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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

Kwartalnik „Postępy Biochemii” publikuje artykuły przeglądowe 
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuły winny obejmować syntetyczny 
przegląd postępu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta­
wie piśmiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykułu do Re­
dakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była 
i nie będzie publikowana w  innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona 
w „Postępach Biochemii”. Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość 
i ścisłość podawanych informacji. Autorów obowiązuje korekta autorska. 
Koszty zmian tekstu w  korekcie (poza poprawieniem błędów drukarskich) 
ponoszą autorzy. Artykuły honoruje się według obowiązujących stawek. 
Autorzy otrzymują bezpłatnie 25 odbitek swego artykułu; zamówienia na 
dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisemnie odsyłając pracę po ko­
rekcie autorskiej.

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

nadsyłać w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany jed­
nostronnie, z podwójną interlinią, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 
1 cm po prawej stronie; nie może zawierać więcej niż 60 znaków w  jed­
nym wierszu nie więcej niż 30 wierszy na stronie zgodnie z Normą 
Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienumerowana zawiera imio­
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 otrzymywać korespondencję, adres prywatny, telefon miejsca 
pracy, tytuł artykułu (w języku polskim i angielskim) oraz — w prawym  
dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót 
tytułu (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), tytuł pracy w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści 
w języku polskim i angielskim, tytuł naukowy autora(ów) i jego (ich) 
miejsce(a) pracy, wykaz skrótów stosowanych w  pracy.

Strona 2 i następne obejmują tekst pracy do spisu piśmiennictwa 
włącznie, tabele, spis rycin, wzorów oraz tytuły i objaśnienia do rycin na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu obowiązuje podział artykułu na rozdziały 
i podrozdziały, których tytuły rzeczowo winny informować o przedsta­
wianych treściach. Rzeczowy spis treści publikujemy bezpośrednio po ty­
tule pracy. Rozdziały numerujemy liczbami rzymskimi, a podrozdziały 
odpowiednią rzymską i arabską (np. I—1.). Tytułów podrozdziałów nie 
wydzielonych z tekstu nie trzeba numerować. W tekście nie należy sto­
sować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie 
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć ołów­
kiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w  tekście 
liter alfabetu greckiego należy na marginesie wpisać ołówkiem ich fone­
tyczne brzmienie. Tabele i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory 
rzymskimi. W tekście nie należy umieszczać żadnych tablic, rycin czy 
wzorów, lecz w żądanym miejscu pozostawić wolny wiersz i zaznaczyć: 
Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. Numerację wzoru w  tekście należy podawać 
po nazwie związku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autorów o zwrócenie szczególnej uwagi na popraw­
ność językową tekstu a także na ścisłość i jasność sformułowań, unikanie 
gwary laboratoryjnej oraz o niewprowadzanie do tekstu tworzonych do­
raźnie skrótów, nawet jeśli niektóre z nich bywają używane w pracach 
obcojęzycznych. http://rcin.org.pl
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I. Wstęp

Produkcja ciepła towarzyszy wszystkim procesom metabolicznym. 
U zwierząt stałocieplnych (ptaków i ssaków) ciepło to służy do utrzym a­
nia względnie stałej tem peratury ciała. Oczywiście stałość ciepłoty tych 
zwierząt zależy również od wytworzonych w toku ewolucji przystoso­
wań morfologicznych i fizjologicznych, chroniących zarówno przed zbyt­
nią u tratą ciepła jak i przed nadmiernym podniesieniem tem peratury 
tkanek. W mechanizm termoregulacji wprzęgnięte zostały również czyn­
niki natury nerwowej i hormonalnej.

Izolacja termiczna powierzchni ciała ssaków w formie futra lub pod­
skórnej warstwy tłuszczowej jest na ogół wystarczająca, aby ciepło wy­
tworzone jako „uboczny produkt metabolizmu” kompensowało straty. 
Często nawet konieczne staje się uruchamianie specjalnych mechanizmów 
zapobiegających przegrzaniu (na przykład rozszerzenie podskórnych na­
czyń krwionośnych, wydzielanie potu itp.). Natomiast w przypadku zwięk­
szonych strat ciepła, na przykład w warunkach niskiej tem peratury oto­
czenia, organizm większości ssaków zwiększa produkcję ciepła przez od­
ruchowe wzmożenie skurczów mięśni. Zjawisko to występuje i u człowie­
ka i znane jest jako dreszcze. W pewnych jednak sytuacjach mechanizm 
ten może okazać się niewystarczający. Dotyczy to przede wszystkim dłu­
gotrwałego oddziaływania niskiej tem peratury otoczenia, budzenia się 
zwierząt ze snu zimowego (hibernacji) oraz zwierząt nowonarodzonych. 
Noworodki ssaków mają z reguły słabo wykształconą powierzchniową 
warstwę izolacji cieplnej. Podlegają one w momencie urodzenia gwał­
townej zmianie ciepłoty otoczenia, a ich układ nerwowo-męśniowy nie 
jest jeszcze wystarczająco wykształcony i dlatego zjawisko dreszczów nie 
występuje w pełni lub wcale. Natomiast przy budzeniu się ze snu zimo­
wego następuje szybkie podniesienie tem peratury tkanek zwierzęcia 
często o 20° lub więcej. Również w czasie hibernacji układ nerwowo- 
-mięśniowy jest w znacznym stopniu unieczynniony i skurcze mięśni, po­
za sercem i ruchami oddechowymi, nie występują. We wszystkich tych 
sytuacjach funkcję ogrzewania ogranizmu ssaków przejmuje w znacznym 
stopniu specjalna tkanka zwana brunatną tkanką tłuszczową. Budowa, 
funkcje i znaczenie tej tkanki zostały w ostatnich latach opisane w sze­
regu monografii (1—9).

II. Występowanie brunatnej tkanki tłuszczowej

Brunatną tkankę tłuszczową znaleziono wyłącznie u ssaków. Jest ona 
szczególnie dobrze rozwinięta u zwierząt przechodzących sen zimowy, 
u zwierząt odznaczających się niewielkimi rozmiarami ciała, a prawdo­
podobnie także u wszystkich ssaków przez pewien czas po urodzeniu. 
Tkanka ta występuje najczęściej w części tułowiowej zwierzęcia, po jego
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grzbietowej stronie. Na przykład u świnki morskiej i szczura tworzy ona 
parzysty płat pod skórą w okolicy łopatek, a także częściowo otacza szy­
ję. Natomiast u jeża pasma brunatnej tkanki tłuszczowej znajdują się 
głębiej pomiędzy mięśniami tułowia. W ciele noworodków ludzkich bru­
natna tkanka tłuszczowa występuje wokół szyji, pod mostkiem, pomiędzy 
łopatkami i wzdłuż kręgosłupa (10).

Niezależnie od położenia anatomicznego brunatna tkanka tłuszczowa 
jest bogato unerwiona i unaczyniona. Produkowane przez nią ciepło spra­
wia, że tem peratura krwi opuszczającej tę tkankę może być o kilka stopni 
wyższa niż tem peratura krwi dopływającej. Przypuszcza się, że anato­
miczne usytuowanie tkanki sprzyja podgrzewaniu krwi dopływającej do 
tak ważnych narządów jak mózg.

III. Budowa histologiczna i cytologiczna

Histologicznie brunatna tkanka tłuszczowa różni się zasadniczo od tak 
zwanej białej tkanki tłuszczowej, będącej przede wszystkim tkanką za­
pasową. W typowej komórce tkanki brunatnej jądro jest okrągłe i usytuo­
wane w środku komórki. Cytoplazma zaś jest ściśle upakowana mito- 
chondriami i zawiera liczne krople tłuszczowe (Ryc. 1 A). Mitochondria 
brunatnej tkanki tłuszczowej charakteryzują się dobrze rozwiniętym ukła­
dem grzebieni mitochondrialnych (Ryc. 1 B) i często występują w bli­
skim kontakcie z kroplami tłuszczowymi (11). Brunatne zabarwienie tkan­
ki pochodzi przede wszystkim od cytochromów zawartych w licznych mi- 
tochondriach.

Adaptacja zwierzęcia do niskiej tem peratury powoduje zazwyczaj 
zmiany w ultrastrukturze mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej, 
przejawiające się głównie zwiększeniem ilości grzebieni (12). Podobne 
zmiany zaobserwowano (13) w brunatnej tkance płodów na krótko przed 
urodzeniem (Ryc. 2).

IV. Fizjologiczne znaczenie brunatnej tkanki tłuszczowej

Jak już wspomniano we wstępie, rola brunatnej tkanki tłuszczowej 
polega na produkcji ciepła w celu ogrzania organizmu. Choć wiadomo, że 
tem peratura brunatnej tkanki jest wyższa niż tkanek otaczających, jak 
również tem peratura krwi wypływającej z tej tkanki jest wyższa niż krwi 
dopływającej, to jednak dokładniejsze obliczenie ilości ciepła produkowa­
nego przez brunatną tkankę tłuszczową w warunkach fizjologicznych jest 
trudne. O ilości tej możemy sądzić głównie na podstawie danych po­
średnich, przede wszystkim znajomości intensywności metabolizmu tej 
tkanki. I tak oznaczono, że zużycie tlenu przez brunatną tkankę tłusz­
czową nowonarodzonego królika może stanowić 70°/o zużycia 0 2 przez 
całe zwierzę (14). Efektowny przykład „termoforowej” roli brunatnej

http://rcin.org.pl



49 8 E. N . C H R IS T IA N S E N , L. W O JT C Z A K [4]

Rye. 1. Brunatna tkanka tłuszczowa świnki morskiej.
Zdjęcie w  mikroskopie elektronowym wykonane przez A. Wroniszewską.

Zdjęcie górne: M niejsze pow iększenie pokazujące znaczny fragm ent dw óch sąsiadujących  ko­
m órek. W idoczne gęsto upakow ane m itochondria, duże krople tłuszczow e (T), błona plazm a- 
tyczna (BP) oraz fragm ent kom órki nabłonka naczynia krw ionośnego (KN) z dużym  jądrem . 
Z djęcie dolne: W iększe pow iększenie ukazujące u ltrastrukturę m itochondriów . W idoczne 

liczne, regularnie ułożone grzebien ie m itochondrialne.
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Ryc. 2. Brunatna tkanka tłuszczowa płodu szczura (13). A'— 5 dni przed urodzeniem. 
B — 3 dni przed urodzeniem C — 1 dzień przed urodzeniem, D — w  dniu urodzenia.
O znaczenia: Mi — m itochondria, Gl — glikogen; strzałki w skazują „gęste ziarnistości” (ang, 

dense granules), zaw ierające g łów nie fosforany wapnia. P ow iększen ie około 25.000 razy.
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tkanki tłuszczowej znajdujemy u foki grenlandzkiej, która rodzi swe po­
tomstwo na taflach i krach lodowych przy temperaturze otoczenia nie­
rzadko — 30°. Tylko dobrze rozwinięta brunatna tkanka tłuszczowa, znaj­
dująca się pod skórą nowonarodzonej foczki i otulająca niemal całe jej 
ciało (15), zdolna jest zapewnić przeżycie zwierzęciu poddanemu w mo­
mencie urodzenia szokowi termicznemu dochodzącemu do 70°!

Znacznie mniejszy jest udział brunatnej tkanki tłuszczowej w pro­
dukcji ciepła u zwierząt dorosłych adaptowanych do zimna. Obliczono 
na przykład, że u szczura przetrzymywanego w temperaturze kilku stopni 
powyżej zera wynosi on około 8% całej produkcji ciepła przez organizm. 
Natomiast znaczny udział w ogólnej produkcji ciepła zwierzęcia ma praw­
dopodobnie brunatna tkanka tłuszczowa u ssaków o bardzo małych roz­
miarach, których straty  ciepła na skutek niekorzystnej proporcji między 
objętością a powierzchnią ciała są wyjątkowo duże. Znajduje to odbicie 
w wielkości brunatnej tkanki tłuszczowej tych zwierząt. Na przykład 
u ryjówki aksamitnej (Sorex araneus), ważącej zaledwie 5 g, brunatna 
tkanka tłuszczowa stanowi aż około 8°/o ciężaru ciała (16).

Pobudzenie brunatnej tkanki tłuszczowej do wzmożonej produkcji 
ciepła odbywa się na drodze nerwowo-hormonalnej. Informację o obniżo­
nej temperaturze otoczenia odbierają zakończenia nerwowe (receptory zim­
na) w skórze. Bodziec nerwowy dociera do ośrodka termoregulacji w czę­
ści mózgu zwanej podwzgórzem (hipotalamus). Następuje pobudzenie 
układu nerwowego sympatycznego, którego zakończenia w brunatnej tkan­
ce tłuszczowej produkują noradrenalinę. Substancja ta z kolei wiąże się 
z adrenoreceptorami P w błonie plazmatycznej komórek brunatnej tkanki 
tłuszczowej i stymuluje syntezę cyklicznego AMP (1). Cykliczne AMP 
może, jak wiadomo, oddziaływać na metabolizm komórki, aktywując roz­
maite szlaki przemiany materii. W komórce brunatnej tkanki tłuszczo­
wej rola cAMP polega przede wszystkim na aktywacji lipaz, które dzia­
łają na trójglicerydy, będące głównym składnikiem kropelek tłuszczo­
wych znajdujących się w komórce (Ryc. 1 A). Uwalniane tą drogą kwasy 
tłuszczowe są nie tylko substratem oddechowym w komórce, ale także,
o czym obszerniej będzie mowa dalej, regulują metabolizm energetyczny 
komórki, przełączając go z syntezy ATP na produkcję ciepła. Uwalnianie 
kwasów tłuszczowych pod wpływem stresu wywołanego zimnem jest cha­
rakterystyczne dla brunatnej tkanki tłuszczowej (1, 8), natomiast nie wy­
stępuje w białej tkance tłuszczowej.

V. Biochemiczne właściwości mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej

Poznanie biochemicznych mechanizmów termogenezy w brunatnej 
tkance tłuszczowej i częściowe przynajmniej wyjaśnienie związanych 
z tym przemian energetycznych stało się możliwe w dużej mierze dzięki 
badaniom nad izolowanymi mitochondriami tej tkanki.
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Mitochondria brunatnej tkanki tłuszczowej są niezwykle bogate 
w enzymy łańcucha oddechowego (17—19). Pod względem zawartości cy- 
tochromów dorównują one mitochondriom serca, znanym z intensywnej 
przemiany oddechowej. Zawierają ponadto pełen zestaw enzymów umoż­
liwiających aktywację i utlenianie kwasów tłuszczowych, które w tych mi­
tochondriach są głównym substratem oddechowym (20). Charakterystycz­
na jest również obecność bardzo aktywnej flawinowej dehydrogenazy gli- 
cerofosforanu (21).

V -l. Właściwości energetyczne

Najbardziej jednak osobliwą i charakterystyczną cechą mitochondriów 
brunatnej tkanki tłuszczowej jest tak zwane „luźne sprzężenie” oksyda­
cyjnej fosforylacji. Już w 1959 r. L e p k o v s k y  i wsp. (22) zauważyli, 
że mitochondria te, izolowane metodami stosowanymi do innych tkanek, 
nie wykazują zdolności syntetyzowania ATP kosztem energii transportu 
elektronów w łańcuchu oddechowym. Późniejsze badania (23—27) ujaw­
niły, że mitochondria izolowane z brunatnej tkanki tłuszczowej mogą 
wykazywać, w zależności od stanu rozwojowego i fizjologicznego zwie­
rzęcia, sposobu izolacji mitochondriów oraz składu środowiska inkuba- 
cyjnego, rozmaity stopień sprzężenia energetycznego: od ścisłego sprzę-

A B C

Ryc. 3. Różnice w stopniu sprzężenia energetycznego mitochondriów brunatnej 
tkanki tłuszczowej szczura w zależności od stanu rozwojowego zwierzęcia (66).

K rzyw e przedstaw iają polarograficzny zapis zużycia tlenu  przez m itochondria. A — M itochon­
dria tkanki p łodow ej, B — 14 dni po urodzeniu, C — 4 tygodn ie po urodzeniu, przez ostatnie  
7 dni zw ierzęta trzym ano w  tem p. 36°. Oznaczenia (także dla Ryc. 4): a-K etogl — a-ketoglu- 
taran, Burszt — bursztynian, Oligo — oligom ycyna, CCP — karbonylocyjanek  chlorofenylohydra- 
zonu (substancja rozprzęgająca oksydacyjną fosforylacja). Liczby przy krzyw ych wyrażają  

zużycie tlenu w  ng atom ach na m inutę.
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Ryc. 4. Wpływ GTP na sprzężenie mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej
jeża (66).

Środow isko inkubacyjne zaw ierało 2% album iny surow iczej, pH =  6,8. Ponadto w  przypadku  
krzyw ych B i D obecny był 0,5 mM GTP. O znaczenia jak na Ryc. 3.

żenią aż do całkowitego rozprzężenia. Ilustrują to przykładowo ryciny
3 i 4. Ogólnie biorąc, mitochondria brunatnej tkanki tłuszczowej ze zwie­
rząt w okresie intensywnej termogenezy, a więc na przykład w pierw­
szym okresie po urodzeniu lub po dłuższej adaptacji do zimna, są bądź 
w znacznym stopniu rozprzężone, bądź też „luźno sprzężone”, to znaczy, 
zachowują zdolność syntetyzowania ATP przy braku kontroli oddechowej.

By lepiej wyjaśnić tę zasadniczą cechę mitochondriów brunatnej tkan­
ki tłuszczowej, przypomnimy tu pokrótce istotę „sprzężenia energetycz­
nego”. Otóż energia swobodna reakcji oksydoredukcyjnych zachodzących 
pomiędzy enzymami łańcucha oddechowego, czyli energia swobodna 
transportu elektronów w łańcuchu oddechowym, zostaje zmagazynowa­
na w błonie mitochondrialnej. Nie znamy dotychczas formy, w jakiej 
energia ta jest pierwotnie akumulowana. Istnieją na ten tem at trzy hi­
potezy (28). Hipoteza „chemicznego sprzężenia” zakłada tworzenie się 
bliżej nieokreślonych wysokoenergetycznych połączeń chemicznych (29). 
Natomiast teoria „chemiosmotyczna” przyjmuje, że pierwotną formą ma­
gazynowania energii utleniania jest tworzenie gradientu elektrochemicz­
nego po obu stronach błony mitochondrialnej, w szczególności gradientu 
jonów H+ (30, 31). Wreszcie w myśl teorii konformacyjnej energia trans­
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portu elektronów zostaje zmagazynowana w wyniku zmian konforma- 
cyjnych pewnych makrocząsteczek błony mitochondrialnej (32). Obszer­
niejsze dyskutowanie argumentów za i przeciw każdej z tych hipotez 
przekraczałoby ramy niniejszego artykułu. Podkreślimy jedynie, że nie­
zależnie od swej natury wysokoenergetyczny stan błony mitochondrial­
nej jest źródłem energii dla syntezy ATP. Kompleks enzymatyczny bio­
rący bezpośrednio udział w tej syntezie, czyli tak zwany czynnik F x 
Rackera (33), wykazujący również po wyizolowaniu aktywność ATP-azy 
(34), znajduje się po wewnętrznej stronie wewnętrznej błony mito­
chondrialnej (28, 34, 35). Całość przekształceń energetycznych, w których 
energia transportu elektronów w łańcuchu oddechowym daje wysoko­
energetyczny stan błony mitochondrialnej, ten zaś z kolei zostaje wy­
korzystany do syntezy ATP, nazywamy sprzężeniem energetycznym (28). 
W tak zwanych „ściśle sprzężonych” mitochondriach zapotrzebowanie na 
ATP reguluje intensywność oddychania. Innymi słowy, substraty odde­
chowe mogą się o tyle tylko utleniać, o ile mitochondria dysponują ADP 
i fosforanem, niezbędnymi do syntezy ATP (36). W ściśle sprzężonych mi­
tochondriach, a do takich należą prawdopodobnie mitochondria wszystkich 
tkanek za wyjątkiem brunatnej tkanki tłuszczowej, energia swobodna 
utleniania ulega w znacznym stopniu zmagazynowaniu w postaci energii 
tworzenia ATP, a tylko mała jej część rozprasza się w postaci ciepła.

Operując izolowanymi mitochondriami możemy przy pomocy czynni­
ków chemicznych „rozładować” wysokoenergetyczny stan błony mito­
chondrialnej. Jest to tak zwane „rozprzężenie”. Najlepiej poznanymi 
„rozprzęgaczami” są chlorowco- i nitro-pochodne fenolu, na przykład czę­
sto stosowany w badaniach bioenergtycznych 2,4-dwunitrofenol. Działa­
nie tych związków polega na zwiększaniu przepuszczalności błony mito­
chondrialnej wobec protonów. Znoszą one zatem gradient stężeń jonów 
H+, który zawsze towarzyszy wysokoenergetycznemu stanowi błony mi­
tochondrialnej (28, 30). Pewne działanie rozprzęgające przejawiają rów­
nież długołańcuchowe kwasy tłuszczowe (37—41), prawdopodobnie także 
dzięki zwiększaniu przepuszczalności błony mitochondrialnej wobec pro­
tonów i innych kationów jedno wartościowych (42, 43). Uzasadnione wy­
daje się więc przypuszczenie, że kwasy tłuszczowe mogą w pewnych wa­
runkach regulować sprzężenie energetyczne in vivo.

V-2. Rola kwasów tłuszczowych

Szereg danych wskazuje na to, że czynnikiem powodującym brak sprzę­
żenia energetycznego w mitochondriach brunatnej tkanki tłuszczowej są 
właśnie kwasy tłuszczowe. Przede wszystkim mitochondria te zawierają 
dość znaczne ilości niezestryfikowanych kwasów tłuszczowych, wyższe 
niż mitochondria innych tkanek, a mianowicie od 50 (8) do 140 (44) nmoli 
na mg białka mitochondrialnego (patrz również Tabela 1). Wykazano (45,
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46), że jednym z czynników umożliwiających uzyskanie mitochondriów 
brunatnej tkanki tłuszczowej w stanie sprzężonym jest obecność albu­
miny surowiczej, i to zarówno w czasie izolacji mitochondriów jak i w śro­
dowisku inkubacyjnym. To działanie albuminy, znanej z tego, że silnie 
wiąże kwasy tłuszczowe, było zresztą jedną z pierwszych przesłanek, że 
kwasy tłuszczowe są tym czynnikiem, który w arunkuje całkowite roz­
przężenie lub też luźne sprzężenie mitochondriów brunatnej tkanki tłusz­
czowej (27).

Tabela 1

Zawartość niezestryfikowanych kwasów tłuszczowych i ich tioestrów 
z koenzymem A (acylo-CoA) w mitochondriach brunatnej tkanki 

tłuszczowej świnki morskiej (8).

stan zwierząt niezestryfikowane 
kwasy tłuszczowe

acylo-CoA

hodowane w temp. 21° 
adaptowane do temp. 6°

(nmole/mg białka)
42 | 2,8 
59 4,9

Innym skutecznym sposobem usunięcia kwasów tłuszczowych obec­
nych w mitochondriach brunatnej tkanki tłuszczowej jest ich utlenienie 
przez same mitochondria. Możliwe jest to po dodaniu do środowiska inku- 
bacyjnego karnityny (44). Enzym aktywujący długołańcuchowe kwasy 
tłuszczowe (syntetaza acylo-CoA) znajduje się w większości tkanek głów­
nie w endoplazmatycznym retikulum  i w zewnętrznej błonie mitochon- 
drialnej (47). W brunatnej tkance tłuszczowej syntetaza acylo-CoA wy­
stępuje głównie w zewnętrznej błonie mitochondrialnej (48, 49). Wiado­
mo jednak, że wewnętrzna błona mitochondrialna jest nieprzepuszczalna 
wobec acylo-CoA. Przeniesienie zaktywowanych kwasów tłuszczowych do 
wnętrza mitochondrionu, gdzie mogą być utleniane, wymaga przeto 
uprzedniego przekształcenia acylo-CoA w acylo-karnitynę (50—52), która 
łatwo przenika przez błonę wewnętrzną i po jej wewnętrznej stronie od­
twarza acylo-CoA. Tym tłumaczy się stymulujące działanie dodanej karni­
tyny na utlenianie endogennych kwasów tłuszczowych w mitochondriach 
brunatnej tkanki tłuszczowej zaobserwowane przez Drahotę i współpra­
cowników (20, 44). Należy przy tym zaznaczyć, że maksymalną szyb­
kość utleniania uzyskuje się dopiero w obecności ATP i koenzymu A, 
potrzebnych do aktywacji kwasów tłuszczowych na zewnętrznej błonie 
mitochondrialnej, i jabłczanu niezbędnego do zainicjowania cyklu Krebsa. 
Zaobserwowano, że po takim traktowaniu mitochondria brunatnej tkanki 
tłuszczowej stają się sprzężone i wykazują kontrolę oddechową (47, 53, 
54) (Ryc. 5).

Na rozprzęgające działanie kwasów tłuszczowych zwrócono uwagę już 
20 lat temu (37—40, przegląd piśmiennictwa patrz 41 i 43). Wykazano
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również, że zarówno niezestryfikowane kwasy tłuszczowe (41, 55) jak 
i ich tioestry z koenzymem A (56—60) są inhibitorami transportu nukleo- 
tydów adeninowych (ADP i ATP) przez wewnętrzną błonę mitochondrial- 
ną. Nowsze badania wskazują ponadto na znaczne zwiększanie przez nie-

Ryc. 5. Wpływ preinkubacji z karnityną na kontrolę oddechową mitochondriów  
brunatnej tkanki tłuszczowej świnki morskiej adaptowanej do temperatury otocze­

nia 6° (79).
A — M itochondria inkubow ane z jabłczanem , CoA, ATP i karnityną (karn.). Substratem  odde­
chow ym  była palm itylokarnityna (palm. karn.). B — Próba kontrolna (bez CoA, ATP i karni-  
tyny). S tym ulacja oddychania (kontrola oddechow a) pod w pływ em  substancji rozprzęgającej 

(FCCP) w idoczna jest ty lk o  na krzyw ej A.

zestryfikowane kwasy tłuszczowe i związki typu acylo-CoA przepuszczal­
ności wewnętrznej błony mitochondrialnej wobec kationów metali jed- 
nowartościowych (42), a także wobec anionu chlorkowego (43). Postuluje 
się również jonoforowe działanie kwasów tłuszczowych w sensie umożli­
wiania przez nie wymiany kationów metali jednowartościowych, przede 
wszystkim K +, na jony H+ (61). Widać z tego, że mechanizm działania 
kwasów tłuszczowych i ich tioestrów z koenzymem A na metabolizm 
energetyczny mitochondriów jest znacznie bardziej złożony niż mecha­
nizm działania typowych substancji rozprzęgających. Prawdopodobnie ty ­
powe działanie rozprzęgające w sensie znoszenia transmembranowego po­
tencjału elektrochemicznego mają dopiero wysokie, niefizjologiczne, stę­
żenia kwasów tłuszczowych. Natomiast w niskich stężeniach kwasy tłusz­
czowe i acylo-CoA regulują stan energetyczny mitochondriów w bardziej 
subtelny sposób, głównie na drodze przemieszczania kationów i hamowa­
nia wymiany ATP i ADP między wnętrzem mitochondrionu a środowi­
skiem cytoplazmatycznym (43). O roli kwasów tłuszczowych i acylo-CoA 
w metabolizmie energetycznym i termogenezie brunatnej tkanki tłusz­
czowej będzie jeszcze mowa w dalszej części artykułu.

V-3. Wpływ pH

Na stan energetyczny izolowanych mitochondriów brunatnej tkanki 
tłuszczowej duży wpływ ma pH środowiska inkubacyjnego. Zaobserwo­
wano, że nawet w nieobecności innych czynników sprzęgających, jak albu­
mina surowicza, karnityna lub nukleotydy purynowe (o których mowa

A
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będzie dalej), można w niektórych przypadkach uzyskać syntezę ATP 
i kontrolę oddechową przez obniżenie pH środowiska inkubacyjnego. 
Optymalnym stężeniem jonów wodorowych dla uzyskania wydajnej fos­
forylacji przy utlenianiu pirogronianu okazało się pH 5,6 (46), natomiast 
najwyższą kontrolę oddechową uzyskiwano przy pH 6,8 (62). Warto przy­
pomnieć, że w przypadku mitochondriów wątroby nie obserwowano więk­
szych zmian wydajności fosforylacji w zakresie pH od 6,0 do 8,0 (63, 64), 
podczas gdy kontrola oddechowa jest najwyższa przy pH 7,1 (65). Ryci­
na 6 pokazuje zależność kontroli oddechowej mitochondriów brunatnej 
tkanki tłuszczowej świnki morskiej i wątroby tegoż zwierzęcia. Widoczne 
jest przesunięcie optimum pH w przypadku mitochondriów brunatnej 
tkanki tłuszczowej w kierunku kwaśnym.

Ryc. 6. Zależność kontroli oddechowej od pH środowiska (65).
O-------- O — M itochondria brunatnej tkanki tłuszczow ej św inki m orskiej adaptow anej do zim na,
O----------O — m itochondria brunatnej tkanki tłuszczow ej św ink i m orskiej hodow anej w tem pe­
raturze około 20°, A ............ A — m itochondria w ątroby św ink i m orskiej. Za 100% kontroli
oddechow ej p rzyjęto  w artość m aksym alną dla każdej z krzyw ych, w ynoszącą odpow iednio

2,2, 4,5 i 15,0.

W obecnym stanie badań trudno osądzić, czy zależność stopnia sprzę­
żenia mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej od pH może mieć 
znaczenie regulacyjne w termogenezie, czy też jest tylko zjawiskiem 
obserwowanym in vitro. Nie jest również zrozumiały sam mechanizm 
sprzęgającego działania kwaśnego środowiska. Być może, chodzi tu
o cofnięcie dysocjacji grup fosforanowych fosfolipidów błony mitochon- 
drialnej lub związanych z błoną kwasów tłuszczowych albo ich estrów 
z CoA.

V-4. Wpływ nukleotydów purynowych

Sprzężenie mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej można wy­
wołać również działaniem niskich stężeń dwu- i trójfosfonukleotydów pu­
rynowych (45, 66, 67). Obrazuje to rycina 4. Mitochondria brunatnej tkanki
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tłuszczowej jeża, utleniające zarówno a-ketoglutaran jak i bursztynian, 
wykazują bardzo niską kontrolę oddechową (krzywe A i C). Dodatek GDP 
do środowiska inkubacyjnego sprawia, że kontrola oddechowa znacznie 
wzrasta, co przede wszystkim przejawia się obniżeniem szybkości zu­
życia tlenu w nieobecności ADP i po jego całkowitej fosforylacji do ATP, 
czyli obniżeniem utleniania w stanie IV (krzywe B i D).

Najskuteczniejszym spośród nukleotydów purynowych okazał się 
GDP. Nieco słabsze działanie sprzęgające wywierają GTP i ATP oraz 
ADP. Natomiast nie mają takiego działania nukleotydy purynowe z jed­
ną grupą fosforanową (na przykład GMP i AMP) oraz nukleotydy piry­
midynowe. Na uwagę zasługuje sprzęgające działanie ATP, a także — choć 
słabsze — ADP, co często komplikuje układ doświadczalny, ponieważ kon­
trolę oddechową ozacza się właśnie przez pomiar zużycia tlenu przed 
i po dodaniu ADP.

Jest godne uwagi, że sprzęgające działanie ATP i ADP nie ulega 
zniesieniu w obecności oligomycyny, która — jak wiadomo—  hamuje fo- 
sforylację ADP do ATP, jak również przeciwdziała energizacji błony mi­
tochondrialnej przez ATP. Podobnie atraktylozyd, który hamuje transport 
nukleotydów adeninowych przez wewnętrzną błonę mitochondrialną, nie 
znosi sprzęgającego działania ATP. Dowodzi to, że nukleotydy purynowe 
wywierają działanie sprzęgające nie wnikając do wnętrza mitochondrio- 
nu lecz oddziaływując bądź na błonę zewnętrzną, bądź też na zewnętrz­
ną powierzchnię błony wewnętrznej (68, 69).

Badania ostatnich lat przyniosły znaczny postęp w zrozumieniu me­
chanizmu działania nukleotydów purynowych jak i roli kwasów tłuszczo­
wych i ich tioestrów z koenzymem A w regulacji sprzężenia energetycz­
nego mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej. Po pierwsze, wyka­
zano, że mitochondria brunatnej tkanki są lepiej niż mitochondria innych 
tkanek przepuszczalne zarówno wobec protonów jak i jonu Cl~ (70). 
Przepuszczalność wobec protonów wydaje się być konsekwencją obec­
ności w mitochondriach niezestryfikowanych kwasów tłuszczowych lub 
acylo-CoA, bowiem usunięcie kwasów tłuszczowych i ich tioestrów z koen­
zymem A przy pomocy albuminy surowiczej powoduje spadek przepusz­
czalności (70, 71). Wiąże się to z postulowanym jonoforowym działaniem 
kwasów tłuszczowych obserwowanym i w przypadku mitochondriów 
z innych tkanek (42, 61), o czym pisaliśmy już wcześniej. H e a t o n 
i N ic  h o  l i s  (71) wykazali jednak, że mitochondria brunatnej tkanki 
tłuszczowej są znacznie bardziej wrażliwe na działanie kwasów tłuszczo­
wych niż na przykład mitochondria wątroby. Przewodnictwo wobec pro­
tonów mitochondriów brunatnej tkanki chomika wzrasta wielokrotnie 
silniej w porównaniu z przewodnictwem mitochondriów wątroby tego 
samego zwierzęcia pod wpływem takiej samej ilości związanego z mito- 
ehondriami kwasu palmitynowego (71) (Ryc. 7).

Związek podwyższonej przepuszczalności błony mitochondriów bru-
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Ryc. 7. Wpływ palmitynianu na przepuszczalność wewnętrznej błony mitochondrial-
nej wobec protonów (71).

Na osi odciętych  zaznaczono ilość palm itynianu zw iązanego z m itochondriam i, na osi rzęd­
nych — przepuszczalność w obec protonów . • -------- •  — M itochondria w ątroby, O-------- O — m i-
tochondria brunatnej tkanki tłuszczow ej św ink i m orskiej adaptow anej do niskiej tem peratury.

natnej tkanki tłuszczowej wobec jonu chlorkowego z obecnością w nich 
niezestryfikowanych kwasów tłuszczowych jest mniej jasny. Wprawdzie 
wykazano na przykładzie mitochondriów wątroby, że kwasy tłuszczowe 
podwyższają przepuszczalność wewnętrznej błony mitochondrialnej wobec 
Cl~ (43), lecz traktowanie albuminą surowiczą mitochondriów brunatnej 
tkanki tłuszczowej nie zmniejsza ich przepuszczalności wobec jonu chlor­
kowego (72). Cechująca mitochondria brunatnej tkanki tłuszczowej zwięk­
szona przepuszczalność wobec protonów w połączeniu z podwyższoną prze­
puszczalnością wobec anionu chlorkowego jest w stanie całkowicie znieść 
gradient elektrochemiczny po obu stronach błony, a więc rozładować wy­
sokoenergetyczny stan błony. Nie może w takich warunkach dojść do 
syntezy ATP, a energia utleniania wykorzystana zostaje na bezużyteczny 
transport jonów i w rezultacie rozprasza się w postaci ciepła.

N i c h o 11 s (70, 72, 73) wykazał, że nukleotydy purynowe, w szcze­
gólności GDP, obniżają przepuszczalność błony wewnętrznej mitochon­
driów brunatnej tkanki tłuszczowej wobec jonu chlorkowego i, co być 
może jest jeszcze bardziej istotne dla sprzężenia energetycznego, wobec 
protonów. W rezultacie, oddychające mitochondria mogą w obecności 
GDP utrzym ać gradient elektrochemiczny po obu stronach błony. Ilu­
struje to rycina 8. Na rysunku tym  gradient elektrochemiczny, a więc 
stan energizacji błony mitochondrialnej, wyrażony jest przy pomocy 
tak zwanej siły protonomotorycznej (Ap). Jest to wielkość, podawana 
w jednostkach napięcia (miliwoltach), zależna zarówno od elektryczne-
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P"
Ryc. 8. Wpływ pH, albuminy surowiczej i GDP na siłę protonomotoryczną (Ap) 
mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej chomika syryjskiego, z glicerofosfora- 

nem jako substratem oddechowym (73).
• -------- •  — Bez dodatków , A --------A  — z album iną surow iczą 5 m g/ml, O-------- O — z 1 mM GDP,

A------ A — z 1 mM GDP i album iną surow iczą 5 mg/ml.

go potencjału transmembranowego (AE) jak i od gradientu pH (ApH) po 
obu stronach błony, zgodnie z równaniem (74):

Ap = AE-59ApH

Jak widać na rycinie 8, dodanie albuminy surowiczej do oddychają­
cych mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej pozwala na uzyska­
nie siły protonomotorycznej około 60—90 mV (w zależności od pH śro­
dowiska). Dodanie 1 mM GDP również umożliwia mitochondriom wy­
tworzenie siły protonomotorycznej. Jednakże w tym przypadku jest to 
wyraźnie zależne od pH środowiska. Dopiero łączne dodanie albuminy 
i GDP pozwala na osiągnięcie maksymalnej wartości siły protonomoto­
rycznej w dość szerokim zakresie pH.

Doświadczenie pokazane na rycinie 8 wskazuje na współdziałanie al­
buminy surowiczej i GDP. Sugeruje to, że kwasy tłuszczowe związane 
z błoną mitochondrialną i dodany GDP działają antagonistycznie na 
przepuszczalność błony mitochondrialnej wobec jonów. Potwierdziły to 
ostatnie badania H e a t o n a  i N i c h o l l s a  (71). Wykazano również 
(75, 76), że nukleotydy purynowe, w szczególności GDP, wiążą się z ze­
wnętrzną powierzchnią wewnętrznej błony mitochondriów brunatnej 
tkanki tłuszczowej. Okazało się, że palmitylo-CoA i GDP wywierają an- 
tagonistyczny wpływ na pasywną przepuszczalność wewnętrznej błony
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mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej wobec jonu Cl- : palmitylo- 
CoA zwiększa, a GDP obniża tę przepuszczalność (77).

Badania te zdają się wskazywać na bardzo istotny mechanizm regu­
lacji sprzężenia energetycznego, a zatem i termogenezy, w mitochondriach 
brunatnej tkanki tłuszczowej. Mogą stanowić również punkt wyjścia dla 
dalszych badań nad molekularną strukturą błony mitochondrialnej. 
W chwili obecnej można już zaproponować następujący, na razie spekula- 
tywny, mechanizm (77): Wewnętrzna błona mitochondriów brunatnej 
tkanki tłuszczowej zawiera miejsca o specyficznym powinowactwie do 
pierścienia purynowego. Może ona zatem wiązać zarówno nukleotydy 
purynowe, jak i acylo-CoA, ten ostatni za pośrednictwem reszty adeni- 
nowej. Nukleotydy purynowe, będące cząsteczkami o wysokiej hydro- 
filności, wiążą się wyłącznie powierzchniowo, nie zaburzając fosfolipi- 
dowej warstwy błony. Być może, zwiększają również w jakiś sposób nie- 
przepuszczalność błony wobec jonów. Estry długołańcuchowych kwasów 
tłuszczowych z koenzymem A wykazują powinowactwo do tych samych 
miejsc wiążących. W tym jednak przypadku cząsteczka zawiera hydrofo­
bowy łańcuch węglowodorowy kwasu tłuszczowego, który zagłębia się 
w lipidową warstwę błony i zaburza jej strukturę. W wyniku tego zwięk­
sza się przepuszczalność wobec jonów (41, 43).

V-5. Przepuszczalność wewnętrznej błony mitochondrialnej

Mitochondria brunatnej tkanki tłuszczowej izolowane i zawieszone 
w 250 mM roztworze sacharozy wykazują w mikroskopie elektronowym 
strukturę wysoce skondensowaną (54). Potwierdzają to pomiary objętości 
matriks mitochondrialnej, wykonane przy zastosowaniu sacharozy piętno­
wanej przy pomocy 14C i trytowanej wody. Otrzymane wartości poni­
żej 0,4 jxl/mg białka (78) są dwukrotnie niższe niż w przypadku na przy­
kład mitochondriów wątroby. Wiąże się to z bardzo małą zawartością 
jonów w matriks mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej. Zawar­
tość K + wynosi tam zaledwie 10% zawartości tego jonu w mitochon­
driach wątroby (20). Również zawartość jonu fosforanowego jest w przy­
bliżeniu dwukrotnie niższa (79). Jest to wynikiem zwiększonej biernej 
przepuszczalności wewnętrznej błony mitochondriów brunatnej tkanki 
tłuszczowej wobec kationów metali jednowartościowych (80), jonu chlor­
kowego (70) i fosforanu (79) spowodowanej, jak się wydaje, obecnością 
związanych z błoną długołańcuchowych niezestryfikowanych kwasów 
tłuszczowych i ich tioestrów z koenzymem A. Mitochondria te nie są 
zatem zdolne do utrzymania własnego środowiska osmotycznego (78).

Zmiany objętości matriks a także konfiguracji wewnętrznej błony 
mitochondrialnej, towarzyszące zmianom zewnętrznego ciśnienia osmo­
tycznego, są prawdopodobnie podłożem zmian szybkości transportu me­
tabolitów przez błonę mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej.
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Stężenie sacharozy ( mM)

Ryc. 9. Wpływ ciśnienia osmotycznego na utlenianie palmitylokarnityny przez m i­
tochondria brunatnej tkanki tłuszczowej (78).

K rzywa polarograficzna. C iśnienie osm otyczne regulow ano zm ieniając stężenie sacharozy
w  środow isku inkubacyjnym .

Stwierdzono między innymi, że transport nukleotydów adeninowych 
maleje wraz ze wzrostem osmolarności środowiska (81). Upośledzeniu 
ulega również aktywność oddechowa mitochondriów (78). Rycina 9 po­
kazuje, jak utlenianie palmitylokarnityny przez mitochondria brunatnej 
tkanki tłuszczowej maleje wraz ze wzrostem stężenia sacharozy w śro­
dowisku inkubacyjnym. Hamujący wpływ wysokiego ciśnienia osmotycz­
nego na aktywność oddechową zaobserwowano również w przypadku 
mitochondriów wątroby (82), jednakże tu hamująco działała sacharoza 
dopiero w stężeniu rzędu 0,5 M. Potwierdza to fakt, że wewnętrzne ciś­
nienie osmotyczne izolowanych mitochondriów brunatnej tkanki tłusz­
czowej jest bardzo niskie.

Jak już zaznaczyliśmy wcześniej, GDP i inne nukleotydy purynowe 
zmniejszają przepuszczalność wewnętrznej błony mitochondriów brunat­
nej tkanki tłuszczowej wobec protonów i jonu chlorkowego (70, 72, 73, 
77). Zmniejszają również bierną przepuszczalność błony mitochondrialnej 
wobec jonu fosforanowego (79).

V-6. Procesy transportu w mitochondriach brunatnej tkanki tłuszczowej

Wewnętrzna błona mitochondrialna wyposażona jest w szereg ukła­
dów transportujących jony i metabolity (83). Pobieranie kationów, na 
przykład Ca++, zachodzi na skutek działania potencjału elektrochemicz­
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nego (84), a więc skorelowane jest z wysokoenergetycznym stanem bło­
ny mitochondrialnej. Pobieranie fosforanu zachodzi na wymianę z jo­
nami OH~ (85), a więc również pośrednio zależy od stanu energetycz­
nego (86). Podobnie ma się rzecz z transportem jonów kwasów karbo­
ksylowych, które z kolei wymieniają się z jonami fosforanowymi. Moż­
na było zatem oczekiwać, że pobieranie jonów i metabolitów przez mito- 
chondria brunatnej tkanki tłuszczowej będzie w znacznym stopniu upo­
śledzone w związku z niskim poziomem energetycznym tych mitochon- 
driów. Badania w pełni to potwierdziły. Okazało się również, że czynniki, 
które przywracają kontrolę oddechową, stymulują również akumulację 
wapnia w mitochondriach brunatnej tkanki tłuszczowej (69). Podobny 
wpływ zaobserwowano w stosunku do akumulacji jonów K + (80), przy 
czym prócz sprzężenia energetycznego konieczna okazała się tu również 
obecność substratów oddechowych jako źródła energii. Również akum u­
lacja fosforanu w mitochondriach brunatnej tkanki tłuszczowej wymagała 
zarówno sprzężenia jak i obecności utlenialnych substratów (79). Ilustruje 
to Tabela 2.

Tabela 2

Wpływ czynników sprzęgających, substratów oddechowych i inhibitorów oddychania na akumulację 
fosforanu w mitochondriach brunatnej tkanki tłuszczowej świnki morskiej adaptowanej do zimna. 
Liczby wyrażają zawartość fosforanu nieorganicznego w mitochondriach oznaczonego przez wymianę 

z [32P]fosforanem w środowisku inkubacyjnym (79).

Dodatki do środowiska inkubacyjnego Mitichondrialny P 
(nmole/mg białka)

Bez dodatków 0,5
Bursztynian + GDP 2,5
Albumina surowicza 0,7
Albumina surowicza + bursztynian 5,9
Albumina surowicza + bursztynian + antymycyna 1,8
Albumina surowicza + GDP 2,9
Albumina surowicza + GDP + bursztynian 21,7
Albumina surowicza + GDP + bursztynian + antymycyna 3,1

Niezwykle istotny dla biologicznej funkcji mitochondriów jest trans­
port ATP i ADP przez błonę mitochondrialną. Transport ten zachodzi przy 
udziale tak zwanej translokazy nukleotydów adeninowych (87, 88). 
Stwierdzono, że w mitochondriach brunatnej tkanki tłuszczowej transport 
nukleotydów adeninowych jest znacznie wolniejszy niż w mitochondriach 
innych tkanek (89). Czynniki sprzęgające, jak niskie pH i nukleotydy 
purynowe, okazały się w tym przypadku bez wpływu; również karni- 
tyna nie zwiększała transportu nukleotydów adeninowych w mitochon­
driach brunatnej tkanki tłuszczowej szczura (89), choć miała pewien 
stymulujący wpływ na transport ADP w mitochondriach brunatnej tkan­
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ki świnki morskiej (65). Natomiast znaczną stymulację uzyskiwano za­
wsze pod wpływem albuminy surowiczej (89), i to niezależnie od tego, 
czy następowało przy tym, czy też nie, sprzężenie energetyczne. Bliższe 
badania wykazały (89), że czynnikiem ograniczającym transport nukleo- 
tydów adeninowych w mitochondriach brunatnej tkanki tłuszczowej są 
tioestry długołańcuchowych kwasów tłuszczowych z koenzymem A i praw­
dopodobnie również same niezestryfikowane kwasy tłuszczowe związane 
z błoną mitochondrialną. Jak już wspomnieliśmy wcześniej, długołańcu- 
chowe acylo-CoA (56—59, 60), a także w wyższych stężeniach prawdo­
podobnie i niezestryfikowane kwasy tłuszczowe (41, 55), są silnymi in­
hibitorami translokazy nukleotydów adeninowych. Wysunięto w związ­
ku z tym  przypuszczenie, że substancje te  mogą w brunatnej tkance 
tłuszczowej regulować wymianę ATP i ADP między mitochondriami 
a cytoplazmą, co może mieć znaczenie w kontroli termogenezy (89). Do 
zagadnienia tego wrócimy jeszcze w dalszej części artykułu.

V-7. Cytochrom b jako wskaźnik stanu energetycznego mitochondriów brunatnej 
tkanki tłuszczowej

Ciekawych informacji o sprzężeniu energetycznym mitochondriów 
brunatnej tkanki tłuszczowej dostarczyły badania spektrofotometryczne 
nad cytochromem b, prowadzone przez norweskich autorów F i a t -  
m a r k a  i P e d e r s e n a .

Stopień zredukowania poszczególnych enzymów łańcucha oddecho­
wego zależy od stanu energetycznego mitochondriów (90). W sytuacji, 
gdy energia utleniania zużywa się na syntezę ATP, na transport jonów, 
lub też rozprasza się i zamienia w ciepło, jak to ma miejsce w obecno­
ści czynników rozprzęgających, w przypadku większości enzymów łań­
cucha oddechowego następuje przesunięcie w kierunku formy utlenionej. 
Tak więc stopień oksydoredukcji wybranego ogniwa łańcucha oddecho­
wego może stanowić wskaźnik stanu energetycznego mitochondrionu. 
Pedersen i Flatmark (68) wykazali, że cytochron b jest w mitochon­
driach brunatnej tkanki tłuszczowej w stanie maksymalnie utlenionym 
i dodanie substancji rozprzęgających nie powoduje już dalszych zmian. 
W nieobecności utlenialnych substratów energizację mitochondriów moż­
na wywołać przez dodanie ATP. Wykazano przy tym, że energizacja 
taka, mierzona stopniem redukcji cytochronu b, ulega w przypadku mi­
tochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej samorzutnemu rozładowaniu 
około 15 razy szybciej niż w przypadku mitochondriów wątroby (68). 
Badania spektrofotometryczne potwierdziły zatem raz jeszcze, że mito­
chondria brunatnej tkanki tłuszczowej wykazują znaczną tendencję do 
rozpraszania energii zakumulowanej w wewnętrznej błonie.
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VI. Biochemiczny mechanizm produkcji ciepła w brunatnej tkance tłusz­
czowej

Podczas adaptacji gryzoniów do niskiej tem peratury otoczenia stw ier­
dzono podwyższoną wydajność oddechową brunatnej tkanki tłuszczowej 
(62), co może być wynikiem rozrostu samej tkanki (91), jak również 
zwiększonej zawartości w niej mitochondriów. Zaobserwowano również 
zmiany w ultrastrukturze mitochondriów, polegające na zwiększeniu po­
wierzchni grzebieni mitochondrialnych (12). Podobne zmiany ultrastruk- 
turalne stwierdzono w brunatnej tkance tłuszczowej płodów na krótko 
przed urodzeniem (Ryc. 2). Adaptacja biochemiczna zachodząca w bru­
natnej tkance noworodków i zwierząt wystawionych na dłuższe działa­
nie obniżonej tem peratury otoczenia polega przede wszystkim na pod­
wyższeniu zawartości enzymów oddechowych (92, 93). Wysuwane są 
przypuszczenia, że adaptacja do zimna wzmaga biogenezę mitochondriów 
brunatnej tkanki tłuszczowej (1, 13, 94) i że powstające mitochondria 
różnią się od mitochondriów tejże tkanki u zwierząt żyjących w tem­
peraturze normalnej. Za tym ostatnim przypuszczeniem przemawia nieco 
odmienny skład fosfolipidów błon mitochondriów brunatnej tkanki zwie­
rząt adaptowanych do zimna i kontrolnych (95) oraz pojawianie się

Ryc. 10. Wpływ temperatury hodowli na kontrolę oddechową mitochondriów izolo­
wanych z brunatnej tkanki tłuszczowej świnki morskiej (8).

Na osi odciętych zaznaczono dni od momentu przeniesienia zwierzęcia do tempe­
ratury 6°. Po 10 dniach część zwierząt (trójkąty i linia przerywana) przeniesiono do 
temperatury 21°, inne osobniki (kółka i linia ciągła) pozostały w  temperaturze 6°. 
Punkt oznaczony zacieniowanym kółkiem wskazuje współczynnik kontroli odde­
chowej mitochondriów z dziewiątego dnia adaptacji do zimna, inkubowanych w obec­

ności 0,5 mM GTP.
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w wyniku adaptacji nowej frakcji białkowej, nie występującej u zwie­
rząt kontrolnych (96).

Mitochondria brunatnej tkanki tłuszczowej zwierząt żyjących w nor­
malnych warunkach ciepłoty otoczenia i zwierząt adaptowanych do zim­
na różnią się stopniem sprzężenia energetycznego (66, 97). Pokazuje to 
rycina 10. Współczynnik kontroli oddechowej izolowanych mitochon­
driów brunatnej tkanki tłuszczowej świnki morskiej hodowanej w tem ­
peraturze 21° wynosi ponad 2, lecz już po 2—3 dniach po przeniesieniu 
zwierzęcia do tem peratury 6° spada do wartości 1. Jak już pisaliśmy, 
kontrolę oddechową w mitochondriach izolowanych z tak adaptowanych 
zwierząt można uzyskać traktując mitochondria nukleotydami puryno- 
wymi (na przykład GDP jak na Ryc. 4 i 10) lub karnityną (47, 53, 54). 
Przeniesienie zwierzęcia ponownie do tem peratury 21° powoduje, że już 
po kilku dniach można uzyskać z brunatnej tkanki tłuszczowej mitochon­
dria, które są sprzężone bez żadnego dodatkowego traktowania (Ryc. 10). 
Podobne różnice w stopniu sprzężenia obserwuje się również między mi- 
tochondriami brunatnej tkanki tłuszczowej płodów i noworodków. Mi­
tochondria z tkanki płodowej wykazują kontrolę oddechową, podczas gdy 
mitochondria z brunatnej tkanki noworodków są rozprzężone (Ryc. 3).

Brak ścisłego sprzężenia utleniania z syntezą ATP, tak charaktery­
styczny dla mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej w okresie 
wzmożonej termogenezy, umożliwia pełną zamianę energii utleniania 
w ciepło. Koncepcja mitochondriów rozprzężonych in vivo tak jednak nie 
pasowała do ogólnie przyjętych pojęć o właściwościach i roli mitochon­
driów, że przez pewien czas poszukiwano innych mechanizmów mogą­
cych wytłumaczyć wysoką produkcję ciepła w brunatnej tkance tłuszczo­
wej. Wchodziłyby tu w grę procesy intensywnie zużywające powstają­
cy w mitochondriach ATP, na przykład hydroliza ATP lub jego wykorzy­
stanie do procesów biosyntetycznych, połączonych jednak z szybkim roz­
padem powstałego w wyniku syntezy związku. Tej ostatniej możliwości 
poszukiwano w syntezie acylo-CoA, przy czym związek ten byłby szyb­
ko hydrolizowany lub też wykorzystywany do syntezy trójglicerydów, 
które z kolei ulegałyby szybkiej hydrolizie. Taki bezużyteczny cykl reak­
cji powodowałby szybką hydrolizę ATP i zamianę energii wiązania fosfo­
ranowego w ciepło. Okazało się jednak, że zarówno ATP-aza brunatnej 
tkanki tłuszczowej (24) jak i zachodząca w tej tkance synteza acylo-CoA 
(98) nie są wystarczająco szybkie, aby zapewnić nieograniczony dopływ 
ADP do mitochondriów. Tak więc rozprzężenie, a ściślej mówiąc, luźne 
sprzężenie mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczowej stanowi jedyne 
i zarazem najprostsze rozwiązanie problemu.

Jak już pisaliśmy, niezestryfikowane kwasy tłuszczowe oraz ich estry 
z koenzymem A, dzięki właściwości zwiększania przepuszczalności mito­
chondriów wobec jonów, sprzyjają rozładowaniu wysokoenergetycznego 
stanu błony i mogą wywołać luźne sprzężenie. Sprawa wydaje się jednak
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bardziej skomplikowana. Po pierwsze, zmiany w stopniu sprzężenia mito­
chondriów pod wpływem zimna są powolne. Pełne zniesienie kontroli od­
dechowej wymaga mianowicie kilku dni (Ryc. 10), podczas gdy nerwowo- 
hormonalny mechanizm powodujący wzmożoną lipolizę ujawnia swe dzia­
łanie już w przeciągu minut. Po drugie, mitochondria brunatnej tkanki 
tłuszczowej zwierząt adaptowanych do zimna zawierają niewiele więcej 
niezestryfikowanych kwasów tłuszczowych niż mitochondria zwierząt kon­
trolnych (Tabela 1). Wykazano wreszcie, że dla wywołania kontroli odde­
chowej wystarczy usunąć tylko część związanych z mitochondriami nie­
zestryfikowanych kwasów tłuszczowych (54).

Na podstawie dotychczasowych rozważań można dojść do następują­
cych wniosków:

1. Kwasu tłuszczowe i ich tioestry z koenzymem A stanowią nie ty l­
ko główny substrat oddechowy mitochondriów brunatnej tkanki tłuszczo­
wej, lecz są również odpowiedzialne za luźne sprzężenie energetyczne tych 
mitochondriów, umożliwiając zamianę energii utleniania w ciepło.

2. Temu rozprzęgającemu działaniu kwasów tłuszczowych i acylo-CoA, 
polegającemu na zwiększaniu przepuszczalności wewnętrznej błony mito­
chondrialnej wobec jonów, przeciwdziałają nukleotydy purynowe dwu-
i trójfosforowe, obecne w cytoplazmie komórki. To antagonistyczne działa­
nie kwasów tłuszczowych i ich tioestrów z koenzymem A z jednej strony 
a nukleotydów purynowych z drugiej umożliwia subtelną regulację stop­
nia sprzężenia energetycznego.

3. Mitochondria brunatnej tkanki tłuszczowej są w szczególny sposób 
uczulone na działanie kwasów tłuszczowych i acylo-CoA. Uczulenie to

Błona

Ryc. 11. Hipotetyczny schemat regulacji syntezy ATP i produkcji ciepła w  m ito­
chondriach brunatnej tkanki tłuszczowej (89).

Opis w  tekście. Oznaczenia: FA — n iezestryfik ow an e kw asy tłuszczow e, Carn. Sh. — układ  
transacylaz karnitynow ych, przenoszący zaktyw ow any kw as tłuszczow y przez błonę m ito- 
chondrialną, AdN Trans. — translokaza n u k leotydów  adeninow ych; sym bol ~  oznacza w y so ­
koenergetyczny  stan b łony m itochondrialnej, podw ójna strzałka — rozprzęgające działan ie  
kw asów  tłuszczow ych, gruba lin ia w  poprzek translokazy — ham ujące działan ie acylo-C oA .
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wzrasta w generacji mitochondriów powstającej w czasie adaptacji do nis­
kiej temperatury otoczenia i u rozwijającego się płodu.

Autorzy niniejszego artykułu (89) zaproponowali mechanizm regulacji 
syntezy ATP i produkcji ciepła w komórce brunatnej tkanki tłuszczowej, 
opierający się na hamowaniu przez acylo-CoA transportu ATP i ADP mię­
dzy mitochondriami a cytoplazmą. W myśl tego mechanizmu, zobrazowa­
nego na rycinie 11, kwasy tłuszczowe (FA), powstałe w wyniku wzmożonej 
lipolizy, zostają przy udziale ATP zaktywowane do acylo-CoA, przeniesio­
ne do wnętrza mitochondrionu za pośrednictwem układu transacylaz kar- 
nitynowych (Carn. Sh.) i utlenione. Powstały w wyniku utleniania wy­
sokoenergetyczny stan błony (~ )  dostarcza energii potrzebnej dla fosfo­
rylacji ADP do ATP. Natomiast przy braku ADP może rozładowywać się, 
produkując ciepło. Gdy ilość ATP w cytoplażmie wzrasta, gromadzi się 
również nadmiar acylo-CoA, hamując translokazę nukleotydów adenino- 
wych (AdN Trans.). Uniemożliwia to dalszą wymianę ADP i ATP między 
mitochondriami a cytoplazmą i sprzyja zamianie wysokoenergetycznego 
stanu błony w ciepło. Natomiast przy spadku poziomu cytoplazmatycznego 
ATP, a zatem i ilości acylo-CoA, translokaza ulega odhamowaniu i synteza 
ATP znów może funkcjonować. W ten sposób komórka brunatnej tkanki 
tłuszczowej, pobudzona przez noradrenalinę, mogłaby w subtelny sposób 
regulować prodkcję ciepła i syntezę ATP potrzebnego dla aktywacji kwa­
sów tłuszczowych.

Jak już pisaliśmy, brunatna tkanka tłuszczowa jest prawdopodobnie je­
dyną tkanką, której mitochondria mogą w warunkach fizjologicznych znaj­
dować się w stanie daleko posuniętego rozprzężenia energetycznego, co jest 
warunkiem ważnego przystosowania biologicznego ssaków. Wysuwa się 
przypuszczenia, że mechanizmy regulujące sprzężenie w mitochondriach 
brunatnej tkanki tłuszczowej mogą mieć szersze znaczenie. Być może, są 
one między innymi odpowiedzialne za zmiany strukturalne zachodzące 
w mitochondriach mięśniowych pod wpływem stresu zimna (99). Wyrażano 
również przypuszczenie, że częściowe rozprzężenie energetyczne może wy­
stępować w różnych tkankach w niektórych stanach patologicznych, jak 
na przykład przy nadczynności tarczycy (100), cukrzycy (101) i przy pew­
nych schorzeniach mięśni (102). Podobnie, obniżenie wydajności serca pod 
wpływem kwasów tłuszczowych można by tłumaczyć rozprzęgającym dzia­
łaniem tych kwasów (103). Mitochondria brunatnej tkanki tłuszczowej są 
wreszcie niezwykle dogodnym modelem pozwalającym na badanie od­
działywania kwasów tłuszczowych i acylo-CoA na właściwości energetycz­
ne i przepuszczalność błon mitochondrialnych.

A r tyk u ł  o trzym ano  18.2.1977, po re w iz j i  au torsk ie j  p r z y ję to  25.3.1977.
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Błony biologiczne, zarówno wewnątrzkomórkowe, jak i plazmatyczne 
poza funkcjami strukturalnym i odpowiadają za sterowanie szeregiem pro­
cesów metabolicznych w komórkach. W ostatnich latach stały się więc 
przedmiotem bardzo intensywnych badań zarówno morfologów, jak rów­
nież biochemików i biofizyków.

Głównymi składnikami błon są lipidy, białka i węglowodany. Te ostat­
nie występują w postaci glikolipidów lub glikoproteidów. Zawartość iloś­
ciowa poszczególnych składników błon jest różna i zależy od typu błony, 
jak również jej funkcji (1).

*) Mgr, **) Doc. dr hab., Zakład Biochemii Układu Nerwowego i Mięśni, Insty­
tut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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Pierwsze modele budowy błon biologicznych uwzględniające ich fizycz­
ne i chemiczne właściwości opierały się głównie na badaniach tzw. filmów 
lipidowych (2, 3). Do tej pory powszechnie przyjmowano pogląd, że lipidy 
błonowe tworzą warstwę bimolekularną, w której hydrofobowe łańcuchy 
lipidów skierowane są do środka, a hydrofilowe reszty na zewnątrz (4). Mo­
zaikowy model budowy błony zaproponowany w 1972 roku przez S i n ­
g e r a  i N i c o l s o n a  (5), w ogólnych zarysach jest dotychczas powszech­
nie akceptowany. Model ten uwzględnia hydrofilowo-hydrofobowy charak­
ter składników błon. Białka o charakterze hydrofobowym są całkowicie lub 
częściowo zagłębione w dwumolekularnej warstwie lipidowej (5). Hydro­
filowe reszty białek i polarne grupy lipidów są skierowane na zewnętrzną 
stronę błony, podczas gdy hydrofobowe, stabilizowane wiązaniami apolar- 
nymi skierowane są do środka (5). Badania biochemiczne i biofizyczne 
wskazują, że zasadniczymi wiązaniami, które utrzym ują strukturę każdej 
błony są wiązania hydrofobowe między lipidami i białkami wewnętrznymi 
błon.

Poznanie lokalizacji poszczególnych składników błony ma istotne zna­
czenie dla zrozumienia szeregu funkcji błon jak rozpoznawanie bodźców, 
transport przez błony czy sterowanie wewnętrznymi procesami komórko­
wymi.

Artykuł ten omawia szereg wybranych zagadnień dotyczących asyme­
trii błon biologicznych przede wszystkim na przykładzie błony plazmatycz- 
nej erytrocytów, błon sarkoplazmatycznego retikulum  i endoplazmatycz- 
nego retikulum oraz otoczki wirusowej. W artykule pominięto problem asy­
metrii błon mitochondrialnych, gdyż był on szczegółowo omówiony w ar­
tykule wcześniej opublikowanym w Postępach Biochemii (7).

I. Metody badania asymetrii błon

W celu określenia miejsca występowania w błonie poszczególnych jej 
składników oprócz badań ultrastruktury  stosuje się szereg technik znako­
wania i modyfikacji składników błonowych metodami enzymatycznymi
i nieenzymatycznymi. Związki stosowane do badań asymetrii powinny 
reagować w fizjologicznych warunkach pH, siły osmotycznej i tem pera­
tury. Ponadto musi istnieć możliwość wykrywania tych związków w iloś­
ciach śladowych (stosowanie znaczników fluorescencyjnych czy substancji 
radioaktywnych), jak również kontroli przepuszczalności błon dla tych 
związków. W Tabeli 1 podano przykłady używanych do tego typu badań 
związków chemicznych modyfikujących lub znakujących określone grupy 
funkcyjne białek, lipidów lub węglowodanów.

Techniki mikroskopii elektronowej są bardzo przydatne do badań asy­
metrii błon biologicznych. Dzięki zastosowaniu kompleksu ferrytyny z lek- 
tynami lub z przeciwciałami poznano rozmieszczenie białek i glikoprotei-
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Tabela 1

Metody stosowane do określenia asymetrii błon

Substancje i metody Składniki błon lub 
ich grupy funkcyjne

Piśmiennictwo

Ferry tyna + specyficzne Białka (36,83)
przeciwciała

Ferry tyna + lektyny Węglowodany (36,83)
Freeze-etching Hydrofobowe powierzchnie błony (43,60,61)
Negatywowe barwienie Struktura powierzchni zewnętrznej (43,60—64,71)
Przeciwciała Białka (74)
Odczynniki sieciujące Białka (68)

białka błonowe
Dwuazoniowa sól kwasu Pierwszorzędowe aminy (10,14)

sulfanilowego
Pochodne 2,2'-dwuhydro- Pierwszorzędowe aminy (23,24)

slilbeno Fulfonianu
Fosforan pirydoksylu — redukcja Pierwszorzędowe aminy (100)

borowodorkiem
Formylometinylo sulfono Pierwszorzędowe aminy (22)

metylofosforan
Kwas sulfono trójnitro- Pierwszorzędowe aminy (22,23)

benzenowy
Fluram + cykoheptaamyloza Grupy aminowe (76)
Białko przenoszące fosfolipidy Fosfolipidy (98)
Jodowanie katalizowane Reszty tyrozyno we (17—19,72)

laktoperoksydazą
Utlenianie katalizowane oksydazą Końcowa reszta galaktozy (10,81)

galaktozy — wtórna redukcja
borowodorkiem

Enzymy proteolityczne Białka (10—16,64,72—75)
Fosfolipazy Fosfolipidy (64,80,92,96)
Neuraminidaza Końcowa reszta kwasu sjalowego (99)

dów. Technika jreeze-etching daje możliwość obserwacji obu wewnętrz­
nych płaszczyzn hydrofobowej części błony, podczas gdy metoda barwie­
nia negatywowego pozwala na obserwacje powierzchni błony. Ostatnio do 
wykazania asymetrii błon użyto także kwasu taninowego, który wiąże się 
z białkami i w miejscu ich występowania obserwuje się na obrazach z mi­
kroskopu elektronowego elektronowogęste, ciemne obszary.

Enzymatyczne metody badań asymetrii polegają na trawieniu białek 
błon enzymami proteolitycznymi, degradacji glikolitycznej cukrów, lub też 
trawieniu lipidów fosfolipazami. Do metod enzymatycznych zaliczyć można 
również enzymatyczne znakowanie białek [125I] w obecności laktoperoksy- 
dazy, jak też enzymatyczne utlenianie cukrów z równoczesnym reduko­
waniem reszt cukrowych bromowodorkiem znakowanym trytem. Problem 
działania szeregu znaczników stosowanych do badań asymetrii błon został 
ostatnio szeroko omówiony w artykule w Postępach Biologii Komórki (8).
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II. Asymetryczne rozmieszczenie białek w błonach biologicznych

Według współczesnych poglądów w błonach biologicznych wyróżnia się 
dwie klasy białek: białka powierzchniowe (peripheral, extrinsic) luźno 
związane z błoną oraz integralne (integral, intrinsic) związane z błoną wią­
zaniami hydrofobowymi, zagłębione całkowicie lub częściowo w dwumo- 
lekularnej warstwie fosfolipidów (9). Jako kryterium  klasyfikacji przyjęto 
rodzaj interakcji białek z lipidami, ich ułożenie w stosunku do warstwy 
lipidowej oraz sposób uwalniania białek z błony. Białka integralne w od­
różnieniu od powierzchniowych stabilizowane są wiązaniami hydrofobowy­
mi i charakteryzują się silną interakcją z acylowymi grupami fosfolipidów 
błonowych. Białka integralne podzielono ostatnio na dwie grupy na podsta­
wie ich ułożenia w błonie w stosunku do warstwy lipidowej (6). Wyróżnia 
się tzw. endobiałka (endoproteins), których część hydrofilowa znajduje się 
na cytoplazmatycznej stronie błony oraz ektobiałka (ectoproteins), których 
część hydrofilowa znajduje się na przeciwnej do cytoplazmatycznej, stro­
nie błony (Ryc. 2 II). W artykule tym strona błony przeciwna w stosunku 
do strony cytoplazmatycznej nazywana będzie ekstracytoplazmatyczną

7
Rys. 1. Strona cytoplazmatyczna i ekstracytoplazmatyczna błon komórkowych. 

Ryc. 2. Typy orientacji białek integralnych w  błonach biologicznych.

stroną błony (extracytoplasmic side) (Ryc. 1). Poza wymienionymi typami 
białek integralnych, mogą jeszcze występować w błonach białka penetru­
jące przez całą grubość warstwy lipidowej, mające fragmenty hydrofilowe 
wystające po obu stronach błony (Ryc. 2 I). Ponadto w błonach występują 
białka zanurzone całkowicie w hydrofobowej części dwuwarstwy lipido­
wej (Ryc. 2 IV).

II-I. Błony plazmatyczne

Większość z przedstawionych w Tabeli 1 metod badania asymetrii błon 
znalazło zastosowanie w badaniach lokalizacji białek w błonie plazmatycz-
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nej erytrocytów. Błony erytrocytów trawiono enzymami proteolitycznymi 
(10—16), znakowano [125I] w obecności laktoperoksydazy (17—19), stoso­
wano też związki znakujące specyficzne grupy chemiczne białek (20—24) 
(Tabela 1). W doświadczeniach tych badano bądź całe erytrocyty, bądź prze­
puszczalne ich „cienie”, po angielsku ghost oraz „odwrócone” pęcherzyki 
z błony erytrocytów (25). Przyjęto założenie, że białka strony cytoplazma- 
tycznej mogą ulegać znakowaniu jedynie w przypadku przepuszczalnych 
„cieni” erytrocytów oraz „odwróconych” pęcherzyków, podczas gdy w pra­
widłowych erytrocytach, znakowaniu mogą ulegać jedynie białka znajdu­
jące się na powierzchni ekstracytoplazmatycznej.

Błona plazmatyczna erytrocytów składa się z około 20 białek i gliko- 
proteidów (26—29). Większość z nich należy do klasy integralnych białek 
błony, które można uwolnić jedynie w wyniku zniszczenia jej struktury 
(26—31). Około 20—25°/o białek „cieni” erytrocytów ulega ekstrakcji roz­
tworami o niskiej sile jonowej (32—33), co świadczy, że należą one do klasy 
białek powierzchniowych luźno związanych. Główne białka powierzchnio­
we tych błon to białka 210 000 i 240 000 daltonów (tzw. składniki 1 i 2) 
nazywane spektryną (34) lub tektyną A (32) oraz białko 43 000 (tzw. skład­
nik 5), które według ostatnich badań okazało się aktyną (26, 27, 35). Skład­
nik białkowy 5, podobnie jak spektryną, ulega enzymatycznemu znako­
waniu [125I] jedynie w „odwróconych” pęcherzykach błon (19, 20, 36, 37) co 
wskazuje, że oba te białka występują na cytoplazmatycznej powierzchni 
błony.

Najlepiej poznane są dwa integralne białka błon erytrocytów, gliko- 
proteid o ciężarze cząsteczkowym 90 000—100 000 [nazywany składni­
kiem a (38) lub składnikiem 3 (39)], oraz glikoforyna (40), sjaloglikoproteid 
o ciężarze cząsteczkowym 30 000—50 000 (41), nazywany MN-glikoprotei- 
dem (42). Hydrofilowe fragmenty składnika 3 i glikoforyny znajdują się 
na ekstracytoplazmatycznej powierzchni błony (19, 20, 37). Glikoforyna 
jest białkiem dobrze scharakteryzowanym (40, 43). Jest to cząsteczka o cha­
rakterze amfipatycznym: hydrofilowo-hydrofobowo-hydrofilowa (40). Wy­
kazano, że białko to penetruje przez całą dwumolekularną warstwę lipi­
dową a N-koniec jego łańcucha peptydowego i reszta węglowodanowa 
znajdują się na ekstracytoplazmatycznej powierzchni błony, podczas gdy 
C-koniec znajduje się od strony cytoplazmatycznej (40,-43). Składnik 3 
zawiera więcej węglowodanów niż glikoforyna i jest odpowiedzialny za 
transport anionów (16, 23, 24, 27). Ułożenie składnika 3 w błonie jest iden­
tyczne z ułożeniem glikoforyny (38). Ponieważ hydrofilowe fragmenty 
tych białek znaleziono na obu powierzchniach błony sugerowano, że mają 
one ułożenie symetryczne (44). Dzięki określeniu map peptydowych tych 
białek wykazano, że po każdej stronie błony wystaje inny fragment łań­
cucha peptydowego co świadczy bezspornie o ich asymetrycznym ułożeniu 
(45). Ponadto w przypadku obu białek węglowodany występują jedynie 
od ekstracytoplazmatycznej strony błony. Białka luźno związane z błoną
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plazmatyczną znajdują się na ogół na cytoplazmatycznej stronie błony 
(26, 46).

Wyniki cytowanych prac wskazują, że wszystkie białka i glikoproteidy 
błony plazmatycznej erytrocytów ułożone są asymetrycznie (26, 46, 47, 48). 
Niektóre enzymy błony plazmatycznej erytrocytów występują na okreś­
lonych powierzchniach błony (Tabela 2). Na przykład aktywność esterazy 
acetylocholinowej ulega zahamowaniu w wyniku trawienia erytrocytów 
enzymami proteolitycznymi, nie ulega jednak zahamowaniu w przypadku

Tabela 2

Markery poszczególnych stron błony plazmatycznej erytrocytów

Strona Markery Piśmiennictwo

cy
to

pl
az

m
a-

ty
cz

na

Dwunukleotydaza adeninonikotynamidu
Esteraza acetylocholinowa
Kwas sjalowy
Miejsca wiązania ouabainy
Węglowodany

(102)
(10,11,49)
(99)
(101)
(11,82)

ek
st

ra
cy

to
- 

pl
az

m
a 

ty
cz

na ATP-aza
Dehydrogenaza amidu kwasu^liponowego 
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicery nowego 
Kinaza białkowa
Miejsca wiązania cyklicznego AMP

(105)
(11,25)
(11,103)
(104)
(103,104)

trawienia „odwróconych” pęcherzyków otrzymanych z tych błon (25, 49), 
co wskazuje na jej występowanie na ekstracytoplazmatycznej powierzch­
ni błony.

II-2. Błony wewnątrzkomórkowe

Badania asymetrycznego rozmieszczenia poszczególnych składników 
błon wewnątrzkomórkowych jest znacznie bardziej skomplikowane. Bło­
ny wewnątrzkomórkowe w wyniku fragmentacji mogą się zamykać w ten 
sposób, że zewnętrzna powierzchnia pęcherzyka jest albo cytoplazmatycz- 
ną albo ekstracytoplazmatyczną stroną badanej błony. Wyniki uzyskane 
w badaniach mieszanej populacji takich pęcherzyków będą wypadkową 
obu możliwości.

Badania asymetrii błon w izolowanych pęcherzykach błon wewnątrz­
komórkowych są pośrednie i polegają na porównaniu wyników uzyskanych 
w badaniach pęcherzyków wykazujących barierę przepuszczalności dla ma­
krocząsteczek takich jak dekstran (50) lub inulina (51) z wynikami uzyska­
nymi przy badaniach błon przepuszczalnych dla tych cząsteczek. Najczęś­
ciej stosowana metoda, zwiększająca przepuszczalność błon polega na trak ­
towaniu preparatów detergentami w niskich stężeniach. Jednakże detergent

http://rcin.org.pl



[7] A S Y M E T R IA  B Ł O N 529

stosowany nawet w niskich stężeniach, może powodować zmiany w błonie 
polegające na reorganizacji ułożenia fosfolipidów, rozerwanie lub rozluź­
nienie wiązań pomiędzy białkami, lub białkami i fosfolipidami. Przema­
wia za tym zwiększenie stopnia i szybkość degradacji białek błon enzyma­
mi proteolitycznymi po działaniu detergentów. Detergenty mogą ponadto, 
nawet w niskich stężeniach, usuwać czynnik maskujący okreśone białko 
lub przez subtelne modyfikacje białka odsłaniać miejsca niedostępne dla 
enzymów hydrolitycznych w natywnych błonach.

Sama procedura otrzymywania czystych frakcji mikrosomalnych może 
wprowadzić także szereg zmian w błonach. Najkorzystniejsze byłoby stoso­
wanie takich samych metod przy badaniach zarówno „odwróconych” jak 
również prawidłowych pęcherzyków. Jest to spełnione w przypadku błon 
sarkoplazmatycznego retikulum dzięki otrzymaniu wysoce oczyszczonej 
frakcji „odwróconych” pęcherzyków z tych błon (64).

Błony sarkoplazmatycznego retikulum  charakteryzują się bardzo pro­
stym składem chemicznym i wysoce wyspecjalizowaną funkcją (53, 54). 
S truktura i funkcja błon sarkoplazmatycznego retikulum  została już ob­
szernie omówiona w artykule opublikowanym w Postępach Biochemii (52). 
Poszczególne białka błon sarkoplazmatycznego retikulum udało się wyizo­
lować i scharakteryzować oraz ustalić miejsca ich występowania (55—58). 
Głównym składnikiem białkowym tych błon (ciężar cząsteczkowy 100 000, 
około 70% wszystkich białek) jest ATP-aza transportująca jony wapnia. 
Drugim zaś integralnym białkiem występującym w tych błonach w nie­
wielkiej ilości jest proteolipid (56, 59). Oprócz tych dwóch białek wystę­
pują jeszcze białka wiążące jony wapnia to jest białko 55 000 daltonów, 
o wysokim powinowactwie do jonów wapnia (HACBP, high affinity cal- 
cium binding protein, 57) oraz białko 45 000 daltonów zwane kalsekwestry- 
ną (calseąuestrin) (58). Oba białka wiążące jony wapnia są luźno związane 
z błoną (51, 58).

Asymetrię błon sarkoplazmatycznego retikulum wykazano przy za­
stosowaniu mikroskopu elektronowego technikami freeze-etching (60, 61), 
negatywowego barwienia (62, 63) oraz techniką ultracienkich skrawków 
po zastosowaniu kwasu taninowego (64) lub azoferrytyny (65). Negatywo­
wo barwione pęcherzyki sarkoplazmatycznego retikulum  posiadają na po­
wierzchni cząstki o średnicy 4 nm, odpowiadające hydrofilowej części 
ATP-azy wystającej na cytoplazmatycznej powierzchni błony (50, 62, 63). 
Okazało się, że nie obserwuje się takich cząstek na zewnętrznej powierzch­
ni „odwróconych” pęcherzyków sarkoplazmatycznego retikulum (64). 
W „odwróconych” pęcherzykach zewnętrzna powierzchnia odpowiada eks- 
tracytoplazmatycznej stronie błony. Techniką barwienia negatywowego, 
pozwalającą jedynie na obserwacje zewnętrznej powierzchni badanego 
obiektu, nie można było sprawdzić czy cząstki o średnicy 4 nm są obecne 
wewnątrz „odwróconych” pęcherzyków. Dzięki zastosowaniu do utrw ale­
nia błon sarkoplazmatycznego retikulum kwasu taninowego, związku wią­

http://rcin.org.pl



5 3 0 M . M IC H A L A K , M. G. S A R Z A Ł A [8]

żącego się z białkami wykazano, że jest on obecny na wewnętrznej po­
wierzchni „odwróconych” pęcherzyków, odwrotnie niż w prawidłowych 
pęcherzykach. Kwas taninowy wiąże się z hydrofilową częścią ATP-azy 
(cząstki o średnicy 4 nm). W „odwróconych” pęcherzykach znajduje się 
ona na wewnętrznej powierzchni pęcherzyka, która odpowiada cytoplaz- 
matycznej stronie błony.

W wyniku zastosowania techniki jreeze-etching obserwuje się w hydro­
fobowym regionie błony cząstki o średnicy 8 nm (60, 61, 66). Cząstki te 
odpowiadające hydrofobowemu fragmentowi ATP-azy występują głów­
nie w cytoplazmatycznej części błony (60, 61, 66). Uważano, że 4 nm cząstki 
widoczne w przypadku negatywowego barwienia odpowiadają cząstkom
o średnicy 8 nm w hydrofobowym regionie błony (61, 66). Obliczono, że 
cząstki o średnicy 8 nm obserwowane w hydrofobowym regionie błony, 
powinny odpowiadać białkom o ciężarze cząsteczkowym nie mniejszym 
niż 200 000 (67), podczas gdy ATP-aza transportująca jony wapnia po­
siada ciężar cząsteczkowy 100 000. Precyzyjne obliczenia wykazały, że 
liczba cząstek o średnicy 4 nm na powierzchni negatywowo barwionych 
pęcherzyków błon sarkoplazmatycznego retikulum jest 4-krotnie większa 
niż liczba cząstek o średnicy 8 nm hydrofobowym regionie błony (61, 
66). Wysunięto hipotezę, że 4 cząsteczki ATP-azy tworzą w błonie hydro- 
filowy kanał umożliwiający transport jonów wapnia. Hipoteza ta znalazła 
dodatkowe potwierdzenie po zastosowaniu do badań takich metod jak: 
sieciowanie białek błonowych (68), solubilizacja błon detergentami (69), 
elektroogniskowanie, elektrotachoforeza (70). W świetle wyników ostat­
nich badań wydaje się, że jednostką transportującą jony wapnia w bło-

strona cytoplazmatyczna

strono ekstracytoplazmatyczna

Ryc. 3. Schemat budowy błon sarkoplazmatycznego retikulum.
55 000 — białko w iążące jon y  w apnia o n iew yjaśn ionej lokalizacji; 45 000 — k alsekw estryna, 
glikoproteid  błon sarkoplazm atycznego retikulum . Część fosfo lip idów  zaciem niona w  celu  pod­

kreślen ia ich  asym etrycznego rozm ieszczenia w  błonie.

nach sarkoplazmatycznego retikulum  jest układ 4 cząsteczek ATP-azy 
(Ryc. 3). Ułożenie ATP-azy w błonach sarkoplazmatycznego retikulum 
badano stosując także enzymy proteolityczne (71, 64, 72, 73, 74, 75).
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W wyniku działania trypsyny na pęcherzyki sarkoplazmatycznego reti- 
kulum trawi się białko 100 000 daltonów najpierw do fragmentów 55 000
i 45 000 daltonów (73, 77, 78), a fragment 55 000 daltonów ulegał dalszej 
degradacji do fragmentów 30 000 i 20 000 (64, 71, 72, 73, 74, 75). Po inku­
bacji trawionych błon z [32P]yATP fosforylacji ulega jedynie fragment 
55 000 i 30 000 daltonów, w których znajduje się miejsce wiązania ATP 
(74, 75). Stwierdzono, że fragment 30 000 daltonów powstaje z 55 000 dal­
tonów i odpowiada hydrofilowej części ATP-azy (cząstkom o średnicy
4 nm widocznym na powierzchni negatywowo barwionych pęcherzyków), 
a fragment 45 000 daltonów wykazuje charakter hydrofobowy i odpowiada 
prawdopodobnie części ATP-azy zatopionej w dwumolekulamej warstwie 
fosfolipidów (74, 75). Białko 100 000 daltonów jest bardziej odporne na 
działanie trypsyny w przypadku „odwróconych” pęcherzyków niż prawi­
dłowych (64). Wskazuje to, że ATP-aza w „odwróconych” pęcherzykach al­
bo jest w mniejszym stopniu dostępna dla trypsyny, albo dostępny jest 
inny jej fragment niż w przypadku prawidłowych pęcherzyków. Wpraw­
dzie powstające produkty degradacji białka 100 000 daltonów w „odwró­
conych” pęcherzykach mają identyczny ciężar cząsteczkowy co w prawi- 
dłowych pęcherzykach, ale obserwuje się akumulację fragmentu 55 000 dal­
tonów. Natomiast fragment 45 000 daltonów występuje w niewielkiej 
ilości. Po ekstrakcji pęcherzyków roztworem EDTA w środowisku alka­
licznym, kiedy stają się one przepuszczalne dla trypsyny (51), białko 
100 000 daltonów w „odwróconych” i prawidłowych pęcherzykach ulega 
trawieniu z taką samą szybkością a produkty degradacji wykazują iden­
tyczne właściwości (64). Asymetryczna orientacja w błonie białka 100 000 
daltonów wpływa zarówno na szybkość jak i na sposób jego degradacji.

Dzięki wyizolowaniu fragmentów powstałych w wyniku trawienia tryp- 
syną ATP-azy wykazano ponadto, że N-koniec jej łańcucha peptydowego 
wystaje z błony po jej stronie ekstracytoplazmatycznej, podczas gdy C-ko- 
niec po stronie przeciwnej (cytoplazmatycznej) (74). Taki charakter orien­
tacji łańcucha peptydowego w błonie opisany został również w przypad­
ku białek integralnych błony plazmatycznej erytrocytów (40, 43).

Asymetrycznie rozmieszczone są również białka powierzchniowe błon 
sarkoplazmatycznego retikulum. Stosując działanie enzymów proteolitycz­
nych (70) i specyficzne przeciwciało jak również znakowanie fluramem 
(78) czy [125I] w obecności laktoperoksydazy (77) wykazano, że kalsekwestry- 
na występuje po ekstracytoplazmatycznej stronie błony. Miejsce występo­
wania białka HACBP nie jest jeszcze całkowicie wyjaśnione, gdyż w li­
teraturze podawane są dane wskazujące na jego obecność zarówno po cy­
toplazmatycznej (77, 78, 64) jak również ekstracytoplazmatycznej stronie 
błony (56, 58, 71, 81).

W przeciwieństwie do błon sarkoplazmatycznego retikulum, wykazują­
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cych wyspecjalizowaną funkcję i prosty skład chemiczny, błony endoplaz- 
matycznego retikulum wątroby, odpowiedzialne za różne funkcje metabo­
liczne, zawierają cały szereg enzymów, z których większość jest rozłożona 
asymetrycznie.

Rozmieszczenie enzymów w błonach mikrosomalnych badano przez 
określenie stopnia przepuszczalności dla określonych substratów, oraz 
okresu latencji aktywności enzymów (50). Okres latencji pewnych enzy­
mów może wynikać z faktu, że błony pęcherzyków mikrosomalnych są 
nieprzepuszczalne dla substancji o określonym ładunku, co wskazuje, że 
miejsca wiążące tych enzymów znajdują się na wewnętrznej stronie pęche­
rzyków (50). Metodami histochemicznymi wykazano, że nieorganiczny fos­
foran uwalniany w wyniku działania glukozo-6-fosfatazy, obecny jest 
w świetle kanalika endoplazmatycznego retikulum  (79). Biochemicznie wy­
kazano, że produkty enzymów łańcucha transportującego elektrony uwal­
niane są do cytoplazmy.

Asymetryczne rozmieszczenie białek enzymatycznych w pęcherzykach 
mikrosomalnych wątroby wykazano stosując trawienie błon proteazami 
(80). Stosując różne warunki trawienia oraz kontrolując stopień przepusz­
czalności błon dla enzymu wykazano, że reduktaza NADH i NADPH-cy- 
tochrom c i cytochrom c były bądź uwalniane z błony, bądź też ich ak­
tywności ulegały zahamowaniu co świadczyło, że znajdują się po cyto­
plazmatycznej stronie błony (80). Wprowadzenie trypsyny do wnętrza 
pęcherzyków hamowało aktywność glukozo-6-fosfatazy i częściowo cyto- 
chromu P—450, co świadczyło, że ich centrum aktywne znajduje się po 
stronie ekstracytoplazmatycznej.

III. Asymetryczne ułożenie węglowodanów błonowych

W błonie plazmatycznej erytrocytów wszystkie reszty węglowodanowe 
zarówno glikoproteidowe jak glikolipidowe, występują na powierzchni eks­
tracytoplazmatycznej (11, 36, 81, 83, 87). W błonach wewnątrzkomórko­
wych, jak błony endoplazmatycznego retikulum  czy aparatu Golgiego, wę­
glowodany obecne są także jedynie na ekstracytoplazmatycznej stronie 
błony (36, 83). Podobną prawidłowość wykazano także w przypadku gliko- 
proteidów otoczki wirusów, gdzie również wszystkie cukry znajdują się na 
zewnętrznej powierzchni (92). Kalsekwestryna, glikoproteid błon sarko- 
plazmatycznego retikulum  (85, 86) znajduje się również po ekstracytoplaz­
matycznej stronie błony (71, 76, 77). Glikolipidy błony plazmatycznej ery­
trocytów występują podobnie jak glikoproteidy na powierzchni ekstracyto­
plazmatycznej (82, 87). Cytowane wyniki wskazują, że na stronie cytoplaz­
matycznej błony nie występują węglowodany.
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IV. Asymetryczne rozmieszczenie lipidów błonowych

Chociaż już od 50 lat przyjm uje się powszechnie teorię dwuwarstwo­
wego ułożenia fosfolipidów w błonach erytrocytów, dopiero w 1972 r. wy­
kazano, że skład lipidowy obu monowarstw jest różny (89, 90). Do badań 
asymetrycznego rozmieszczenia lipidów zastosowano takie metody jak tra ­
wienie fosfolipazami, znakowanie specyficznych grup obecnych w tych czą­
steczkach oraz użycie białka przenoszącego fosfolipidy (Tabela 1).

IV -1. Błony plazmatyczne

V a n  D e e n e n  i wsp. (88) wykazali, że około 48% fosfolipidów błony 
plazmatycznej erytrocytów ulega degradacji w wyniku trawienia fosfolipa­
zami w tym 76°/o fosfatydylocholiny, 82% sfingomieliny, 20% fosfatydy- 
loetanoloaminy. W przypadku przepuszczalnych „cieni” erytrocytów 
wszystkie fosfolipidy ulegają degradacji w jednakowym stopniu.

Wszystkie te wyniki wskazują, że w błonie plazmatycznej erytrocytów 
fosfolipidy aminowe występują w części cytoplazmatycznej błony, podczas 
gdy większość fosfolipidów cholinowych, głównie w części ekstracytoplaz- 
matycznej (Ryc. 4 A). Cholesterol, główny lipid obojętny tych błon, jest 
obecny prawdopodobnie w równej ilości w obu monowarstwach (89, 
90, 93).

Niezwykle wygodnym i ostatnio bardzo często spotykanym obiektem 
badania asymetrii lipidów jest otoczka wirusów grypy. Otoczka lipidowa 
wirusów powstaje z błony plazmatycznej komórki żywiciela (84), ale jej 
białka są specyficzne dla wirusa. Do badań rozmieszczenia fosfolipidów 
w otoczce wirusa stosuje się fosfolipazy oraz białka przenoszące fosfolipi­
dy (94). Zastosowanie białek przenoszących fosfolipidy jest jak dotąd naj­
lepszą metodą do badania asymetrii lipidów. Problem stosowania białek 
przenoszących fosfolipidy omówiono w artykule zawartym w tym zeszycie 
Postępów Biochemii (91). Białka przenoszące fosfolipidy występują w cyto- 
plazmie wielu komórek eukariotycznych. Białka te zdolne są do przenosze­
nia z błon specyficznych fosfolipidów i tworzą z nimi rozpuszczalny kom­
pleks białko-fosfolipid (95). Przenoszone są przez nie wyłącznie fosfolipidy 
z zewnętrznej warstwy błony (97). W przypadku otoczki wirusa wykazano 
dwa typy asymetrii lipidowej (94). Strona wewnętrzna otoczki jest bo­
gatsza w fosfolipidy niż strona zewnętrzna, oraz rozłożenie poszczególnych 
rodzajów fosfolipidów w obu monowarstwach jest ilościowo różne (94), 
(Ryc. 4 A). Rozłożenie fosfolipidów w otoczce wirusa jest nieco różne niż 
w błonie plazmatycznej erytrocytów, jednakże i w tym przypadku fosfa- 
tydyloetanoloamina znajduje się głównie na cytoplazmatycznej stronie 
błony (Ryc. 4 B). Cholesterol, podobnie jak w błonie plazmatycznej ery­
trocytów rozłożony jest symetrycznie w obu monowarstwach otoczki wi­
rusowej (98).
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Ryc. 4. Asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidów w błonach biologicznych.
A — błona plazm atyczna erytrocytów  (92); B — błona otoczki w irusow ej (94); C — b łon y  sar- 
koplazm atycznego retikulum  (64); D — błony endoplazm atycznego retikulum  (96); P L — całko­
w ita ilość fosfolipidów , SM — sfingom ielina; PC — fosfatydylocholina; PE — fosfa tyd y loetan o- 

loam ina; PS — fosfatydyloseryna; PI — fosfatyd ylo in ozyto l.

IV-2. Błony wewnątrzkomórkowe

Dzięki otrzymaniu (64) frakcji „odwróconych” pęcherzyków błon sarko- 
plazmatycznego retikulum, można było określić dokładniej typ asymetrii 
lipidowej w obrębie tych błon. W prawidłowych pęcherzykach sarkoplaz- 
matycznego retikulum trawieniu fosfolipazami ulega około 40% fosfatydy- 
locholiny, 70°/o fosfatydyloetanoloaminy, oraz 10% fosfatydyloseryny +  
fosfatydyloinozytolu i 10% sfingomieliny, podczas gdy w „odwróconych”
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pęcherzykach 40% fosfatydylocholiny, 20°/o fosfatydyloetanoloaminy, 90% 
fosfatydyloseryny +  fosfatydyloinozytolu i 80% sfingomieliny. Po trak ­
towaniu błon sarkoplazmatycznego retikulum roztworem. EDTA w alka­
licznym pH, gdy błony stają się przepuszczalne dla fosfolipazy (51), fos­
folipidy trawią się w tym samym stopniu w prawidłowych i „odwróco­
nych” pęcherzykach (64). Doświadczenia te wskazują, że fosfatydyloeta- 
noloamina znajduje się głównie w zewnętrznej, cytoplazmatycznej części 
błony, podczas gdy fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol i sfingomielina 
w części wewnętrznej, ekstracytoplazmatycznej. Fosfatydylocholina jest 
prawdopodobnie rozłożona równomiernie w obu monowarstwach (Ryc. 
4 C). Takie charakterystyczne rozmieszczenie fosfatydyloetanoloaminy 
w błonach sarkoplazmatycznego retikulum  stwierdzono także przy użyciu 
kompleksu fluramu z cykloheptoamylozą (znacznik grup aminowych), 
związku nie przenikającego przez błony (76).

Podobne rozmieszczenie fosfolipidów wykazano w błonach endoplaz- 
matycznego retikulum (Ryc. 4 D) (96). Występowanie fosfatydyloetanolo­
aminy w monowarstwie od strony cytoplazmatycznej błony jest jak się 
wydaje powszechne i cechuje również błony aparatu Golgiego i błonę ją­
drową (96), co wyraźnie wskazuje, że we wszystkich błonach biologicznych 
wspólną cechą asymetrycznego rozłożenia fosfolipidów jest obecność fos­
fatydyloetanoloaminy w cytoplazmatycznej części błony.

Wszystkie opisane wyniki wyraźnie wskazują na asymetryczne rozło­
żenie fosfolipidów w błonach. Każdy rodzaj fosfolipidów występuje w obu 
monowarstwach, jednakże w różnej ilości. Nie wyjaśniono dotąd roli asy­
metrycznego rozmieszczenia fosfolipidów w błonie. Może ona wpływać 
z jednej strony na różny stopień płynności obu monowarstw lipidowych 
(43), czy też na ich różne napięcia powierzchniowe (106). Może ona rów­
nież wynikać z faktu, że określone lipidy, występujące nawet w niewiel­
kich ilościach, niezbędne są do utrzymania odpowiedniej konformacji czą­
steczki enzymu. Fosfatydyloseryna na przykład jest niezbędna dla utrzy­
mania prawidłowej aktywności ATP-azy zależnej od Na+ i K + w błonach 
erytrocytów (107). Ostatnio wykazano, że do pełnej rekonstytucji błon 
sarkoplazmatycznego retikulum  niezbędna jest fosfatydyloetanoloami- 
na (108).

V. Mechanizmy odpowiedzialne za asymetryczne rozmieszczenie składni­
ków w błonie

Błony są strukturam i dynamicznymi. Poszczególne ich składniki wyka­
zują dużą ruchliwość, głównie w lateralnej płaszczyźnie błony, a ponadto 
białka występujące w błonach mają możliwość ruchów rotacyjnych wokół 
własnej osi (109), nie mogą natomiast przemieszczać się z jednej płasz­
czyzny błony na drugą. Zjawisko flip-flop w przypadku cząsteczek fos­
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folipidów jest bardzo wolne i występuje jedynie w niektórych błonach 
(101). Błony zachowują asymetrię na skutek braku ruchów, lub bardzo wol­
nego przemieszczania się cząstek w transwersalnej (poprzecznej) płasz­
czyźnie.

Spośród podstawowych składników błon: białka, glikoproteidy i gliko­
lipidy są zawsze rozmieszczane asymetrycznie, podczas gdy fosfolipidy 
tych samych klas znajdują się w obu mono warstwach, a asymetria w ich 
rozmieszczeniu polega na różnicach ilościowych. Za asymetryczne rozmiesz­
czenie poszczególnych składników błon odpowiedzialne są mechanizmy 
związane z ich biosyntezą w czasie biogenezy błon.

A rty k u ł o trzym a n o  30.4.1977, po re w iz ji  a u to rsk ie j p r z y ję to  15.6.1977.
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I. Wstęp

Większość fosfolipidów oprócz grupy polarnej zawiera dwa hydrofo­
bowe łańcuchy kwasów tłuszczowych. Taka budowa sprawia, iż fosfoli­
pidy wprowadzone do roztworów wodnych spontanicznie tworzą pęche­
rzyki (liposomy), których błona wykazuje strukturę dwuwarstwową. 
W błonach biologicznych fosfolipidy układają się również w struktury  
dwuwarstwowe (bimolekularne). Łańcuchy kwasów tłuszczowych, dwóch 
warstw monomolekularnych fosfolipidów zwrócone są do siebie, podczas 
gdy ich grupy polarne skierowane są na zewnątrz. Grupy polarne fosfo­
lipidów odpowiedzialne są za własności elektryczne błon oraz za in ter­
akcję z białkami wbudowanymi w fosfolipidową warstwę błony. Czą­
steczki fosfolipidów mogą łatwo przemieszczać się w obrębie jednej 
warstwy monomolekularnej (dyfuzja lateralna) (1), podczas gdy ich wy­
miana pomiędzy dwiema warstwami monomolekularnymi w obrębie bło­
ny jest bardzo powolna (2—4).

Duża różnorodność błon biologicznych pod względem składu lipido­
wego i białkowego, a także niekiedy brak enzymów syntetyzujących 
te składniki błon nasuwa pytanie, w jaki sposób zachodzi ich biogeneza. 
Dobrym przykładem mogą być tu mitochondria wątroby, w których 
nie zachodzi ani synteza takich fosfolipidów jak fosfatydylocholina i fos- 
fatydyloetanoloamina (5—8) występujących w obydwu błonach, ani też 
synteza fosfatydyloinozytolu (9) występującego tylko w błonie zewnę­
trznej.

W ostatnich latach sporo uwagi poświęcono zagadnieniu wymiany 
fosfolipidów pomiędzy błonami biologicznymi. Wykazany został udział 
w tym procesie specyficznych białek cytoplazmatycznych działających 
jako przenośniki fosfolipidów. Białka przenoszące fosfolipidy, jak wy­
kazano w przypadku sztucznych błon lipidowych mogą również prowa­
dzić transport netto określonych fosfolipidów. Być może, podobną rolę 
białka te pełnią i w warunkach fizjologicznych dostarczając fosfolipidów 
dla tworzenia niektórych błon biologicznych.

Różne aspekty badań nad wymianą i transportem fosfolipidów przed­
stawione były w szeregu artykułach przeglądowych w języku angiel­
skim (10—13).

II. Wymiana fosfolipidów pomiędzy błonami struktur subkomórkowych. 
Udział frakcji cytoplazmatycznej

Pierwsze badania dotyczyły wymiany fosfolipidów pomiędzy różnymi 
lipoproteidami surowicy krwi (14—16) i lipoproteidami a chylomikrona- 
mi (17). Wykazano też wymianę fosfolipidów mitochondrialnych z fosfo­
lipidami surowicy krwi (18). W i r t z  i Z i l v e r s m i t  (19) podjęli ba-
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dania nad wymianą fosfolipidów pomiędzy mitochondriami a mikrosomami 
wątroby. Frakcje te, z których bądź jedna, bądź druga zawierały radio­
aktywne [32P]fosfolipidy inkubowano w środowisku o niskiej sile jonowej 
z dodatkiem EDTA dla zapobieżenia fuzji błon. W tych warunkach w cią­
gu 30—60 minut inkubacji w temperaturze 37°C ilość wymienionych fosfo-

czas (min)

Ryc. 1. W pływ temperatury na wymianę [®*P]fosfolipidów pomiędzy mitochondriami 
a mikrosomami wątroby szczura inkubowanymi w  obecności frakcji cytoplazmatycz­

nej z tej tkanki (20).
Środow isko inkubacyjne zaw ierało 0,25 M roztwór sacharozy +  1 mM roztwór EDTA (pH 7,4). 
Z aw artość [52P ]fosfatydylocholiny i [S2P ]fosfatydyloetanoloam iny w  m itochondriach po inku­
bacji odn iesiono w  procentach do ich  ilości przed inkubacją; O—O — fosfatyd yloetan oloam i-

na; • —• — fosfatydylocholina.

frakcja cytoplazmatyczna 
'(mg białka)

Ryc. 2. Wpływ różnych ilości białka frakcji cytoplazmatycznej z wątroby szczura na 
wymianę fosfolipidów pomiędzy mitochondriami a mikrosomami tej tkanki (20). 

Inkubację prow adzono 40 min. w  tem p. 37°C. ■  — aktyw ność specyficzna fosfolip idów  m ito-
chondrialńych przed inkubacją.
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lipidów pomiędzy strukturam i subkomórkowymi była nikła. Znaczną 
stymulację wymiany powodowało dodanie frakcji cytoplazmatycznej z wą­
troby (supernatantu znad mitochondriów pozbawionego lipoproteidów 
przez wytrącenie ich w pH 5,1). W obecności tej frakcji głównie wymie­
niana była fosfatydylocholina, znacznie wolniej natomiast wymieniana 
była fosfatydyloetanoloamina. Ilość fosfatydylocholiny i fosfatydyloeta- 
noloaminy w mitochondriach i mikrosomach w czasie inkubacji nie ule­
gała zmianie, zmieniała się natomiast ich specyficzna radioaktywność, 
co świadczyło, że każdy z tych fosfolipidów wymieniany jest pomiędzy 
błonami w proporcji cząsteczka na cząsteczkę. Szybkość wymiany obu 
fosfolipidów zależała od ilości białka frakcji cytoplazmatycznej, czasu 
i temperatury inkubacji (Ryc. 1 i 2). Inkubacja mitochondriów zawiera­
jących radioaktywne fosfolipidy wyłącznie z frakcją cytoplazmatyczną 
prowadziła do bardzo szybkiego pojawiania się ich w niewielkiej ilości 
w tej ostatniej. Poddanie frakcji cytoplazmatycznej dializie nie powo­
dowało jej inaktywacji, podczas gdy trawienie trypsyną lub kilkumi­
nutowe przetrzymywanie w tem peraturze 100°C znosiło jej działanie 
stymulujące wymianę fosfolipidów. Wszystkie te dane sugerowały, że 
czynnik odpowiedzialny za wymianę fosfolipidów obecny we frakcji 
cytoplazmatycznej ma charakter białkowy.

Obecność czynnika (czynników) stymulujących wymianę fosfolipidów 
pomiędzy błonami wykazano we frakcji cytoplazmatycznej z różnych tka­
nek zwierzęcych jak wątroby szczura (19), świnki morskiej (21), królika 
(12) i wołu (22), mózgu szczura (23), świnki morskiej (24), wołu (25) i owcy 
(26), serca wołu (27), mięśni szkieletowych królika (28), nerki szczura (cyt. 
wg. 12), jelita szczura (29), płuc królika (12), tarczycy świni (30), a także 
drożdży (12, 31) i roślin (32). Zależnie od pochodzenia tkankowego frak­
cja cytoplazmatyczna może stymulować w różnym stopniu wymianę po­
szczególnych fosfolipidów. I tak mierząc wymianę fosfolipidów pomiędzy 
mitochondriami a mikrosomami wątroby szczura w obecności frakcji 
cytoplazmatycznej z tej tkanki wykazano następującą zależność szybkoś­
ci wymiany: fosfatydylocholina >  fosfatydyloinozytol >  fosfatydyloeta­
noloamina, podczas gdy w obecności frakcji cytoplazmatycznej z mózgu za­
leżność ta była następująca: fosfatydyloinozytol >  fosfatydylocholina !> 
fosfatydyloetanoloamina (25). Wykazano natomiast używając frakcji cy­
toplazmatycznej z mózgu szczura oraz mitochondriów i mikrosomów tej 
tkanki brak istotnych różnic w szybkości wymiany fosfatydylocholiny 
i fosfatydyloinozytolu (24), co sugeruje, że i rodzaj błon biologicznych 
użytych do badania wymiany ma również znaczenie.

Badania nad wymianą fosfolipidów pomiędzy mikrosomami a mito­
chondriami wykonane niezależnie w dwóch pracowniach (33, 34) wyka­
zały, że wymiana ta w nieuszkodzonych mitochondriach dotyczy głównie 
błony zewnętrznej. Mała ilość radioaktywnej fosfatydylocholiny pojawia­
jąca się w wewnętrznej błonie mitochondrialnej po kilkunastominutowej
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inkubacji prawdopodobnie związana jest z uszkodzeniem błony zewnętrz­
nej mitochondriów i umożliwieniem bezpośredniego kontaktu z błoną we­
wnętrzną (34). Za sugestią tą przemawia brak białka przenoszącego fos­
folipidy w przestrzeni międzybłonowej mitochondriów (33), a także 
stwierdzenie znacznie bardziej aktywnej wymiany fosfolipidów pomiędzy 
mikrosomami a pozbawionymi błony zewnętrznej mitochondriami (34). 
Ponadto, opierając się na badaniach dotyczących przemieszczania fosfoli­
pidów pomiędzy dwiema warstwami monomolekularnymi (2—4) można 
sądzić, że barierę stanowi sama błona zewnętrzna mitochondriów. Można 
także przypuszczać, że przyleganie niektórych odcinków obydwu błon mię­
dzy sobą może umożliwiać wymianę fosfolipidów wewnątrz mitochondrio- 
nu. Za tą możliwością przemawia obserwacja znacznie większej inkorpo­
racji fosfolipidów z mikrosomów do wewnętrznej błony mitochondrialnej 
mitochondriów spęczniałych otrzymanych po perfuzji wątroby in situ 
roztworem octanu wapnia w porównaniu do mitochondriów niespęcznia- 
łych otrzymanych z wątroby nieperfundowanej (35).

III. Białka przenoszące fosfolipidy

III-l. Białka przenoszące fosfatydylocholinę. Izolacja i własności

Pierwszą próbę izolacji białka przenoszącego fosfatydylocholinę pod­
jęli W i r  t z  i Z i l v e r s m i t  (27). Frakcjonując homogenat serca wołu 
uzyskali oni około 80-krotne oczyszczenie białka w stosunku do frakcji 
cytoplazmatycznej. Tak oczyszczone białko stymulowało jednak obok 
wymiany fosfatydylocholiny i wymianę fosfatydyloinozytolu. W odróż­
nieniu od preparatu wyjściowego białko to nie wykazywało aktywności 
w stosunku do fosfatydyloetanoloaminy. Stosując dwukrotne wysalanie 
siarczanem amonu oraz sączenie molekularne przez Sephadex oczyszczono 
białko z wątroby wołu ponad 300-krotnie (22). Modyfikacja tej metody 
(36) pozwoliła na bardzo znaczne, bo ponad 2600-krotne oczyszczenie (Ta­
bela 1). Otrzymane białko dawało pojedyńcze pasmo w elektroforezie 
dyskowej na żelu poliakryloamidowym i było również homogenne przy 
zastosowaniu immunoelektroforezy i ogniskowania izoelektrycznego. Cię­
żar cząsteczkowy białka przenoszącego fosfatydylocholinę wynosi 22 000. 
Począwszy od drugiego etapu oczyszczania białko to wykazywało specy­
ficzność wiązania i przenoszenia wyłącznie fosfatydylocholiny. Oczysz­
czone białko zawiera fosfatydylocholinę w ilości 1 mol na mol białka (37) 
związaną niekowalencyjnie i odszczepialną przy pomocy rozpuszczalników 
organicznych (36) lub detergentów (38).

Białka przenoszące fosfatydylocholinę z innych tkanek nie zostały 
tak dalece oczyszczone jak białko z wątroby wołu. Wychodząc z frakcji 
cytoplazmatycznej serca wołu i stosując wysalanie siarczanem amonu,
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Tabela 1

Oczyszczanie z wątroby wołu białka przenoszącego fosfatydylocholinę (36)

Etapy oczyszczania Objętość
(ml)

Białko
(mg)

Aktywność
specyficzna

Od­
zysk
(%)

Stopień oczyszczenia 
w stosunku do frakcji 

cytoplazmatycznej

1. Doprowadzenie 
do pH 5,1 16 700 407 000 0,5 100

2. Doprowadzenie 
do pH 3,0 14 800 131 000 2 135 4

3. Wytrącenie siarcza­
nem amonu 2 590 66 000 3 104 6

4. Chromatografia 
na DEAE-celulozie 5 600 4 600 28 63 56

5. Chromatografia 
na CM-celulozie 340 235 430 50 860

6. Sączenie molekularne 
przez Sephadex G-50 670 39 1340 26 2680

dwukrotne sączenie molekularne przez Sephadex G-75 otrzymano dwie 
frakcje białkowe zdolne do wiązania i przenoszenia fosfatydylocholiny 
różniące się aktywnością i stopniem oczyszczenia. Frakcje te zdolne były 
również do wiązania i przenoszenia sfingomieliny (39). Zastępując powtór­
ne sączenie molekularne chromatografią jonowymienną otrzymano z tego 
samego materiału frakcję białkową zdolną do wiązania i przenoszenia 
fosfatydylocholiny oczyszczoną 200—300 razy (40, 41). Ogniskowanie izo- 
elektryczne tej frakcji prowadziło do wykazania obecności dwóch aktyw­
nych białek.

Wysoką specyficzność wiązania i przenoszenia fosfatydylocholiny wy­
kazywało również jedno z trzech oczyszczonych białek z frakcji cytoplaz- 
matycznej wątroby szczura. Białko to ma ciężar cząsteczkowy 16 000 
i punkt izoelektryczny przy pH 8,4. Pozostałe dwa białka o punkcie izo- 
elektrycznym przy niskim pH podobnie jak w przypadku białek z mózgu 
przenoszą fosfatydyloinozytol, a także i fosfatydylocholinę (42). Białko 
specyficzne wobec fosfatydylocholiny mające punkt izoelektryczny przy 
pH 8,4 izolowano także niezależnie w pracowni Z i l v e r s m i t a  (43). 
Białko o punkcie izoelektrycznym przy pH 8,4 specyficznie wiążące fos­
fatydylocholinę przenosi 50% lub więcej tego fosfolipidu przenoszonego 
przez wszystkie białka przenoszące fosfolipidy w przypadku tkanki wą­
trobowej szczura (42, 43), podczas gdy zaledwie 10°/o w przypadku tkanki 
wątrobowej wołu, a w mięśniu sercowym tego zwierzęcia nie występuje 
w ogóle (43).

Ostatnio z frakcji cytoplazmatycznej mózgu wołu oczyszczone zostało 
także białko specyficzne wobec fosfatydylocholiny (44). Białko to ma 
punkt izoelektryczny przy pH 5,7. Jego udział w transporcie fosfatydylo-
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choliny w stosunku do wszystkich białek tkanki mózgowej przenoszących 
ten fosfolipid określono na około 20%.

III-2. Białka przenoszące inne fosfolipidy

Jak już wspomniano frakcje białkowe otrzymane z serca stymulują 
oprócz wymiany fosfatydylocholiny także wymianę sfingomieliny (39). 
H e l m k a m p  i wsp. (45) wyizolowali z mózgu wołu 2 białka różniące 
się między sobą punktem izoelektrycznym, stymulujące wymianę fosfa- 
tydyloinozytolu. Białka te stymulują także i wymianę fosfatydylocholiny. 
Stosunek ilości transportowanego przez te białka fosfatydyloinozytolu do 
ilości fosfatydylocholiny wynosi 1,7. Obydwa białka przenoszące fos- 
fatydyloinozytol charakteryzują się niemal identyczną zdolnością wiąza­
nia i wymiany określonego rodzaju fosfolipidu i mają bardzo zbliżony 
ciężar cząsteczkowy i skład aminokwasowy. Białko o niższym punkcie 
izoelektrycznym jest mniej podatne na trawienie trypsyną.

Ostatnio z frakcji cytoplazmatycznej wątroby szczura przy zastoso­
waniu sączenia molekularnego przez Sephadex G-75 wyodrębniono dwie 
frakcje białkowe stymulujące wymianę fosfatydyloetanoloaminy (46). 
Z frakcji o mniejszej masie cząsteczkowej wyizolowano następnie 2 biał­
ka zdolne do wiązania i wymiany fosfatydyloetanoloaminy. Obydwa biał­
ka oprócz wymiany fosfatydyloetanoloaminy stymulowały także wy­
mianę fosfatydylocholiny, fosfatydyloinozytolu, sfingomieliny oraz chole­
sterolu. W przeciwieństwie do białek przenoszących fosfatydylocholinę 
lub fosfatydyloinozytol oczyszczonych z wątroby i mózgu białka te były 
odporne na kilkuminutowe ogrzewanie w wyższych tem peraturach (46). 
Własność tę wykorzystano przy ich oczyszczaniu.

Częściowo oczyszczone zostało także białko przenoszące fosfolipidy 
z bulw ziemniaka. Białko to o ciężarze cząsteczkowym około 22 000 sty­
muluje wymianę fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanoloaminy i w znacz­
nie mniejszym stopniu fosfatydyloinozytolu (47). Niektóre własności 
oczyszczonych białek zestawiono w Tabeli 2.

III-3. Immunologiczne dane świadczące o odrębności białek specyficznie przenoszą­
cych fosfatydylocholinę i fosfatydyloinozytol

Zastosowanie naprzemienne przeciwciał przeciwko białku przenoszą­
cemu fosfatydylocholinę i fosfatydyloinozytol wykazało ich immunologicz­
ną odrębność. Jednocześnie przeciwciała przeciwko oczyszczonym z móz­
gu białkom I i II przenoszącym fosfatydyloinozytol dawały nawzajem 
immunoprecipitaty (białko I z przeciwciałem przeciwko białku II i vice 
versa), co świadczy o ich zgodności pod względem immunologicznym. 
Zbadany został także efekt przeciwciał otrzymanych przeciwko oczyszczo­
nym białkom specyficznym wobec fosfatydylocholiny i fosfatydyloinozy-
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tolu na intensywność wymiany obu tych fosfolipidów pomiędzy mikro­
somami i liposomami mierzoną w obecności frakcji cytoplazmatycznej 
otrzymanej z różnych tkanek. Przeciwciała przeciwko białku z mózgu 
przenoszącemu fosfatydyloinozytol hamowały w około 80% jego wymianę 
mierzoną w obecności frakcji cytoplazmatycznej z mózgu, serca lub wą­
troby wołu. W tych samych warunkach przeciwciała przeciwko białku 
z wątroby specyficznie przenoszącemu fosfatydylocholinę hamowały wy­
mianę jej tylko w 15°/o w przypadku frakcji cytoplazmatycznej z mózgu, 
w 20% z serca, a w 75°/o z wątroby. Równocześnie y-globulinowa frakcja 
zawierająca przeciwciała w stosunku do białka mózgu przenoszącego fos­
fatydyloinozytol hamowała wymianę fosfatydylocholiny w obecności 
frakcji cytoplazmatycznej z mózgu w 65°/o, z serca w 60°/o, a z wątroby 
w 10°/o (44).

IV. Wymiana fosfatydylocholiny pomiędzy błonami monomolekularnymi

Bezpośredniego dowodu, że białko oczyszczone z frakcji cytoplazma­
tycznej wątroby działa jako przenośnik fosfatydylocholiny dostarczyły 
badania D e m e 1 a i współautorów (37) wykonane przy użyciu błon mo- 
nomolekularnych zbudowanych z radioaktywnej [14C]fosfatydylocholiny. 
Tworząc warstwę z około 20 nmoli radioaktywnej fosfatydylocholiny 
i wprowadzając do warstwy wodnej 20 nmoli oczyszczonego białka prze­
noszącego ten fosfolipid stwierdzono stopniowe obniżanie się powierzch­
niowej radioaktywności dochodzące do 50% po około 3 godzinach. Spadek 
radioaktywności powierzchniowej spowodowany był wymianę radioaktyw­
nej fosfatydylocholiny wchodzącej w skład warstwy monomolekulamej 
z nieradioaktywną związaną z białkiem przenoszącym. W doświadczeniu 
przedstawionym na rycinie 3 wykazano (37) rzeczywisty udział białka 
przenoszącego fosfatydylocholinę w wymianie tego fosfolipidu pomiędzy 
dwiema błonami monomolekularnymi. Błona I zbudowana była z radio­
aktywnej fosfatydylocholiny, błona II z nieradioaktywnej fosfatydylocho­
liny o tym samym składzie kwasów tłuszczowych. Błony rozdzielone 
przegrodą, mogły kontaktować się jednak przez fazę wodną. Iniekcja 
białka przenoszącego fosfatydylocholinę do fazy wodnej prowadziła do 
spadku radioaktywności powierzchniowej błony I i przyrostu radioaktyw­
ności błony II aż do osiągnięcia stanu równowagi po około 240 minutach. 
Napięcie powierzchniowe obu błon wynoszące 30 dyn/cm w ciągu całego 
doświadczenia nie ulegało zmianie, co łącznie z wynikami pomiarów ra­
dioaktywności powierzchniowej świadczy zdecydowanie o wymianie czą­
steczek fosfatydylocholiny pomiędzy błonami monomolekularnymi. Wy­
miana ta zachodzi wskutek kolizji białka przenoszącego fosfatydylocholinę 
z błoną monomolekularną. Białko przenoszące fosfatydylocholinę może 
również uczestniczyć w wymianie tego fosfolipidu pomiędzy błoną mono­
molekularną a liposomami. Wymiana ta zachodzi niezależnie od napięcia
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Ryc. 3. Wymiana fosfatydylocholiny pomiędzy dwiema błonami monomolekularnymi 
w obecności specyficznego białka przenoszącego (37).

Błona I zbudow ana jest z radioaktyw nej fo sfatyd yloch olin y  ([UC]PC), błona II z n ieradio- 
aktyw nej fo sfa tyd y loch o lin y  o tym  sam ym  składzie kw asów  tłuszczow ych (PC). PC — PLEP — 
białko przenoszące fosfatydylocholinę; P — przegroda pom iędzy błonam i m onom olekularnym i.

powierzchniowego błony monomolekularnej, co sugeruje że białko prze­
noszące fosfatydylocholinę nie musi wnikać do błony dla utworzenia kom­
pleksu (37).

V. Liposomy w badaniach wymiany fosfolipidów. Transport fosfolipidów 
netto

Badania nad wymianą fosfatydylocholiny pomiędzy liposomami podjęli 
H e l l i n g s  i wsp. (48) opierając się na stwierdzeniu, że liposomy
o dostatecznie dużym ujemnym ładunku powierzchniowym (zawierają­
ce 7 mol %> kwasu fosfatydowego lub 9 mol °/o fosfatydyloinozytolu) zo­
stają zatrzymane na kolumnie z DEAE-celulozy i można je w ten spo­
sób oddzielić od liposomów obojętnych, zbudowanych wyłącznie z fos­
fatydylocholiny. W omawianych badaniach użyto liposomów z [14C]fosfa- 
tydylocholiny i liposomów zawierających nieradioaktywną fosfatydylo­
cholinę, fosfolipidy kwaśne oraz [3H]cholesterol, który służył do badania 
odzysku liposomów z kolumny. Wymianę fosfatydylocholiny mierzono 
w obecności specyficznego białka z wątroby. Użycie liposomów zawie­
rających wzrastające ilości kwasu fosfatydowego lub fosfatydyloinozytolu 
(wyższe ponad konieczne dla rozdziału na kolumnie) powodowało hamo­
wanie wymiany fosfatydylocholiny, przy czym znacznie większy efekt 
wywoływały liposomy zawierające fosfatydyloinozytol. Prawie całkowite 
zahamowanie wymiany następowało w przypadku liposomów zawierają­
cych 20 mol°/o kwasu fosfatydowego lub fosfatydyloinozytolu. Wyniki te 
wskazują wyraźnie, że ładunek powierzchniowy akceptora odgrywa istot­
ną rolę w wymianie fosfolipidów odbywającej się przy udziale specyficz­
nych białek przenoszących. W doświadczeniach kinetycznych wykaza­
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no (49) obniżenie stałej dysocjacji kompleksu białko przenoszące — lipo- 
som wraz ze wzrostem w tych ostatnich ilości kwasu fosfatydowego. 
Zwiększenie ujemnego ładunku powierzchniowego liposomów wskutek 
wprowadzenia kwasu fosfatydowego ułatwia interakcję białka wymie­
niającego fosfatydylocholinę z powierzchnią błony akceptora. W rezul­
tacie mniej białka uwalnia się do środowiska i stąd hamowanie wy­
miany. Region grup polarnych liposomów zbudowanych z fosfatydylocho­
liny i kwasu fosfatydowego jest prawdopodobnie luźniej „upakowany”, 
aniżeli liposomów utworzonych z samej fosfatydylocholiny (50). Tłuma­
czyłoby to dlaczego białko transportujące fosfatydylocholinę ma ułatwio­
ny kontakt z zewnętrzną warstwą monomolekularną w przypadku lipo­
somów naładowanych ujemnie.

Wpływ ładunku powierzchniowego akceptora na wymianę fosfatydylo­
choliny badano także w układzie mitochondria — liposomy (51). Wymianę 
mierzono w obecności oczyszczonego białka z wątroby specyficznego wo­
bec fosfatydylocholiny. Zależnie od składu liposomów a więc i ładunku 
obserwowano bądź większą, bądź mniejszą wymianę w stosunku do lipo­
somów zbudowanych wyłącznie z fosfatydylocholiny. Stymulację obser­
wowano w przypadku liposomów o ładunku dodatnim (związanym z obec­
nością sterylaminy), hamowanie w przypadku liposomów o ładunku ujem­
nym związanym z obecnością fosfolipidów kwaśnych (kwasu fosfatydo­
wego, fosfatydyloinozytolu, fosfatydyloseryny lub fosfatydyloglicerolu). 
Hamujące działanie fosfolipidów kwaśnych znosi dodanie do środowiska 
jonów Mg++ w stężeniu potrzebnym do zobojętnienia ich ujemnego ła­
dunku (51). Jon Mg++ w stężeniu, które znosiło hamujący wpływ ujemnie 
naładowanych fosfolipidów wywoływał także drastyczne zmiany w ruch­
liwości elektroforetycznej liposomów. Odwrócenie hamowania wymiany 
fosfatydylocholiny przez jon Mg++ na drodze zobojętnienia ujemnego 
ładunku liposomów można wytłumaczyć podwyższeniem stałej dysocjacji 
kompleksu białko — liposom i uwolnieniem białka przenoszącego do śro­
dowiska. Odmienny, hamujący wpływ ma natomiast jon Mg++ na wy­
mianę fosfatydylocholiny pomiędzy mitochondriami a liposomami o ła­
dunku dodatnim (zawierającymi sterylaminę) lub liposomami nie posia­
dającymi ładunku netto zbudowanymi wyłącznie z fosfatydylocholiny. Po­
dobnie jon Mg++ hamował wymianę fosfatydylocholiny pomiędzy bło­
ną monomolekularną a liposomami zbudowanymi wyłącznie z te­
go fosfolipidu. Działanie to wykazywały również i inne kationy (La+++ >  
>  Mg++ ^  Ca-+ >  K+ =  Na+) (51). Wpływ ich można wiązać z za­
burzeniem odziaływania elektrostatycznego pomiędzy białkiem przeno­
szącym a grupą polarną fosfatydylocholiny. Ostatnio (52) przy użyciu 
różnych syntetycznych analogów fosfatydylocholiny wykazano, że za in­
terakcję z miejscem wiążącym białka przenoszącego odpowiedzialna jest 
fosforylocholina wchodząca w skład cząsteczki fosfatydylocholiny. Usunię­
cie bowiem z czwartorzędowego azotu fosfatydylocholiny jednej z grup
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metylowych lub zastąpienie grupy metylowej etylową lub propylową 
hamowało lub całkowicie znosiło stymulowaną przez białko wymianę. 
Mniejsze znaczenie miało natomiast zastąpienie wiązania estrowego ete­
rowym lub wprowadzenie dwóch nasyconych kwasów tłuszczowych do czą­
steczki fosfatydylocholiny. Białko przenoszące fosfatydylocholinę nie prze­
nosi jednak lizofosfatydylocholiny, co sugeruje, że obecność dwóch wę­
glowodorowych łańcuchów działa stabilizująco na kompleks fosfolipid — 
białko przenoszące.

Użycie liposomów o określonym składzie lipidowym otworzyło możli­
wość zbadania czy udział białek przenoszących ogranicza się wyłącznie 
do wymiany fosfolipidów, czy też mogą one pośredniczyć w transporcie 
jednokierunkowym (transporcie netto).

Transport netto fosfatydylocholiny wykazany został przez K a g a w ęr 
J o h n s o n a  i R a c k e r a  (53). Używając liposomów z fosfatydylocho­
liny oraz białka specyficznego wobec tego fosfolipidu wykazali oni zdol­
ność do rekonstytucji fosforylacji pęcherzyków zawierających fosfatydylo- 
etanoloaminę, kardiolipinę i odpowiednie białka enzymatyczne. Możli­
wość jednokierunkowego transportu sfingomieliny wykazana została przez 
E h n h o l m a  i Z i l v e r s m i t a  (39). Również wykazany został trans­
port netto fosfatydyloinozytolu do błony liposomów fosfatydylocholino- 
wych (54, 55). Nie wiadomo jednak czy przenoszenie fosfatydylocholiny 
w kierunku odwrotnym nie kompensuje transportu fosfatydyloinozytolu. 
Transport fosfatydyloinozytolu podobnie jak fosfatydylocholiny zależy 
od ładunku powierzchniowego błony. Zwiększenie ujemnego ładunku li-

zawartość fosfatydyloinozytolu w liposomach
(mol Z)

Ryc. 4. Wpływ składu lipidowego liposomów na wymianę fosfatydylocholiny i fosfa­
tydyloinozytolu (26).

Liposom y zbudow ane z [uC ]fosfatydylocholiny i [32P]fosfatydyloinozytolu  w  różnych  stosunkach  
m olarnych inkubow ano w  ciągu 1 godz. w  tem p. 30°C z m itochondriam i i frakcją cytop laz-  
m atyczną z m ózgu ow cy. Po inkubacji m itochondria odw irow yw ano i analizow ano na za­
w artość obydw óch rodzajów  radioaktyw nych fosfolip idów . W ym ianę każdego z fosfo lip idów  
obliczano w  procentach  w  stosunku do ich  zaw artości w  liposom ach w yjśc iow ych . •  — w y ­
m iana fosfa tyd y loch o lin y , O  — w ym iana fosfatyd ylo in ozyto lu . D ośw iadczenie przedstaw ione na 
rycin ie sugeruje obecność w e frakcji cytoplazm atycznej dw óch różnych b iałek  przenoszących

fosfo lip idy .
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posomów fosfatydylocholinowych przez wprowadzenie fosfatydyloinozy- 
tolu hamowało transport tego ostatniego fosfolipidu z mikrosomów (jako 
donatora) w obecności oczyszczonego z mózgu białka I specyficznego 
wobec fosfatydyloinozytolu (54), lub frakcji cytoplazmatycznej z wątroby 
zawierającej to białko (55). Używając liposomów zbudowanych z fosfaty­
dylocholiny i fosfatydyloinozytolu w różnych stosunkach molarnych 
B r a m m e r  i S h e l t a w y  (26) stwierdzili różną wymianę tych fosfo­
lipidów w zależności od ich proporcji, a więc i ładunku liposomów 
(Ryc. 4). Możliwość transportu innych fosfolipidów takich jak kwas fos- 
fatydowy, a także fosfatydyloseryna, która w warunkach fizjologicznych 
ulega w mitochondriach dekarboksylacji do fosfatydyloetanoloaminy (56) 
nie jest jasna. Transport kwasu fosfatydowego będącego głównym pre­
kursorem biosyntezy wielu fosfolipidów (patrz poz. 57), z mitochondriów, 
gdzie może być syntetyzowany (8, 58, 59) do mikrosomów mógłby mieć 
ogromne znaczenie fizjologiczne. Transport kwasu fosfatydowego przy 
udziale białka przenoszącego był wprawdzie postulowany (44), lecz suges­
tia ta wydaje się być jednak wątpliwa na podstawie zaobserwowanej 
stymulacji transportu tego fosfolipidu pomiędzy liposomami a mitochon- 
driami zarówno przez frakcję cytoplazmatyczną, matriks mitochondrial- 
ną jak i albuminę surowiczą (60). Podobnie wątpliwy jest udział specy­
ficznego białka w transporcie fosfatydyloseryny do mitochondriów (61).

Inny aspekt badań nad wymianą fosfolipidów dotyczy wymiany różno- 
molekularnych ich rodzajów (patrz poz. 57). Ostatnio zasugerowano (62) 
istnienie we frakcji cytoplazmatycznej wątroby szeregu białek przeno­
szących różne rodzaje molekularne fosfatydylocholiny. Sugestia ta została 
oparta o stwierdzenie pewnej specyficzności wymiany cząsteczek fosfa­
tydylocholiny w zależności od rodzaju kwasu tłuszczowego w pozycji 2 
a niezależnie od tem peratury przejścia fazowego fosfolipidu. Według 
wcześniejszych danych frakcja cytoplazmatyczna z wątroby w układzie 
mikrosomy — mitochondria tej tkanki stymulowała w sposób niespecy­
ficzny wymianę różnych rodzajów molekularnych fosfatydylocholiny (63).

VI. Zastosowanie białek przenoszących fosfolipidy w badaniach 
nad asymetrią błon

Pierwsze badania nad asymetrycznym rozmieszczeniem różnych fosfo­
lipidów dotyczyły błony erytrocytów. Zastosowano w nich (64, 65) związ­
ki organiczne nieprzechodzące przez błonę, reagujące z fosfatydyloseryną 
i fosfatydyloetanoloaminą lub wyłącznie z fosfatydyloetanoloaminą. Dla 
wykazania asymetrycznego rozmieszczenia różnych fosfolipidów w błonie 
erytrocytów zastosowano też trawienie przy pomocy szeregu oczyszczo­
nych fosfolipaz i sfingomielinazy (66).

Asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidów (67) i cholesterolu (68)
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w dwuwarstwowej błonie liposomów wykazano przy pomocy techniki 
jądrowego rezonansu paramagnetycznego.

Inną dogodną możliwość badania asymetrycznego rozmieszczenia fos­
folipidów w błonach biologicznych i liposomach stwarza użycie białek 
przenoszących fosfolipidy. Białka te znalazły zastosowanie ze względu na 
to, iż nie wnikając w głąb dwuwarstwowej fosfolipidowej struktury błony 
mogą wymieniać fosfolipidy zawarte tylko w zewnętrznej warstwie 
monomolekularnej. Mierząc wymianę radioaktywnej fosfatydylocholiny 
pomiędzy liposomami o pojedyńczej warstwie bimolekularnej a mito- 
chondriami wątroby (3) lub błoną erytrocytów (4) wykazano, że z całej 
puli tego fosfolipidu w błonie liposomu może ulegać wymianie 60—70%>. 
Pozostałe 30—40°/o fosfatydylocholiny nie ulegało wymianie, a zatem — 
jak wnioskowano — znajduje się w wewnętrznej warstwie monomoleku­
larnej. Podobną asymetrię stwierdzono poddając liposomy działaniu fos- 
folipazy D (3). Fosfatydylocholina wprowadzona do zewnętrznej warstwy 
błony liposomów może być z niej usuwana także na drodze wymiany. 
Bardzo powoli natomiast zachodzi wymiana fosfatydylocholiny pomiędzy 
dwiema warstwami monomolekularnymi w obrębie tej samej błony (an­
gielski term in flip-flop). Jak wykazano przy użyciu białek przenoszą­
cych połowiczny czas osiągnięcia równowagi pomiędzy dwiema w arstwa­
mi monomolekularnymi jest rzędu od kilku do kilkunastu dni w tem pera­
turze 37°C (3, 4, 69). Według wcześniejszych danych K o r n b e r g a  
i Mc  C o n n e l l a  (2) czas ten oznaczony przy pomocy fosfatydylocho­
liny zawierającej paramagnetyczny „znacznik” spinowy wynosił 6,5 go­
dziny. Krótszy czas osiągnięcia równowagi stwierdzony w tych bada­
niach spowodowany jest najprawdopodobniej wprowadzeniem hetero­
cyklicznego znacznika spinowego do cząsteczki fosfatydylocholiny. Przy 
zastosowaniu białek przenoszących fosfolipidy wykazano asymetryczne 
rozmieszczenie różnych fosfolipidów w błonie erytrocytów (4, 69) i w iru­
sa grypy (70). Białka przenoszące dostarczając fosfolipidów mogą uczestni­
czyć również w tworzeniu nowych asymetrycznych błon. Wykazano to za­
równo w przypadku liposomów (4, 71) jak i błon biologicznych (72, 73).

VII. Uwagi końcowe

Białka wykazujące zdolność specyficznego wiązania i wymiany fosfo­
lipidów mogą być w dużym stopniu odpowiedzialne za obserwowaną 
asymetrię błon cytoplazmatycznych. Białka te mogą również uczestniczyć 
w biogenezie błon dostarczając nowych fosfolipidów na drodze trans­
portu netto. Wprowadzenie fosfolipidów, a wraz z nimi określonego ła­
dunku elektrycznego może także mieć istotne znaczenie w regulacji ak­
tywności wielu enzymów błonowych.

A r ty k u ł o trzym a n o  30.4.1977, po re w iz ji  a u to rsk ie j p r zy ję to  15.6.1977.
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I. Wstęp

W 1947 roku zsyntetyzowano pierwszy analog folianu — am inoptery- 
nę, związek różniący się od witaminy jedynie obecnością dodatkowej 
grupy aminowej przyłączonej do atomu węgla w pozycji 4 rdzenia ptery- 
dynowego (1, 2). W następnych latach otrzymano cały szereg różnego 
typu analogów folianu (patrz artykuły przeglądowe 3, 4), z których nadal 
najszersze zostosowanie posiadają 4-aminowe analogi, jak wspomniana już 
aminopteryna a zwłaszcza jej N-10 metylowa pochodna — am etoptery- 
na (Schemat 1). Ametopterynę stosuje się obecnie w leczeniu coraz 
większej liczby chorób nowotworowych takich, jak na przykład białaczki 
limfoblastyczne o ostrym przebiegu (6), rak kosmówkowy (choriocarcino­
ma, 7), osteosarkoma (8, 9), niektóre raki wątroby (10) itp.

Efektywność ametopteryny, jako leku przeciwnowotworowego, wa­
runkuje między innymi wielkość dawki (11), sposób podania (11, 12, 
13), jak również współdziałanie z innymi chemioterapeutykami (14—18).

Znaczna toksyczność ametopteryny dla ssaków oraz częste występo­
wanie oporności na działanie tego antymetabolitu, skłaniają do ciągłych 
poszukiwań zmierzających do otrzymania różnych pochodnych tego ana- 
loga. Są to związki bądź to łatwiej pobierane przez komórki jak np. estry 
alkilowe ametopteryny (19, 20) bądź też dłużej niż ametopteryna pozo­
stające w osoczu krw i — ametopteryna w kompleksie z albuminą (21, 22), 
czy też z rozpuszczalnymi w wodzie makrocząsteczkami na przykład typu 
dekstranów (22). Kompleksy ametopteryny z makrocząsteczkami, cho­
ciaż nie zawsze bardziej skuteczne w leczeniu nowotworów niż ametopte­
ryna, są jednak tolerowane przez organizm myszy w wyższych stęże­
niach niż ametopteryna (21). Podanie do krwioobiegu liposomów z „uwię­
zioną” ametopteryną (23, 24) to jeden ze sposobów nie tylko pozwalających 
na stosunkowo precyzyjne wprowadzenie analoga do określonych orga­
nów (w szczególności wątroby i śledziony), lecz także powodujących obni­
żenie szybkości spadku ilości analoga we krwi, a w konsekwencji prze­
dłużenie jego działania.

Przez szereg lat sądzono, że aminowe analogi folianu są związka­
mi stosunkowo stabilnymi i przynajmniej w tkankach ssaków nie ule­
gającymi znaczniejszym przemianom. Niemniej jednak już w 1954 roku 
ukazały się prace J a c o b s o n a  (25, 26) wskazujące na zanik ham ują­
cego wzrost fibroblastów działania aminopteryny, po 24-godzinnej inku­
bacji tego analoga bądź to z embrionalnymi osteoblastami kurczęcia bądź 
też mysimi komórkami białaczkowymi. Reaktywacja zinaktywowanej 
aminopteryny następowała po krótkiej kwaśnej hydrolizie (26, 27) co 
sugerowało, że w procesie inaktywacji aminopteryny następowały pewne

*) Biochemiczne podstawy działania ametopteryny będą omówione w  artykule 
publikowanym w następnym numerze Postępów Biochemii (5).
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przegrupowania w obrębie cząsteczki, być może polegające na cyklizacji 
w reszcie kwasu glutaminowego.

Intensywne badania zmierzające do wykazania przemian analogów 
folianu zarówno w bakteriach jak i tkankach zwierząt wyższych, rozpoczę­
te w latach sześćdziesiątych, stają się obecnie coraz bardziej pilne i nie­
zbędne ze względu na częste stosowanie w terapii nowotworów analo­
gów folianu w ilościach wielokrotnie przewyższających dawki stoso­
wane uprzednio (28—32). Jak zostanie omówione poniżej, właśnie po 
zastosowaniu ametopteryny w dawce rzędu kilkuset miligramów na kg 
wagi ciała pojawiają się w tkankach i płynach ustrojowych ssaków znacz­
ne ilości różnych produktów jej przemian, co nie może być bez zna­
czenia w chemioterapii.

Przemiany ametopteryny (Schemat 1) mogą polegać na modyfikacjach

4 -  acetyloom inoom etopteryna

Schemat 1. Przemiany ametopteryny w bakteriach i tkankach zwierząt.
R — oznacza podstaw nik w  pozycji 6 rdzenia pterydynow ego, k tórym  m oże być grupa m e­
tylow a, hydroksylow a lub aldehydow a. Glu — kw as g lu tam inow y, n — liczba reszt glutam ino­

w ych  w  cząsteczce.

cząsteczki analoga, takich jak hydroksylacja, acetylacja czy też dołączanie 
dodatkowych reszt glutaminianowych lub na rozszczepieniu cząsteczki 
w różnych miejscach i w efekcie na usunięciu z niej krótszych lub dłuż­
szych fragmentów. W większości przypadków powstałe produkty przemia­
ny analoga charakteryzują się odmiennymi właściwościami od związku 
wyjściowego, mogą więc wywoływać objawy uboczne.
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II. Podstawienia we fragmencie pterydynowym cząsteczki 

II-I. Hydroksylacja

Znalezienie w 1960 r. przez O l i v e r i o  i L o o  (33) w moczu nie­
których ssaków traktowanych dwuchloroametopteryną hydroksypochod- 
nej tego analoga stanowiło pierwsze doniesienie o możliwości przemian 
aminoanalogów folianu w tkankach ssaków (Schemat 1). Związek podob­
nego typu wykryto wkrótce także w moczu królików po podaniu im 
ametopteryny (34). Pierwotnie sądzono, że takie pochodne dwuchloro- 
ametopteryny lub ametopteryny posiadają dwie grupy hydroksylowe 
umiejscowione w pozycji 4 i 7 rdzenia pterydynowego (33—35). Obec­
ność grupy hydroksylowej w pozycji 4 mogła bowiem wynikać z deami- 
nacji grupy aminowej dołączonej do rdzenia pterydynowego w tej po­
zycji. Na podstawie wyników analizy chromatograficznej i spektralnej 
ustalono ostatecznie strukturę tych związków jako 7-hydroksypochod- 
nych odpowiednich 4-aminoanalogów folianu (36). Ostatnio jednak do­
niesiono, że 7-hydroksypochodna ametopteryny może także pojawiać się 
w pewnych przypadkach w osoczu krwi oraz w moczu niektórych małp 
naczelnych (Ryc. 1) (Macaca fasciculata, Macaca mulatta) (37, 38), jak też 
i w moczu ludzi (38) traktowanych ametopteryną. Ilości tej pochodnej

Ryc. 1. Ametopteryną oraz 7-hydroksyametopteryna w moczu małpy Rhesus po 
infuzji [3H]ametopteryny (200 mg/kg) (38).

Mocz zbierano po 12—24 h i próbki chrom atografow ano na kolum nie z D EA E-celulozy. 
A — am etopteryna; H — 7-hydroksyam etopteryna. R adioaktyw ność w e frakcjach  2—8 pochodzi 

z radioaktyw nych zanieczyszczeń  am etopteryny.

niekiedy są znaczne i mogą stanowić po 48 godzinach od momentu iniek­
cji ametopteryny aż 33°/o ogólnej ilości leku wydalonego w moczu pacjen­
ta (38). Obecność utlenionej pochodnej ametopteryny w moczu ssaków
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naczelnych była zaskakująca w świetle powszechnie wówczas panującego 
poglądu, że ametopteryna nie ulega znaczącym przemianom w tkankach 
ssaków naczelnych i wydalana jest w moczu w postaci niezmienionej 
(39, 40). Należy podkreślić, że w badaniach, w których wykryto 7-hydro- 
ksypochodną ametopteryny w płynach ustrojowych ssaków, analog ten 
zastosowano w ilościach wielokrotnie przewyższających tzw. dawki kon­
wencjonalne i sięgających rzędu 200 mg ametopteryny/kg masy ciała 
człowieka.

Hydroksylacja rdzenia pterydynowego analogów folianu następuje na 
drodze enzymatycznej (41, 34). Enzym katalizujący tę reakcję, zwany 
początkowo oksydazą ametopteryny, okazał się identyczny z metaloflawo- 
proteidem, oksydazą aldehydową (E.C.1.2.3.1), której substratam i są prze­
de wszystkim alifatyczne i aromatyczne aldehydy oraz różnego typu N- 
- heterocykliczne związki (42, 36). Spośród licznych analogów folianu 
oksydaza aldehydowa najefektywniej utlenia alifatyczne estry ametopte­
ryny (36, 43). Tak np. Km dwumetylowego estru ametopteryny wynosi 
0,004 mM, podczas gdy Km ametopteryny jest kilkadziesiąt razy wyższe 
i wynosi 0,26 mM (43). Produkt bakteryjnego rozkładu ametopteryny •— 
kwas 2,4-dwuamino-10-metylopterojowy (patrz rozdział IV-1) również 
ulega enzymatycznej hydroksylacji i to z podobną intensywnością jak 
ametopteryna (44). Folian natomiast nie stanowi substratu oksydazy al­
dehydowej (36). Poziom aktywności tego enzymu, jak również jego spe­
cyficzność w stosunku do różnych analogów folianu są bardzo różne w wą­
trobie ssaków różnych gatunków (Tabela 1). Tak np. oksydaza aldehy-

Tabela 1

Intensywność utleniania*) niektórych analogów folianu przez oksydazę aldehydową 
z wątroby ssaków kilku gatunków (36, modyf.).

Źródło enzymu Dwuchloroametopteryna Ametopteryna Aminopte-
ryna

Królik 2 740 2 182 316
Szczur 83 4 < 0,1
Świnka morska 17 000 49 490
Człowiek 3—5 < 0,1 < 0,1

*) Intensywność utleniania Wyrażono w [¿molach x 10* przereagowanego substratu/h/m g białka

dowa z wątroby królika charakteryzuje się wysoką aktywnością w stosun­
ku do ametopteryny i jej chlorowcowej pochodnej, niską zaś w stosunku 
do aminopteryny. Enzym z wątroby człowieka odznacza się bardzo niską 
aktywnością wobec wszystkich badanych substratów, przy czym znaczącą 
aktywność wykazuje on tylko w stosunku do dwuchloroametopteryny. 
Wydaje się przeto, że niska aktywność oksydazy aldehydowej z wątroby 
człowieka w stosunku do 4-aminoanalogów folianowych może stanowić
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przyczynę braku hydroksylacji ametopteryny w przypadku stosowania 
tego analoga w niskich dawkach. Dopiero użycie am etopteryny w w y­
sokich dawkach, powodujących zwiększenie jej stężenia w tkankach do 
wartości przewyższających wartość Km (rzędu 0,1 mM; 42) enzymu, może 
doprowadzić do nagromadzenia się utlenionej pochodnej am etopteryny 
w moczu.

II-2. Acetylacja

Ametopteryna i aminopteryna w wyniku inkubacji z wyciągami z wą­
troby gołębia (w warunkach zapewniających prawidłowy przebieg ace- 
tylacji amin aromatycznych) tracą aktywność jako inhibitory wzrostu 
Streptococcus faecalis (45). Ulegają one wówczas pod działaniem enzy­
mów acylujących przekształceniu w 4-acetyloaminopochodne. Intensyw­
ność acetylacji analogów folianu hamują w znacznym stopniu także aminy 
aromatyczne, jak np. kwas p-aminobenzoesowy lub sulfonamidy, folian 
natomiast nie jest inhibitorem tego procesu. Folian nie jest także sub- 
stratem  enzymów acylujących z wątroby gołębia.

Współzawodniczenie o ten sam układ enzymatyczny pochodnych kwa­
su p-aminobenzoesowego oraz syntetycznych 4-aminoanalogów folianu 
wyjaśnia więc wcześniejsze dane mówiące o hamowaniu przez ametopte- 
rynę acetylacji niektórych amin aromatycznych (46, 47).

II-3. Formylacja i deaminacja

W wyniku inkubacji aminopteryny z wyciągami buforowymi z wą­
troby szczura pojawia się uformylowana pochodna tego związku (48). 
W procesie katalizowanym najprawdopodobniej przez formylazę te tra- 
hydrofolianu następuje dołączenie grupy formylowej, pochodzącej z prze­
mian histydyny, do azotu w pozycji 10 aminopteryny. Jednocześnie obok 
formyloaminopteryny pojawiają się pewne ilości 10-formylofolianu (49). 
Ponieważ w stosowanych warunkach eksperymentalnych aminopteryna 
nie ulegała przekształceniu w folian S 1 a v i k przypuszcza, że formylo- 
aminopteryna a nie aminopteryna może stanowić substrat deaminaz wą­
trobowych.

Wzrost niektórych pierwotniaków (50) oraz bakterii (Streptococcus 
faecalis/A, szczep oporny na ametopterynę, 51) na podłożu z dodatkiem 
aminopteryny sugeruje występowanie także i w tych organizmach me­
chanizmu detoksykacji aminopteryny, polegającego na jej deaminacji do 
folianu. Za możliwością tego typu przemian aminoanalogów folianu 
w bakteriach przemawia także znalezienie pewnych ilości kwasu 10-me- 
tylofoliowego po inkubacji Lactobacillus casei z radioaktywną ametopte- 
ryną (Ryc. 4) (52).
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III. Biosynteza poliglutaminianów *> ametopterynowych

W 1973 roku po raz pierwszy wykazano (53, 54) przekształcenie in vivo 
ametopteryny w y-glutamylowe pochodne analogicznie jak to ma miejsce 
w przypadku koenzymatycznych form folianu (55). Identyfikację poli­
glutaminianów ametopterynowych przeprowadza się analizując równo­
legle na kolumnach z DEAE-celulozy lub Sephadex G-15 eluaty wycią­
gów tkankowych traktowane i nietraktowane enzymami odszczepiający- 
mi reszty glutamylowe od cząsteczki analoga, stosując jako wzorce synte­
tyczne poliglutaminiany ametopterynowe. Najwięcej danych o przemia­
nach ametopteryny w poliglutaminianowe pochodne dotyczy ich syntezy 
w wątrobie i nerkach szczurów i myszy (Tabele 2, 3) (52, 54, 56—61). Bio­
synteza poliglutaminianów ametopterynowych ma również miejsce, cho­
ciaż w znacznie niższym stopniu niż w wątrobie, w czerwonych ciałkach 
krwi (54) i leukocytach ludzkich (62) oraz w mysich komórkach leuke- 
micznych L1210 (61).

Po stosunkowo krótkim czasie od iniekcji szczurom radioaktywnej 
ametopteryny, a mianowicie już po dwóch godzinach, w wątrobie tych 
zwierząt pojawiają się znaczne ilości dwu- i trójglutaminianu ametopte-

Ryc. 2. Poliglutaminiany ametopterynowe w wątrobie szczura w dwie godziny po 
podskórnych iniekcjach [8H] ametopteryny (59).

A m etopterynę w  ilości 240 ng/kg podano w  9 daw kach co 15 m inut. W yekstrahow ane pochodne  
am etopteryny chrom atografow ano na kolum nie z Sephadex G-15. A — am etopteryna; B'— dw u- 

glutam inian am etop teryn ow y; C — trójglutam inian  am etopterynow y.

*) Terminologia tego typu pochodnych ametopteryny nie została jeszcze osta­
tecznie opracowana. W artykule zastosowano nazwy analogiczne do używanych 
w przypadku poliglutaminianów folianowych. Ametopteryna traktowana jest jako 
monoglutaminian, a związki z dołączonymi do ametopteryny resztami glutaminiano- 
wymi jako odpowiednie dwu-, trój- i poliglutaminiany ametopterynowe.
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rynowego (Ryc. 2). Nie wykazano jednakże, ażeby w miarę dalszego upły­
wu czasu pojawiały się w tym organie pochodne analoga zawierające wię­
cej niż dwie dodatkowe reszty glutaminianowe w cząsteczce (59). Co wię­
cej następował w tkankach powolny spadek zawartości tego typu pochod­
nych ametopteryny (Tm dwuglutaminianu ametopterynowego wynosi 
6,5 dnia).

Przyczyny niemal ośmiokrotnie szybszego spadku w tkankach zawar­
tości dwuglutaminianu ametopterynowego niż ametopteryny nie są jesz­
cze dotychczas wyjaśnione. Niezależnie jednak od tego, czy spadek ten 
wynika z szybkiego usuwania dwuglutaminianowej pochodnej z komórek, 
czy też jej konwersji w ametopterynę pod wpływem komórkowych 
y-glutamylokarboksypeptydaz (55), nie wydaje się prawdopodobne, ażeby 
taka pochodna ametopteryny mogła stanowić „wewnątrzkomórkowy za­
pas” tego analoga.

Ilość powstających w organizmie poliglutaminianów ametopterynowych 
zależy w znacznym stopniu od wielkości zastosowanej dawki (Tabela 2)

Tabela 2

Poziom ametopteryny i jej poliglutaminowych pochodnych (w ng/g tkanki) w różnych organach 
szczura po iniekcjach [3H] ametopteryny (z danych 59).

Tkanka
Dawka

[3H]ametopteryny
f*g/kg

Ametopte-
ryna

Dwuglutaminian
ametopterynowy

Trójglutaminian
ametopterynowy

80 190,4 60,9 2,5
Wątroba 241 102,8 77,9 44,2

298 142,9 228,8 59,3

80 178,8 20,0 0,0
Nerki 241 179,9 22,0 3,7

298 291,4 58,5 18,1

80 49,5 0,0 0,0
Jelito cienkie 241 128,7 0,0 0,0

298 150,7 2,0 —

Tarczyca
80

241
298

37.3
37.3

0,0
0,0 —

Ametopterynę w ilości około 27 (Ag/kg zastosowano w 3 lub 9 podskórnych iniekcjach, w odstępach 15 lub 30 mi­
nutowych. Zwierzęta zabijano w 4 godziny po pierwszym zastrzyku. Wyekstrahowane pochodne z poszczególnych organów 
chromatografowano na kolumnie Sephadex G-15.

jak i sposobu jej podania. Przy niskich dawkach ametopteryny pojawia 
się przede wszystkim jej dwuglutaminianowa pochodna oraz śladowe ilo­
ści trójglutaminianu i to jedynie w wątrobie, organie charakteryzującym 
się zdolnością stosunkowo najintensywniejszej przemiany ametopteryny.
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Dopiero po zastosowaniu ametopteryny w trzykrotnie wyższej dawce 
(240 ^ig/kg) pojawiły się w wątrobie i nerkach szczura znaczące ilości 
trójglutaminianu ametopterynowego.

Większe ilości dwuglutaminianu ametopterynowego w komórkach róż­
nych organów szczura syntetyzują się po dootrzewnym niż po doustnym 
podaniu ametopteryny, jak również wówczas, gdy nawet niewielką dawkę 
analoga zastosowano zamiast jednorazowo w trzech mniejszych porcjach 
(59). Zdaniem W h i t e h e a  d‘a i wsp. obserwacje te przemawiają za 
przypuszczeniem, że synteza poliglutaminianów ametopterynowych ogra­
niczona jest jedynie do momentów, w których ametopteryna występuje 
w komórkach w wysokim stężeniu. Niewątpliwie bowiem ametopteryna 
nie jest fizjologicznym substratem enzymów przeprowadzających syntezę 
poliglutaminianów folianowych (55). Należy zauważyć, że najwyższą sto­
sunkową zdolnością syntezy takich pochodnych ametopteryny charak­
teryzują się wątroba i nerki. W jelicie cienkim na przykład (Tabela 2) 
znaleziono jedynie śladowe ilości dwuglutaminianu ametopterynowego 
i to dopiero po zastosowaniu analoga w najwyższej dawce (240 ¡ig/kg).

Jak już wspomniano, biosynteza poliglutaminianów ametopterynowych 
zachodzi również w mysich komórkach białaczkowych linii wrażliwej 
(L1210) oraz linii opornej (L1210/MTX) na działanie tego analoga, na- 
mnażających się w myszach DBA/2 (61). Proces ten obserwowano jednak 
dopiero po iniekcjach ametopteryny myszom w ilości dziesięciokrotnie 
przewyższającej najwyższe dawki stosowane w badaniach przemian ame­
topteryny w organach szczura.

W tabeli 3 zebrano wyniki obrazujące poziom am etopteryny oraz 
jej poliglutaminianowych metabolitów w komórkach białaczkowych jak

Tabela 3

Poziom ametopteryny oraz jej poliglutaminianowych metabolitów w komórkach leukemicznych 
oraz różnych organach myszy (ng/g tkanki lub ng/109 komórek ±SD) (61)

Tkanka Ametopteryna Dwuglutaminian
ametopterynowy

Trójglutaminian
ametopterynowy

Suma

L1210 281± 162 47 ±22 196 ±145 524± 237
L1210/MTX 3511 ±1483 166 ±97 112 ± 104 3789 ±1554
Wątroba 1130+ 270 370 ±96 64 ± 48 1564 ± 312
Nerki 464± 108 67± 16 22* 537± 125
Jelito cienkie 1131+ 710 35 ± 13 18 ± 8 1184 ± 706

* Dane uzyskane w jednym doświadczeniu.
W 4 godziny po iniekcji ametopteryny (2,4 mg/kg) zwierzęta zabijano i sporządzano ekstrakty komórkowe, które 

następnie chromatografowano na kolumnie z Sephadex G-15.

również w różnych organach myszy po jednorazowej dawce analoga. Jak 
widać, ilość ametopteryny pobrana przez komórki linii opornej na dzia­
łanie ametopteryny (L1210/MTX) ponad dziesięciokrotnie przewyższała
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ilość am etopteryny znajdowanej w komórkach linii wrażliwej (L1210). 
Fakt ten wydaje się mieć związek z wysokim, w porównaniu z komórka­
mi linii wyjściowej, poziomem reduktazy dihydrofolianowej w komór­
kach tego m utanta (63). Pomimo różnic w ilościach niezmetabolizowanej 
am etopteryny w komórkach obu linii ilości poliglutaminianów ametopte- 
rynowych, w przeliczeniu na 109 komórek, są bardzo zbliżone. Wydaje się 
to wskazywać na podobny poziom aktywności enzymów uczestniczących 
w syntezie tych związków w komórkach wrażliwych i opornych na dzia­
łanie ametopteryny. Niemniej jednak jej poliglutaminianowe pochodne 
odpowiadają około 50°/o ogólnej ilości ametopteryny i wszystkich jej po­
chodnych znajdowanych w komórkach L1210 a 10—25% w komórkach 
L1210/MTX (Ryc. 3, Tabela 3).

Ryc. 3. Poliglutaminiany ametopterynowe w  komórkach L1210 i L1210/MTX w 4 go­
dziny po jednorazowej iniekcji [3H] ametopteryny (2,4 mg/kg) myszom DBA/2,

(61 zmodyf.).
W yekstrahow ane pochodne am etopteryny chrom atografow ano na kolum nie z Sephadex G-15. 
A — am etopteryna; B — dw uglutam inian am etopterynow y; C — trójglutam inian  am etopterynow y.

Trójglutam inian ametopterynowy jest formą dominującą w komór­
kach L1210, podczas gdy w komórkach L1210/MTX dwu- i trójglutam i­
nian am etopteryny występują w podobnych ilościach (Ryc. 3). Chociaż 
dotychczas nie wykazano w komórkach L I210 obecności metabolitów 
am etopteryny zawierających powyżej dwóch dodatkowych reszt gluta- 
minianowych, to jednak zdaniem W h i t e h e a d’a (61) jest prawdopo­
dobne, że komórki te mogą syntetyzować poliglutaminiany ametoptery­
nowe o większej liczbie reszt glutaminianowych, a tylko niedoskonałość 
zastosowanych w tej pracy metod rozdzielczych nie pozwala na ich uwi­
docznienie. Być może, że do rozwiązania tego problemu pomocna byłaby 
chromatografia poliglutaminianowego fragmentu cząsteczki, pozostałego 
po utleniającym  odszczepieniu części pterydynowej od cząsteczki pochod­
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nej ametopteryny według metody opracowanej przez H o u l i h a n a  
i S c o t t a  i stosowanej przede wszystkim do rozdziału poliglutaminia­
nów folianowych (64). Stosując tę właśnie metodę udało się H o f f - 
b r a n d o w i i wsp. (62) wykazać konwersję am etopteryny w pochod­
ne zawierające w cząsteczce nawet 5 reszt glutaminianowych w stymu­
lowanych do podziałów działaniem fitochemoglutyniny ludzkich leuko­
cytach.

Biosyntezę poliglutaminianów ametopterynowych wykryto przede 
wszystkim w różnych tkankach ssaków. Jak dotąd ukazała się tylko jed­
na praca mówiąca o obecności glutaminianowych pochodnych amino- 
analogów folianu także i w komórkach bakteryjnych (65). A mianowicie 
w komórkach Pediococcus cerevisiae po ich inkubacji z radioaktywną 
tetrahydroam etopteryną lub dwuhydroaminopteryną znaleziono trójglu- 
taminianowe pochodne tych uwodorowanych analogów. Należy zauwa­
żyć, że tego typu przemian zredukowanych analogów folianu nie znale­
ziono w komórkach L. casei, które metabolizowały takie uwodorowane 
analogi do odpowiednich pochodnych kwasu pterojowego — kwasu 
2,4-dwuamino-10-metylopterojowego i 2,4-dwuaminopterojowego (patrz 
rozdział IV-1).

IV. Rozkład aminowych analogów folianu

IV-1. Przekształcanie w kwas 2,4-dwuamino-10-metylopterojowy

Zdolność przemiany analogów folianu polegającą na odszczepieniu po­
szczególnych fragmentów cząsteczki jak dotąd przypisuje się jedynie 
mikroorganizmom (52, 65, 66). Bakterie takie jak np. L. casei (52, 65) 
pobraną w procesie aktywnego transportu radioaktywną ametopterynę 
przeprowadzają przede wszystkim w kwas 2,4-dwuamino-10-metylopte- 
rojowy (Ryc. 4). Kwas ten powstający na skutek odszczepienia z cząstecz­
ki analoga reszty kwasu glutaminowego dyfunduje następnie do środo­
wiska. Oprócz kwasu 2,4-dwuamino-lO-metylopterojowego pojawiają się 
w tych bakteriach pewne ilości takich metabolitów ametopteryny, jak 
kwas 10-metylofoliowy i 10-metylopterojowy. Prawdopodobnie związki 
te  powstają na skutek deaminacji ametopteryny lub też kwasu 2,4-dwu- 
amino-10-metylopterojowego. W tabeli 4 zebrano dane ilustrujące ilości 
poszczególnych metabolitów am etopteryny znalezionych po 24-godzinnej 
inkubacji bakterii L. casei z radioaktywną ametopteryną. Zwraca uwagę 
bardzo niewielka ilość radioaktywnej niezmetabolizowanej ametopteryny 
znajdowanej w komórkach po 24 godzinach inkubacji. Kwas 2,4-dwuami- 
no-10-metylopterojowy pojawia się również w tych bakteriach w wy­
niku ich inkubacji z uwodorowaną pochodną am etopteryny — tetrahy­
droametopteryną oraz z aminopteryną (65). Wydajność jednak rozkładu
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Ryc. 4. Ametopteryna oraz produkty jej przemian w komórkach L. casei (wg. 52).
K om órki inkubow ano z [sH ]am etopteryną przez 24 godziny w  37°C. Chrom atografia wyciągów  
kom órkow ych na kolum nie z D EA E-celulozy. A — am etopteryna; D — kwas  10-m etylofoliow y; 

E — kw as 2,4-dwuam ino-lO -m etylopterojowy.

Tabela 4

Przemiany ametopteiyny w komórkach L. casei (52)

Związek
Radioaktywność (%)

Komórki Środowisko

Ametopteryna 4,0 —
Kwas 2,4-dwuamino-10-mety lop terojowy 
Kwas 10-metylopterojowy

5,0 74,6
6,8

Kwas 10-metylofoliowy 2,0 5,8
Produkty niezidentyfikowane 1,0 0,8

Komórki L.casei inkubowano z f’H]ametopteryną w 37°C przez 24 godziny. Wyniki wyrażono 
jako procent wyjściowej radioaktywności.

aminopteryny przez L. casei jest kilkakrotnie niższa niż znajdowana 
w przypadku ametopteryny.

Nie wszystkie gatunki bakterii zdolne są do odszczepiania reszty 
kwasu glutaminowego z cząsteczki ametopteryny. Tak np. komórki 
S. faecalis inkubowane w środowisku z radioaktywną ametopteryną po­
bierają tylko niewielkie ilości tego związku i po 24 godzinach ponad 90°/o 
radioaktywności wykrywanej w komórkach pochodzi z niezmetabolizo- 
wanej ametopteryny, a w środowisku występuje również tylko nie­
zmieniona ametopteryna (52). Podobnie nie wykazano dotychczas, ażeby 
komórki P. cerevisiae metabolizowały ametopterynę lub aminopte- 
rynę (65).

Kwas 2,4-amino-10-metylopterojowy można wykryć także w odcho­
dach i w moczu wielu gatunków ssaków, które otrzymywały radioaktyw­
ną am etopterynę bądź to doustnie (44, 66) bądź też w iniekcjach (67).
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Najprawdopodobniej metabolit ten powstaje pod wpływem działania je­
litowej flory bakteryjnej obecnej zarówno w jelicie grubym jak i wyż­
szych partiach przewodu pokarmowego, nie jest zaś rezultatem przemian 
ametopteryny w tkankach ssaków. Udział flory bakteryjnej w metabo­
lizmie ametopteryny u ssaków wydaje się niewątpliwy, intensywność bo­
wiem przemian ametopteryny obniża się znacznie w przypadku doustne­
go traktowania myszy antybiotykiem — neomocyną lub sulfonamidem, 
a także jest ona niższa u myszy hodowanych w warunkach sterylnych 
(germ-free) (68).

Degradację ametopteryny, polegającą na odszczepieniu reszty glutami- 
nianowej przeprowadza egzopeptydaza, tzw. karboksypeptydaza Glt wy­
kryta dotychczas w bakteriach z rodzaju Pseudomonas (69—73) oraz 
ostatnio z rodzaju Acinetobacter (74). Enzym ten hydrolizuje wiązanie 
peptydowe pomiędzy kwasem glutaminowym a pozostałym fragmentem 
cząsteczki w folianie, jego koenzymatycznych pochodnych oraz analogach 
(Tabela 5) a także w licznych peptydach zawierających kwas glutami-

Tabela 5

Folian, jego koenzymatyczne pochodne oraz analogi jako substraty 
karboksypeptydazy G1 (z danych 72)

Związek K (¡jlM)

Folian
5-formylotetrahydrofolian 
5-metylotetrahydrofolian 

Ame top tery na 
Kwas 4-amino-10-metylopteroilo-asparaginowy 

Aminopteryna
Kwas 4-aminopteroiloasparaginowy

. . . . . .

1,1
18,1
12,9
3,9

580.0 
8,3

104.0

nowy jako N-końcowy aminokwas (carboxyl term inal AA). Jak wynika 
z danych zebranych w tabeli 5 karboksypeptydaza Gł z większą wydaj­
nością rozkłada folian niż jego koenzymatyczne pochodne. Efektywność 
zaś tego enzymu w stosunku do ametopteryny i aminopteryny jako sub­
stratów jest tego samego rzędu co efektywność wobec folianu. Asparagi- 
nianowe analogi am etopteryny i aminopteryny także ulegają rozkładowi 
pod wpływem karboksypeptydazy Gj jednakże z bardzo niską wydajnoś­
cią. Niemniej jednak działają one jako kompetytywne inhibitory rozkła­
du ametopteryny.

Zdolność karboksypeptydazy Gt do rozkładania zarówno pochodnych 
folianu jak i jego aminoanalogów stanowi przesłankę do stosowania tego 
enzymu w chemioterapii nowotworów. Wykazano mianowicie, że w obec­
ności karboksypeptydazy Gx w środowisku hodowlanym wzrost mysich 
komórek białaczkowych L I210, L5178Y, komórek limfoblastycznych 
RPMI 4265 oraz komórek raka Walkera ulega znacznemu upośledzeniu,
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prawdopodobnie dzięki drastycznemu zmniejszeniu komórkowej puli po­
chodnych folianowych (75, 76).

Często pożądane jest również obniżenie w osoczu krwi stężenia am e­
topteryny, która obecna nawet w stężeniu rzędu 10~8—10-9 M wywiera 
toksyczne działanie na organizm ssaków, przede wszystkim poprzez upośle­
dzenie podziałów komórkowych w szpiku kostnym i nabłonku jelitowym 
(77—81). Pojawiają się także doniesienia, że podanie karboksypeptyda- 
zy Gj myszom, które uprzednio otrzymały w iniekcjach ametopterynę, 
powoduje rozkład tego analoga znajdującego się w osoczu krwi, dzięki 
czemu zanikają objawy toksyczne a czas przeżycia myszy ulega znaczą­
cemu wydłużeniu (71, 76).

IV-2. Rozkład do prostych pterydyn

Oprócz kwasu 2,4-dwuamino-10-metylopterojowego wykryto także 
proste, nieskonjugowane pterydyny w odchodach i w moczu szczurów, 
którym podano doustnie (82) lub dootrzewnowo (83) radioaktywną ame­
topterynę (83). Na podstawie wyników analizy chromatograficznej oraz 
charakterystyki widm w świetle ultrafioletowym wśród produktów roz­
kładu ametopteryny zidentyfikowano 2,4-dwuaminopterydynę oraz jej 
pochodne z takimi podstawnikami w pozycji 6 rdzenia pterydynowego 
jak grupa metylowa, hydroksymetylowa, aldehydowa i karboksylowa. 
Pozostaje nadal niewyjaśnione, czy rozbicie wiązania pomiędzy C—9 
a N—10 w cząsteczce ametopteryny następuje w wyniku działania enzy­
mów obecnych w tkankach szczurów, czy też w rezultacie działania bak­
terii przewodu pokarmowego. Udział bakterii w tym procesie wydaje 
się wielce prawdopodobny, tym bardziej iż wiadomo, że niektóre z nich, 
takie jak Aerobacter aerogens (84) czy też Streptococcus faecalis (85) 
mogą odszczepiać resztę kwasu p-aminobenzoglutaminowego od cząstecz­
ki aminoanalogów folianu. Co więcej, z niektórych bakterii wyizolowano 
pochodne pterydynowe z podstawnikami w pozycji 6 rdzenia pterydy­
nowego (86).

V. Własności metabolitów analogów folianu

V -l. Metabolity analogów folianu jako inhibitory reduktazy dihydrofolianowej

Ametopteryna jest niezwykle silnym inhibitorem reduktazy dihydro­
folianowej, z którą wiąże się w sposób stechiometryczny, tzn. jedna czą­
steczka inhibitora blokuje jedną cząsteczkę enzymu (87). Nasunęło się 
pytanie, czy różnego rodzaju metabolity ametopteryny, z zachowaną gru­
pą aminową w pozycji 4 rdeznia pterydynowego, będą również silnymi 
inhibitorami reduktazy dihydrofolianowej jak ametopteryna. W tabeli 6 
zestawiono wartości Ki ametopteryny i jej różnych metabolitów uzyska­
ne w badaniach z zastosowaniem reduktazy dihydrofolianowej oczyszczo-
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Hamowanie reduktazy dihydrofolianowej przez ametopterynę i jej różne metabolity

Związek K,-(M) Piśmiennictwo

Ametopteryna
rH1OX (87)

Kwas 2,4-dwuamino-10-metylopterojowy 1,3x10-® (44)
2,4-dwuamino-6-metylopterydyna 4,7 xlO“7 (88, 89)
2,4-dwuamino-6-formylopterydyna 8,1 x 10-6 (88, 89)
2,4-d wuamino-6-hydroksyp terydy na 1OXON (88, 89)
2,4-dwuamino-6-karboksypterydyna 8x10“® (82)
7-hydroksyametopteryna 1,3 x l0 “9 (90)
dwuglutaminian ametopteiynowy rzędu 10-11 (91)

nej z komórek L1210 (90, 91) oraz wątroby szczura (87) lub kurczęcia 
(88, 89). Jak  widać, jedynie poliglutaminianowe pochodne ametopteryny 
hamują aktywność tego enzymu w podobnym stopniu jak ametopteryna. 
Co więcej, przy oznaczeniach aktywności enzymu w pH 8,5 dwugluta- 
minian ametopterynowy działa nawet nieco silniej niż sama am etoptery­
na (91). Dwu-, trój- i siedmioglutaminiany ametopterynowe (zsyntetyzo- 
wane na drodze chemicznej) równie silnie jak ametopteryna wiążą się 
z reduktazą dihydrofolianową z komórek L1210 lub wątroby świnki mor­
skiej (61). Tak więc nie znalazło potwierdzenia przypuszczenie (62), że 
poliglutaminiany ametopterynowe okażą się silniejszymi inhibitorami re­
duktazy dihydrofolianowej niż ametopteryna, podobnie jak poliglutami­
niany dihydrofolianu są lepszymi niż dihydrofolian substratam i redukta­
zy dihydrofolianowej izolowanej z tkanek ssaków (92).

7-Hydroksyametopteryna okazała się być stukrotnie słabszym inhibi­
torem tego enzymu niż ametopteryna (90). Co więcej analogiczna pochod­
na dwuchloroametopteryny działa nawet 1000-krotnie słabiej hamująco 
na enzym z wątroby myszy z białaczką L1210 niż związek wyjściowy (93).

Spośród badanych produktów przemian analogów folianu pochodne 
pterydynowe, powstające w wyniku bakteryjnego metabolizmu ametopte­
ryny, są najsłabszymi inhibitorami reduktazy dihydrofolianowej tak dla 
enzymu z wątroby kurczęcia (88, 89) (Tabela 6) jak i z ciała tłuszczowego 
owadów (94).

Z przedstawionych danych wynika, że nawet niewielkie modyfikacje 
w obrębie fragmentu pterydynowego a w szczególności eliminacja po­
szczególnych fragmentów cząsteczki, zmieniają w bardzo silnym stopniu 
własności tych związków jako inhibitorów reduktazy dwuhydrofolia- 
nowej.

V-2. Porównanie własności biologicznych ametopteryny oraz produktów jej przemian

Większość metabolitów ametopteryny, podobnie jak sama ametopte­
ryna, może stanowić czynniki ograniczające w różnym stopniu wzrost

6 P ostępy B iochem ii http://rcin.org.pl



5 7 4 B. G R Z E L A K O W S K A -S Z T A B E R T [16]

mikroorganizmów i komórek w hodowli in vitro jak również wykazywać 
pewne działanie przeciwnowotworowe.

Poliglutaminiany ametopterynowe jako jedyne spośród wszystkich me­
tabolitów tego analoga charakteryzują się własnościami biologicznymi 
zbliżonymi do ametopteryny. Tak na przykład dwuglutaminian ametop­
terynowy ham uje w takim samym stopniu jak ametopteryna wzrost 
w hodowli mysich komórek białaczkowych L1210. Co więcej, jest on rów­
nie aktywny jak ametopteryna w eksperymentach in vivo polegających 
na hamowaniu rozwoju białaczki L I210 w myszach CDFi (91). W efekcie 
obydwa analogi podwajają czas przeżycia myszy w porównaniu z myszami 
kontrolnymi nie otrzymującymi leku. Wyniki te nie potwierdziły zatem 
pierwszych obserwacji N a i r a  i B a u g h  (53), którzy stwierdzili 
wprawdzie hamowanie wzrostu S. faecium 8043 przez syntetyczne poli­
glutaminiany ametopterynowe, jednakże związki te działały słabiej niż 
am etopteryna a ich hamujący efekt był tym słabszy im dłuższy był frag­
ment poliglutaminianowy cząsteczki. Obecnie jednak sądzi się, że rze­
czywistą przyczyną niższej toksyczności poliglutaminianów am etopteryny 
niż samej ametopteryny było przede wszystkim słabsze pobieranie tych 
związków przez komórki.

Dwa inne metabolity am etopteryny — 7-hydroksyametopteryna (34)
i kwas 2,4-dwuamino-10-metylopterojowy (44) okazały się mniej toksycz­
ne dla myszy CDFX niż ametopteryna. Wartości LD50 tych związków były 
nawet pięciokrotnie wyższe niż wartość LD50 ametopteryny.

Jak już powiedziano (patrz rozdział II-l) 7-hydroksyametopteryna na­
gromadza się w szczególnie dużych ilościach przy stosowaniu ametopte­
ryny w wysokich dawkach. Częstym pojawiającym się wówczas objawem 
są między innymi zaburzenia w funkcjonowaniu nerek. J a c o b s  i wsp. 
(38) wiążą to z odkładaniem się w kanalikach nerkowych zarówno ame­
topteryny jak i 7-hydroksyametopteryny, charakteryzującej się kilka­
krotnie niższą od ametopteryny rozpuszczalnością w wodzie. O mniejszej 
toksyczności tego związku, w porównaniu z ametopteryną, można rów­
nież wnioskować pośrednio. Zwierzęta takie jak królik czy świnka mor­
ska, w wątrobie których wykrywa się wysoką aktywność oksydazy alde­
hydowej utleniającej pierścień pterydynowy, odznaczają się mniejszą 
wrażliwością na działanie ametopteryny niż zwierzęta, w których enzym 
ten wykazuje niską aktywność (36). Jako jedyny nasuwa się wniosek, że 
powstały produkt utleniania am etopteryny jest mniej szkodliwy dla tka­
nek niż sama ametopteryna. Podobnie, traktowanie karboksypeptydazą 
Gx zwierząt, które otrzymywały uprzednio ametopterynę znosi objawy 
toksyczności wywołane przez ten analog (71). Tak więc eliminację kwasu 
glutaminowego z cząsteczki (z utworzeniem kwasu 2,4-dwuamino-10-me- 
tylopterojowego) jak również hydroksylację rdzenia pterydynowego moż­
na traktować jako procesy detoksykacji analoga.

O innych produktach metabolizmu ametopteryny dane są bardziej
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fragmentaryczne. Acetyloametopteryna, powstająca pod wpływem enzy­
mów acylujących z wątroby ssaków, nie hamuje wzrostu S. faecalis (45), 
podobnie jak zbliżona do niej strukturalnie 4-dwumetyloametopteryna 
(95). Mało również jest danych na tem at toksyczności prostych ptery- 
dyn — rezultatu bakteryjnego rozkładu ametopteryny. Wzrost niektó­
rych bakterii w obecności aminowych analogów folianu (patrz rozdział 
III-3) wskazuje jednak, że w układach bakteryjnych produkty przemian 
tych analogów mogą także działać mniej toksycznie niż ametopteryna. 
Wydaje się, że również dla komórek owadzich hodowanych in vitro różne 
pochodne pterydynowe są mniej szkoliwe niż aminowe analogi folianu 
(96, 97).

Na podstawie przedstawionych danych można zatem sądzić, że tylko 
związki hamujące równie mocno aktywność reduktazy dihydrofolianowej 
jak ametopteryna wykazują zbliżone do niej działanie biologiczne.

VI. Uwagi końcowe

Dotychczas wykryte przemiany 4-aminowych analogów folianu to 
utlenienie pierścienia pterydynowego, acetylacja grupy aminowej dołą­
czonej do pozycji 4 rdzenia pterydynowego, przyłączenie reszt kwasu 
glutaminowego do cząsteczki analoga, jak również rozbicie jego cząsteczki 
z odłączeniem krótszych lub dłuższych fragmentów. Przemiany te katali­
zowane są bądź to przez enzymy o wysokiej specyficzności względem 
folianu i jego koenzymatycznych pochodnych — karboksypeptydazę Gx
i syntetazę poliglutaminianową, bądź też przez enzymy o niskiej specy­
ficzności — takie jak oksydaza aldehydowa czy enzymy acetylujące aminy 
aromatyczne, których substratam i mogą być także aminowe analogi 
folianu.

W odróżnieniu od przemian folianu, które w większości zachodzą na 
poziomie zredukowanej pochodnej — tetrahydrofolianu, wszystkie biolo­
giczne przemiany analogów folianu są na ogół przemianami nieuwodoro- 
wanych związków. Jest bowiem rzeczą oczywistą, że w układach biolo­
gicznych nie mogą powstać zredukowane pochodne aminoanalogów fo­
lia n u — związków będących bardzo silnymi inhibitorami reduktazy dihy­
drofolianowej jedynego, jak dotąd, znanego enzymu katalizującego re­
dukcję fragmentu pterydynowego folianu.

A r ty k u ł o trzym a n o  10.4.1977, po  re w iz ji a u to rsk ie j p r z y ję to  5.6.1977.
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I. Wstęp

Obserwacje kliniczne dostarczają przykładów różnorodnych objawów 
patologicznego zachowania się pacjentów np. zanik pamięci, zaburzenia 
emocjonalne — jak ataki agresji czy stany lękowe, napady padaczkowe 
itp. — w następstwie różnych uszkodzeń mózgu, między innymi w na­
stępstwie urazów mechanicznych. Wiele z występujących zmian w za­
chowaniu się ma charakter nieodwracalny, inne po pewnym czasie ulegają 
stopniowej kompensacji. Zagadnienie mechanizmów zaburzeń występu­
jących po uszkodzeniach mózgu stanowi jeden z niezwykle istotnych 
problemów neurobiologii. Możliwości terapeutyczne w dużej mierze za­
leżą od postępu badań podstawowych nad mechanizmami tych zabu­
rzeń.

Badania efektów eksperymentalnych uszkodzeń mózgu zwierząt pro­
wadzi się w bardzo wielu ośrodkach. Wybiórcze uszkodzenia różnych po­
łączeń i struktur mózgu wywołuje się m.in. elektrokoagulacyjnie, mecha­
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nicznie, bądź chemicznie, najczęściej przy zastosowaniu tzw. aparatów 
stereotaktycznych, pozwalających na precyzyjną lokalizację miejsca 
uszkodzenia. Efekty uszkodzeń mierzy się następnie przy pomocy róż­
nych metod, stąd zagadnienie to łączy wysiłki specjalistów z wielu dzie­
dzin takich jak eksperymentalna psychologia, neurofizjologia, neuroana- 
tomia, farmakologia i neurochemia. Na podstawie różnych prac, m.in. 
i polskich neurofizjologów (1) powstała koncepcja, że odrębne ośrodki 
mózgu odpowiadają za sterowanie określonymi objawami behawioralnymi 
(tj. zachowania się). Wiadomo również, że zmienione na skutek znisz­
czenia określonej części mózgu, zachowanie się zależy także od różnych 
zmian w innych częściach mózgu bezpośrednio lub pośrednio połączo­
nych z uszkodzoną strukturą i tworzących wraz z nią jeden system 
funkcjonalny (1—5).

W poszukiwaniu mechanizmów odpowiedzialnych za efekty wywoła­
ne uszkodzeniami mózgu, szczególną uwagę zwraca się na rolę różnych 
neurotransmiterów.

Ryc. 1. A) Schemat neuronu i jego połączeń z sąsiednim neuronem.
1 — perikarion (ciało kom órki nerw ow ej), 2 — akson, 3 — dendryty, 4 — zakończenia nerw ow e,

5 — kom órka g le jo w a ;

B) Schemat synapsy nerwowej
1 — część presynaptyczna, 2 — szczelina synaptyczna, 3 — część postsynaptyczna, 4 — m ito- 
chondrium , 5 — pęcherzyki synaptyczne w ypełn ione neurotransm iterem , 6 — błona postsynap­

tyczna

Ogólnie przyjmuje się, że komórki nerwowe w mózgu komunikują 
się pomiędzy sobą dzięki działaniu substancji zwanych neurotransm ite- 
ram i (neuromediatorami). Miejsce kontaktu funkcjonalnego pomiędzy 
dwoma neuronami tj. miejsce, gdzie zakończenia nerwowe jednego neuro­
nu wchodzą w kontakt z błoną komórkową drugiego neuronu nazywa 
się synapsą (por. Ryc 1 A i B). Pod wpływem impulsu nerwowego neuro-
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transm itery wydzielają się z zakończenia nerwowego, tj. z części presynap- 
tycznej synapsy do szczeliny synaptycznej. Łączą się one następnie z re­
ceptorem (por. 6), wywołując potencjał postsynaptyczny błony. Po prze­
niesieniu impulsu nerwowego — neurotransm itery zostają natychmiast 
usunięte, bądź przez rozkład enzymatyczny, bądź przez tzw. wychwyt 
przez zakończenia nerwowe (ang. reuptake) albo też częściowo przez 
dyfuzję ze szczeliny synaptycznej. Znamy obecnie cały szereg substancji 
w mózgu, spełniających ogólnie przyjęte kryteria stawiane substancjom 
neuromediatorowym (7). Są to: acetylocholina (ACh), serotonina (5-HT), 
noradrenalina (NA), dopamina (DA), kwas gamma-aminomasłowy (GABA), 
glicyna, kwas glutaminowy i histamina. Jako potencjalne neurotransm i­
tery wymienia się również i inne substancje (8—11).

Prawidłowy proces przenoszenia informacji poprzez synapsy w gru­
pach specyficznych neuronów w arunkuje określone czynności mózgu. 
Uszkodzenia mózgu i związane z nimi zmiany w poszczególnych elemen­
tach neuronów: parikarionach, aksonach, zakończeniach nerwowych a tak ­
że w satelitarnych komórkach glejowych (5), mogą wpływać na zabu­
rzenia w wydzielaniu i metabolizmie neurotransmiterów (por. Ryc. 1 A, 
Tabela 1) a zatem na zaburzenia w przenoszeniu informacji i zaburzenia

Tabela 1

Schemat możliwych zaburzeń metabolizmu neuromediatorów pod wpływem uszkodzeń mózgu

w czynnościach mózgu. Stopień i charakter zmian w metabolizmie neuro­
transmiterów zależy zarówno od czasu po uszkodzeniu jak i od miejsca 
i obszaru uszkodzenia. Niemal bezpośrednio po przerwaniu dróg (projek­
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cji) nerwowych obserwuje się przejściowy, bardzo silny wzrost w ilości 
niektórych neurotransmiterów (12—17) w strukturach mózgu unerwia­
nych przez uszkodzone projekcje nerwowe. Wzrost ten wiąże się głównie 
z przerwaniem impulsacji nerwowej. W późniejszym natomiast czasie, na 
skutek degeneracji odciętych od perikarionów aksonów i zakończeń ner­
wowych, zachodzi znaczny spadek ilości neurotransmiterów. Obniżenie 
to dotyczy również zawartości innych składników układów neuromedia- 
torowych tj. prekursorów neuromediatorów oraz enzymów syntetyzują­
cych i rozkładających neuromediatory (18, 19). Należy podkreślić, że na 
skutek uszkodzeń mózgu zmienia się metabolizm neurotransmiterów nie 
tylko w strukturze unerwianej przez przerwaną projekcję, ale również 
w ciałach komórek z których ta projekcja pochodzi (20—22). Elementy 
nerwowe sąsiadujące z uszkodzoną projekcją również odpowiadają na 
uszkodzenie (tzw. efekty transsynaptyczne), co także rzutuje na poziom 
i metabolizm neurotransmiterów (23—26). Intensywne dzielenie się ko­
mórek glejowych w okolicy uszkodzenia prawdopodobnie również od­
grywa pewną rolę. Obserwowane niejednokrotnie po okresie zmian dege- 
neracyjnych procesy odnowy w mózgu (2—5) wiążą się ze znacznymi 
zmianami w poziomie i metabolizmie neurotransmiterów (27—29).

Dzięki badaniom z zastosowaniem techniki selektywnych uszkodzeń 
a także dzięki badaniom efektów elektrycznej i farmakologicznej stymula­
cji różnych struktur i dróg nerwowych w mózgu wykazano, że określone 
neurotransm itery występują w odrębnych jądrach (tj. grupach ciał ko­
mórkowych) i szlakach nerwowych (4, 18, 19). Umożliwiło to sporzą­
dzenie tzw. map neurotransmiterowych w mózgu. Badania przy zastoso­
waniu wymienionych technik, łącznie z odpowiednimi testami behawio­
ralnymi, pozwoliły wykazać rolę poszczególnych neurotransmiterów w re­
gulacji wielu form zachowania się zwierząt. Badaniom tym poświęcono 
wiele opracowań monograficznych (30—40). Szczególnie dużo miejsca zaj­
mują badania roli mechanizmów cholinergicznych w mózgu.

II. Mechanizmy cholinergiczne mózgu i udział w nich mechanizmów 
cholinergicznych hipokampa

I I - l. Występowanie, metabolizm i rola acetylocholiny w mózgu

Acetylocholina jest obecnie powszechnie uznawanym neurotransmi- 
terem  w ośrodkowym układzie nerwowym. Opublikowano cały szereg 
opracowań monograficznych dotyczących różnorodnych badań nad ace­
tylocholiną: biochemicznych (41—46), farmakologicznych (38, 42, 45, 47, 
48) i elektrofizjologicznych (por. 49). Acetylocholina występuje w całym 
mózgu, aczkolwiek jej zawartość różni się w poszczególnych jego struk­
turach. Tylko niewielka część (około 20fl/o) acetylocholiny znajduje się
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w perikarionach i aksonach. Stanowi ona pulę acetylocholiny wolnej. 
Większa część acetylocholiny występuje w zakończeniach nerwowych 
(por. Ryc. 1 A, B) jako acetylocholina związana z pęcherzykami synaptycz­
nymi (pula acetylocholiny związanej stabilnie) oraz w cytoplazmie zakoń­
czenia nerwowego (pula acetylocholiny związanej labilnie) (50). Pod 
wpływem impulsu nerwowego acetylocholina wydziela się z zakończenia 
nerwowego w postaci porcji — kwantów (51, 52). Istnieją wciąż jeszcze 
rozbieżności zarówno co do tego, która z pul acetylocholiny zakończeń 
nerwowych jest preferencyjnie wydzielana, jak i co do mechanizmów 
regulujących proces wydzielania tego mediatora (46, 53—56). Neurony, 
które wydzielają na swych zakończeniach acetylocholinę określa się jako 
„cholinergiczne”, natomiast neurony wrażliwe na działanie acetylocho­
liny — jako „cholinoceptywne” (57). K ryterium  „cholinergiczności” neu­
ronu jest ponadto obecność w nim składników układu cholinergicznego, 
tj. acetylocholiny oraz enzymów: acetylotransferazy cholinowej (ChAc) — 
syntetyzującej acetylocholinę i esterazy acetylocholinowej (AChE) — roz­
kładającej acetylocholinę. Ze względów praktycznych, jako podstawę za­
klasyfikowania neuronów do grupy neuronów cholinergicznych, przyj­
muje się występowanie w nich esterazy acetylocholinowej, którą łatwo 
można wykryć histochemicznie.

Acetylocholina powstaje w zakończeniu nerwowym z acetylokoenzy- 
mu A i choliny (46). Enzymy — syntetyzujący acetylocholinę, podobnie 
jak rozkładający ją, tworzą się w perikarionie i przemieszczają się do za­
kończeń nerwowych dzięki ruchowi aksoplazmy (58). Mózg nie może 
syntetyzować choliny (59), dostarczana jest ona do mózgu przez układ 
krwionośny wątroby. Cholinergiczne zakończenia nerwowe pobierają cho­
linę dzięki aktywnemu transportowi za pomocą układów nośnikowych
o wysokim i niskim powinowactwie do choliny (59—62). Pierwszy cha­
rakteryzuje się niską Km rzędu kilku fiM, stymulują go jony sodu (60, 63), 
hamują zaś kompetetywnie analogi choliny, m.in. hemicholinium — 3 
(61, 63—65). Drugi układ charakteryzuje się wysoką Km, rzędu kilku­
dziesięciu ^M, nie zależy od obecności jonów sodu i jest znacznie mniej 
wrażliwy na HC-3. Nie znamy dotąd dokładnie mechanizmów regulacji 
biosyntezy acetylocholiny (46). Istotną rolę w biosyntezie tego neurome- 
diatora wydaje się odgrywać stosunek stężeń CoA do acetylo-CoA (44, 
66, 70). Czynnikiem ograniczającym szybkość syntezy acetylocholiny jest 
system pobierania choliny o wysokim powinowactwie do substratu (60, 
63, 67, 68). Nie wyklucza się jednak, że aktywność acetylotransferazy 
cholinowej może również wpływać na szybkość syntezy acetylocholiny 
(69, 70).

Dzięki intensywnym badaniom farmakologicznym, między innymi sto­
sując mikrojontoforezę, tj. podając acetylocholinę do różnych neuronów 
mózgu za pomocą mikroelektrod z zastosowaniem prądu stałego (71), 
udało się wykazać rolę acetylocholiny w różnych czynnościach mózgu,

http://rcin.org.pl



H] M E C H A N IZ M Y  C H O L IN E R G IC Z N E  M Ó Z G U 585

a w szczególności w regulacji wielu form zachowania się zwierząt. Mię­
dzy innymi mechanizmy cholinergiczne mózgu wydają się mieć znaczenie 
w regulacji napędów, aktywności ruchowej, w różnych stanach emocjo­
nalnych jak strach i agresja (30, 33, 36, 72, 73). Wiele jest hipotez doty­
czących roli układu cholinergicznego w procesach uczenia i zapamięty­
wania (38, 72, 74—76).

Wyniki bardzo wielu prac eksperymentalnych zwróciły uwagę na to, 
że w mechanizmach cholinergicznych mózgu kluczową rolę odgrywają 
mechanizmy cholinergiczne tzw. układu struktur limbicznych (por. 
Ryc. 2), zaangażowanego w regulacji bardzo wielu istotnych dla orga­
nizmu czynności (73, 77—79), a zwłaszcza jednej z jego struk tur — 
hipokampa.

II-2. Hipokamp, budowa i połączenia

Poniżej ograniczymy się do bardzo uproszczonego przedstawienia ana­
tomii hipokampa, podając jedynie informacje adekwatne do omawianego 
w następnych rozdziałach materiału. Czytelnik może zapoznać się szcze­
gółowo z tym zagadnieniem w odpowiednim piśmiennictwie (80—87).

Ryc. 2. Położenie hipokampa w stosunku do innych struktur mózgu, w  szczególności 
do niektórych struktur układu limbicznego (obszary zakropkowane), na schemacie 
przekroju strzałkowego mózgu szczura; u góry hipokamp i przegroda (lewe i prawe

struktury) widziane z przodu.
H ippocam pus  — hipokam p, se p tum  — przegroda, corp. am ygd .  (corpus am ygda lo ideum )  — cia ło  
m igdałow ate, corp.  (corpus) callosum  — cia ło  m odzelow ate, pons  — m ost, cerebe l lum  — m óżdżek.

Hipokamp — filogenetycznie stara część kory mózgowej jest struk­
turą parzystą (Ryc. 2 — górna), w skład której wchodzą: hipokamp właś­
ciwy oraz zawój zębaty (Ryc. 3). Charakterystycznymi komórkami hipo­
kampa właściwego są komórki piramidowe, podczas gdy zawoju zęba­
tego — komórki ziarniste. W obu częściach występują także komórki po- 
limorficzne, głównie tzw. komórki koszyczkowe. Perikariony komórek
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Zaobserwowano równoległość pomiędzy niektórymi behawioralnymi 
efektami uszkodzeń hipokampa (oraz ściśle połączonej z nim przegrody) 
a efektami działania tzw. substancji antycholinergicznych (np. atropina 
lub skopolamina) tj. działających antagonistycznie w stosunku do acetylo­
choliny (111, 122—130). Wykazano też (73, 131—133), że pewne inhi­
bitory esterazy acetylocholinowej — potęgujące działanie acetylocholiny 
wywierają efekt przeciwny. Obserwacje te sugerują, że w zaburzeniach 
behawioralnych występujących po wspomnianych uszkodzeniach mózgu, 
odgrywają rolę mechanizmy cholinergiczne hipokampa i przegrody. Su­
gestię tę popierają wyniki szeregu innych badań wskazujących na rolę 
mechanizmów cholinergicznych w funkcjonowaniu hipokampa (38, 73, 
76, 134—143). W oparciu o wyniki doświadczeń, w których wykazano, 
że po iniekcji substancji antycholinergicznych do hipokampa następuje 
utrata zdolności do tzw. odpowiedzi hamulcowej (ang. response inhibition) 
sugeruje się (38, 73, 123, 144—146), że między innymi rola układu cho­
linergicznego hipokampa wiąże się z regulacją behawioralnych proce­
sów hamowania.

Mimo licznych i prowadzonych od dawna prac z dziedziny farmako­
logii i fizjologii na temat mechanizmów cholinergicznych w hipokampie, 
biochemiczne aspekty niezbędne dla poznania całokształtu tych mecha­
nizmów, a zwłaszcza badania zmian biochemicznych w układzie choliner­
gicznym hipokampa pod wpływem uszkodzeń mózgu, znalazły się w cen­
trum  zainteresowania stosunkowo niedawno. Wynika to głównie z roz­
woju w ostatnich latach czułych i precyzyjnych metod oznaczeń składni­
ków układu cholinergicznego mózgu (60, 147—151). Prosta, warstwowa 
budowa hipokampa, znane pochodzenie unerwienia określonych obsza­
rów tej struktury, łatwość selektywnego przecinania dróg nerwowych 
do hipokampa, a także łatwość manipulowania pobudzeniem i zahamowa­
niem impulsacji nerwowej w tej strukturze, stwarzają dla tych badań 
niezwykle dogodne warunki.

III. Charakterystyka układu cholinergicznego hipokampa

Hipokamp należy do struk tu r mózgu o stosunkowo wysokiej zawar­
tości acetylocholiny i enzymów ją metabolizujących. W zależności od sto­
sowanych metod zawartość acetylocholiny w hipokampie mózgu szczu­
ra waha się od 20—25 nmoli/g (13, 152—155), aktywność acetylotransfe- 
razy cholinowej od 4—8 ¡amoli ACh/g/godz (154, 156—158) i esterazy 
acetylocholinowej od 450—550 ¡.imoli AcTCh/g/godz (154, 158, 159).

Informacje o rozmieszczeniu układu cholinergicznego w obrębie hipo­
kampa opierają się głównie, podobnie jak w przypadku innych części 
mózgu (por. rozdział I I - l .), na wynikach histochemicznych i mikroiloś- 
ciowych oznaczeń aktywności esterazy acetylocholinowej. Obraz histo-
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Ryc. 4. Warstwowe rozmieszczenie aktywności esterazy acetylocholinowej (AChE), 
badanej histochemicznie, na przekroju horyzontalnym przez hipokamp i zawój

zębaty mózgu szczura (156).
Obszary, k tóre w ycinano do analiz m ikroilościow ych ograniczone lin iam i. Hippocampus reg. 
sup.  (regio super ior) i reg. inf. (regio in fe r ior) — hipokam p obszar górny i dolny, A  — 
alveus,  O — oriens,  P — piramidale,  R — radiatum , LM — lacunoso-moleculare;  MQ, Mm, C i S — 
podw arstw y s tra tu m  (w arstw y) moleculare  zaw oju zębatego, G — granulare, H — hilus fasciae  
den ta tae ,  m f — ang. m ossy  f ibers  — (włókna k iciaste) fiss. hipp.  — fissura h ippocam pi  — (szcze­

lina hipokam pa). Inne objaśnienia jak w  op isie  pod rycinam i 2 i 3.

chemiczny ukazuje warstwowe rozmieszczenie tego enzymu w hipokam- 
pie (Ryc. 4). Zarówno w hipokampie właściwym jak i w zawoju zębatym 
są w arstwy mniej lub bardziej bogate w esterazę acetylocholinową 
(Ryc. 4, Tabela 2) (19, 93, 156, 160—162). Histochemicznie (163) stwier­
dzono, że w perikarionach komórek piramidowych hipokampa i komórek 
ziarnistych zawoju zębatego nie występuje aktywność enzymu, zaś w neu- 
ropilu tj. włóknach (w tym przypadku dochodzących do wspomnianych 
komórek) jest ona bardzo wysoka. Są natomiast dane o obecności este­
razy acetylocholinowej w perikarionach krótkoaksonowych komórek ko­
szyczkowych (164).

Korzystając z laminarnego rozmieszczenia esterazy acetylocholinowej 
w hipokampie (Ryc. 4), wycinano z uprzednio liofilizowanych skrawków 
mózgu różne obszary hipokampa i przeprowadzano w nich mikroilościowe 
oznaczenia aktywności tego enzymu (19, 156, 165) jak również aktywności 
acetylotransferazy cholinowej (19, 165, 166) (Tabela 2). Wyższa aktywność 
esterazy acetylocholinowej oznaczana mikroilościowo w odpowiednich stre-
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Tabela 2

Porównanie aktywności AChE i ChAc w różnych warstwach hipokampa i zawoju zębatego (156,165)

Hipokamp — obszar górny

Warstwa* AChE** ChAc*** stosunek
AChE/ChAc

A 550 6,5 85
Jo , 1960 19,9 98

c o" o 2780 31,2 89
P 3730 43,8 85

Ri 2540 28,7 89
R Rm 1570 15,8 99

Ro 1030 15,6 66
L 1480 20,4 74
M 1160 15,1 78

Zawój zębaty

Warstwa* AChE**** ChAc
stosunek
AChE/
/ChAc

[M0 2280 28,5 80
2610 30,1 87

M C0 1910 23,6 81
ls 4530 61,7 74

G 3380 48,9 69
H 4140 53,7 77

* Sposób wycinania poszczególnych warstw hipokampa (por. rozdział III i Ryc. 4). Oznaczenia warstw — 
por. Ryc. 4; Oi i O0 oraz R i, R m i Ro — podwarstwy stratum oriens i stratum radiatum.

** ¡j.mole AcTCh hydroliz, /godz/g suchej masy 
**** |xmole ACh hydroliz, /godz/g suchej masy

*** [j.mole ACh syntetyz. /godz/g suchej masy. Wyniki stanowią średnią z 4—12 oznaczeń.

fach hipokampa, pokrywała się z intensywnością reakcji histochemicznej 
tego enzymu (165). Zgodności takiej nie stwierdzono jednakże w okresie 
rozwoju ontogenetycznego hipokampa (167). Uderza (por. Tabela 2) bardzo 
podobny stosunek aktywności esterazy acetylocholinowej do acetylotrans- 
ferazy cholinowej we wszystkich badanych warstwach w hipokampie 
i w zawoju zębatym.

Metodami autoradiograficznymi, z zastosowanie silnych ligandów jak 
np. [3H]-QNB stwierdzono, że w warstwach o silnej reakcji histoche­
micznej esterazy acetylocholinowej, zawierających dendryty komórek pi- 
ramidowych i ziarnistych, występuje duże zgrupowanie muskarynowych 
ftj. pobudzanych przez muskarynę a hamowanych przez atropinę (6)] 
receptorów cholinergicznych (168—170). W hipokampie, podobnie jak 
w większości struktur mózgu, receptory typu muskarynowego stanowią 
przeważający typ receptora cholinergicznego. Tylko niewielka część recep­
torów hipokampa jest typu nikotynowego (171) [receptory pobudzane 
przez nikotynę a hamowane przez kurarę (6)].

Wydaje się, że większość zakończeń cholinergicznych w hipokampie 
jest typu akso-dendrytowego (172, 173), co wskazuje na ich pobudzający 
charakter (por. 19). Potwierdzają to również dane elektrofizjologiczne (88, 
174, 175). Pobudzające działanie acetylocholiny zarówno na komórki pi- 
ramidowe jak i ziarniste wykazano mikrojontoforetycznie (176).

Metodą frakcjonowanego wirowania badano rozmieszczenie subko- 
mórkowe składników układu cholinergicznego w hipokampie (165, 177—

http://rcin.org.pl



[13] M E C H A N IZ M Y  C H O L IN E R G IC Z N E  M Ó Z G U 591

180). Rezultaty nie dały jednoznacznego obrazu rozmieszczenia esterazy 
acetylocholinowej i acetylotransferazy cholinowej. Z prac jednych auto­
rów (165, 177) wynika, że enzymy te znajdują się we frakcji synaptoso- 
malnej (tj. frakcji wyizolowanych zakończeń nerwowych). Inne prace na­
tomiast (179) wskazują, że esteraza acetylocholinowa występuje głównie 
we frakcji lżejszej, którą stanowi neuropil (włókna). Ten ostatni wynik 
pozostaje w zgodzie z obserwacjami elektronowo-mikroskopowymi (nie­
licznymi dotąd) (172), w których wykazano, że esteraza acetylocholino­
wa znajduje się wprawdzie w części presynaptycznej, lecz nie w zakoń­
czeniach nerwowych a w rozgałęzieniach aksonów bezpośrednio przed 
zakończeniami (ang. preterminal pcirts). Acetylocholina w hipokampie, 
podobnie jak to wykazano dla całego mózgu, w przeważającej części wy­
stępuje we frakcji synaptosomalnej, a tylko około 20%) mediatora znaj­
duje się we frakcji pochodzącej z perikarionów i aksonów (16, 141, 155,
181).

Miejsce syntezy składników układu cholinergicznego hipokampa bu­
dziło od dawna zainteresowanie badaczy. Niektóre wczesne prace (160) 
sugerowały, że hipokampalna esteraza acetylocholinowa jest syntetyzo­
wana w hipokampie a tylko niewielka jej część dostarczana jest poprzez 
różne drogi aferentne hipokampa. Późniejsze jednak dane, uzyskane róż­
nymi metodami (19, 182), wskazują wyraźnie, że układ cholinergiczny 
hipokampa zależy od przegrody.

IV. Zależność układu cholinergicznego hipokampa od przegrody

Wykazano, że pod wpływem stymulacji przyśrodkowej części prze­
grody zwiększało się wielokrotnie spontaniczne wydzielanie acetylocho­
liny z hipokampa (183, 184). Modyfikujące działanie substancji antycho- 
linergicznych i antycholinesterazowych wywierane na rytm y teta w hipo­
kampie (134, 135), obserwowano jedynie przy zachowaniu ciągłości po­
łączeń przegroda — hipokamp (185, 186). O pochodzeniu z przegrody 
składników układu cholinergicznego hipokampa świadczą także badania 
przeprowadzane podczas rozwoju ontogenetycznego (167, 187, 188). Do­
wodzą tego również wyniki doświadczeń, w których po nieodwracalnym 
zahamowaniu przez DFP aktywności esterazy acetylocholinowej, stw ier­
dzano pojawianie się aktywności tego enzymu najpierw w przegrodzie 
a następnie w hipokampie (189). Szczególnie przekonywujących dowodów
o pochodzeniu składników układu cholinergicznego hipokampa z przegro­
dy dostarczyły badania nad wpływem uszkodzeń różnych dróg aferent- 
nych hipokampa i uszkodzeń przegrody (19, 156—166, 190, 191, 193, 
197).
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IV -1. Wpływ uszkodzeń strzępka na aktywność esterazy acetylocholinowej i acetylo- 
transferazy cholinowej w  hipokampie

Po przecięciu strzępka — drogi dochodzącej z przegrody do hipo- 
kampa (por. Ryc. 3) — obserwuje się zarówno metodami jakościowymi (156, 
161) jak i ilościowymi (156), drastyczne spadki w aktywności esterazy 
acetylocholinowej w hipokampie. Zjawisku temu towarzyszy równie wy­
raźny spadek w aktywności acetylotransferazy cholinowej (190, 191). 
Zmiany w aktywności obu enzymów badane w całym hipokampie po 
uszkodzeniu strzępka obserwuje się wcześnie, bo już około 2-ego dnia 
po uszkodzeniu pozostaje zaledwie 50fl/o aktywności kontrolnych. Po 
4—5 dniach spadek dochodzi aż do 80—90% i dalszych zmian nie obser­
wuje się, nawet po bardzo długim czasie od przecięcia (166). Ilościowe 
zmiany w aktywności obu enzymów w poszczególnych warstwach hipo- 
kampa właściwego i zawoju zębatego badano stosując uprzednio opisa­
ną (por. rozdział III, Ryc. 4) metodę wycinania warstw ze skrawków 
(156, 165). We wszystkich warstwach zachodzi bardzo silny, aczkolwiek 
nie jednakowy, spadek w aktywności enzymów (Tabela 3): w warstwie

Tabela 3

Wpływ przecięcia strzępka na aktywność ChAc i AChE w hipokampie właściwym 
i zawoju zębatym hipokampa (156, 166).

Obszar Warstwa
Czas po 
operacji 

(dni)

ChAc 
% kontroli

AChE 
% kontroli

P 4,5 5±1 19 ± 2
7 11 ±2 19 ± 3

Hipokamp 22 <8
obszar 625 19 ± 3
górny M 22 20 ±3

625 28 ±2
R 4,5 28 ±4

7 26 ±3

Hipokamp P 22 12 ±2
obszar 625 <9
dolny

M0 + Mm 7 <13
G 7 10±3

Zawój 22 12 + 2
zębaty 625 <8

H 22 16 ± 3
625 <8

Aktywność enzymów wyrażono w % aktywności kontrolnej. Za 100% przyjęto aktywność enzy­
mów po stronie nieoperowanej hipokampa. Wartości stanowią średnią z kilku oznaczeń ± s . Objaśnie­
nia symboli warstw — jak w opisie pod ryciną 3 i 4.
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drobinowej po uszkodzeniu strzępka pozostaje nieco wyższa aktywność 
acetylotransferazy cholinowej niż w innych warstwach. Przecięcie afe- 
rentnych dróg z kory śródwęchowej oraz włókien spoidłowych (156, 166) 
nie powodowało obniżenia aktywności enzymów cholinergicznych w hipo- 
kampie.

N a podstawie zarówno lokalizacji histochemicznej i rozmieszczenia 
subkomórkowego esterazy acetylocholinowej w hipokampie (19, 156, 160— 
166, 177—180), zmian aktywności tego enzymu pod wpływem uszkodzeń 
aferentnej drogi z przegrody — strzępka (19, 156, 161, 166, 190, 191) 
i uszkodzeń przegrody (19, 158, 159, 162) (por. rozdział IV-2, Ryc. 6 i 7), 
można wyróżnić trzy komponenty tego enzymu w hipokampie: a) głów­
na część — pochodzenia egzogennego, zależna od połączenia z przegrodą, 
zlokalizowana w neuropilu (włóknach), b) niewielka część, egzogenna, 
prawdopodobnie pochodząca z aferentów cholinergicznych cingulum  (ob­
ręczy) (163, 192), występująca w neuropilu warstwy drobinowej hipo­
kampa, oraz c) również niewielka część — oporna na odnerwienie hipo­
kam pa— zlokalizowana w perikarionach (163, 164). Prawdopodobnie po­
zostałe składniki układu cholinergicznego hipokampa mają podobne po­
chodzenie i rozmieszczenie (16, 155, 158).

IV-2. Wpływ różnych uszkodzeń przegrody na układ cholinergiczny hipokampa

Systematyczne badania wpływu selektywnych uszkodzeń przegrody 
(158, 159, 162, 193, 194) wykazały, że zniszczenia poszczególnych jej czę­
ści odmiennie wpływają na poziom składników układu cholinergicznego 
hipokampa. Ma to niewątpliwie związek ze zróżnicowaniem rozmieszcze­
nia esterazy acetylocholinowej w poszczególnych jądrach (grupach neu­
ronów) przegrody (Ryc. 5), może być ono bowiem wskaźnikiem miejsca, 
z którego bierze początek cholinergiczna projekcja do hipokampa.

Częścią przegrody, której zniszczenie powoduje spadek w aktywności 
esterazy acetylocholinowej i acetylotransferazy cholinowej w hipokampie 
jest pionowa linia jądra pasma przekątnego (ang. vertical limb of nucleus 
of diagonal band) (158, 161). Uszkodzenia w tym obszarze (Ryc. 6(2), (3)), 
za wyjątkiem tylko bardzo niewielkich (Ryc. 6(4)), powodują znaczne 
obniżenie aktywności obu enzymów, niekiedy takie samo, jak całkowite 
zniszczenie przegrody (Ryc. 6(1)). Drugim obszarem przegrody, od któ­
rego wyraźnie zależy aktywność enzymów w hipokampie, jest jądro 
strzępkowe (Ryc. 6(2)). Fakt ten prawdopodobnie wiąże się z uszkodze­
niem bogatych w esterazę acetylocholinową aksonów (Ryc. 5) (195, 196), 
rozprzestrzenionych w całym jądrze strzępkowym i przebiegających tam ­
tędy z jądra pasma przekątnego. Zniszczenie innych obszarów przegrody 
nie wpływa na aktywność enzymów cholinergicznych w hipokampie 
(Ryc. 6(6) (7) (8)). Charakter zmian aktywności enzymatycznej w czasie
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(157, 158, 197) Ryc. 7) wskazuje, że spadek aktywności wiąże się z degene­
racją cholinergicznych połączeń przegroda — hipokamp. W odróżnieniu 
od utrzymującego się w czasie obniżenia się aktywności enzymatycznej po 
całkowitym zniszczeniu przegrody (Ryc. 7), po dużych, przyśrodkowo- 
brzusznych uszkodzeniach tej struktury, po początkowym spadku ak­
tywności enzymatycznej obserwuje się następnie wyraźny jej wzrost 
(Ryc. 11 A, B) (197, 198). Ponieważ zwiększenie się aktywności enzymów 
dochodzące aż do 60% aktywności kontrolnej zależało od zachowania 
części połączeń hipokampa z przegrodą, zjawisko to nie mogło być zwią­
zane z syntezą enzymów w obrębie własnego układu cholinergicznego 
hipokampa. Mechanizm wzrostu aktywności enzymatycznej w hipokam- 
pie po niektórych uszkodzeniach przegrody omawiany jest szerzej w roz­
dziale VI.

Stwierdzono (199), że nie tylko aktywność esterazy acetylocholinowej 
hipokampa zmienia się po uszkodzeniach przegrody, ale że następują 
także zmiany w obrazie elektroforetycznym jej izoenzymów. We frakcji 
związanej z błonami (Ryc. 8) pojawia się dodatkowa forma. Selektywną 
odpowiedź poszczególnych form molekularnych esterazy acetylocholino­
wej na różne warunki fizjologiczne i patologiczne opisywano już uprzed­
nio (200—202). Mimo, iż przyczyny zmian wzorca izoenzymatycznego nie 
są jeszcze poznane, to warto podkreślić, że skład izoenzymatyczny esterazy 
acetylocholinowej po uszkodzeniu przypomina skład izoenzymów obser­
wowany w mózgu we wczesnym okresie rozwoju (203).

Nie stwierdzono natomiast zmian w zdolności receptora cholinergicz­
nego hipokampa do wiązania liganda — [3H]-QNB po uszkodzeniu prze­
grody (204). Ponieważ jednocześnie nie wykazano zmian kinetyki wią­
zania lub nasycenia miejsc receptorowych przez badany związek, przy­
puszcza się, że uszkodzenie cholinergicznych aferentów hipokampa nie 
zmienia konformacji miejsc receptorowych. Wypływa stąd wniosek, że 
w odróżnieniu od presynaptycznej lokalizacji receptora cholinergicznego 
w korze mózgowej (205), receptor cholinergiczny w hipokampie znajduje 
się najprawdopodobniej w części postsynaptycznej (204). Inną jednak 
możliwością tłumaczącą brak zmian w wiązaniu liganda może być zwięk-

Ryc. 5. Rozmieszczenie aktywności esterazy acetylocholinowej (AChE), badanej 
histochemicznie, w  przegrodzie (195).

K olejne (A—D) przekroje czołow e przegrody od przodu ku ty łow i. CA — commissurae anteriore  
(spoidło przednie), CC — corpus callosum  (ciało m odzelow ate), D — Nucleus dorsalis  (jądro  
grzbietowe),  DE — Nucleus dorsalis, pars ex terna  (jądro grzbietow e, część  zew nętrzna), DI — 
Nucleus dorsalis,  pars in terna  (jądro grzbietow e, część w ew nętrzna), DM — Nucleus dorsalis,  
pars in term edia  (jądro grzbietow e, część pośrednia), F — fo rn ix  (sk lep ien ie), L '— Nucleus  
la teralis  (jądro boczne), NA — Nucleus accum bens  (jądro półleżące), NB — Nucleus tractus  
diagonalis Brocae  (jądro pasma przekątnego Broca), NF — Nucleus f im br ia tu s  (jądro strzępko­

w e), ST — Stria terminalis  (prążek końcow y), T — Nucleus tr iangularis  (jądro trójkątne).
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Ryc. 7. Zmiany w  poziomie ocetylocholiny (ACh) i aktywności esterazy acetylocho­
linowej (AChE) i acetylotransferazy cholinowej (ChAc) w hipokampie w zależności 
od czasu, po całkowitych (por. Ryc. 6 (1)) uszkodzeniach przegrody, (z danych 155, 197).

T T
Ryc. 8. Typowe przykłady zapisów densytometrycznych i obrazów elektroforetycz- 
nych izoenzymów esterazy acetylocholinowej (AChE) frakcji związanej z błonami 

komórkowymi hipokampa, kontrolnego i operowanego szczura (199).

szenie się liczby miejsc receptorowych po pewnym czasie od uszkodzenia, 
jak to np. ma miejsce w zakończeniach nerwowo-mięśniowych (206), 
Zwiększaniu się liczby miejsc receptorowych towarzyszy na ogół wzrost 
wrażliwości na bodziec (ang. denervation super sensitivity). Wiąże się to

Ryc. 6. Wpływ różnych uszkodzeń przegrody na aktywność esterazy acetylocholinowej 
(AChE) i acetylotransferazy cholinowej (ChAc) w hipokampie (4—7 dni po uszko­

dzeniu), (z danych 158).
Schem aty przedstaw iają czołow e przekroje przegrody od przodu ku ty łow i. Obszar uszkodze­
nia zaznaczono na czarno. Słupki obok schem atów  przedstaw iają aktyw ność AChE i ChAc 
w  procentach w artości kontrolnych . S — striatum , pozostałe objaśnienia jak w  opisie

pod ryciną 5.
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z nadwrażliwością na ilość neuromediatora, w przypadku odnerwienia 
elementów cholinergicznych — na ilość acetylocholiny (por. 207). Wpraw­
dzie zjawisko takie opisano w hipokampie po uszkodzeniu przegrody (207), 
sądzi się jednak, że jest ono wyrazem zmniejszenia się aktywności este­
razy acetylocholinowej a nie zwiększenia się liczby miejsc receptorowych, 
czy też wzrostu wrażliwości poszczególnych receptorów. Ten ważny pro­
blem wymaga jeszcze dodatkowych badań, w których uwzględnionoby 
precyzyjnie rozmiar i miejsce uszkodzenia przegrody, gdyż od obu tych 
parametrów w zasadniczy sposób zależą zmiany aktywności esterazy 
acetylocholinowej w czasie.

Uszkodzenia przegrody powodują również zmiany w ilości acetylo­
choliny (13, 16, 155, 157, 208—210), w systemie nośnikowym pobierania 
choliny o wysokim powinowactwie do substratu (68, 157), natomiast nie 
stwierdzono wpływu na poziom choliny w hipokampie (209). W okresie 
bardzo znacznego spadku aktywności enzymów cholinergicznych w hipo­
kampie, obserwowanego zarówno po całkowitych jak i po niektórych 
cząstkowych uszkodzeniach przegrody, zmiany ilościowe neurotransm itera 
przebiegają podobnie tylko po uszkodzeniach całkowitych (155). Uszko­
dzenia cząstkowe natomiast, niezależnie od ich rozmiaru, powodują ob­
niżenie zawartości acetylocholiny nie przekraczające 30—40°/o kontroli. 
Interpretacja tych wyników jest wciąż jeszcze kontrowersyjna (155).

Zagadnieniu regulacji poziomu acetylocholiny i jej wydzielania w hi­
pokampie poświęcono wiele badań. Omówione są one szerzej w następ­
nym podrozdziale.

IV-3. Rola przegrody w regulacji procesów wydzielania i syntezy acetylocholiny  
w hipokampie

Wyniki różnorodnych doświadczeń, w których zwiększano lub hamo­
wano impulsację nerwową w hipokampie (13, 16, 68, 153, 181, 211, 212), 
wskazują wyraźnie na sprzężenie impulsacji z wydzielaniem acetylocho­
liny i jej poziomem w tej strukturze. Jednocześnie uzyskano silne popar­
cie hipotezy, że czynnikiem ograniczającym szybkość syntezy acetylo­
choliny jest układ nośnikowy pobierania choliny o wysokim powino­
wactwie do substratu (68, 213, 214). Natomiast aktywność enzymów cho­
linergicznych w hipokampie po uszkodzeniach przegrody (16, 155, 181), 
podobnie jak to stwierdza się w wielu innych eksperymentalnych sytua­
cjach (por. 210, 215), wydaje się odgrywać znacznie mniejszą rolę. Wszyst­
kie czynniki obniżające impulsację i wydzielanie acetylocholiny z zakoń­
czeń nerwowych jak tzw. ostry (niemal natychmiast po zabiegu) wpływ 
elektrokoagulacyjnego uszkodzenia przyśrodkowej części przegrody (13, 
16, 68), działanie różnych środków jak np. anestetyków (68, 152, 153, 181, 
216, 217) podwyższały poziom acetylocholiny w hipokampie i obniżały 
pobieranie choliny (zmiany w Vmax) przez frakcję synaptosomalną hipo­
kampa. Natomiast czynniki, które podwyższały impulsację i wydzielanie
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acetylocholiny, jak drażnienie elektryczne przyśrodkowej części przegro­
dy (łącznie z dokomorowym podaniem hemicholinium-3) (153), czy też 
niektóre środki farmakologiczne jak np. z grupy tzw. konwulsantów (68), 
dawały efekt przeciwny. Interesującym jest fakt, że zmiany ilości acety­
locholiny dotyczyły głównie (181, 216) lub wyłącznie (16, 181) puli ace­
tylocholiny zakończeń nerwowych. Nie poznano dotąd wpływu impulsa- 
cji nerwowej na pobieranie choliny o wysokim powinowactwie do sub- 
stratu . Możliwe wydaje się przyjęcie hipotezy (68), że za regulację po­
bierania choliny przez zakończenia nerwowe odpowiadają zmiany w prze­
pływie jonów sodu przez błonę. Pewne dane (181, 218—220) wskazują, 
że znaczne podniesienie się ilości acetylocholiny w hipokampie może 
niekiedy występować niezależnie od zmian impulsacji zakończeń choliner­
gicznych. Nie wykluczone, że proces wydzielania i syntezy acetylocholiny 
zależy od współdziałania tego mediatora z innymi transm iterami hipo­
kampa (por. 155). Wiadomo, że w hipokampie oprócz acetylocholiny wy­
stępuje jeszcze szereg innych neuromediatorów (19, 104). Drogi „adrener- 
giczne” (19, 100—103, 104) i „serotoninergiczne” (19, 103, 105, 221, 222) 
do hipokampa przechodzą przez przegrodę. Uszkodzenia tej struktury 
mogą więc wpływać na ilość noradrenaliny i serotoniny w hipokampie 
lub na szybkość ich metabolizmu, podobnie jak to opisywano po innych 
uszkodzeniach mózgu (103, 223). Interakcje pomiędzy różnymi neuro- 
transm iteram i są znanym zjawiskiem. Wiadomo na przykład (224), że 
w doświadczeniach in vitro, dodana do środowiska inkubacyjnego nora­
drenalina stymuluje pobieranie choliny przez układ nośnikowy o wyso­
kim powinowactwie. Nie wykluczone, że na podobnej zasadzie również 
i endogenna noradrenalina, a być może i serotonina, mogłyby wpływać 
na modyfikację syntezy acetylocholiny w hipokampie. W warunkach 
uszkodzeń mózgu interakcje pomiędzy acetylocholiną a innymi neuro- 
transm iteram i hipokampa byłyby zależne od stopnia zniszczenia poszcze­
gólnych projekcji neurotransmiterowych do tej struktury.

V. Uszkodzenia przegrody i hipokampa a zmiany w układzie
cholinergicznym innych struktur mózgu

Uszkodzenia przegrody, strzępka oraz grzbietowej części hipokampa 
powodują spadek ilości acetylocholiny w korze mózgowej (części czołowej)
o przeszło 30°/o (157, 208). Po uszkodzeniu przegrody obserwowano w korze 
czołowej spadek w aktywności acetylotransferazy cholinowej (157) i w po­
bieraniu choliny przez układ o wysokim powinowactwie do substratu 
(157). O ile spadki spowodowane uszkodzeniami przegrody można przy­
najmniej częściowo tłumaczyć degeneracją włókien cholinergicznych bieg­
nących znanymi drogami nerwowymi (161, 225) z przegrody do kory 
mózgowej, o tyle spadek ilości acetylocholiny w korze mózgowej po
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uszkodzeniu strzępka i hipokampa jest znacznie trudniejszy do inter­
pretacji. Główna bowiem projekcja wychodząca z hipokampa nie jest 
projekcją cholinergiczną, dochodzi ona natomiast do grup cholinergicz­
nych neuronów w innych strukturach (161). Neurony te, dające z kolei 
projekcje cholinergiczne do wielu podkorowych i korowych struktur, 
między innymi do kory mózgowej, są niejako pod kontrolą struktur 
przegroda-hipokamp. Niewykluczone zatem, że spadek ilości acetylo­
choliny w korze mózgowej po uszkodzeniach hipokampa mógłby mieć 
związek ze zmianami transsynaptycznymi (23—26). Podobnie możnaby 
tłumaczyć nieliczne dotąd dane (226) wskazujące na zmiany w aktyw­
ności esterazy acetylocholinowej i acetylotransferazy cholinowej w pod­
wzgórzu i ciele migdałowatym po niektórych grzbietowych uszkodzeniach 
hipokampa.

VI. Biochemiczne i morfologiczne przejawy odnowy w cholinergicznym  
układzie hipokampa po uszkodzeniach mózgu

Wyniki badań ostatnich lat podważyły długo utrzymujący się pogląd, 
oparty na klasycznych pracach C a j a 1 a (227), że w odróżnieniu od 
obwodowego układu nerwowego, po uszkodzeniach w ośrodkowym ukła­
dzie nerwowym nie występują procesy odnowy, prowadzące do powsta­
nia funkcjonalnych połączeń synaptycznych. Według jego poglądów w oś­
rodkowym układzie nerwowym mogą pojawiać się jedynie poronne pro­
cesy regeneracyjne, (regenerujące wypustki nerwowe zostają stopniowo 
zresorbowane). W ostatnich latach opublikowano wiele prac i opraco­
wań monograficznych (28, 228—234) poświęconych zagadnieniu odnowy 
w ośrodkowym układzie nerwowym po uszkodzeniach.

Okazało się, że neurony ośrodkowego układu nerwowego zdolne są do 
dwu form odnowy (schematycznie przedstawia to Ryc. 9). Jedną z nich 
(Ryc. 9 A), jest wyrastanie wypustek nerwowych z proksymalnego końca 
aksonu. Nowe wypustki mogą wyrastać wzdłuż swej pierwotnej drogi 
i mogą tworzyć właściwe synaptyczne połączenia. Ten typ odnowy jest 
charakterystyczny dla regeneracji w obwodowym układzie nerwowym. 
Drugą formą odpowiedzi (jak wydaje się, przeważającą w ośrodkowym 
układzie nerwowym) (Ryc. 9 B), jest tzw. wyrastanie bocznych wypustek 
nerwowych (ang. collateral sprouting) z aksonów nieuszkodzonych lecz 
sąsiednich w stosunku do uszkodzonych. Również i ten typ odpowiedzi 
spotyka się w obwodowym układzie nerwowym.

Wykazano, stosując szereg metod: techniki mikroskopii elektronowej 
(236—242), neuroanatomicznych i histochemicznych (234, 235, 243—247) 
oraz biochemicznych (197, 245, 246, 248, 249), że zarówno neurony adre- 
nergiczne (27, 28, 243, 251, 252), serotoninergiczne (27, 28, 253—255), 
gabaergiczne (28, 248), jak i cholinergiczne (28, 197, 244, 246, 247, 249)
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Ryc. 9. Schemat form odnowy w ośrodkowym układzie nerwowym po uszkodze­
niach (27).

A) W yrastanie now ych w ypustek  nerw ow ych z przeciętych  aksonów : części aksonów  dystaln ie  
do przecięcia degenerują, części proksym alne tw orzą „stożki w zrostow e” ; w yrastają now e

aksony i zakończenia nerw ow e.
B) W yrastanie bocznych w ypustek  z aksonów  sąsiednich  w  stosunku do uszkodzonych akso­
nów . D ystalna część przeciętnego aksonu degeneruje, a kolateralne w ypustk i z sąsiedniego  
aksonu zajm ują m iejsce zdegenerow anych zakończeń nerw ow ych i tworzą now e połącze­

nia synaptyczne.

ośrodkowego układu nerwowego, posiadają zdolność do odpowiedzi we­
dług obu wspomianych typów. Wiele badań poświęca się obecnie me­
chanizmom zjawiska odnowy w mózgu (3, 27, 28, 256—261).

VI-1. Regeneracja przeciętych włókien cholinergicznych

Do badań nad możliwościami odnowy po uszkodzeniach przebiegającej 
wg. typu A (Ryc. 9 A) B j ó r k l u n d  i wsp. (234, 247, 250, 262—264) 
zastosowali model transplantacji uprzednio odnerwionej tkanki obwodo­
wej do różnych miejsc ośrodkowego układu nerwowego. Zabieg wprowa­
dzenia tkanki obwodowej do mózgu powoduje równocześnie uszkodzenie 
określonych dróg nerwowych w miejscu transplantacji. Wprowadzając 
tęczówkę do szlaku nerwowego przegroda-hipokamp, a także do kilku 
innych dróg cholinergicznych w mózgu, stwierdzono (247), że między 
18-ym a 30-ym dniem po transplantacji odnerwiona tęczówka jest na nowo 
bogato unerwiona włóknami wykazującymi aktywność esterazy acetylo­
cholinowej. Szczególnie intensywne było unerwienie cholinergiczne pocho­
dzące z uszkodzonych włókien szlaku przegroda — hipokamp. Po 60 
dniach — unerwienie tęczówki (charakterystyczne sploty) niemal nie róż­
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niło się od oryginalnego. Równolegle prowadzone badania na wszczepio­
nej żyle wrotnej (258) wykazały, że regenerujący splot nerwowy tworzy 
funkcjonalne kontakty z mięśniami gładkimi transplantowanej tkanki. 
Być może w arunki stworzone w omawianym modelu doświadczalnym są 
korzystniejsze dla regeneracji włókien cholinergicznych niż miałoby to 
miejsce bez wprowadzenia tkanki obwodowej. Tym niemniej przedsta­
wione dane wskazują, że włókna cholinergiczne biegnące z przegrody 
do hipokampa mają zdolność regeneracji. Należy przy tym zaznaczyć, 
że omawiany typ odnowy w mózgu obserwowano w układzie adrenergicz- 
nym i serotoninergicznym nie tylko przy transplantacji (por. 234), ale 
również po uszkodzeniach chemicznych (253, 254, 265) czy elektroli­
tycznych (266—268).

VI-2. Reinerwacja poprzez wyrastanie bocznych wypustek z nieprzeciętych włókien  
cholinergicznych

Występowanie zjawiska reinerwacji w ośrodkowym układzie nerwo­
wym (por. Ryc. 9 B) wykazano stosując prosty i dający przekonywujące 
wyniki model doświadczalny tzw. podwójnych uszkodzeń, wprowadzony 
przez L i u  i C h a m b e r s a  (235). Wykonuje się mianowicie uszko­
dzenia określonych szlaków w mózgu, a następnie, po czasie niezbędnym 
dla usunięcia produktów degeneracji zniszczonych dróg przeprowadza się 
następne uszkodzenie innego szlaku nerwowego, prowadzącego do tej sa­
mej struktury. Kilka dni po tym zabiegu bada się liczbę degenerujących 
zakończeń nerwowych tego szlaku, porównując ją z liczbą degeneru­
jących zakończeń strony kontrolnej tj. przeciwległej mózgu, w której 
dokonano tylko powtórnego zabiegu. Jeżeli liczba degenerujących zakoń­
czeń po stronie podwójnych uszkodzeń jest większa, to dowodzi, że zaszło 
zjawisko rozrostu wypustek nerwowych drugiego szlaku w miejscu zaj­
mowanym uprzednio przez zakończenia nerwowe szlaku pierwszego.

Hipokamp jest doskonałym modelem do badania zjawiska reinerwacji 
w mózgu. Sprawia to jego charakterystyczna budowa anatomiczna, ułat­
wiająca wybiórcze uszkodzenia poszczególnych włókien dochodzących do 
hipokampa (por. rozdział III-2, Ryc. 3). L y n c h ,  C o t m a n  i wsp. 
w ogromnej serii prac (28, 241, 242, 244, 245, 248, 256, 269—274) zbadali 
odpowiedzi wszystkich połączeń dochodzących do zawoju zębatego hipo­
kampa na uszkodzenia sąsiednich aferentów. Z nielicznymi wyjątkami 
(271, 272), stwierdzili oni silny rozrost zakończeń nerwowych świadczący
o ich niezwykłej plastyczności. Również i system krótkoaksonowych neu­
ronów hipokampa wykazywał tę właściwość (248).

Po przecięciu szlaku wiodącego z kory śródwęchowej do hipokampa 
w mózgu szczurów obserwuje się (244, 246) znaczne zwiększenie reakcji 
histochemicznej esterazy acetylocholinowej w warstwie drobinowej za­
woju zębatego (Ryc. 10 A). Zjawisko to występowało znacznie inten-
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Ryc. 10. Aktywność esterazy acetylocholinowej (AChE), badanej histochemicznie, 
w  zawoju zębatym 40 dni po jednostronnym uszkodzeniu kory śródwęchowej: 

A) strona badana, B) strona kontrolna (kontralateralna) (244).
M ałymi strzałkam i zaznaczono pojaw iającą się aktyw ność AChE w  w arstw ie, w  które} 
uprzednio reakcja histochem iczna była bardzo słaba. D użym i strzałkam i zaznaczono szcze­
linę hipokam pa. M —moleculare, C — strefa w łók ien  spoid łow ych, S + G  s tr a tu m  g ran u lare : 
S — supra-granulare,  G — granulare  (w arstw a ciał kom órek ziarnistych). Pozostałe ob jaśn ien ia

jak w  opisie Ryc. 3 i 4.

sywniej w mózgach młodych szczurów niż dorosłych (245, 274). Wzrost 
reakcji histochemicznej w warstwie, w której normalnie jest tylko bar­
dzo słaba aktywność AChE (por. Ryc. 10 B) związany jest najprawdopo­
dobniej z wyrastaniem cholinergicznych zakończeń nerwowych w tej stre­
fie. Nowe cholinergiczne zakończenia nerwowe pochodzące z włókien bieg­
nących z przegrody zajmują miejsce zdegenerowanych, niecholinergicz- 
nych zakończeń. Przekonywującym potwierdzeniem tej hipotezy są wy­
niki badań elektronowo-mikroskopowych (241, 242) wskazujące na rozrost 
zakończeń nerwowych w wymienionych warunkach.

Ilościową charakterystykę zmian aktywności esterazy acetylocholino­
wej i acetylotransferazy cholinowej po uszkodzeniu kory śródwęcho­
wej, wskazującą na wyraźny wzrost aktywności enzymów podano w Ta­
beli 4 (246). Wykazano, że jeśli po uszkodzeniu drogi z kory śródwęcho­
wej uszkodzić przegrodę to aktywność esterazy acetylocholinowej nie 
wzrasta (244). Wskazywać to może, że proces wzrostu aktywności zale­
ży od zachowania ciągłości połączeń przegroda — hipokamp. Jest to zgodne 
z omawianymi powyżej danymi o pochodzeniu układu cholinergicznego 
hipokampa z przegrody.

Wzrost aktywności esterazy acetylocholinowej w obrębie zawoju zę­
batego i pola CA3 stwierdzono zarówno metodami histochemicznymi jak
i biochemicznymi, również w badaniach po uszkodzeniach grzbietowej 
części hipokampa (275, 276). Interesujący jest fakt, że wzrost w aktywności 
enzymu zachodził również w kontralateralnym  hipokampie. O mechaniz­
mie obserwowanych zmian niewiele jeszcze można powiedzieć.
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Tabela 4

Aktywność AChE i ChAc w zawoju zębatym hipokampa po przecięciu 
połączeń z kory śródwęchowej. (246)

Czas 
po operacji 

(dni)
Warstwy ChAc 

% kontroli
AChE 

% kontroli

M 98 ±12 125 ± 8
4 G 94 ±10 1.17 ±13

8 M 159 ± 9 —
G 93 ± 6 —

16 M 1.52 ±13 160±12
G 103 ±10 88 ± 7

24 M 167±20 164±17
G 95 ±21 99 ±16

. M0 110 ± 15 —
93 „ M .

MM1
163 ±15 
99 ± 8 _

G 106 ±  4 --

Aktywność enzymów podano w % wartości kontrolnej. Za 100% przyjęto aktyw­
ność enzymów po stronie nieoperowanej. Wyniki są średnimi z 4—6 oznaczeń ± s 
Objaśnienia symboli warstw — jak w opisie pod ryciną 3 i 4.

Po dużych, przyśrodkowo-brzusznych uszkodzeniach przegrody ob­
serwowano — po początkowym obniżeniu aktywności esterazy acetylo­
cholinowej i transferazy acetylocholinowej — znaczny powrót aktywności 
enzymatycznej (197, 198). Zjawisko to może mieć związek z podwyższe­
niem się aktywności enzymów w nieuszkodzonych zakończeniach cho­
linergicznych podobnie jak to obserwowano w innych przypadkach uszko­
dzeń mózgu (277), może być też wynikiem pojawienia się enzymów 
w niecholinergicznych uprzednio neuronach (278). Wydaje się jednak, 
że podwyższenie się aktywności enzymatycznej wynika przede wszyst­
kim z rozrostu nowych zakończeń cholinergicznych (197). Za przyjęciem 
tej hipotezy przemawia szereg podobieństw obserwowanego zjawiska do 
innych zmian interpretowanych przez różnych autorów jako wskaźnik 
procesu reinerwacji. Krzywe charakteryzujące wzrost aktywności enzy­
matycznej (Ryc. 11 A, B), mają podobny przebieg jak krzywe ilustrujące 
zależność zmian liczby zakończeń nerwowych od czasu w różnych struk­
turach po przerwaniu ich połączeń nerwowych z innymi częściami móz­
gu (240, 242, 279) (por. Ryc. 12). Po początkowym spadku, liczba zakończeń 
nerwowych intensywnie rośnie. Ponadto, opisane różnice w aktywności
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Ryc. 11 A i B. Zmiany w aktywności esterazy acetylocholinowej (AChE) ■— A i ace- 
tylotransferazy cholinowej (ChAc) ■— B, w hipokampie w zależności od czasu, po 
dużych przyśrodkowo-brzusznych uszkodzeniach przegrody (por. Ryc. 6. (2)) (197).

Rys. 12. Liczba niezdegenerowanych synaps w  przegrodzie w różnym czasie po 
przecięciu strzępka (zmodyfikowany 240). Za 100"Vo przyjęto ogólną liczbę synaps 

w przegrodzie, sposób obliczeń ilości synaps por. (240).

8 P ostępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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enzymatycznej hipokampa pokrywają się w czasie z podwyższeniem się 
poziomu różnych składników w obrębie zarówno układu cholinergicznego 
(244, 246) jak adrenergicznego (243) po uszkodzeniach w różnych częściach 
mózgu. Degenerujące, cholinergiczne zakończenia, pochodzące ze znisz­
czonej przyśrodkowej części przegrody, są prawdopodobnie zastępowane 
przez kolateralne wypustki, pochodzące głównie z cholinergicznych dróg 
biegnących z grzbietowej części przegrody (197, 249) do hipokampa. 
Być może, ta niewielka w warunkach normalnych (196) droga nerwowa 
rozrasta się dopiero wówczas, gdy zniszczona zostaje główna projekcja. 
Opisywano już podobne sytuacje (280). S r e b r o  i M e l l g r e n  (163) 
sugerują jednak, że po uszkodzeniach przegrody wykonanych w mózgu 
młodych szczurów, zachodzi w hipokampie wyrastanie bocznych wypu­
stek z elementów cholinergicznych nie pochodzących z przegrody.

Zwiększenie się aktywności esterazy acetylocholinowej i acetylotrans- 
ferazy cholino we j w hipokampie obserwowano również po jednostron­
nych uszkodzeniach przegrody (249) zarówno po stronie uszkodzonej jak
i kontralateralnej. Nie wykluczone, że w przypadku kontralateralnych 
wzrostów aktywności enzymów odgrywają rolę cholinergiczne neurony, 
występujące w linii środkowej przegrody (ang. intraseptal neurons), któ­
rych obecność wykryto ostatnio (281). Tym niemniej również i zjawi­
sko kontralateralnych wzrostów aktywności enzymatycznej przypisuje się 
zjawisku reinerwacji (249) Wydaje się zatem, że boczne wypustki z cho­
linergicznych aksonów z przegrody, wyrastają tu  na miejsce zdegenero- 
wanych, niecholinergicznych zakończeń nerwowych kontralateralnych 
dróg biegnących przez przegrodę do hipokampa (90, 93, 282, 283). Po jed­
nostronnym uszkodzeniu strzępka, które jednocześnie powodowało de­
generację projekcji spoidłowej do przeciwległego hipokampa, nie obser­
wowano jednak podobnych efektów kontralateralnych w obrębie układu 
cholinergicznego (191). Jednakże i w wielu innych przypadkach (por. 28), 
gdy niszczono włókna spoidłowe hipokampa nie zachodziło zjawisko 
reinerwacji.

VI-3. Hipotezy dotyczące czynników regulujących procesy odnowy w mózgu

Bardzo ważnym lecz trudnym  do odpowiedzi jest pytanie, dlaczego 
procesy odnowy zachodzą w ośrodkowym układzie nerwowym tylko 
w ograniczonym stopniu, w porównaniu z obwodowym układem ner­
wowym. Zaproponowano szereg hipotez. Być może tworzące się w trakcie 
uszkodzenia blizny glejowe hamują wzrost włókien nerwowych (27, 28). 
Po podaniu bowiem hyaluronidazy czy trypsyny, które usuwały blizny, 
wzrost włókien nerwowych zachodził intensywniej (259, 284). Po uszko­
dzeniach chemicznych — tj. po selektywnym zniszczeniu neuronów za­
wierających określony neuromediator, blizny glejowe nie tworzyły się
i proces regeneracyjny zachodził szybciej niż po zniszczeniu mechanicz­
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nym czy elektrolitycznym (27). Nie tylko blizny glejowe jednak, ale
i degenerujące włókna mogą stanowić barierę trudną do pokonania 
przez włókna regenerujące (28). Intensywność procesu odnowy w znacz­
nym stopniu zależy od stosunku włókien rosnących do włókien degene­
rujących w wyniku uszkodzenia (28).

Nie wiadomo dotąd jaki czynnik inicjuje czy wyzwala procesy od­
nowy w ośrodkowym układzie nerwowym. Według niektórych autorów 
(27, 240) bodźcem do wyrastania bocznych wypustek nerwowych jest 
samo zwolnienie miejsca uprzednio zajmowanego przez inne, następnie 
zdegenerowane, zakończenia nerwowe. Możliwe, że zachodzi też współ­
zawodnictwo różnych systemów aferentnych o dostępne miejsca (285), 
co może tłumaczyć zachodzenie procesu odnowy tylko w niektórych 
aferentach.

Innym proponowanym mechanizmem inicjacji procesów odnowy, 
w szczególności kolateralnego wyrastania wypustek nerwowych, jest 
¿¿sunięcie substancji, które normalnie wydzielają nieuszkodzone włókna 
(28, 259). Inni z kolei sądzą, że degenerujące aksony wydzielają jakąś 
troficzną substancję, która inicjuje procesy regeneracyjne (28, 227, 286). 
Być może, iż substancje te mogą mieć takie działanie jak NGF — 
(Nerve Growth Factor) — białko stymulujące wzrost wypustek nerwom 
wych (287, 288). NGF wstrzyknięty dokomorowo w momencie transplant 
tacji obwodowej tkanki w obręb mózgu (268, 289—291) powoduje zwięk­
szenie regeneracji włókien adrenergicznych do transplantatu. Sądzi się, 
że substancje neurotroficzne, pobudzające proces reinerwacji mogą być 
wydzielane przez pojawiającą się bezpośrednio przed rozpoczęciem tego 
procesu populację pewnych komórek glejowych (28, 260). Uważa się też 
(292, 293), że proces wyrastania bocznych wypustek nerwowych może 
być odbiciem procesów zachodzących w rozwijającym się mózgu. Hipo­
teza ta wydaje się jednak (28) mało prawdopodobna, gdyż zbyt wiele 
czynników różni obie te sytuacje. Nie wiadomo dotąd dlaczego wszyst­
kie procesy odnowy zachodzą znacznie łatwiej i szybciej w mózgu orga­
nizmów młodych w porównaniu z organizmami dojrzałymi. Nie poznano 
również dotychczas mechanizmu procesu tzw. rozpoznawania (ang. recog­
nition) (257), odpowiedzialnego za powstawanie właściwych połączeń 
synaptycznych zarówno w rozwoju jak i po uszkodzeniach. Niejasne jest 
także, czy procesy odnowy po uszkodzeniach prowadzą zawsze do powsta­
nia stałych, funkcjonalnych synaps (28, 256, 258, 294).

W kontekście hipotez o regulacji procesów odnowy w mózgu po uszko­
dzeniach, warto wspomnieć o interesujących sugestiach (293, 295), we­
dług których procesy degeneracji i reinerwacji zachodzą w mózgu w ciągu 
całego życia i dzięki nim obserwuje się między innymi zdolności adapta­
cyjne i zdolność do uczenia się. W takim ujęciu, uszkodzenia mózgu by­
łyby niejako czynnikiem potęgującym proces normalnie zachodzący w oś­
rodkowym układzie nerwowym.
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VII. Uwagi końcowe

Rozpatrywane zmiany w obrębie układu cholinergicznego hipokampa 
są przykładem zmian jakim mogą podlegać układy neurotransmiterowe 
po uszkodzeniach mózgu. Nieodłącznie sprzężone są tu  dwa aspekty: ana­
tomiczny i biochemiczny.

Układ cholinergiczny hipokampa zależy ściśle od ciągłości połączeń 
hipokampa z przegrodą. Miejsce, wielkość uszkodzenia przegrody, stopień 
zniszczenia dróg nerwowych dochodzących do hipokampa, a także czas 
po uszkodzeniu mają zasadnicze znaczenie dla występowania i cha­
rakteru zmian składników układu cholinergicznego hipokampa. Nale­
ży też podkreślić, że system cholinergiczny hipokampa jest tylko jed­
nym z układów neurotransmiterowych występujących w tej struktu­
rze. Obserwowane po uszkodzeniach mózgu zaburzenia w ilości i meta­
bolizmie składników cholinergicznych mogą być przeto wypadkową bez­
pośrednich zmian w obrębie układu cholinergicznego i jego interakcji 
z innymi układami neurotransmiterowymi hipokampa. Należy też pamię­
tać, że hipokamp jest jednym z ogniw w całym układzie cholinergicz- 
nym mózgu. Różnorodne zmiany w neuronach hipokampa, powstałe na 
skutek zmian w cholinergicznych zakończeniach nerwowych tej struk­
tury  po uszkodzeniach mózgu, odbijają się niewątpliwie na aktywności 
elektrycznej neuronów innych struktur cholinergicznych mózgu unerwia­
nych przez hipokamp. Poznanie całokształtu wyżej wymienionych pro­
cesów jest niezwykle istotne dla zrozumienia mechanizmów zmian beha­
wioralnych po uszkodzeniach systemu struktur przegroda-hipokamp.

Problemem, który zasługuje na specjalną uwagę jest opisana zdolność 
do odnowy w obrębie układu cholinergicznego hipokampa po niektórych 
uszkodzeniach mózgu. Dzięki modelowemu dla tego rodzaju badań cha­
rakterowi budowy hipokampa, uzyskano dane, które jednoznacznie wska­
zują na występowanie zjawiska plastyczności zakończeń nerwowych móz­
gu, co jeszcze do niedawna kwestionowano. Plastyczność ta może mieć 
związek z często notowanymi przejawami kompensacji pewnych objawów 
behawioralnych zaburzonych wskutek uszkodzeń mózgu (229, 230, 296— 
298). Poznanie mechanizmów kompensacyjnych a zwłaszcza mechaniz­
mów działania różnych środków farmakologicznych, przyśpieszających 
procesy odnowy w mózgu może mieć ważne znaczenie terapeutyczne.

A r ty k u ł  o trzym an o  20.2.1977, po rew iz j i  au torsk ie j  p r zy ję to  30.5.1977.
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nich kilku lat oraz najważniejsze artykuły przeglądowe omawiające 
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numeracją w kolejności ich omówienia w  tekście. Przyjmuje się zasadę 
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Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom 
konstruowanie oryginalnych rysunków i zbiorczych tabel na podstawie 
danych z piśmiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegają sobie 
wyłączność druku prac wraz z ich dokumentacją (Copyright). Przed 
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Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów, aby zabezpieczyć 
maszynopisy i ilustracje przed pogięciem.

http://rcin.org.pl



C e n a  z ł 20,—

SPIS TREŚCI

Dedykacja w osiemdziesiątą rocznicę urodzin Prof. dr Włodzimierza Niemierko 493
E. N. Ch r i s t i a n s e n ,  L. W o j t c z a k  — Regulacja metabolizmu energe­

tycznego w mitochondriach brunatnej tkanki tłuszczowej . 495 
M, M i c h a l a k ,  M. G. S a r z a ł a — Asymetria błon biologicznych 523 
J. Z b o r o w s k i  —Wymiana fosfolipidów pomiędzy błonami biologicznymi 541 
B. G r z e l a k o w s k a - S z t a b e r t  — Metabolizm aminoanalogów folianu „ 559 
B O d e r f e l d - N o w a k  — Wpływ niektórych uszkodzeń mózgu na mecha­

nizmy cholinergiczne h ip o k a m p a ........................................................ 579

http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI



