu czą­
steczkowego.

c zą s te c zk i

A B

Ryc. Ib. Struktura m iceli m ieszanych tworzonych przez cząsteczki kw asów  żółcio­
w ych z cząsteczkam i lecytyn  (A) oraz z cząsteczkam i k w asów  tłuszczow ych  
(B) w  roztworach w odnych.

Cząsteczki kw asów  żółciow ych  tworzą strukturę w alcow atą na zew nątrz której sk ierow ane  
są pow ierzchnie hydrofilne, natom iast do w nętrza pow ierzchnie hydrofobow e kon tak tu jące się  
z łańcucham i w ęglow odorow ym i cząsteczek lecy ty n  i kw asów  tłuszczow ych. P olarne fragm enty  
lecy ty n  (fosfatydylocholina) i kw asów  tłuszczow ych (grupy COOH) w ysta ją  na zew nątrz po­
w stałego agregatu zw iększając jego  w łaściw ości hydrofilne.

c ząsteczk i 
kw asów  tłuszczow ych

http://rcin.org.pl



[5] KWASY ŻÓŁCIOWE 341

II. Biosynteza kwasów żółciowych 

I I - l .  B iosynteza kw asu cholow ego

W ciągu reakcji prowadzących do powstania kwasu cholowego można 
wyróżnić dwa etapy: 1) transform ację cząsteczki cholesterolu do 3cc-, la-, 
12a-trójhydroksy-5(3-cholestanu (wzór XIV); 2) degradację łańcucha bocz­
nego powstałego triolu.

II-1.1. Transform acja cząsteczki cholesterolu  w  3ct-, 7a-, 12a-tr6jhydroksy-5(3-cholestan

Drogę biosyntezy, prowadzącą od cholesterolu do 3a, 7«-, 12a-trójhy- 
droksy-5^-cholestanu przedstawiono na rycinie 2.

Reakcją zapoczątkowującą jest hydroksylacja cząsteczki cholesterolu 
(wzór VIII) w  pozycji 7 w wyniku czego pow staje 3|3-, 7a-dw uhydroksy- 
cholest-5-en (wzór IX). Reakcja 7a-hydroksylacji cholesterolu jest p raw ­
dopodobnie etapem  ograniczającym  szybkość syntezy kwasów żółciowych. 
Reakcję w obecności tlenu oraz NADPH katalizuje m ikrosom alny sy­
stem  enzym atyczny (18). Nie jest rozstrzygnięte czy w skład system u 
oksygenazy wchodzi cytochrom P-450 (19).

Przekształcenie cząsteczki 3(3-, 7«-dwuhydroksycholest-5-enu (wzór 
IX) w 7a-hydroksycholest-4-en-3-on (wzór XI) odbywa się poprzez u tle ­
nienie grupy 3(3-hydroksylowej i przesunięcie wiązania podwójnego z po­
zycji 5 w 4 pod działaniem enzymów frakcji m ikrosomalnej kom órek 
w ątroby (20). Reakcja ta wymaga NAD i w ydaje się, że katalizują ją  dwa 
enzymy: 3(3-hydroksy-C27-steroidodehydrogenaza, która katalizuje p rze j­
ście 3P-, 7a-dw uhydroksycholest-5-enu (wzór IX) w  7a-hydroksycho- 
lest-5-en-3-on (wzór X) i A5-3-keto-C27- steroidoizomeraza, która kata li­
zuje przejście 7a-hydroksycholest-5-en-3-onu (wzór X) w 7a-hydroksy- 
cholest-4-en-3-on (wzór XI). Są również sugestie, że reakcje te katalizuje 
tylko jeden enzym (21).

12a-hydroksylację 7a-hydroksycholest-4-en-3-onu (wzór XI) i pow sta­
nie 7a-, 12«-dwuhydroksycholest-4-en-3-onu (wzór XII) katalizuje enzym 
m ikrosom alny, k tóry  ma właściwości podobne do tych jakie stw ierdzono 
badając 7a-hydroksylazę cholesterolową (22). Enzym wym aga obecności 
NADPH i tlenu  a ham uje go tlenek węgla. 12a-hydroksylaza może speł­
niać ważną funkcję regulacyjną w określaniu stosunku kwasu cholowego 
do chenodezoksycholowego w żółci (1).

Stereospecyficzną hydrogenację la-, 12a-dwuhydroksyholest-4-en-3- 
onu (wzór XII) do nasyconej pochodnej la-, 12a-dwuhydroksy-5p-chole- 
stan-3-onu (wzór XIII) katalizuje A4-3-keto-C27-steroido-5|3-reduktaza (23). 
Specyficznym  kofaktorem  enzymu jest NADPH. Enzym ten redukuje 
także kilka nienasyconych C19, Cn i C24 sterydów  z szybkością przew yż­
szającą szybkość obserwowaną w przypadku la-, 12a-dwuhydroksycho-
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lest-4-en-3-onu (wzór XII). Nie wiadomo dotychczas czy w ynika to z nis­
kiej specyficzności substratow ej enzymu, czy też obecności kilku reduk taz 
w preparacie enzymatycznym . 7a-, 12a-dw uhydroksycholest-4-en-3-on 
(wzór XII) może być wspólnym  prekursorem  dla kwasu 5a-cholanowego 
jak  i dla kw asu 5fi-cholanowego (24). Enzymy, które określają konfigu­
rację przy C-5, różnią się lokalizacją subkom órkową (24, 25). 5^-reduktaza 
jest obecna w płynie komórkowym, gdy 5a-reduktaza w ystępuje w m i- 
krosomach.

XI

XII

Ryc. 2. B iosynteza kw asu cholowego  
P rzedstaw iono k olejne etapy konw ersji cząsteczki cholesterolu  do 3a-, 7a-, 12a-trójhydro- 

ksy-5|3-cholestanu. C holesterol (VIII) -* 3f5-, 7a-dw uhydroksycholest-5-en (IX) -* 7a-hydroksy- 
cholest-5-en-3-on  (X) 7a-hydroksycholest-4-en-3-on (XI) -► la - ,  12a-dw uhydroksycholest-4-en-3-on  
(XII) ->■ 7a-, 12a-dwuhydroksy-5f3-cholestan-3-on (XIII) ->■ 3a-, 7a-, 12a-trójhydroksy-5|3-chole- 
stan  (XIV, patrz str. 343).

Dehydrogenaza 3a-hydroksy-C27-sterydow a, katalizująca reakcję  
przejścia 7a-, 12a-dwuhydroksy-5|3-cholestan-3-onu (wzór XIII) w 3a-, 
la-, 12«-trójhydroksy-5P-cholestan (wzór XIV) znajduje się w superna-
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XIV XV

XVI XVII

XVIII XIX

XXII

Ryc. 3. B iosynteza kw asu cholowego  
P rzedstaw iono k olejne etapy degradacji łańcucha bocznego 3a-, 7 a - ,  12a-trójhydroksy- 

50-cholestanu. 3ct-, 7a - ,  12a-trójhydroksy-5fl-cholestan (XIV) -*■ Za-, la- ,  12a-, 26-czterohydroksy- 
-5fi-cholestan (XV) 3a-, 7a - ,  12a-trójhydroksy-50-cholestan-26-al (XVI) ->■ kw as 3a-, 7 a - ,  12a-trój- 
hydroksy-50-cholestan-26-ow y (XVII) -* Za-, 7a - ,  12a-trójhydroksy-5|3-cholestan-24-en-26-yloCoA  
(XVIII) -> 3a-, 7a - ,  12u-24-czterohydroksy-5f)-cholestan-26-yloCoA (XIX) ->- 3a-, 7 a - ,  12a-trój- 
hydroksy-50-cholestan-24-on-26-yloC oA  (XX) ->• cholyloC oA  (XXI) i propionyloC oA  (XXII).

5* [343]
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tancie (100 000 g) hom ogenatu w ątroby szczura (23). Oczyszczony enzym 
wym aga obecności NAD i charakteryzuje się m ałą specyficznością substra­
tową (1). K atalizuje bowiem nie tylko redukcję 7a-, 12a-dw uhydroksy- 
5ft-cholestan-3-onu (wzór XIII) ale także innych nasyconych 3-keto-ste- 
rydów  z serii C i9, C2i i C2i.

Prócz omówionej tu  istnieją jeszcze w prawdzie inne alternatyw ne 
drogi syntezy 3a-, 7a-, 12a-trójhydroksy-5P-cholestanu (wzór XIV) (26, 
27), ale są one znacznie mniej w ydajne i praw dopodobnie nie odgryw ają 
większej roli w w ytw arzaniu kwasów żółciowych przez wątrobę.

II-1.2. Degradacja łańcucha bocznego 3a-, 7a-, 12a-trójhydroksy-50-cholestanu

Etapy degradacji łańcucha bocznego 3<x-, 7a-, 12a-trójhydroksy-5$-cho- 
lestanu (wzór XIV) przedstaw iono na rycinie 3.

Pierw szym  etapem  w elim inacji końcowej grupy izopropylowej z bocz­
nego łańcucha izooktylowego 3a-, 7a-, 12a-trójhydroksy-5|3-cholestanu 
(wzór XIV) jest hydroksylacja do 3a-, 7a-, 12a-, 26-czterohydroksy-5f}-cho_ 
lestanu (wzór XV). System  enzymatyczny, katalizujący tę reakcję zloka­
lizowano początkowo we frakcji m itochondrialnej w ątroby szczura (28), 
dopiero ostatnio wykazano (29), że hydroksylacja łańcucha bocznego prze­
biega znacznie łatw iej w obecności frakcji m ikrosom alnej oraz po doda­
niu  NADPH. M ikrosomalne p repara ty  przekształcają 3a-, 7a-, 12a-trój- 
hydroksy-5P-cholestan (wzór XIV) w 25-i 26-czterohydroksypochodne (29). 
Jednak  tylko z 3a-, 7«-, 12a-czterohydroksy-5P-cholestanu (wzór XV) 
może powstawać kwas cholowy. Ustalono ponadto, że w reakcji hydro- 
ksylacji bierze udział prawdopodobnie cytochrom  P-450 (30).

3a-, 7a-, 12a-, 26-czterohydroksy-5P-cholestan (wzór XV) ulega dalej 
przekształceniu w kwas 3a-, 7a-, 12a-trójhydroksy-5P-cholestan-26-owy 
(wzór XVII) pod działaniem  enzymów w ystępujących w supernatancie 
(100 000 g) hom ogenatu w ątroby szczura (31). T ransform acja wym aga 
NAD i prow adzi poprzez związek pośredni 3a-, 7ct-, 12a-trójhydroksy- 
5|3-cholestan-26-al (wzór XVI). K onw ersja 26-olu do kw asu 26-owego jest 
analogiczna do oksydacji etanolu do aldehydu octowego i kw asu octowego 
w  obecności dehydrogenazy alkoholowej. Są dane wskazujące (31), że de­
hydrogenaza alkoholowa w ątroby i enzym katalizujący syntezę kw asu 
cholestanowego z czterohydroksycholestanu są identyczne.

K onw ersja kwasu 3a-, 7a-, 12a-trójhydroksy-5P-cholestan-26-owego 
(wzór XVII) do kwasu cholowego i kw asu propionowego zachodzi pod 
działaniem  enzymów frakcji m itochondrialnej, a szybkość reakcji w zrasta 
po dodaniu frakcji cytoplazm atycznej hom ogenatu w ątroby  szczura (1). 
W końcowych etapach procesu degradacji łańcucha bocznego kw as cho- 
lestanowy w ystępuje jako ester koenzym u A (1). ^-oksydacja tego kw asu 
przebiega poprzez związki pośrednie 3a-, 7a-, 12a-trójhydroksy-5P-cho- 
lestan-24-en-26-yloCoA (wzór XVIII), 3a-, 7a-, 12a-, 24a-tetrahydroksy-
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5p-cholestan-26-ylo CoA (wzór XIX) i 3a- 7«-, 12a-trójhydroksy-5f5-cho- 
lestan-24-on-26-yloCoA (wzór XX). Końcowymi produktam i tego ciągu 
reakcji są cholyloCoA (wzór X!XI) i propionyloCoA (wzór XXII).

II-2 . B iosynteza kw asu chenodezoksycholow ego

Kwas cholowy i chenodezoksycholowy pow stają w praw dzie ze wspól­
nego prekursora  — cholesterolu — istnieją jednak  pewne wątpliwości, 
w którym  punkcie rozchodzą się drogi syntezy tych kwasów żółcio­
wych (32).

W ydaje się, że ostatnim  wspólnym  interm ediatem  kwasu cholowego 
i chenodezoksycholowego jest 7a-hydroksycholest-4-en-3-on (wzór XI) 
(33). Jeśli związek ten  nie ulegnie 12a-hydroksylacji (Ryc. 2), to  może on 
następnie być przekształconym  w 7a-hydroksy-5P-cholestan-3-on (wzór 
XXIII) i dalej w 3a-, 7a-dw uhydroksy-5|i-cholestan (wzór XXIV), k tó ry  
z dużą w ydajnością ulega hydroksylacji w pozycji 26 do 3a-, 7a, 26-tró j- 
hydroksy-5p-cholestanu (wzór XXV), następnie przekształcanego w kw as 
chenodezoksycholowy (wzór III). Kolejne etapy syntezy kw asu chenode­
zoksycholowego poczynając od 7a-hydroksy-5p-cholestan-3-onu (wzór 
XXIII) przedstaw iono na rycinie 4. Etapy syntezy od cholesterolu do 
7a-hydroksycholest-4-en-3-onu (wzór XI) są przedstaw ione na rycinie 2.

XXIII XXIV

Ryc. 4. B iosynteza kw asu chenodezoksycholowego  
Przedstaw iono reakcje przekształcania 7a-hydroksy-5{3-cholestan-3-onu (XXIII) w  3a-, 7a-dw u- 

hydroksy-5fi-cholestan (XXIV) i dalej w  3o-, 7a-26-trójhydroksy-50-cholestan (XXV), który pod­
lega  następnie transform acji do kw asu  chenodezoksycholow ego (III). Etapy b iosyntezy  od ch o le­
sterolu  (VIII) do 7a-hydroksycholest-4-en-onu (XI) są identyczne jako podczas b iosyntezy  kw asu  
cholow ego (rycina 2). Ł ańcuch b oczny 3a-, 7a-, 26-trójhydroksy-P-cholestanu (XXV) u lega  
degradacji poprzez ciąg reakcji analogiczny do tego jaki przedstaw iono dla 3a-, 7a-, 12a-, 
24-czterohydroksy-5f$-cholestanu (XV) (rycina 3).
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Przebiegu degradacji łańcucha bocznego 3a-, 7a-, 26-trójhydroksy- 
5P-cholestanu (wzór XXV) niezbadano jeszcze dokładnie, przypuszcza się 
jednak  (30), że są podobne do opisanych przy biosyntezie kw asu cholo­
wego (Hyc. 3).

Spostrzeżenie, że 3a-, 7a-dw uhydroksycholest-5-en ulega przem ianie 
w kwas 3f>-, 7cc-dwuhydroksycholest-5-enowy w obecności preparatów  mi- 
tochondrialnych oraz frakcji nadm ikrosom alnej (100 000 g) hom ogenatu 
w ątroby szczura (34) sugeruje możliwość występowania innej a lte rna­
tyw nej drogi syntezy kwasu dezoksycholowego. U tworzony kwas 3(3-, 
7a-dw uhydroksycholest-5-enow y ulega następnie łatwo przekształceniu 
w kwas chenodezoksycholowy.

II-3. P ow staw anie zw iązanych kw asów  żółciow ych

N ow osyntetyzow ane kwasy żółciowe w ystępują w ew nątrz kom órki 
w ątrobow ej, jako estry  z CoA (1), gdzie również CoA estryfikuje  pow ra­
cające z jelita  do w ątroby poprzez żyłę w rotną wolne kwasy żółciowe (35). 
Doświadczalnie wykazano to stosując enzym  m ikrosom alny w obecności 
ATP i jonów M g++. W iązanie kwasów żółciowych z glicyną i tau ryną 
katalizu je następnie lizosomalna acylotransferaza (3).

II-4 . B iosynteza kw asów  żółciow ych w  w ątrobie człow ieka

Wczesne etapy syntezy kwasów żółciowych w w ątrobie ludzkiej (36, 
37) obejm ujące syntezę 3a-, 7a- 12a-trójhydroksy-5P-cholestanu (wzór 
XIV) i 3a-, 7a-dwuhydroksy-5f3-cholestanu (wzór XXIV) są analogiczne 
do stw ierdzonych w w ątrobie szczura.

Żółć człowieka zawiera stosunkowo więcej kwasów dezoksycholowego 
i chenodezoksycholowego, niż żółć szczura, w  której ponadto znaleziono 
kwasy m uricholowe (1). Te różnice gatunkow e są konsekwencją obecności 
systemów enzym atycznych w w ątrobie szczura, nie w ystępujących w w ą­
trobie ludzkiej (1). Pierw szy z nich katalizuje 7a-hydroksylację kwasu 
taurodezoksycholowego i w ten  sposób regeneruje kwas taurocholowy, de­
cydując o niskiej zawartości kwasu dezoksycholowego w żółci szczura. 
Drugi system  entym atyczny przekształca kwas chenodezoksycholowy po­
przez 6(3-hydroksylację w kwas a-m uricholowy, który z kolei może ulec 
epim eryzacji w pozycji 7 i przekształcić się w kwas a-m uricholowy. Re­
akcji 6|3-hydroksylacji kwasów żółciowych nie stwierdzono dotychczas 
w w ątrobie ssaków naczelnych.

II-5 . K ontrola szybkości b iosyntezy kw asów  żółciow ych w  w ątrobie

Pierw otne kw asy żółciowe powstające w w ątrobie i wydzielone z żół­
cią do je lita  cienkiego uczestniczą w em ulgacji i absorpcji tłuszczów. 
Zresorbow ane ze światła jelita  poprzez system  żyły w rotnej w racają do 
w ątroby  co skutecznie zachowuje ich pulę w organizmie (35), (Ryc. 5).
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W norm alnych w arunkach szybkość f yntezy kwasów żółciowych w w ą­
trobie jest niska i wynosi 200 do 500mg/dobę u człowieka i 5 do lOmg 
na dobę u szczura (1). Jest ona zupełnie w ystarczającą dla pokrycia do­
bowej u tra ty  kwasów żółciowych z kałem . Podanie żywicy cholestyram i- 
nowej wiążącej kwasy żółciowe i uniem ożliwiającej ich zw rotną resorpcję 
zmniejsza pulę kwasów żółciowych co prowadzi do 5— 10 krotnego wzmo­
żenia ich biosyntezy (38). Ta oraz inne obserwacje doprowadziły do wnios­
ku, że biosyntezę kwasów żółciowych kontroluje m echanizm  ujem nego 
sprzężenia zwrotnego, to znaczy, że szybkość biosyntezy kwasów żółcio­
w ych zmienia się odwrotnie do wielkości ich napływ u do w ątroby (39).

Pierw szym  enzymem kontrolującym  biosyntezę kwasów żółciowych 
je s t 7a-hydroksylaza cholesterolu. Enzym ten  w ykryto we frakcji m ikro- 
somalnej, a poziom jego aktywności ulega zwiększeniu w w ątrobie szczu­
rów z przetoką żółciową- lub szczurów, k tórym  podawano żywicę chole- 
styram inow ą (40, 41). Inne etapy reakcji prowadzących od cholesterolu 
do kwasu cholowego w tych w arunkach nie ulegały aktyw acji. Jedynym  , 
w yjątkiem  była reakcja 12a-hydroksylacji 7a-hydroksycholest-4-en-3-onu 
(wzór XI) (41). Enzym 12a-hydroksylaza może odpowiadać za drugi proces
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regulacyjny  i być może decyduje o stosunku kwasu cholowego do cheno- 
dezoksycholowego.

Badania przeprowadzone in vitro sugerowały, że głów nym  enzymem  
regulującym  biosyntezę kwasów żółciowych jest zapewne 7a-hydroksy- 
laza cholesterolowa. To przypuszczenie znalazło swoje potw ierdzenie rów ­
nież w badaniach in vivo  na szczurach (42) oraz na izolowanej perfundo- 
w anej w ątrobie królika (43). W badaniach tych oznaczano szybkość w łą­
czania czterech znakowanych prekursorów  l - 14C-octanu, 2-14C-m ew alonia- 
nu, 4-14C-cholesterolu i 3a.-f 7a-dw uhydroksy-4-14C-cholestenu (wzór IX) 
w kwasy żółciowe. W łączanie znakowanego octanu, m ew alonianu lub cho­
lesterolu  do kwasów żółciowych było niższe w obecności norm alnej ilości 
krążących kwasów żółciowych, a ulegało znacznemu zwiększeniu w w a­
runkach  zmniejszonego napływ u kwasów żółciowych do w ątroby, in ten ­
sywność włączania 3a-, 7a-dw uhydroksy-4-I4C-cholest-5-enu (wzór IX) 
natom iast nie ulegała zmianom w zależności od dostaw y kwasów żółcio­
wych do w ątroby. W ysnuto zatem  wniosek, że pod kontrolą sprzężenia 
zwrotnego znajduje się tylko synteza 3a-, 7a-dw uhydroksy-cholest-5-enu 
(wzór IX), nie podlegają jej zaś dalsze etapy biosyntezy kwasów żółcio­
wych.

Nie wiadomo dotąd czy i jakie etapy syntezy kwasów żółciowych po­
przedzające 7a-hydroksylację cholesterolu podlegają specyficznej kontroli. 
Tworzenie kwasów żółciowych zależy od ilości cholesterolu syntetyzow a­
nego przez w ątrobę lub też dostarczonego do tego narządu (6). Należałoby 
zatem  oczekiwać, że zahamowanie biosyntezy cholesterolu powinno pro­
wadzić do obniżenia szybkości syntezy kwasów żółciowych. Ponieważ en­
zymem ograniczającym  szybkość syntezy cholesterolu jest reduktaza 
3-hydroksy-3-m etylo-glutaryloC oA  (44), czynniki w pływ ające na zm niej­
szenie aktyw ności tego enzymu (lub zmniejszające jego stężenie), na p rzy ­
kład głodzenie (1), mogłyby zapewne prowadzić także do zm niejszenia 
w ytw arzania kwasów żółciowych. Nie można również dotychczas w y­
kluczyć możliwości kontroli aktywności reduktazy 3-hydro-3-m etylo-glu- 
taryloCoA przez krążące kwasy żółciowe.

III. Wydzielanie kwasów żółciowych przez wątrobę

W spomniano wyżej, że pula kwasów żółciowych pochodzi nie ty lko  
z syntezy de novo  lecz stanowi w dużej m ierze m ateria ł reabsorbow any 
z jelita  dostarczany do w ątroby przez system  żyły w rotnej (45).

K w asy żółciowe w ystępują w osoczu w form ie związanej z białkam i 
(46). Istn ieją  pośrednie, ale dość przekonyw ujące dowody, że pobieranie 
związanych z białkam i kwasów żółciowych przez kom órki w ątrobow e za­
leży od obecności nośnika, k tóry  został zlokalizowany w błonie kom órko­
wej (45). W ychw ytyw anie kwasów żółciowych przez kom órki w ątrobow e
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zachodzi z dużą w ydajnością (47). Ze względu na wysoki w skaźnik oczysz­
czania przez wątrobę, stężenie kwasów żółciowych znajdow anych w oso­
czu ludzi zdrowych jest niskie. Ponieważ ponadto w skaźnik oczyszczania 
przez nerk i jest bardzo niski (48), zaw arte w osoczu kw asy żółciowe 
pow racają w  niem al całości do w ątroby i wchodzą ponownie w  cykl 
j elitow o-w ątrobow y.

B akterie znajdujące się w świetle je lita  powodują różne chemiczne' 
m odyfikacje kwasów żółciowych, między innym i rozszczepienie wiązania 
peptydowego między kwasem  żółciowym a glicyną i tau ryną  (1). Reabsor- 
bowane z jelita  kwasy żółciowe pow racające do w ątroby w  form ie nie- 
związanej po sprzężeniu z glicyną lub tau ryną  (49) są ponownie w ydzie­
lane do żółci. W iązanie kwasów żółciowych z glicyną lub tau ryną  nie je s t  
jednak  konieczne aby kom órka wątrobow a mogła je  wydzielić do żół­
ci (50).

Badania nad półsyntetycznym  kwasem  3, 7, 12-trójketocholanow ym  
(wzór XXVI) pobudzającym  kom órki wątrobow e do zwiększonego w y­
dzielania żółci (45) wykazały, że kwas ten pobrany przez kom órki w ą­
trobow e człowieka zostaje nie tylko wysycony przez glicynę lub taurynę, 
lecz także ulega m odyfikacji w efekcie redukcji jednej lub kilku grup  
ketonow ych (51). Dom inującym i pochodnymi powstałym i w tym  procesie 
są kwas 3cc-hydroksy-7, 12-dwuketocholanowy i kw as 3a-, 7a-dw uhydro- 
ksy-12-ketocholanowy. Stwierdzono również, że niew ielka ilość kw asu 
dehydrocholowego (około 5°/o) ulega redukcji do kwasu cholowego (kwasu 
3a-, 7a-, 12-trójhydroksycholanowego). Nie wykazano jednak  w ydalania 
podanego kwasu dehydrocholowego w form ie związanej z glicyną lub  
tauryną.

Nie znamy dotąd m echanizm u „zagęszczania” kwasów żółciowych w e­
w nątrz kom órek wątrobowych. Inne, podane z zew nątrz aniony, takie, 
jak  sulfobrom oftaleina i fluoresceina, u legają znacznemu zagęszczeniu w e­
w nątrz kom órek wątrobow ych przed sekrecją do kanalików żółciowych 
(45). W ewnątrzkom órkowe gromadzenie substancji w brew  gradientow i 
stężeń może wy-nikać z aktyw nego ich pobierania, może także być spo­
wodowane wew nątrzkom órkowym  wiązaniem  tych substancji. Koncepcja 
wiązania wew nątrzkom órkowego niektórych anionów organicznych zna­
lazła potwierdzenie przez w ykrycie w kom órkach w ątrobow ych dwóch 
białek (nazwanych Y i Z) odznaczających się wysokim  i specyficznym  
powinowactwem  do sulfobrom oftaleiny i b ilirubiny (52, 53). Czy te  białka,
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lub inne podobne, uczestniczą w pobieraniu i przechow yw aniu kwasów 
żółciowych w komórce w ątrobow ej pozostaje dotychczas kw estią nie roz­
strzygniętą.

IV. Toksyczne właściwości kwasów żółciowych

Zgromadzone obserwacje w ydają się wskazywać, że toksyczność kw a­
sów żółciowych w nadm iarze w ynika z in terakcji z lipidam i błon biolo­
gicznych (54). Uszkadzający w pływ  kwasów żółciowych zależny jest od 
liczby grup hydroksylowych obecnych w cząsteczce. Badając wpływ 
kwasów żółciowych na hemolizę krw inek czerwonych stwierdzono, że 
najsilniejsze właściwości hemolityczne m ają  pochodne m onohydroksylowe 
kw asu cholanowego, jak  na przykład kwas litocholowy (55), podczas gdy 
kwas chenodezoksycholowy ma nieco słabsze właściwości hemolityczne, 
ale znacznie większe niż kwas cholowy.

Innym  przykładem  właściwości toksycznych, zależących od liczby 
grup hydroksylowych w cząsteczce kw asu żółciowego, może być roz- 
przęganie procesu oksydatyw nej fosforylacji w m itochondriach (56).
I w tym  przypadku kwas chenodozoksycholowy okazał się bardziej 
aktyw nym  niż kwas cholowy, być może z powodu różnej zdolności w ią­
zania się z białkam i m itochondrialnym i (54). Toksyczne oddziaływanie 
kwasów żółciowych na m itochondria jest zastanaw iające, ponieważ u tle ­
nianie łańcucha bocznego cholesterolu (podczas syntezy kwasów żółcio­
wych) odbywa się właśnie w m itochondriach (29). Zw iązane kw asy żół­
ciowe są mniej aktyw ne w ham ow aniu funkcji m itochondriów  (54). P rzy­
puszczalnie ma to związek z łatw iejszym  przechodzeniem  niezwiązanych 
kwasów żółciowych przez błony m itochondrialne.

In terakcja  dwu- i trój hydroksylow ych pochodnych kw asu cholanowe­
go z m ikrosom alnym  cytochromem  P-450 jest szczególnie ważną, ponie­
waż cytochrom ten katalizuje hydroksylację w ielu związków sterydo­
w ych (57), a także kwasów żółciowych (1). W struk tu rze  cytochrom u 
P-450 wyróżnia się dwa regiony przestrzenne: hydrofobow y (przypusz­
czalnie bogaty w fosfolipidy) wiążący składniki rozpuszczalne w tłusz­
czach takie, jak  sterydy i region zaw ierający pierścień hemowy, k tó ry  
wiąże związki zasadowe takie jak  na przykład nikotynoam id (58). K w asy 
żółciowe dw uhydroksylow e i w znacznie m niejszym  stopniu kw asy tró j- 
hydroksylowe wiążą się z fragm entem  lipoproteidow ym , gdzie kom pety- 
tyw nie ham ują wiązanie substratów  właściwych dla tego regionu (59). 
Jeśli 7a- i 12a-hydroksylacje odbywają się także z udziałem  cytochrom u 
P-450, na co w skazują wyniki niektórych badań (19, 22), to zaham owanie 
jego aktywności może doprowadzić do pow stania bezpośrednio z chole­
s te ro lu  m onohydroksylowych kwasów żółciowych.
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Kwas litocholowy w odróżnieniu od dw u- i trój hydroksylow ych po­
chodnych kw asu cholanowego w yw ołuje neoplastyczną transform ację 
hepatocytów  (54). K w as ten i jego pochodna glicynowa m ają ponadto 
silne właściwości pyrogenne, indukując uw alnianie pyrogenu z leukocy­
tów  (60). Ponadto związanie z tau ryną lub glicyną nie zmniejsza cytotok- 
sycznych właściwości kwasu litocholowego (61), co obserwowano badając 
kwasy dw u- i trój hydroksylow e (54).

Te szczególne właściwości mogą w ynikać ze stosunkowo niskiej roz­
puszczalności wolnego kwasu litocholowego w wodzie oraz jego połączeń 
z glicyną i tau ryną  (62). Kwas litocholowy wiąże się z białkam i tran spo r­
towym i osocza ze znacznie większym powinowactwem  niż kw asy dw u-
i trój karboksylow e (63). Niewielkie ilości kwasu litocholowego, jakie są 
absorbow ane przez jelito, w ystępują w osoczu w postaci związanej z biał­
kami. Po wychw yceniu przez w ątrobę może on ulec hydroksylacji, a także 
związaniu z glicyną lub tau ryną  (35). Pochodne glicynowe kw asu lito­
cholowego nie różnią się toksycznym i właściwościami od kw asu wolnego. 
E stry  fikać ja  zaś grupy hydroksylowej przez kwas siarkow y redukuje  
w  znacznym stopniu toksyczne właściwości tego kwasu (64). P rzypusz­
czalnie estryfikacja w pozycji 3 stw arza efekt przestrzennej zawady 
w  wiązaniu pierścienia sterydowego kwasu litocholowego ze s truk tu ram i 
hydrofobow ym i błon i organelli kom órkowych (54). Siarczan kw asu lito ­
cholowego ze względu na wysoki stopień oczyszczania przez nerk i (65), 
znacznie wyższy niż w przypadku innych kwasów żółciowych, jest szybko 
w ydalany  do moczu. Sądzi się, że estryfikacja kwasu litocholowego sta­
nowi proces odtruw ania.

Uwagi końcowe

Jedną z zasadniczych funkcji jaką pełnią kwasy żółciowe w organiz­
m ie człowieka i zw ierząt jest ich udział w procesie traw ienia i absorpcji 
tłuszczów pokarm owych. Związki te um ożliw iają emulgację tłuszczów, 
stym u lu ją  proces lipolizy, u łatw iają  w chłanianie a także biorą udział 
w  procesie transportu  wchłoniętych tłuszczów z kom órek śluzówki jelita  
do lim fy (66). Ponadto kw asy żółciowe odgryw ają istotną rolę w spraw ­
nym  przebiegu w ielu procesów metabolicznych. Zakłócenia w m etaboliź- 
m ie kwasów żółciowych zapoczątkowują lub nasilają nieraz istniejące już  
schorzenia organizmu. Poznanie mechanizmów, za pośrednictw em  których  
kw asy żółciowe w pływ ają na praw idłow e funkcjonow anie tkanek i na­
rządów otw iera przeto nowe perspektyw y w zakresie profilaktyki i terap ii 
w ielu schorzeń metabolicznych, wśród nich kamicy żółciowej (8, 67) oraz 
m iażdżycy (38).

A r ty k u ł  nadszedł 23.9.1974; po re w iz j i  au torsk ie j  o trzym ano 14.2.1975.
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SPRAW OZDANIE

Krajowa konferencja bioenergetyczna 

W arszawa, 10 — 11 lu ty  1975 r.

W dniach 10 i 11 lu tego  1975 r. odbyła się w  W arszaw ie krajow a konferencja  
bioenergetyczna, zorganizow ana przez Zakład B iochem ii Kom órki In stytutu  B iologii 
D ośw iadczalnej im . N enckiego w spóln ie z n iedaw no utw orzoną Sekcją B ioenergetycz­
ną P olsk iego  T ow arzystw a Biochem icznego. K onferencja ta  była kolejnym  z serii 
spotkań polsk ich  bioenergetyków . D w ie podobne konferencje m iały m iejsce w  ub ieg­
łych  latach  w  W arszaw ie, a jedna w  1974 r. w  Gdańsku. Podobnie jak  poprzednie 
także obecna konferencja m iała charakter roboczo-dyskusyjny. U dział w  niej w zięło  
ponad 50 osób z 5 ośrodków  akadem ickich (B iałystok , G dańsk, Poznań, Szczecin  
i W arszawa), przy czym  24 uczestników  przedstaw iło doniesien ia z b ieżąco w yk on y­
w anych  badań. G łów nym i reprezentow anym i problem am i były: transport jonów  
i m etabolitów  przez błony biologiczne, w p ływ  różnych czynników  na oksydacyjną  
fosforylację i stany energetyczne m itochondriów  oraz regulacja m etabolizm u na p o­
ziom ie m itochondrialnym . Jedyny gość zagraniczny konferencji, doc. L. K ovać z B ra­
tysław y , przedstaw ił spraw ozdanie z odbytego w cześn iej w  Lenigradzie sym pozjum  
na tem at genetycznych  funkcji m itochondriów . Ze w zględu  na roboczy charakter 
konferencji i prezentow anie badań nieukończonych postanow iono n ie publikow ać  
żadnych m ateria łów  spraw ozdawczych. W ydaje się, że byłoby celow e coroczne orga­
n izow anie podobnych konferencji.

L. Wojtczak.
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania  
poprawek nie w pływ ających na treść pracy.

Piśm iennictw o: W artykule należy cytow ać prace oryginalne z ostat­
nich kilku lat oraz najw ażniejsze artykuły przeglądow e om aw iające  
przedstawioną dziedzinę z uw zględnieniem  artykułów  opublikowanych  
w  „Postępach B iochem ii”. W tekście należy podaw ać jedynie nazw is­
ka badaczy, których prace mają podstaw ow e znaczenie w  przedstawianej 
dziedzinie. Om awiane prace trzeba num erow ać w  kolejności ich cytow a­
nia w  tekście. W ykaz piśm iennictw a zatem  obejm uje prace opatrzone k o­
lejnym i numeram i, ale nieuporządkowane alfabetycznie. Odnośniki b ib lio­
graficzne w inny m ieć form ę zalecaną przez K om isję W ydaw ców  Czaso­
pism B iochem icznych M iędzynarodowej U nii B iochem ików  (IUB) w edług  
Biochim. Acta,  (1972), 276, (1) np.

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

Cytując w ydaw nictw a książkow e podawać należy kolejno: nazwisko(a) 
in icjały autor(ów), rok w ydania, tytu ł książki, nazwisko(a) i inicjały  
jej redaktorów(a), tom, pierw szą i ostatnią stronę cytow anej publikacji, 
nazw ę w ydaw nictw a oraz m iejsce w ydaw ania, np.

D ixon M., Webb E. C., (1964), Enzym es, 2 w yd., str. 565, Longmans 
Green and Co, London;

Grant J. K., (1969) w  Essays in B iochem istry, red. Cam pbell P. N., 
G reville G. D., t. 5, str. 1—58, A cadem ic Press, London

Załączniki: Każdy załącznik należy sporządzić w  2 egzem plarzach na 
oddzielnych kartkach i opatrzyć kolejnym  num erem  odpow iadającym  
num erow i użytem u w  tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy o łów ­
kiem ) nazw iskiem  pierw szego autora i początkow ym i w yrazam i tytułu  
pracy.

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

R yciny tj. w ykresy, rysunki, schem aty, lub fotografie należy opatrzyć 
num eracją w  kolejności ich om ów ienia w  tekście. Przyjm uje się zasadę 
num eracji rycin cyfram i arabskim i, a w zory cyfram i rzym skim i. F oto­
grafie czarno-białe (kontrastowe) pow inny być w ykonane na papierze  
m atowym . Pozostałe ryciny należy w ykonać tuszem  na białym  papierze 
lub na kalce technicznej. W ymiar ryciny nie pow inien być m niejszy niż 
10X15 cm, a naniesione lin ie nie pow inny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujm ujące w ykresy można w ykonać lin ią cieńszą niż lin ie w łaściw e w y ­
kresu. Cyfry i litery  służące do opisu rysunku pow inny m ieć w ysokość  
nie m niejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy um ieszczać opisów  
słow nych, lecz posługiw ać się skrótami. Osie w ykresów  natom iast w in ­
ny być opatrzone napisem  łatw o zrozum iałym . Dla oznaczenia punktów  
dośw iadczalnych można stosow ać następujące sym bole: A D O  i E I  
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem  „góra” i „dół” (ołów ­
kiem ). D ecyzję o stopniu zm niejszenia ryciny w  druku podejm uje w y ­
dawca.

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

Redakcja prosi o w łaściw e pakow anie artykułów  aby zabezpieczyć 
m aszynopisy i ilustracje przed pogięciem .
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