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l. Wstep

Produkcja ciepta towarzyszy wszystkim procesom metabolicznym.
U zwierzat statocieplnych (ptakéw i ssakow) ciepto to stuzy do utrzyma-
nia wzglednie statej temperatury ciata. Oczywiscie stato$¢ cieptoty tych
zwierzat zalezy réwniez od wytworzonych w toku ewolucji przystoso-
wan morfologicznych i fizjologicznych, chronigcych zaréwno przed zbyt-
nig utratg ciepta jak i przed nadmiernym podniesieniem temperatury
tkanek. W mechanizm termoregulacji wprzegniete zostaty réwniez czyn-
niki natury nerwowej i hormonalnej.

Izolacja termiczna powierzchni ciata ssakéw w formie futra lub pod-
skdrnej warstwy tluszczowej jest na og6t wystarczajaca, aby ciepto wy-
tworzone jako ,uboczny produkt metabolizmu” kompensowato straty.
Czesto nawet konieczne staje sie uruchamianie specjalnych mechanizméw
zapobiegajacych przegrzaniu (na przykiad rozszerzenie podskérnych na-
czynh krwionos$nych, wydzielanie potu itp.). Natomiast w przypadku zwigk-
szonych strat ciepta, na przyktad w warunkach niskiej temperatury oto-
czenia, organizm wiekszosci ssakOw zwieksza produkcje ciepta przez od-
ruchowe wzmozenie skurczéw mieéni. Zjawisko to wystepuje i u cztowie-
ka i znane jest jako dreszcze. W pewnych jednak sytuacjach mechanizm
ten moze okazac sie niewystarczajacy. Dotyczy to przede wszystkim dtu-
gotrwatego oddziatywania niskiej temperatury otoczenia, budzenia sie
zwierzat ze snu zimowego (hibernacji) oraz zwierzat nowonarodzonych.
Noworodki ssakéw majg z reguty stabo wyksztatcong powierzchniowg
warstwe izolacji cieplnej. Podlegajag one w momencie urodzenia gwal-
townej zmianie cieptoty otoczenia, a ich uktad nerwowo-mes$niowy nie
jest jeszcze wystarczajgco wyksztatcony i dlatego zjawisko dreszczow nie
wystepuje w peini lub wcale. Natomiast przy budzeniu si¢ ze snu zimo-
wego nastepuje szybkie podniesienie temperatury tkanek zwierzecia
czesto o 20° lub wiecej. Réwniez w czasie hibernacji uktad nerwowo-
-mie$niowy jest w znacznym stopniu unieczynniony i skurcze miesni, po-
za sercem i ruchami oddechowymi, nie wystepujg. We wszystkich tych
sytuacjach funkcje ogrzewania ogranizmu ssakéw przejmuje w znacznym
stopniu specjalna tkanka zwana brunatng tkankg tluszczowa. Budowa,
funkcje i znaczenie tej tkanki zostaty w ostatnich latach opisane w sze-
regu monografii (1—9).

Il. Wystepowanie brunatnej tkanki tluszczowej

Brunatng tkanke tluszczowg znaleziono wytgcznie u ssakow. Jest ona
szczeg6lnie dobrze rozwinieta u zwierzat przechodzacych sen zimowy,
u zwierzat odznaczajacych sie niewielkimi rozmiarami ciata, a prawdo-
podobnie takze u wszystkich ssakdéw przez pewien czas po urodzeniu.
Tkanka ta wystepuje najczesciej w czesci tutowiowej zwierzecia, po jego
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grzbietowej stronie. Na przykiad u Swinki morskiej i szczura tworzy ona
parzysty piat pod skorg w okolicy topatek, a takze czeSciowo otacza szy-
je. Natomiast u jeza pasma brunatnej tkanki tluszczowej znajdujg sie
gtebiej pomiedzy miesniami tutowia. W ciele noworodkéw ludzkich bru-
natna tkanka tluszczowa wystepuje wokét szyji, pod mostkiem, pomiedzy
topatkami i wzdtuz kregostupa (10).

Niezaleznie od potozenia anatomicznego brunatna tkanka tluszczowa
jest bogato unerwiona i unaczyniona. Produkowane przez nig ciepto spra-
wia, ze temperatura krwi opuszczajgcej te tkanke moze by¢ o kilka stopni
wyzsza niz temperatura krwi doptywajacej. Przypuszcza sie, ze anato-
miczne usytuowanie tkanki sprzyja podgrzewaniu krwi doptywajacej do
tak waznych narzadéw jak mozg.

I1l. Budowa histologiczna i cytologiczna

Histologicznie brunatna tkanka ttuszczowa rézni sie zasadniczo od tak
zwanej biatej tkanki ttuszczowej, bedacej przede wszystkim tkankg za-
pasowg. W typowej komoérce tkanki brunatnej jadro jest okragte i usytuo-
wane w srodku komorki. Cytoplazma za$ jest Scisle upakowana mito-
chondriami i zawiera liczne krople tluszczowe (Ryc. 1A). Mitochondria
brunatnej tkanki tluszczowej charakteryzuja sie dobrze rozwinietym ukta-
dem grzebieni mitochondrialnych (Ryc. 1B) i czesto wystepuja w bli-
skim kontakcie z kroplami ttuszczowymi (11). Brunatne zabarwienie tkan-
ki pochodzi przede wszystkim od cytochromow zawartych w licznych mi-
tochondriach.

Adaptacja zwierzecia do niskiej temperatury powoduje zazwyczaj
zmiany w ultrastrukturze mitochondriéw brunatnej tkanki tluszczowej,
przejawiajagce sie gtéwnie zwiekszeniem ilosci grzebieni (12). Podobne
zmiany zaobserwowano (13) w brunatnej tkance ptodéw na krotko przed
urodzeniem (Ryc. 2).

IV. Fizjologiczne znaczenie brunatnej tkanki tluszczowej

Jak juz wspomniano we wstepie, rola brunatnej tkanki tluszczowej
polega na produkcji ciepta w celu ogrzania organizmu. Cho¢ wiadomo, ze
temperatura brunatnej tkanki jest wyzsza niz tkanek otaczajgcych, jak
réwniez temperatura krwi wyptywajacej z tej tkanki jest wyzsza niz krwi
doptywajacej, to jednak doktadniejsze obliczenie ilosci ciepta produkowa-
nego przez brunatng tkanke tluszczowg w warunkach fizjologicznych jest
trudne. O ilosci tej mozemy sadzi¢ gtdwnie na podstawie danych po-
Srednich, przede wszystkim znajomosci intensywnosci metabolizmu tej
tkanki. | tak oznaczono, ze zuzycie tlenu przez brunatng tkanke thtusz-
czowg nowonarodzonego krdlika moze stanowié 70°/0 zuzycia 02 przez
cate zwierze (14). Efektowny przykiad ,termoforowej” roli brunatnej
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Rye. 1. Brunatna tkanka ttuszczowa sSwinki morskiej.
Zdjecie w mikroskopie elektronowym wykonane przez A. Wroniszewska.

Zdjecie gorne: Mniejsze powigkszenie pokazujace znaczny fragment dwdéch sasiadujacych ko-

morek. Widoczne gesto upakowane mitochondria, duze krople ttuszczowe (T), btona plazma-

tyczna (BP) oraz fragment komorki nabtonka naczynia krwionosnego (KN) z duzym jadrem.

Zdjecie dolne: Wieksze powiekszenie ukazujace ultrastrukture mitochondriéw. Widoczne
liczne, regularnie utozone grzebienie mitochondrialne.

http://rcin.org.pl
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R
FRL
Ryc. 2. Brunatna tkanka tluszezowa plodu szczura (13). A —5 dni przed urodzeniem,
B —3 dni przed urodzeniem C-—1 dzien przed urodzeniem, D —w dniu urodzenia.

Oznaczenia: Mi— mitochondria, Gl — glikogen; strzalki wskazujg ,geste ziarnistosci” (ang.
dense granules), zawierajgce giownie fosforany wapnia. Powiekszenie okoto 25.000 razy.
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tkanki ttuszczowej znajdujemy u foki grenlandzkiej, ktéra rodzi swe po-
tomstwo na taflach i krach lodowych przy temperaturze otoczenia nie-
rzadko —30°. Tylko dobrze rozwinieta brunatna tkanka tluszczowa, znaj-
dujaca sie pod skorg nowonarodzonej foczki i otulajagca niemal cate jej
ciato (15), zdolna jest zapewni¢ przezycie zwierzeciu poddanemu w mo-
mencie urodzenia szokowi termicznemu dochodzacemu do 70°!

Znacznie mniejszy jest udziat brunatnej tkanki tluszczowej w pro-
dukcji ciepta u zwierzat dorostych adaptowanych do zimna. Obliczono
na przyktad, ze u szczura przetrzymywanego w temperaturze kilku stopni
powyzej zera wynosi on okoto 8% catej produkcji ciepta przez organizm.
Natomiast znaczny udziat w og6lnej produkcji ciepta zwierzecia ma praw-
dopodobnie brunatna tkanka ttuszczowa u ssakéw o bardzo matych roz-
miarach, ktérych straty ciepta na skutek niekorzystnej proporcji miedzy
objetoscig a powierzchnig ciata sg wyjatkowo duze. Znajduje to odbicie
w wielkosci brunatnej tkanki ttuszczowej tych zwierzat. Na przykiad
u ryjowki aksamitnej (Sorex araneus), wazacej zaledwie 5 g, brunatna
tkanka tluszczowa stanowi az okoto 8°/0 ciezaru ciata (16).

Pobudzenie brunatnej tkanki tluszczowej do wzmozonej produkcji
ciepta odbywa sie na drodze nerwowo-hormonalnej. Informacje o obnizo-
nej temperaturze otoczenia odbierajg zakonczenia nerwowe (receptory zim-
na) w skorze. Bodziec nerwowy dociera do o$rodka termoregulacji w cze-
§ci moézgu zwanej podwzgorzem (hipotalamus). Nastepuje pobudzenie
uktadu nerwowego sympatycznego, ktorego zakoriczenia w brunatnej tkan-
ce tluszczowej produkujg noradrenalinge. Substancja ta z kolei wiaze sie
z adrenoreceptorami P w bionie plazmatycznej komorek brunatnej tkanki
tluszczowej i stymuluje synteze cyklicznego AMP (1). Cykliczne AMP
moze, jak wiadomo, oddziatywaé¢ na metabolizm komorki, aktywujac roz-
maite szlaki przemiany materii. W komorce brunatnej tkanki tluszczo-
wej rola cAMP polega przede wszystkim na aktywacji lipaz, ktére dzia-
taja na trojglicerydy, bedace gtdwnym skitadnikiem kropelek ttuszczo-
wych znajdujacych sie w komorce (Ryc. 1 A). Uwalniane tg droga kwasy
thuszczowe sg nie tylko substratem oddechowym w komorce, ale takze,
0 czym obszerniej bedzie mowa dalej, regulujg metabolizm energetyczny
komorki, przetaczajac go z syntezy ATP na produkcje ciepta. Uwalnianie
kwasow ttuszczowych pod wplywem stresu wywotanego zimnem jest cha-
rakterystyczne dla brunatnej tkanki ttuszczowej (1, 8), natomiast nie wy-
stepuje w biatej tkance tluszczowej.

V. Biochemiczne wtasciwosci mitochondriow brunatnej tkanki ttuszczowej

Poznanie biochemicznych mechanizméw termogenezy w brunatnej
tkance ttuszczowej i czeSciowe przynajmniej wyjasnienie zwigzanych
Z tym przemian energetycznych stato sie mozliwe w duzej mierze dzigki
badaniom nad izolowanymi mitochondriami tej tkanki.



71 BRUNATNA TKANKA TLUSZCZOWA 501

Mitochondria brunatnej tkanki tluszczowej sg niezwykle bogate
w enzymy tancucha oddechowego (17—19). Pod wzgledem zawartosci cy-
tochroméw doréwnuja one mitochondriom serca, znanym z intensywnej
przemiany oddechowej. Zawierajg ponadto peten zestaw enzymow umoz-
liwiajacych aktywacje i utlenianie kwasoéw ttuszczowych, ktére w tych mi-
tochondriach sg gtdwnym substratem oddechowym (20). Charakterystycz-
na jest rowniez obecno$¢ bardzo aktywnej flawinowej dehydrogenazy gli-
cerofosforanu (21).

V-l. Witasciwosci energetyczne

Najbardziej jednak osobliwg i charakterystyczng cechg mitochondriéw
brunatnej tkanki ttuszczowej jest tak zwane ,luzne sprzezenie” oksyda-
cyjnej fosforylacji. Juz w 1959 r. Lepkovsky i wsp. (22) zauwazyli,
ze mitochondria te, izolowane metodami stosowanymi do innych tkanek,
nie wykazuja zdolnosci syntetyzowania ATP kosztem energii transportu
elektronéw w tancuchu oddechowym. PézZniejsze badania (23—27) ujaw-
nity, ze mitochondria izolowane z brunatnej tkanki tluszczowej moga
wykazywaé, w zaleznosci od stanu rozwojowego i fizjologicznego zwie-
rzecia, sposobu izolacji mitochondriéw oraz skiadu $rodowiska inkuba-
cyjnego, rozmaity stopien sprzezenia energetycznego: od S$cistego sprze-

40 ng atomy O, Jml
[ apet 1\98 ADP ADP\58

L '
Oligo CCP Oligo f
CcCp

2 min

Ryc. 3. RoOznice w stopniu sprzezenia energetycznego mitochondriéw brunatnej
tkanki tluszczowej szczura w zaleznos$ci od stanu rozwojowego zwierzecia (66).

Krzywe przedstawiaja polarograficzny zapis zuzycia tlenu przez mitochondria. A —Mitochon-

dria tkanki ptodowej, B — 14 dni po urodzeniu, C—4 tygodnie po urodzeniu, przez ostatnie

7 dni zwierzeta trzymano w temp. 36°. Oznaczenia (takze dla Ryc. 4): a-Ketogl —a-ketoglu-

taran, Burszt —bursztynian, Oligo —oligomycyna, CCP —karbonylocyjanek chlorofenylohydra-

zonu (substancja rozprzegajaca oksydacyjnag fosforylacja). Liczby przy krzywych wyrazaja
zuzycie tlenu w ng atomach na minute.
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Ryc. 4. Wplyw GTP na sprzezenie mitochondriéw brunatnej tkanki tluszczowej

jeza (66).

Srodowisko inkubacyjne zawierato 2% albuminy surowiczej, pH = 68 Ponadto w przypadku
krzywych B i D obecny byt 05 mM GTP. Oznaczenia jak na Ryc. 3.

zenig az do catkowitego rozprzezenia. llustrujg to przyktadowo ryciny
3 i 4. Ogoblnie biorgc, mitochondria brunatnej tkanki ttuszczowej ze zwie-
rzat w okresie intensywnej termogenezy, a wiec na przykiad w pierw-
szym okresie po urodzeniu lub po dluzszej adaptacji do zimna, sg badz
W znacznym stopniu rozprzezone, badZ tez ,luzno sprzezone”, to znaczy,
zachowuja zdolno$¢ syntetyzowania ATP przy braku kontroli oddechowe;j.

By lepiej wyjasni¢ te zasadniczg ceche mitochondriéw brunatnej tkan-
ki tluszczowej, przypomnimy tu pokrétce istote ,sprzezenia energetycz-
nego”. Otdz energia swobodna reakcji oksydoredukcyjnych zachodzacych
pomiedzy enzymami tahcucha oddechowego, czyli energia swobodna
transportu elektronéw w taincuchu oddechowym, zostaje zmagazynowa-
na w btonie mitochondrialnej. Nie znamy dotychczas formy, w jakiej
energia ta jest pierwotnie akumulowana. Istniejg na ten temat trzy hi-
potezy (28). Hipoteza ,chemicznego sprzezenia” zaklada tworzenie sie
blizej nieokre$lonych wysokoenergetycznych potaczern chemicznych (29).
Natomiast teoria ,,chemiosmotyczna” przyjmuje, ze pierwotng formg ma-
gazynowania energii utleniania jest tworzenie gradientu elektrochemicz-
nego po obu stronach btony mitochondrialnej, w szczegélnosci gradientu
jondw H+ (30, 31). Wreszcie w mysl teorii konformacyjnej energia trans-
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portu elektronéw zostaje zmagazynowana w wyniku zmian konforma-
cyjnych pewnych makroczasteczek btony mitochondrialnej (32). Obszer-
niejsze dyskutowanie argumentéw za i przeciw kazdej z tych hipotez
przekraczatoby ramy niniejszego artykutu. Podkreslimy jedynie, ze nie-
zaleznie od swej natury wysokoenergetyczny stan biony mitochondrial-
nej jest Zzrodiem energii dla syntezy ATP. Kompleks enzymatyczny bio-
racy bezposrednio udziat w tej syntezie, czyli tak zwany czynnik Fx
Rackera (33), wykazujacy roéwniez po wyizolowaniu aktywno$¢ ATP-azy
(34), znajduje sie po wewnetrznej stronie wewnetrznej biony mito-
chondrialnej (28, 34, 35). Catos¢ przeksztatcen energetycznych, w ktorych
energia transportu elektronéw w tancuchu oddechowym daje wysoko-
energetyczny stan btony mitochondrialnej, ten za$ z kolei zostaje wy-
korzystany do syntezy ATP, nazywamy sprzezeniem energetycznym (28).
W tak zwanych ,Scisle sprzezonych” mitochondriach zapotrzebowanie na
ATP reguluje intensywno$é oddychania. Innymi stowy, substraty odde-
chowe moga sie o tyle tylko utlenia¢, o ile mitochondria dysponujg ADP
i fosforanem, niezbednymi do syntezy ATP (36). W Scisle sprzezonych mi-
tochondriach, a do takich nalezg prawdopodobnie mitochondria wszystkich
tkanek za wyjatkiem brunatnej tkanki tluszczowej, energia swobodna
utleniania ulega w znacznym stopniu zmagazynowaniu w postaci energii
tworzenia ATP, a tylko mata jej cze$¢ rozprasza sie w postaci ciepta.

Operujac izolowanymi mitochondriami mozemy przy pomocy czynni-
kéw chemicznych ,roztadowac” wysokoenergetyczny stan bitony mito-
chondrialnej. Jest to tak zwane ,rozprzezenie”. Najlepiej poznanymi
»rozprzegaczami” sg chlorowco- i nitro-pochodne fenolu, na przykad cze-
sto stosowany w badaniach bioenergtycznych 2,4-dwunitrofenol. Dziata-
nie tych zwigzkéw polega na zwiekszaniu przepuszczalnosci btony mito-
chondrialnej wobec protonéw. Znoszg one zatem gradient stezen jondw
H+, ktory zawsze towarzyszy wysokoenergetycznemu stanowi btony mi-
tochondrialnej (28, 30). Pewne dziatanie rozprzegajace przejawiajg row-
niez dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe (37—41), prawdopodobnie takze
dzieki zwiekszaniu przepuszczalnos$ci btony mitochondrialnej wobec pro-
tonéw i innych kationéw jednowartosciowych (42, 43). Uzasadnione wy-
daje sie wiec przypuszczenie, ze kwasy tluszczowe mogg w pewnych wa-
runkach regulowaé sprzezenie energetyczne in vivo.

V-2. Rola kwaséw ttuszczowych

Szereg danych wskazuje na to, ze czynnikiem powodujacym brak sprze-
zenia energetycznego w mitochondriach brunatnej tkanki tluszczowej sg
witasnie kwasy ttuszczowe. Przede wszystkim mitochondria te zawierajg
do$¢ znaczne ilosci niezestryfikowanych kwasow tluszczowych, wyzsze
niz mitochondria innych tkanek, a mianowicie od 50 (8) do 140 (44) nmoli
na mg biatka mitochondrialnego (patrz réwniez Tabela 1). Wykazano (45,
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46), ze jednym z czynnikéw umozliwiajgcych uzyskanie mitochondriéw
brunatnej tkanki tluszczowej w stanie sprzezonym jest obecnos$¢ albu-
miny surowiczej, i to zaréwno w czasie izolacji mitochondriéw jak i w $ro-
dowisku inkubacyjnym. To dziatanie albuminy, znanej z tego, ze silnie
wigze kwasy ttuszczowe, byto zresztg jedng z pierwszych przestanek, ze
kwasy ttuszczowe sg tym czynnikiem, ktory warunkuje catkowite roz-
przezenie lub tez luzne sprzezenie mitochondriéw brunatnej tkanki ttusz-
czowej (27).

Tabela 1

Zawarto$¢ niezestryfikowanych kwaséw ttuszczowych i ich tioestrow

z koenzymem A (acylo-CoA) w mitochondriach brunatnej tkanki
thuszczowej Swinki morskiej (8).

niezestryfikowane

acylo-CoA
kwasy ttuszczowe

stan zwierzat

(nmole/mg biatka)
hodowane w temp. 21° 42 | 2,8
adaptowane do temp. 6° 59 4,9

Innym skutecznym sposobem usuniecia kwasow tluszczowych obec-
nych w mitochondriach brunatnej tkanki tluszczowej jest ich utlenienie
przez same mitochondria. Mozliwe jest to po dodaniu do $rodowiska inku-
bacyjnego karnityny (44). Enzym aktywujacy diugotancuchowe kwasy
tluszczowe (syntetaza acylo-CoA) znajduje sie w wiekszosci tkanek gtow-
nie w endoplazmatycznym retikulum i w zewnetrznej btonie mitochon-
drialnej (47). W brunatnej tkance tluszczowej syntetaza acylo-CoA wy-
stepuje gtébwnie w zewnetrznej btonie mitochondrialnej (48, 49). Wiado-
mo jednak, ze wewnetrzna blona mitochondrialna jest nieprzepuszczalna
wobec acylo-CoA. Przeniesienie zaktywowanych kwaséw ttuszczowych do
wnetrza mitochondrionu, gdzie moga by¢ utleniane, wymaga przeto
uprzedniego przeksztatcenia acylo-CoA w acylo-karnityne (50—52), ktdra
tatwo przenika przez blone wewnetrzng i po jej wewnetrznej stronie od-
twarza acylo-CoA. Tym tlumaczy sie stymulujgce dziatanie dodanej karni-
tyny na utlenianie endogennych kwaséw ttuszczowych w mitochondriach
brunatnej tkanki tluszczowej zaobserwowane przez Drahote i wspdipra-
cownikow (20, 44). Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze maksymalng szyb-
ko$¢ utleniania uzyskuje sie dopiero w obecnosci ATP i koenzymu A,
potrzebnych do aktywacji kwasow ttuszczowych na zewnetrznej bionie
mitochondrialnej, i jabtczanu niezbednego do zainicjowania cyklu Krebsa.
Zaobserwowano, ze po takim traktowaniu mitochondria brunatnej tkanki
thuszczowej stajg sie sprzezone i wykazujg kontrole oddechowg (47, 53,
54) (Ryc. 5).

Na rozprzegajace dziatanie kwasdw ttluszczowych zwrdécono uwage juz
20 lat temu (37—40, przeglad pisSmiennictwa patrz 41 i 43). Wykazano
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réwniez, ze zar6wno niezestryfikowane kwasy tluszczowe (41, 55) jak
i ich tioestry z koenzymem A (56—60) sg inhibitorami transportu nukleo-
tydéw adeninowych (ADP i ATP) przez wewnetrzng btone mitochondrial-
ng. Nowsze badania wskazujg ponadto na znaczne zwigkszanie przez nie-

CoA |
7 karn,
/u.‘)/{czcm ATP
8 — palm. karn. palm.karn.
FCCP FCCP
I)Onmo//'oz
—
2 min.

Ryc. 5. Wptyw preinkubacji z karnityng na kontrole oddechowg mitochondriéw
brunatnej tkanki ttuszczowej Swinki morskiej adaptowanej do temperatury otocze-
nia 6° (79).

A — Mitochondria inkubowane z jabtczanem, CoA, ATP i karnityna (karn.). Substratem odde-

chowym byta palmitylokarnityna (palm. karn.). B —Préba kontrolna (bez CoA, ATP i karni-

tyny). Stymulacja oddychania (kontrola oddechowa) pod wptywem substancji rozprzegajacej
(FCCP) widoczna jest tylko na krzywej A.

zestryfikowane kwasy ttuszczowe i zwigzki typu acylo-CoA przepuszczal-
nosci wewnetrznej btony mitochondrialnej wobec kationéw metali jed-
nowartosciowych (42), a takze wobec anionu chlorkowego (43). Postuluje
sie rowniez jonoforowe dziatanie kwasow ttuszczowych w sensie umozli-
wiania przez nie wymiany kationow metali jednowarto$ciowych, przede
wszystkim K+, na jony H+ (61). Wida¢ z tego, ze mechanizm dziatania
kwaséw ttuszczowych i ich tioestrbw z koenzymem A na metabolizm
energetyczny mitochondriéw jest znacznie bardziej ztozony niz mecha-
nizm dziatania typowych substancji rozprzegajagcych. Prawdopodobnie ty-
powe dziatanie rozprzegajgce w sensie znoszenia transmembranowego po-
tencjatu elektrochemicznego majg dopiero wysokie, niefizjologiczne, ste-
zenia kwasow ttuszczowych. Natomiast w niskich stezeniach kwasy ttusz-
czowe i acylo-CoA regulujg stan energetyczny mitochondriow w bardziej
subtelny sposéb, gtdwnie na drodze przemieszczania kationéw i hamowa-
nia wymiany ATP i ADP miedzy wnetrzem mitochondrionu a $rodowi-
skiem cytoplazmatycznym (43). O roli kwaséw ttuszczowych i acylo-CoA
w metabolizmie energetycznym i termogenezie brunatnej tkanki ttusz-
czowej bedzie jeszcze mowa w dalszej czesci artykutu.

V-3. Wpiyw pH

Na stan energetyczny izolowanych mitochondriéw brunatnej tkanki
thuszczowej duzy wptyw ma pH $rodowiska inkubacyjnego. Zaobserwo-
wano, ze nawet w nieobecnosci innych czynnikéw sprzegajacych, jak albu-
mina surowicza, karnityna lub nukleotydy purynowe (o ktérych mowa
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bedzie dalej), mozna w niektérych przypadkach uzyska¢ synteze ATP
i kontrole oddechowa przez obnizenie pH S$rodowiska inkubacyjnego.
Optymalnym stezeniem jondéw wodorowych dla uzyskania wydajnej fos-
forylacji przy utlenianiu pirogronianu okazato sie pH 5,6 (46), natomiast
najwyzszg kontrole oddechowg uzyskiwano przy pH 6,8 (62). Warto przy-
pomnieé, ze w przypadku mitochondriow watroby nie obserwowano wiek-
szych zmian wydajnosci fosforylacji w zakresie pH od 6,0 do 8,0 (63, 64),
podczas gdy kontrola oddechowa jest najwyzsza przy pH 7,1 (65). Ryci-
na 6 pokazuje zalezno$¢ kontroli oddechowej mitochondriéw brunatnej
tkanki ttuszczowej Swinki morskiej i watroby tegoz zwierzecia. Widoczne
jest przesuniecie optimum pH w przypadku mitochondriéw brunatnej
tkanki ttuszczowej w kierunku kwasnym.

100}

~
wn
T

N
w
TR

Kontrola oddechowa (%)
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T

Ryc. 6. Zalezno$¢ kontroli oddechowej od pH $rodowiska (65).

O-------- O — Mitochondria brunatnej tkanki ttuszczowej $winki morskiej adaptowanej do zimna,

O---mmmee- O —mitochondria brunatnej tkanki ttuszczowej $winki morskiej hodowanej w tempe-

raturze okoto 20°, A .......... A —mitochondria watroby $winki morskiej. Za 100% kontroli

oddechowej przyjeto warto$¢ maksymalng dla kazdej z krzywych, wynoszacg odpowiednio
2,2, 45 i 150.

W obecnym stanie badan trudno osadzi¢, czy zaleznos¢ stopnia sprze-
zenia mitochondriéw brunatnej tkanki tluszczowej od pH moze mieé
znaczenie regulacyjne w termogenezie, czy tez jest tylko zjawiskiem
obserwowanym in vitro. Nie jest réwniez zrozumialy sam mechanizm
sprzegajacego dziatania kwasnego S$rodowiska. By¢ moze, chodzi tu
o cofniecie dysocjacji grup fosforanowych fosfolipidow btony mitochon-
drialnej lub zwigzanych z btong kwaséw ttuszczowych albo ich estrow

z CoA.

V-4. Wptyw nukleotydéw purynowych

Sprzezenie mitochondriéw brunatnej tkanki ttuszczowej mozna wy-
wota¢ réwniez dziataniem niskich stezen dwu- i tréjfosfonukleotydéw pu-
rynowych (45, 66, 67). Obrazuje to rycina 4. Mitochondria brunatnej tkanki
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tluszczowej jeza, utleniajace zar6wno a-ketoglutaran jak i bursztynian,
wykazujg bardzo niskg kontrole oddechowg (krzywe A i C). Dodatek GDP
do srodowiska inkubacyjnego sprawia, ze kontrola oddechowa znacznie
wzrasta, co przede wszystkim przejawia sie obnizeniem szybkosci zu-
zycia tlenu w nieobecnosci ADP i po jego catkowitej fosforylacji do ATP,
czyli obnizeniem utleniania w stanie IV (krzywe B i D).

Najskuteczniejszym sposrod nukleotydéw purynowych okazat sie
GDP. Nieco stabsze dziatanie sprzegajgce wywierajg GTP i ATP oraz
ADP. Natomiast nie majg takiego dziatania nukleotydy purynowe z jed-
ng grupg fosforanowa (na przyklad GMP i AMP) oraz nukleotydy piry-
midynowe. Na uwage zastuguje sprzegajace dziatanie ATP, a takze — cho¢
stabsze — ADP, co czesto komplikuje uktad doswiadczalny, poniewaz kon-
trole oddechowg ozacza sie wilasnie przez pomiar zuzycia tlenu przed
i po dodaniu ADP.

Jest godne uwagi, ze sprzegajace dziatanie ATP i ADP nie ulega
zniesieniu w obecnosci oligomycyny, ktéra — jak wiadomo— hamuje fo-
sforylacje ADP do ATP, jak réwniez przeciwdziata energizacji btony mi-
tochondrialnej przez ATP. Podobnie atraktylozyd, ktéry hamuje transport
nukleotydéw adeninowych przez wewnetrzng btone mitochondrialng, nie
znosi sprzegajacego dziatania ATP. Dowodzi to, ze nukleotydy purynowe
wywierajg dziatanie sprzegajace nie wnikajgc do wnetrza mitochondrio-
nu lecz oddziatywujgc badZz na btone zewnetrzng, badZ tez na zewnetrz-
nag powierzchnie btony wewnetrznej (68, 69).

Badania ostatnich lat przyniosty znaczny postep w zrozumieniu me-
chanizmu dziatania nukleotydéw purynowych jak i roli kwasoéw ttuszczo-
wych i ich tioestrow z koenzymem A w regulacji sprzezenia energetycz-
nego mitochondriow brunatnej tkanki tluszczowej. Po pierwsze, wyka-
zano, ze mitochondria brunatnej tkanki sg lepiej niz mitochondria innych
tkanek przepuszczalne zaréwno wobec protonéw jak i jonu Cl~ (70).
Przepuszczalno$¢ wobec protonéw wydaje sie by¢é konsekwencjg obec-
nosci w mitochondriach niezestryfikowanych kwaséw ttuszczowych lub
acylo-CoA, bowiem usuniecie kwasow ttuszczowych i ich tioestrow z koen-
zymem A przy pomocy albuminy surowiczej powoduje spadek przepusz-
czalnosci (70, 71). Wiaze sie to z postulowanym jonoforowym dziataniem
kwaséw tluszczowych obserwowanym i w przypadku mitochondriéw
z innych tkanek (42, 61), o czym pisaliSmy juz wczesniej. Heaton
i Nic holis (71) wykazali jednak, ze mitochondria brunatnej tkanki
tluszczowej sg znacznie bardziej wrazliwe na dziatanie kwaséw ttuszczo-
wych niz na przyktad mitochondria watroby. Przewodnictwo wobec pro-
tondw mitochondriéw brunatnej tkanki chomika wzrasta wielokrotnie
silniej w pordéwnaniu z przewodnictwem mitochondriow watroby tego
samego zwierzecia pod wptywem takiej samej ilosci zwigzanego z mito-
ehondriami kwasu palmitynowego (71) (Ryc. 7).

Zwigzek podwyzszonej przepuszczalnosci btony mitochondriéw bru-
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Ryc. 7. Wplyw palmitynianu na przepuszczalno$¢ wewnetrznej btony mitochondrial-
nej wobec protonéw (71).

Na osi odcietych zaznaczono ilo$¢ palmitynianu zwigzanego z mitochondriami, na osi rzed-
nych —przepuszczalno$¢ wobec protonéw. ¢ - e —Mitochondria watroby, O---—--- O — mi-
tochondria brunatnej tkanki tluszczowej $winki morskiej adaptowanej do niskiej temperatury.

natnej tkanki ttuszczowej wobec jonu chlorkowego z obecnoscig w nich
niezestryfikowanych kwaséw ttuszczowych jest mniej jasny. Wprawdzie
wykazano na przyktadzie mitochondriéw watroby, Zze kwasy ttuszczowe
podwyzszajg przepuszczalnos¢é wewnetrznej btony mitochondrialnej wobec
Cl~ (43), lecz traktowanie albuming surowiczg mitochondriéw brunatnej
tkanki tluszczowej nie zmniejsza ich przepuszczalnosci wobec jonu chlor-
kowego (72). Cechujgca mitochondria brunatnej tkanki ttuszczowej zwigk-
szona przepuszczalno$¢ wobec protonéw w potaczeniu z podwyzszong prze-
puszczalnoscia wobec anionu chlorkowego jest w stanie catkowicie znie$¢
gradient elektrochemiczny po obu stronach btony, a wiec roztadowaé wy-
sokoenergetyczny stan biony. Nie moze w takich warunkach dojs¢ do
syntezy ATP, a energia utleniania wykorzystana zostaje na bezuzyteczny
transport jonow i w rezultacie rozprasza sie w postaci ciepta.

Nicholls (70, 72, 73) wykazat, ze nukleotydy purynowe, w szcze-
gélnosci GDP, obnizajg przepuszczalno$¢ btony wewnetrznej mitochon-
dribw brunatnej tkanki ttuszczowej wobec jonu chlorkowego i, co byé
moze jest jeszcze bardziej istotne dla sprzezenia energetycznego, wobec
protonéw. W rezultacie, oddychajgce mitochondria mogg w obecnosci
GDP utrzymaé gradient elektrochemiczny po obu stronach btony. llu-
struje to rycina 8 Na rysunku tym gradient elektrochemiczny, a wiec
stan energizacji btony mitochondrialnej, wyrazony jest przy pomocy
tak zwanej sity protonomotorycznej (Ap). Jest to wielko$¢, podawana
w jednostkach napiecia (miliwoltach), zalezna zaréwno od elektryczne-
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Ryc. 8 Wplyw pH, albuminy surowiczej i GDP na site protonomotoryczng (Ap)
mitochondriéw brunatnej tkanki ttuszczowej chomika syryjskiego, z glicerofosfora-
nem jako substratem oddechowym (73).

e —Bez dodatkow, A--—----—- A —z albuming surowiczg 5 mg/ml, O------—-- O—z 1 mM GDP,
A-—-—A—z 1 mM GDP i albuming surowiczag 5 mg/ml.

go potencjatu transmembranowego (AE) jak i od gradientu pH (ApH) po
obu stronach btony, zgodnie z réwnaniem (74):

Ap = AE-59ApH

Jak wida¢ na rycinie 8, dodanie albuminy surowiczej do oddychaja-
cych mitochondriéw brunatnej tkanki tluszczowej pozwala na uzyska-
nie sity protonomotorycznej okoto 60—90 mV (w zaleznosci od pH $ro-
dowiska). Dodanie 1 mM GDP réwniez umozliwia mitochondriom wy-
tworzenie sity protonomotorycznej. Jednakze w tym przypadku jest to
wyraznie zalezne od pH S$rodowiska. Dopiero tgczne dodanie albuminy
i GDP pozwala na osiggniecie maksymalnej warto$ci sity protonomoto-
rycznej w dos$¢ szerokim zakresie pH.

Doswiadczenie pokazane na rycinie 8 wskazuje na wspoétdziatanie al-
buminy surowiczej i GDP. Sugeruje to, ze kwasy tluszczowe zwigzane
z btong mitochondrialng i dodany GDP dziatajag antagonistycznie na
przepuszczalno$¢ btony mitochondrialnej wobec jonéw. Potwierdzity to
ostatnie badania Heatona i Nichollsa (71). Wykazano rowniez
(75, 76), ze nukleotydy purynowe, w szczegolnosci GDP, wigzg sie z ze-
wnetrzng powierzchnia wewnetrznej blony mitochondriow brunatnej
tkanki ttluszczowej. Okazato sie, ze palmitylo-CoA i GDP wywierajg an-
tagonistyczny wpltyw na pasywng przepuszczalnos¢ wewnetrznej btony

2 Postepy Biochemii
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mitochondriéw brunatnej tkanki tluszczowej wobec jonu CI-: palmitylo-
CoA zwigksza, a GDP obniza te przepuszczalnos$¢ (77).

Badania te zdajg sie wskazywa¢ na bardzo istotny mechanizm regu-
lacji sprzezenia energetycznego, a zatem i termogenezy, w mitochondriach
brunatnej tkanki tluszczowej. Moga stanowi¢ réwniez punkt wyjscia dla
dalszych badahn nad molekularng strukturg btony mitochondrialnej.
W chwili obecnej mozna juz zaproponowac nastepujacy, na razie spekula-
tywny, mechanizm (77): Wewnetrzna biona mitochondriéw brunatnej
tkanki tluszczowej zawiera miejsca o specyficznym powinowactwie do
pierscienia purynowego. Moze ona zatem wigzaé zaréwno nukleotydy
purynowe, jak i acylo-CoA, ten ostatni za posrednictwem reszty adeni-
nowej. Nukleotydy purynowe, bedace czasteczkami o wysokiej hydro-
filnosci, wigzg sie wylacznie powierzchniowo, nie zaburzajac fosfolipi-
dowej warstwy btony. By¢ moze, zwiekszajg rowniez w jaki$ sposob nie-
przepuszczalno$¢ btony wobec jonoéw. Estry diugotancuchowych kwasoéw
thuszczowych z koenzymem A wykazujg powinowactwo do tych samych
miejsc wigzacych. W tym jednak przypadku czasteczka zawiera hydrofo-
bowy tahncuch weglowodorowy kwasu ttuszczowego, ktéry zagiebia sie
w lipidowg warstwe btony i zaburza jej strukture. W wyniku tego zwiek-
sza sie przepuszczalno$¢ wobec jondw (41, 43).

V-5. Przepuszczalno$¢ wewnetrznej btony mitochondrialnej

Mitochondria brunatnej tkanki ttuszczowej izolowane i zawieszone
w 250 mM roztworze sacharozy wykazujg w mikroskopie elektronowym
strukture wysoce skondensowang (54). Potwierdzajg to pomiary objetosci
matriks mitochondrialnej, wykonane przy zastosowaniu sacharozy pietno-
wanej przy pomocy MC i trytowanej wody. Otrzymane wartosci poni-
zej 04 jxl/mg biatka (78) sg dwukrotnie nizsze niz w przypadku na przy-
ktad mitochondriéow watroby. Wigze sie to z bardzo matg zawartoScig
jondbw w matriks mitochondriow brunatnej tkanki tluszczowej. Zawar-
tos¢ K+ wynosi tam zaledwie 10% zawarto$ci tego jonu w mitochon-
driach watroby (20). Réwniez zawarto$¢ jonu fosforanowego jest w przy-
blizeniu dwukrotnie nizsza (79). Jest to wynikiem zwiekszonej biernej
przepuszczalno$ci wewnetrznej btony mitochondriéw brunatnej tkanki
thuszczowej wobec kationdw metali jednowarto$ciowych (80), jonu chlor-
kowego (70) i fosforanu (79) spowodowanej, jak sie wydaje, obecnoscig
zwigzanych z biong dlugotancuchowych niezestryfikowanych kwasow
thuszczowych i ich tioestrow z koenzymem A. Mitochondria te nie sg
zatem zdolne do utrzymania wilasnego $rodowiska osmotycznego (78).

Zmiany objetosci matriks a takze konfiguracji wewnetrznej btony
mitochondrialnej, towarzyszace zmianom zewnetrznego ci$nienia osmo-
tycznego, sa prawdopodobnie podtozem zmian szybkos$ci transportu me-
tabolitow przez btone mitochondriow brunatnej tkanki tluszczowej.
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Ryc. 9. Wplyw cisnienia osmotycznego na utlenianie palmitylokarnityny przez mi-
tochondria brunatnej tkanki ttuszczowej (78).

Krzywa polarograficzna. Cisnienie osmotyczne regulowano zmieniajac stezenie sacharozy
w $rodowisku inkubacyjnym.

Stwierdzono miedzy innymi, ze transport nukleotydéw adeninowych
maleje wraz ze wzrostem osmolarnosci $rodowiska (81). Uposledzeniu
ulega rowniez aktywnos$¢ oddechowa mitochondriéw (78). Rycina 9 po-
kazuje, jak utlenianie palmitylokarnityny przez mitochondria brunatnej
tkanki ttuszczowej maleje wraz ze wzrostem stezenia sacharozy w $ro-
dowisku inkubacyjnym. Hamujacy wptyw wysokiego cisnienia osmotycz-
nego na aktywnos$¢ oddechowg zaobserwowano rowniez w przypadku
mitochondriéw watroby (82), jednakze tu hamujaco dziatata sacharoza
dopiero w stezeniu rzedu 0,5 M. Potwierdza to fakt, ze wewnetrzne ci$-
nienie osmotyczne izolowanych mitochondriéw brunatnej tkanki thusz-
czowej jest bardzo niskie.

Jak juz zaznaczyliSmy wcze$niej, GDP i inne nukleotydy purynowe
zmniejszajg przepuszczalno$¢ wewnetrznej btony mitochondriow brunat-
nej tkanki ttuszczowej wobec protonoéw i jonu chlorkowego (70, 72, 73,
77). Zmniejszaja réwniez bierng przepuszczalno$é btony mitochondrialnej
wobec jonu fosforanowego (79).

V-6. Procesy transportu w mitochondriach brunatnej tkanki tluszczowej

Wewnetrzna btona mitochondrialna wyposazona jest w szereg ukia-
dow transportujgcych jony i metabolity (83). Pobieranie kationéw, na
przyktad Ca++, zachodzi na skutek dziatania potencjatu elektrochemicz-

2%
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nego (84), a wiec skorelowane jest z wysokoenergetycznym stanem bto-
ny mitochondrialnej. Pobieranie fosforanu zachodzi na wymiane z jo-
nami OH~ (85), a wiec rowniez posrednio zalezy od stanu energetycz-
nego (86). Podobnie ma sie rzecz z transportem jonow kwasow karbo-
ksylowych, ktére z kolei wymieniajg sie z jonami fosforanowymi. Moz-
na bylo zatem oczekiwaé, ze pobieranie jonéw i metabolitdw przez mito-
chondria brunatnej tkanki ttluszczowej bedzie w znacznym stopniu upo-
Sledzone w zwiazku z niskim poziomem energetycznym tych mitochon-
dribw. Badania w petni to potwierdzity. Okazato sie rowniez, ze czynniki,
ktére przywracajg kontrole oddechowa, stymuluja rowniez akumulacje
wapnia w mitochondriach brunatnej tkanki tluszczowej (69). Podobny
wptyw zaobserwowano w stosunku do akumulacji jonow K+ (80), przy
czym précz sprzezenia energetycznego konieczna okazata sie tu réwniez
obecno$¢ substratdw oddechowych jako Zrédia energii. Rowniez akumu-
lacja fosforanu w mitochondriach brunatnej tkanki ttuszczowej wymagata
zarowno sprzezenia jak i obecnosci utlenialnych substratéw (79). llustruje
to Tabela 2

Tabela 2

Wplyw czynnikéw sprzegajacych, substratéw oddechowych i inhibitoréw oddychania na akumulacje

fosforanu w mitochondriach brunatnej tkanki ttuszczowej $winki morskiej adaptowanej do zimna.

Liczby wyrazajg zawartos$¢ fosforanu nieorganicznego w mitochondriach oznaczonego przez wymiane
z [3P]fosforanem w Srodowisku inkubacyjnym (79).

Mitichondrialny P

Dodatki . iska ink .
odatki do $rodowiska inkubacyjnego (nmole/mg  biatka)

Bez dodatkow 0,5
Bursztynian+ GDP 2,5
Albumina surowicza 0,7
Albumina surowicza + bursztynian 59
Albumina surowicza+ bursztynian + antymycyna 18
Albumina surowicza + GDP 29
Albumina surowicza+ GDP + bursztynian 21,7
Albumina surowicza+ GDP + bursztynian + antymycyna 31

Niezwykle istotny dla biologicznej funkcji mitochondriéw jest trans-
port ATP i ADP przez btone mitochondrialng. Transport ten zachodzi przy
udziale tak zwanej translokazy nukleotydéw adeninowych (87, 88).
Stwierdzono, ze w mitochondriach brunatnej tkanki ttuszczowej transport
nukleotydéw adeninowych jest znacznie wolniejszy niz w mitochondriach
innych tkanek (89). Czynniki sprzegajace, jak niskie pH i nukleotydy
purynowe, okazaty sie w tym przypadku bez wptywu; réwniez karni-
tyna nie zwiekszata transportu nukleotydéw adeninowych w mitochon-
driach brunatnej tkanki tluszczowej szczura (89), cho¢ miata pewien
stymulujacy wptyw na transport ADP w mitochondriach brunatnej tkan-
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ki swinki morskiej (65). Natomiast znaczng stymulacje uzyskiwano za-
wsze pod wpltywem albuminy surowiczej (89), i to niezaleznie od tego,
czy nastepowato przy tym, czy tez nie, sprzezenie energetyczne. Blizsze
badania wykazaty (89), ze czynnikiem ograniczajgcym transport nukleo-
tydéw adeninowych w mitochondriach brunatnej tkanki tluszczowej sa
tioestry dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych z koenzymem A i praw-
dopodobnie réwniez same niezestryfikowane kwasy tluszczowe zwigzane
z btong mitochondrialng. Jak juz wspomnieliSmy wczes$niej, dtugotancu-
chowe acylo-CoA (56—59, 60), a takze w wyzszych stezeniach prawdo-
podobnie i niezestryfikowane kwasy ttuszczowe (41, 55), sa silnymi in-
hibitorami translokazy nukleotydéw adeninowych. Wysunieto w zwiaz-
ku z tym przypuszczenie, ze substancje te moga w brunatnej tkance
thuszczowej regulowaé wymiane ATP i ADP miedzy mitochondriami
a cytoplazmg, co moze mie¢ znaczenie w kontroli termogenezy (89). Do
zagadnienia tego wrocimy jeszcze w dalszej czesci artykutu.

V-7. Cytochrom b jako wskaZznik stanu energetycznego mitochondriéw brunatnej
tkanki ttuszczowej

Ciekawych informacji o sprzezeniu energetycznym mitochondriow
brunatnej tkanki ttuszczowej dostarczyty badania spektrofotometryczne
nad cytochromem b, prowadzone przez norweskich autorow Fiat-
marka i Pedersena.

Stopien zredukowania poszczegélnych enzymow tancucha oddecho-
wego zalezy od stanu energetycznego mitochondriow (90). W sytuaciji,
gdy energia utleniania zuzywa sie na synteze ATP, na transport jonéw,
lub tez rozprasza sie i zamienia w ciepto, jak to ma miejsce w obecno-
§ci czynnikow rozprzegajacych, w przypadku wiekszosci enzyméw tan-
cucha oddechowego nastepuje przesuniecie w kierunku formy utlenionej.
Tak wiec stopien oksydoredukcji wybranego ogniwa tancucha oddecho-
wego moze stanowié wskaznik stanu energetycznego mitochondrionu.
Pedersen i Flatmark (68) wykazali, ze cytochron b jest w mitochon-
driach brunatnej tkanki tluszczowej w stanie maksymalnie utlenionym
i dodanie substancji rozprzegajagcych nie powoduje juz dalszych zmian.
W nieobecnosci utlenialnych substratow energizacje mitochondriow moz-
na wywota¢ przez dodanie ATP. Wykazano przy tym, ze energizacja
taka, mierzona stopniem redukcji cytochronu b, ulega w przypadku mi-
tochondriow brunatnej tkanki ttuszczowej samorzutnemu roztadowaniu
okoto 15 razy szybciej niz w przypadku mitochondriéow watroby (68).
Badania spektrofotometryczne potwierdzity zatem raz jeszcze, ze mito-
chondria brunatnej tkanki tluszczowej wykazujg znaczng tendencje do
rozpraszania energii zakumulowanej w wewnetrznej blonie.
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V1. Biochemiczny mechanizm produkcji ciepta w brunatnej tkance ttusz-
czowej

Podczas adaptacji gryzonidw do niskiej temperatury otoczenia stwier-
dzono podwyzszong wydajno$¢ oddechowg brunatnej tkanki tluszczowej
(62), co moze by¢ wynikiem rozrostu samej tkanki (91), jak rowniez
zwigkszonej zawarto$ci w niej mitochondriow. Zaobserwowano réwniez
zmiany w ultrastrukturze mitochondriéw, polegajace na zwigkszeniu po-
wierzchni grzebieni mitochondrialnych (12). Podobne zmiany ultrastruk-
turalne stwierdzono w brunatnej tkance ttuszczowej ptodoéw na krétko
przed urodzeniem (Ryc. 2). Adaptacja biochemiczna zachodzaca w bru-
natnej tkance noworodkéw i zwierzagt wystawionych na dluzsze dziata-
nie obnizonej temperatury otoczenia polega przede wszystkim na pod-
wyzszeniu zawartosci enzymow oddechowych (92, 93). Wysuwane sg
przypuszczenia, ze adaptacja do zimna wzmaga biogeneze mitochondriow
brunatnej tkanki tluszczowej (1, 13, 94) i ze powstajace mitochondria
réznig sie od mitochondriow tejze tkanki u zwierzat zyjacych w tem-
peraturze normalnej. Za tym ostatnim przypuszczeniem przemawia nieco
odmienny skfad fosfolipiddw bton mitochondriéw brunatnej tkanki zwie-
rzagt adaptowanych do zimna i kontrolnych (95) oraz pojawianie sie
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Ryc. 10. Wptyw temperatury hodowli na kontrole oddechowg mitochondriéw izolo-
wanych z brunatnej tkanki tluszczowej Swinki morskiej (8).
Na osi odcietych zaznaczono dni od momentu przeniesienia zwierzecia do tempe-
ratury 6°. Po 10 dniach cze$¢ zwierzat (tréjkaty i linia przerywana) przeniesiono do
temperatury 21° inne osobniki (kotka i linia ciggta) pozostaty w temperaturze 6°.
Punkt oznaczony zacieniowanym kotkiem wskazuje wspo6tczynnik kontroli odde-
chowej mitochondriéw z dziewigtego dnia adaptacji do zimna, inkubowanych w obec-
nosci 0,5 mM GTP.
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w wyniku adaptacji nowej frakcji biatkowej, nie wystepujacej u zwie-
rzat kontrolnych (96).

Mitochondria brunatnej tkanki tluszczowej zwierzat zyjacych w nor-
malnych warunkach cieptoty otoczenia i zwierzat adaptowanych do zim-
na rdznig sie stopniem sprzezenia energetycznego (66, 97). Pokazuje to
rycina 10. Wspotczynnik kontroli oddechowej izolowanych mitochon-
driow brunatnej tkanki tluszczowej Swinki morskiej hodowanej w tem-
peraturze 21° wynosi ponad 2, lecz juz po 2—3 dniach po przeniesieniu
zwierzecia do temperatury 6° spada do wartosci 1. Jak juz pisalismy,
kontrole oddechowg w mitochondriach izolowanych z tak adaptowanych
zwierzat mozna uzyska¢ traktujgc mitochondria nukleotydami puryno-
wymi (na przyktad GDP jak na Ryc. 4 i 10) lub karnityng (47, 53, 54).
Przeniesienie zwierzecia ponownie do temperatury 21° powoduje, ze juz
po Kilku dniach mozna uzyska¢ z brunatnej tkanki tluszczowej mitochon-
dria, ktore sg sprzezone bez zadnego dodatkowego traktowania (Ryc. 10).
Podobne réznice w stopniu sprzezenia obserwuje sie réwniez miedzy mi-
tochondriami brunatnej tkanki tluszczowej ptoddéw i noworodkéw. Mi-
tochondria z tkanki ptodowej wykazujg kontrole oddechowg, podczas gdy
mitochondria z brunatnej tkanki noworodkdéw sg rozprzezone (Ryc. 3).

Brak Scistego sprzezenia utleniania z synteza ATP, tak charaktery-
styczny dla mitochondriow brunatnej tkanki tluszczowej w okresie
wzmozonej termogenezy, umozliwia peing zamiane energii utleniania
w ciepto. Koncepcja mitochondriéw rozprzezonych in vivo tak jednak nie
pasowata do ogdlnie przyjetych poje¢ o wiasciwosciach i roli mitochon-
driéw, ze przez pewien czas poszukiwano innych mechanizméw moga-
cych wytlumaczy¢ wysoka produkcje ciepta w brunatnej tkance ttuszczo-
wej. Wchodzityby tu w gre procesy intensywnie zuzywajgce powstajg-
cy w mitochondriach ATP, na przyktad hydroliza ATP lub jego wykorzy-
stanie do proceséw biosyntetycznych, potaczonych jednak z szybkim roz-
padem powstatlego w wyniku syntezy zwiazku. Tej ostatniej mozliwosci
poszukiwano w syntezie acylo-CoA, przy czym zwigzek ten bytby szyb-
ko hydrolizowany lub tez wykorzystywany do syntezy trdjglicerydow,
ktére z kolei ulegatyby szybkiej hydrolizie. Taki bezuzyteczny cykl reak-
cji powodowatby szybkag hydrolize ATP i zamiane energii wigzania fosfo-
ranowego w ciepto. Okazato sie jednak, Zze zar6wno ATP-aza brunatnej
tkanki ttuszczowej (24) jak i zachodzgca w tej tkance synteza acylo-CoA
(98) nie sg wystarczajagco szybkie, aby zapewni¢ nieograniczony doptyw
ADP do mitochondriéow. Tak wiec rozprzezenie, a $cislej mdwiac, luzne
sprzezenie mitochondriow brunatnej tkanki tluszczowej stanowi jedyne
i zarazem najprostsze rozwigzanie problemu.

Jak juz pisaliSmy, niezestryfikowane kwasy tluszczowe oraz ich estry
z koenzymem A, dzieki wiasciwosci zwiekszania przepuszczalnosci mito-
chondriéw wobec jondw, sprzyjaja roztadowaniu wysokoenergetycznego
stanu blony i moga wywota¢ luzne sprzezenie. Sprawa wydaje sie¢ jednak
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bardziej skomplikowana. Po pierwsze, zmiany w stopniu sprzezenia mito-
chondriow pod wptywem zimna sg powolne. Peine zniesienie kontroli od-
dechowej wymaga mianowicie kilku dni (Ryc. 10), podczas gdy nerwowo-
hormonalny mechanizm powodujacy wzmozong lipolize ujawnia swe dzia-
fanie juz w przeciaggu minut. Po drugie, mitochondria brunatnej tkanki
thuszczowej zwierzat adaptowanych do zimna zawierajg niewiele wiecej
niezestryfikowanych kwaséw ttuszczowych niz mitochondria zwierzat kon-
trolnych (Tabela 1). Wykazano wreszcie, ze dla wywotania kontroli odde-
chowej wystarczy usungé tylko czes¢ zwigzanych z mitochondriami nie-
zestryfikowanych kwaséw ttuszczowych (54).

Na podstawie dotychczasowych rozwazan mozna dojs¢ do nastepujg-
cych wnioskéw:

1. Kwasu ttuszczowe i ich tioestry z koenzymem A stanowig nie tyl-
ko gtowny substrat oddechowy mitochondriéw brunatnej tkanki ttuszczo-
wej, lecz sg rdwniez odpowiedzialne za luzne sprzezenie energetyczne tych
mitochondriow, umozliwiajgc zamiane energii utleniania w ciepto.

2. Temu rozprzegajacemu dziataniu kwasow ttuszczowych i acylo-CoA,
polegajacemu na zwiekszaniu przepuszczalno$ci wewnetrznej btony mito-
chondrialnej wobec jonéw, przeciwdziatajg nukleotydy purynowe dwu-
i tréjfosforowe, obecne w cytoplazmie komarki. To antagonistyczne dziata-
nie kwasdw ttuszczowych i ich tioestréw z koenzymem A z jednej strony
a nukleotydéw purynowych z drugiej umozliwia subtelng regulacje stop-
nia sprzezenia energetycznego.

3. Mitochondria brunatnej tkanki ttuszczowej sa w szczegolny sposob
uczulone na dziatanie kwaséw ttuszczowych i acylo-CoA. Uczulenie to

Btona
wewnetrzna

Cytoplazma Mitochondrion

Utlenianie

AMPSY O s — = =FA

f l ~ —» Ciepfa

Ryc. 11. Hipotetyczny schemat regulacji syntezy ATP i produkcji ciepta w mito-
chondriach brunatnej tkanki tluszczowej (89).

Opis w tek$cie. Oznaczenia: FA —niezestryfikowane kwasy ttuszczowe, Carn. Sh. —uktad
transacylaz karnitynowych, przenoszacy zaktywowany kwas ttuszczowy przez btonge mito-
chondrialng, AdN Trans. —translokaza nukleotydéw adeninowych; symbol ~ oznacza wyso-
koenergetyczny stan btony mitochondrialnej, podwdéjna strzatka —rozprzegajace dziatanie
kwasow ttuszczowych, gruba linia w poprzek translokazy —hamujace dziatanie acylo-CoA.
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wzrasta w generacji mitochondriéw powstajacej w czasie adaptacji do nis-
kiej temperatury otoczenia i u rozwijajgcego sie ptodu.

Autorzy niniejszego artykutu (89) zaproponowali mechanizm regulacji
syntezy ATP i produkcji ciepta w komorce brunatnej tkanki ttuszczowej,
opierajacy sie na hamowaniu przez acylo-CoA transportu ATP i ADP mie-
dzy mitochondriami a cytoplazma. W mys$l tego mechanizmu, zobrazowa-
nego na rycinie 11, kwasy tluszczowe (FA), powstate w wyniku wzmozonej
lipolizy, zostajg przy udziale ATP zaktywowane do acylo-CoA, przeniesio-
ne do wnetrza mitochondrionu za posrednictwem uktadu transacylaz kar-
nitynowych (Carn. Sh.) i utlenione. Powstaty w wyniku utleniania wy-
sokoenergetyczny stan btony (~) dostarcza energii potrzebnej dla fosfo-
rylacji ADP do ATP. Natomiast przy braku ADP moze roztadowywac sig,
produkujac ciepto. Gdy ilos¢ ATP w cytoplazmie wzrasta, gromadzi sie
réwniez nadmiar acylo-CoA, hamujac translokaze nukleotydéw adenino-
wych (AdN Trans.). Uniemozliwia to dalszg wymiang ADP i ATP miedzy
mitochondriami a cytoplazmg i sprzyja zamianie wysokoenergetycznego
stanu btony w ciepto. Natomiast przy spadku poziomu cytoplazmatycznego
ATP, a zatem i ilosci acylo-CoA, translokaza ulega odhamowaniu i synteza
ATP znéw moze funkcjonowacé. W ten sposob komorka brunatnej tkanki
tluszczowej, pobudzona przez noradrenaline, mogtaby w subtelny spos6b
regulowac prodkcje ciepta i synteze ATP potrzebnego dla aktywacji kwa-
s6w ttuszczowych.

Jak juz pisaliSmy, brunatna tkanka ttuszczowa jest prawdopodobnie je-
dyna tkanka, ktérej mitochondria moga w warunkach fizjologicznych znaj-
dowac sie w stanie daleko posunietego rozprzezenia energetycznego, co jest
warunkiem waznego przystosowania biologicznego ssakéw. Wysuwa sie
przypuszczenia, ze mechanizmy regulujgce sprzezenie w mitochondriach
brunatnej tkanki ttuszczowej moga miec¢ szersze znaczenie. Byé moze, s3
one miedzy innymi odpowiedzialne za zmiany strukturalne zachodzgce
w mitochondriach mie$niowych pod wptywem stresu zimna (99). Wyrazano
réwniez przypuszczenie, ze czesciowe rozprzezenie energetyczne moze wy-
stepowaé w rdznych tkankach w niektérych stanach patologicznych, jak
na przyktad przy nadczynnosci tarczycy (100), cukrzycy (101) i przy pew-
nych schorzeniach mieéni (102). Podobnie, obnizenie wydajnosci serca pod
wptywem kwasow thuszczowych mozna by ttumaczy¢ rozprzegajagcym dzia-
taniem tych kwaséw (103). Mitochondria brunatnej tkanki tluszczowej sg
wreszcie niezwykle dogodnym modelem pozwalajacym na badanie od-
dziatywania kwaséw ttuszczowych i acylo-CoA na wiasciwosci energetycz-
ne i przepuszczalno$¢ bton mitochondrialnych.

Artykut otrzymano 18.2.1977, po rewizji autorskiej przyjeto 25.3.1977.
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Btony biologiczne, zar6wno wewnatrzkomoérkowe, jak i plazmatyczne
poza funkcjami strukturalnymi odpowiadajg za sterowanie szeregiem pro-
cesow metabolicznych w komdrkach. W ostatnich latach staty sie wiec
przedmiotem bardzo intensywnych badarn zaréwno morfologéw, jak réw-
niez biochemikoéw i biofizykdw.

Gtéwnymi sktadnikami bton sg lipidy, biatka i weglowodany. Te ostat-
nie wystepujg w postaci glikolipidéw lub glikoproteidéw. Zawarto$¢ ilos-
ciowa poszczegOlnych skiadnikdw bion jest rozna i zalezy od typu blony,
jak réwniez jej funkcji (2).

* Mgr, **) Doc. dr hab., Zaklad Biochemii Ukladu Nerwowego i Mieéni, Insty-
tut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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Pierwsze modele budowy bton biologicznych uwzgledniajace ich fizycz-
ne i chemiczne wiasciwosci opieraty sie gtdwnie na badaniach tzw. filméw
lipidowych (2, 3). Do tej pory powszechnie przyjmowano poglad, ze lipidy
btonowe tworzg warstwe bimolekularng, w ktérej hydrofobowe tafncuchy
lipidéw skierowane sa do $rodka, a hydrofilowe reszty na zewnatrz (4). Mo-
zaikowy model budowy btony zaproponowany w 1972 roku przez Sin-
gera i Nicolsona (5), w ogdlnych zarysach jest dotychczas powszech-
nie akceptowany. Model ten uwzglednia hydrofilowo-hydrofobowy charak-
ter skfadnikow bton. Biatka o charakterze hydrofobowym sg catkowicie lub
czesciowo zagtebione w dwumolekularnej warstwie lipidowej (5). Hydro-
filowe reszty biatek i polarne grupy lipidéw sg skierowane na zewnetrzna
strone btony, podczas gdy hydrofobowe, stabilizowane wigzaniami apolar-
nymi skierowane sg do $rodka (5). Badania biochemiczne i biofizyczne
wskazuja, ze zasadniczymi wigzaniami, ktdre utrzymuja strukture kazdej
btony sg wigzania hydrofobowe miedzy lipidami i biatkami wewnetrznymi
bton.

Poznanie lokalizacji poszczeg6lnych sktadnikow btony ma istotne zna-
czenie dla zrozumienia szeregu funkcji bton jak rozpoznawanie bodzcow,
transport przez btony czy sterowanie wewnetrznymi procesami komorko-
wymi.

Artykut ten omawia szereg wybranych zagadnien dotyczacych asyme-
trii bton biologicznych przede wszystkim na przyktadzie btony plazmatycz-
nej erytrocytow, bton sarkoplazmatycznego retikulum i endoplazmatycz-
nego retikulum oraz otoczki wirusowej. W artykule pominieto problem asy-
metrii bton mitochondrialnych, gdyz byt on szczegétowo omoéwiony w ar-
tykule wcze$niej opublikowanym w Postepach Biochemii (7).

I. Metody badania asymetrii bton

W celu okre$lenia miejsca wystepowania w btonie poszczegélnych jej
sktadnikow oprdocz badan ultrastruktury stosuje sie szereg technik znako-
wania i modyfikacji sktadnikow btonowych metodami enzymatycznymi
i nieenzymatycznymi. Zwigzki stosowane do badann asymetrii powinny
reagowa¢ w fizjologicznych warunkach pH, sity osmotycznej i tempera-
tury. Ponadto musi istnie¢ mozliwo$s¢ wykrywania tych zwiazkow w ilos-
ciach $ladowych (stosowanie znacznikéw fluorescencyjnych czy substancji
radioaktywnych), jak réwniez kontroli przepuszczalnosci bton dla tych
zwigzkéw. W Tabeli 1 podano przykitady uzywanych do tego typu badan
zwigzkéw chemicznych modyfikujacych lub znakujacych okreslone grupy
funkcyjne biatek, lipidéw lub weglowodandw.

Techniki mikroskopii elektronowej sa bardzo przydatne do badan asy-
metrii bton biologicznych. Dzieki zastosowaniu kompleksu ferrytyny z lek-
tynami lub z przeciwciatami poznano rozmieszczenie biatek i glikoprotei-
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Substancje i metody

Skiadniki bton lub
ich grupy funkcyjne
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Tabela 1

PisSmiennictwo

Ferrytyna + specyficzne Biatka (36,83)
przeciwciata

Ferrytyna+ lektyny Weglowodany (36,83)

Freeze-etching Hydrofobowe powierzchnie btony (43,60,61)

Negatywowe barwienie Struktura powierzchni zewnetrznej (43,60—64,71)

Przeciwciata Biatka 74)

Odczynniki sieciujace Biatka (68)
biatka btonowe

Dwuazoniowa s6l kwasu Pierwszorzedowe aminy (10,14)
sulfanilowego

Pochodne 2,2'-dwuhydro- Pierwszorzedowe aminy (23,24)
slilbeno Fulfonianu

Fosforan pirydoksylu — redukcja  Pierwszorzedowe aminy (100)
borowodorkiem

Formylometinylo sulfono Pierwszorzedowe aminy (22
metylofosforan

Kwas sulfono trojnitro- Pierwszorzedowe aminy (22,23)
benzenowy

Fluram + cykoheptaamyloza Grupy aminowe (76)

Biatko przenoszace fosfolipidy Fosfolipidy (98)

Jodowanie katalizowane Reszty tyrozynowe (17—19,72)
laktoperoksydaza

Utlenianie katalizowane oksydazg ~ Koricowa reszta galaktozy (10,81)

galaktozy — wtorna redukcja
borowodorkiem

Enzymy proteolityczne Biatka (10—16,64,72—T75)
Fosfolipazy Fosfolipidy (64,80,92,96)
Neuraminidaza Koncowa reszta kwasu sjalowego (99)

déw. Technika jreeze-etching daje mozliwos¢ obserwacji obu wewnetrz-
nych ptaszczyzn hydrofobowej czesci btony, podczas gdy metoda barwie-
nia negatywowego pozwala na obserwacje powierzchni btony. Ostatnio do
wykazania asymetrii bton uzyto takze kwasu taninowego, ktory wigze sie
z biatkami i w miejscu ich wystepowania obserwuje sie na obrazach z mi-
kroskopu elektronowego elektronowogeste, ciemne obszary.

Enzymatyczne metody badan asymetrii polegajg na trawieniu biatek
bton enzymami proteolitycznymi, degradacji glikolitycznej cukréow, lub tez
trawieniu lipidéw fosfolipazami. Do metod enzymatycznych zaliczy¢ mozna
réwniez enzymatyczne znakowanie biatek [1A] w obecnosci laktoperoksy-
dazy, jak tez enzymatyczne utlenianie cukréw z réwnoczesnym reduko-
waniem reszt cukrowych bromowodorkiem znakowanym trytem. Problem
dziatania szeregu znacznikéw stosowanych do badan asymetrii bton zostat
ostatnio szeroko omowiony w artykule w Postepach Biologii Komarki (8).

3 Postepy Biochemii
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I1. Asymetryczne rozmieszczenie biatek w btonach biologicznych

Wedtug wspétczesnych pogladéw w btonach biologicznych wyréznia sie
dwie klasy biatek: biatka powierzchniowe (peripheral, extrinsic) luzno
zwigzane z btong oraz integralne (integral, intrinsic) zwigzane z btong wiga-
zaniami hydrofobowymi, zagtebione catkowicie lub cze$ciowo w dwumo-
lekularnej warstwie fosfolipiddw (9). Jako kryterium klasyfikacji przyjeto
rodzaj interakcji biatek z lipidami, ich utozenie w stosunku do warstwy
lipidowej oraz sposéb uwalniania biatek z btony. Biatka integralne w od-
réznieniu od powierzchniowych stabilizowane sg wigzaniami hydrofobowy-
mi i charakteryzujg sie silng interakcjg z acylowymi grupami fosfolipidow
btonowych. Biatka integralne podzielono ostatnio na dwie grupy na podsta-
wie ich utozenia w btonie w stosunku do warstwy lipidowej (6). Wyrdznia
sie tzw. endobiatka (endoproteins), ktérych czes¢ hydrofilowa znajduje sie
na cytoplazmatycznej stronie btony oraz ektobiatka (ectoproteins), ktérych
cze$¢ hydrofilowa znajduje sie na przeciwnej do cytoplazmatycznej, stro-
nie btony (Ryc. 2 1I). W artykule tym strona btony przeciwna w stosunku
do strony cytoplazmatycznej nazywana bedzie ekstracytoplazmatyczng
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strona blony (ki
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Rys. 1. Strona cytoplazmatyczna i ekstracytoplazmatyczna bion komérkowych.
Ryc. 2. Typy orientacji biatek integralnych w btonach biologicznych.

strong btony (extracytoplasmic side) (Ryc. 1). Poza wymienionymi typami
biatek integralnych, moga jeszcze wystepowaé w bionach biatka penetru-
jace przez catg grubos¢ warstwy lipidowej, majace fragmenty hydrofilowe
wystajagce po obu stronach btony (Ryc. 21). Ponadto w blonach wystepuja
biatka zanurzone catkowicie w hydrofobowej czesci dwuwarstwy lipido-
wej (Ryc. 2 1V).

I1-1. Btony plazmatyczne

Wiekszos¢ z przedstawionych w Tabeli 1 metod badania asymetrii bton
znalazto zastosowanie w badaniach lokalizacji biatek w btonie plazmatycz-
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nej erytrocytéw. Biony erytrocytéw trawiono enzymami proteolitycznymi
(10—16), znakowano [1A] w obecnosci laktoperoksydazy (17—19), stoso-
wano tez zwigzki znakujgce specyficzne grupy chemiczne biatek (20—24)
(Tabela 1). W doswiadczeniach tych badano badz cate erytrocyty, badz prze-
puszczalne ich ,cienie”, po angielsku ghost oraz ,,odwrdcone” pecherzyki
z btony erytrocytow (25). Przyjeto zatozenie, ze biatka strony cytoplazma-
tycznej moga ulega¢ znakowaniu jedynie w przypadku przepuszczalnych
»Cieni” erytrocytéw oraz ,,odwréconych” pecherzykdéw, podczas gdy w pra-
widtowych erytrocytach, znakowaniu moga ulega¢ jedynie biatka znajdu-
jace sie na powierzchni ekstracytoplazmatyczne;j.

Btona plazmatyczna erytrocytéw sktada sie z okoto 20 biatek i gliko-
proteidéw (26—29). Wiekszo$¢ z nich nalezy do klasy integralnych biatek
btony, ktére mozna uwolni¢ jedynie w wyniku zniszczenia jej struktury
(26—31). Okoto 20—25°/0 biatek ,cieni” erytrocytéw ulega ekstrakcji roz-
tworami o niskiej sile jonowej (32—33), co Swiadczy, ze naleza one do klasy
biatek powierzchniowych luzno zwigzanych. Gtéwne biatka powierzchnio-
we tych bton to biatka 210 000 i 240 000 daltonéw (tzw. skiadniki 1 i 2)
nazywane spektryng (34) lub tektyng A (32) oraz biatko 43 000 (tzw. skiad-
nik 5), ktére wedtug ostatnich badan okazato sie aktyna (26, 27, 35). Sktad-
nik biatkowy 5, podobnie jak spektryna, ulega enzymatycznemu znako-
waniu [1A] jedynie w ,,odwrdconych” pecherzykach bton (19, 20, 36, 37) co
wskazuje, ze oba te biatka wystepujg na cytoplazmatycznej powierzchni
btony.

Najlepiej poznane sg dwa integralne biatka bton erytrocytow, gliko-
proteid o ciezarze czgsteczkowym 90 000—100 000 [nazywany skiadni-
kiem a (38) lub sktadnikiem 3 (39)], oraz glikoforyna (40), sjaloglikoproteid
0 ciezarze czasteczkowym 30 000—50 000 (41), nazywany MN-glikoprotei-
dem (42). Hydrofilowe fragmenty skiadnika 3 i glikoforyny znajdujag sie
na ekstracytoplazmatycznej powierzchni btony (19, 20, 37). Glikoforyna
jest biatkiem dobrze scharakteryzowanym (40, 43). Jest to czgsteczka o cha-
rakterze amfipatycznym: hydrofilowo-hydrofobowo-hydrofilowa (40). Wy-
kazano, ze bialko to penetruje przez catlg dwumolekularng warstwe lipi-
dowg a N-koniec jego fancucha peptydowego i reszta weglowodanowa
znajduja sie na ekstracytoplazmatycznej powierzchni biony, podczas gdy
C-koniec znajduje sie od strony cytoplazmatycznej (40,-43). Skiadnik 3
zawiera wiecej weglowodanow niz glikoforyna i jest odpowiedzialny za
transport anionow (16, 23, 24, 27). Utozenie sktadnika 3 w btonie jest iden-
tyczne z utozeniem glikoforyny (38). Poniewaz hydrofilowe fragmenty
tych biatek znaleziono na obu powierzchniach btony sugerowano, ze majg
one utozenie symetryczne (44). Dzieki okresleniu map peptydowych tych
biatek wykazano, ze po kazdej stronie btony wystaje inny fragment fan-
cucha peptydowego co $wiadczy bezspornie o ich asymetrycznym utozeniu
(45). Ponadto w przypadku obu biatek weglowodany wystepujg jedynie
od ekstracytoplazmatycznej strony btony. Biatka luzno zwigzane z btong

3*
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plazmatyczng znajdujg sie na og6t na cytoplazmatycznej stronie btony
(26, 46).

Wyniki cytowanych prac wskazuja, ze wszystkie biatka i glikoproteidy
btony plazmatycznej erytrocytow utozone sg asymetrycznie (26, 46, 47, 48).
Niektére enzymy btony plazmatycznej erytrocytéw wystepuja na okres-
lonych powierzchniach btony (Tabela 2). Na przyktad aktywno$¢ esterazy
acetylocholinowej ulega zahamowaniu w wyniku trawienia erytrocytéw
enzymami proteolitycznymi, nie ulega jednak zahamowaniu w przypadku

Tabela 2
Markery poszczegdlnych stron blony plazmatycznej erytrocytow

Strona Markery Pismiennictwo
& Dwunukleotydaza adeninonikotynamidu (102)

% o] Esteraza acetylocholinowa (10,11,49)
= & Kwas sjalowy (99)

£*® Miejsca wigzania ouabainy (101)

© Weglowodany (11,82)

L 8 ATP-aza (105)

s g Dehydrogenaza amidu kwasu”iponowego (11,25)

g Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicery nowego (11,103)

% % Kinaza biatkowa (104)

S Miejsca wigzania cyklicznego AMP (103,104)

trawienia ,,odwrdconych” pecherzykéw otrzymanych z tych bion (25, 49),
co wskazuje na jej wystepowanie na ekstracytoplazmatycznej powierzch-
ni btony.

11-2. Btony wewngtrzkomorkowe

Badania asymetrycznego rozmieszczenia poszczeg6lnych skiadnikow
bton wewnatrzkomoérkowych jest znacznie bardziej skomplikowane. Bio-
ny wewnatrzkomdérkowe w wyniku fragmentacji mogg sie zamyka¢ w ten
sposob, ze zewnetrzna powierzchnia pecherzyka jest albo cytoplazmatycz-
ng albo ekstracytoplazmatyczng strong badanej btony. Wyniki uzyskane
w badaniach mieszanej populacji takich pecherzykéow bedg wypadkowg
obu mozliwosci.

Badania asymetrii bton w izolowanych pecherzykach bton wewnatrz-
komérkowych sg posrednie i polegajg na poréwnaniu wynikéw uzyskanych
w badaniach pecherzykéw wykazujacych bariere przepuszczalnosci dla ma-
kroczasteczek takich jak dekstran (50) lub inulina (51) z wynikami uzyska-
nymi przy badaniach bton przepuszczalnych dla tych czasteczek. Najczes-
ciej stosowana metoda, zwiekszajgca przepuszczalnos¢ bton polega na trak-
towaniu preparatow detergentami w niskich stezeniach. Jednakze detergent
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stosowany nawet w niskich stezeniach, moze powodowa¢ zmiany w btonie
polegajace na reorganizacji utozenia fosfolipidéw, rozerwanie lub rozluz-
nienie wigzan pomiedzy biatkami, lub biatkami i fosfolipidami. Przema-
wia za tym zwiekszenie stopnia i szybkos¢ degradacji biatek bton enzyma-
mi proteolitycznymi po dziataniu detergentéw. Detergenty moga ponadto,
nawet w niskich stezeniach, usuwac¢ czynnik maskujacy okresone biatko
lub przez subtelne modyfikacje biatka odstania¢é miejsca niedostepne dla
enzymoOw hydrolitycznych w natywnych btonach.

Sama procedura otrzymywania czystych frakcji mikrosomalnych moze
wprowadzi¢ takze szereg zmian w btonach. Najkorzystniejsze bytoby stoso-
wanie takich samych metod przy badaniach zaréwno ,,odwrdconych” jak
réwniez prawidtowych pecherzykow. Jest to spetnione w przypadku bton
sarkoplazmatycznego retikulum dzieki otrzymaniu wysoce oczyszczonej
frakcji ,,odwrdconych” pecherzykéw z tych bion (64).

Btony sarkoplazmatycznego retikulum charakteryzujg sie bardzo pro-
stym sktadem chemicznym i wysoce wyspecjalizowang funkcjg (53, 54).
Struktura i funkcja bton sarkoplazmatycznego retikulum zostata juz ob-
szernie oméwiona w artykule opublikowanym w Postepach Biochemii (52).
Poszczegdlne biatka bton sarkoplazmatycznego retikulum udato sie wyizo-
lowac i scharakteryzowac oraz ustali¢ miejsca ich wystepowania (55—58).
Gtoéwnym sktadnikiem biatkowym tych bton (ciezar czasteczkowy 100 000,
okoto 70% wszystkich biatek) jest ATP-aza transportujgca jony wapnia.
Drugim za$ integralnym biatkiem wystepujagcym w tych btonach w nie-
wielkiej ilosci jest proteolipid (56, 59). Oprécz tych dwoch biatek wyste-
puja jeszcze biatka wigzace jony wapnia to jest biatko 55 000 daltonéw,
0 wysokim powinowactwie do jondw wapnia (HACBP, high affinity cal-
cium binding protein, 57) oraz biatko 45 000 daltonéw zwane kalsekwestry-
ng (calseguestrin) (58). Oba biatka wigzace jony wapnia sg luzno zwigzane
z btong (51, 58).

Asymetrie bton sarkoplazmatycznego retikulum wykazano przy za-
stosowaniu mikroskopu elektronowego technikami freeze-etching (60, 61),
negatywowego barwienia (62, 63) oraz technika ultracienkich skrawkow
po zastosowaniu kwasu taninowego (64) lub azoferrytyny (65). Negatywo-
wo barwione pecherzyki sarkoplazmatycznego retikulum posiadajg na po-
wierzchni czastki o $rednicy 4 nm, odpowiadajace hydrofilowej czesci
ATP-azy wystajacej na cytoplazmatycznej powierzchni btony (50, 62, 63).
Okazato sie, ze nie obserwuje sie takich czastek na zewnetrznej powierzch-
ni ,odwrdconych” pecherzykéw sarkoplazmatycznego retikulum (64).
W ,,odwréconych” pecherzykach zewnetrzna powierzchnia odpowiada eks-
tracytoplazmatycznej stronie btony. Technika barwienia negatywowego,
pozwalajacg jedynie na obserwacje zewnetrznej powierzchni badanego
obiektu, nie mozna byto sprawdzi¢ czy czastki o $rednicy 4 nm sg obecne
wewnatrz ,odwrdconych” pecherzykéw. Dzieki zastosowaniu do utrwale-
nia bton sarkoplazmatycznego retikulum kwasu taninowego, zwigzku wig-
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zacego sie z biatkami wykazano, ze jest on obecny na wewnetrznej po-
wierzchni ,,odwréconych” pecherzykéw, odwrotnie niz w prawidtowych
pecherzykach. Kwas taninowy wigze sie z hydrofilowa czesciag ATP-azy
(czastki o Srednicy 4 nm). W ,,odwréconych” pecherzykach znajduje sie
ona na wewnetrznej powierzchni pecherzyka, ktéra odpowiada cytoplaz-
matycznej stronie btony.

W wyniku zastosowania techniki jreeze-etching obserwuje sie w hydro-
fobowym regionie btony czastki o $rednicy 8 nm (60, 61, 66). Czastki te
odpowiadajgce hydrofobowemu fragmentowi ATP-azy wystepuja gtow-
nie w cytoplazmatycznej czesci btony (60, 61, 66). Uwazano, ze 4 nm czastki
widoczne w przypadku negatywowego barwienia odpowiadajg czgstkom
0 $rednicy 8 nm w hydrofobowym regionie btony (61, 66). Obliczono, ze
czastki o Srednicy 8 nm obserwowane w hydrofobowym regionie btony,
powinny odpowiada¢ biatkom o ciezarze czasteczkowym nie mniejszym
niz 200 000 (67), podczas gdy ATP-aza transportujaca jony wapnia po-
siada ciezar czasteczkowy 100 000. Precyzyjne obliczenia wykazaty, ze
liczba czastek o srednicy 4 nm na powierzchni negatywowo barwionych
pecherzykéw bton sarkoplazmatycznego retikulum jest 4-krotnie wieksza
niz liczba czastek o Srednicy 8 nm hydrofobowym regionie btony (61,
66). Wysunieto hipoteze, ze 4 czasteczki ATP-azy tworzg w btonie hydro-
filowy kanal umozliwiajacy transport jonéw wapnia. Hipoteza ta znalazta
dodatkowe potwierdzenie po zastosowaniu do badan takich metod jak:
sieciowanie biatek btonowych (68), solubilizacja bton detergentami (69),
elektroogniskowanie, elektrotachoforeza (70). W Swietle wynikéw ostat-
nich badan wydaje sie, ze jednostkg transportujgca jony wapnia w bio-
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Ryc. 3. Schemat budowy bton sarkoplazmatycznego retikulum.

55 000 —biatko wiazace jony wapnia o niewyjasnionej lokalizacji; 45000 — kalsekwestryna,
glikoproteid bton sarkoplazmatycznego retikulum. Cze$¢ fosfolipidéw zaciemniona w celu pod-
kreslenia ich asymetrycznego rozmieszczenia w btonie.

nach sarkoplazmatycznego retikulum jest uklad 4 czasteczek ATP-azy
(Ryc. 3). Utozenie ATP-azy w btonach sarkoplazmatycznego retikulum
badano stosujac takze enzymy proteolityczne (71, 64, 72, 73, 74, 75).
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W wyniku dziatania trypsyny na pecherzyki sarkoplazmatycznego reti-
kulum trawi sie biatko 100 000 daltonéw najpierw do fragmentéw 55 000
i 45000 daltonéw (73, 77, 78), a fragment 55 000 daltonéw ulegat dalszej
degradacji do fragmentéw 30 000 i 20 000 (64, 71, 72, 73, 74, 75). Po inku-
bacji trawionych bton z [3P]yATP fosforylacji ulega jedynie fragment
55000 i 30 000 daltonéw, w ktérych znajduje sie miejsce wigzania ATP
(74, 75). Stwierdzono, ze fragment 30 000 daltonéw powstaje z 55 000 dal-
tonéw i odpowiada hydrofilowej czesci ATP-azy (czastkom o $rednicy
4 nm widocznym na powierzchni negatywowo barwionych pecherzykdéw),
a fragment 45 000 daltondw wykazuje charakter hydrofobowy i odpowiada
prawdopodobnie czesci ATP-azy zatopionej w dwumolekulamej warstwie
fosfolipidow (74, 75). Biatko 100 000 dalton6w jest bardziej odporne na
dziatanie trypsyny w przypadku ,,odwréconych” pecherzykdw niz prawi-
dtowych (64). Wskazuje to, ze ATP-aza w ,,odwrdconych” pecherzykach al-
bo jest w mniejszym stopniu dostepna dla trypsyny, albo dostepny jest
inny jej fragment niz w przypadku prawidtowych pecherzykéw. Wpraw-
dzie powstajagce produkty degradacji biatka 100 000 daltonéw w ,,odwro-
conych” pecherzykach maja identyczny ciezar czgsteczkowy co w prawi-
dtowych pecherzykach, ale obserwuje sie akumulacje fragmentu 55 000 dal-
tonéw. Natomiast fragment 45 000 daltonéw wystepuje w niewielkiej
ilosci. Po ekstrakcji pecherzykéw roztworem EDTA w $rodowisku alka-
licznym, kiedy stajg sie one przepuszczalne dla trypsyny (51), biatko
100 000 daltonéw w ,,odwréconych” i prawidtowych pecherzykach ulega
trawieniu z takg samg szybkosScig a produkty degradacji wykazuja iden-
tyczne wiasciwosci (64). Asymetryczna orientacja w btonie biatka 100 000
daltonéw wptywa zaréwno na szybkos¢ jak i na sposob jego degradacji.

Dzieki wyizolowaniu fragmentéw powstatych w wyniku trawienia tryp-
syna ATP-azy wykazano ponadto, ze N-koniec jej faricucha peptydowego
wystaje z btony po jej stronie ekstracytoplazmatycznej, podczas gdy C-ko-
niec po stronie przeciwnej (cytoplazmatycznej) (74). Taki charakter orien-
tacji tancucha peptydowego w blonie opisany zostat réwniez w przypad-
ku biatek integralnych blony plazmatycznej erytrocytéw (40, 43).

Asymetrycznie rozmieszczone sg rowniez biatka powierzchniowe bton
sarkoplazmatycznego retikulum. Stosujac dziatanie enzymow proteolitycz-
nych (70) i specyficzne przeciwciato jak réwniez znakowanie fluramem
(78) czy [1A] w obecnosci laktoperoksydazy (77) wykazano, ze kalsekwestry-
na wystepuje po ekstracytoplazmatycznej stronie btony. Miejsce wystepo-
wania biatka HACBP nie jest jeszcze catkowicie wyjasnione, gdyz w li-
teraturze podawane sg dane wskazujace na jego obecno$¢ zaréwno po cy-
toplazmatycznej (77, 78, 64) jak réwniez ekstracytoplazmatycznej stronie
btony (56, 58, 71, 81).

W przeciwienstwie do bton sarkoplazmatycznego retikulum, wykazuja-
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cych wyspecjalizowang funkcje i prosty sktad chemiczny, btony endoplaz-
matycznego retikulum watroby, odpowiedzialne za rézne funkcje metabo-
liczne, zawierajg caty szereg enzymoéw, z ktoérych wiekszo$¢ jest roztozona
asymetrycznie.

Rozmieszczenie enzyméw w btonach mikrosomalnych badano przez
okre$lenie stopnia przepuszczalnosci dla okreSlonych substratéw, oraz
okresu latencji aktywnosci enzymoéw (50). Okres latencji pewnych enzy-
moéw moze wynika¢ z faktu, ze btony pecherzykéw mikrosomalnych sg
nieprzepuszczalne dla substancji o okreslonym tadunku, co wskazuje, ze
miejsca wigzace tych enzymdw znajdujg sie na wewnetrznej stronie peche-
rzykow (50). Metodami histochemicznymi wykazano, ze nieorganiczny fos-
foran uwalniany w wyniku dziatania glukozo-6-fosfatazy, obecny jest
w Swietle kanalika endoplazmatycznego retikulum (79). Biochemicznie wy-
kazano, ze produkty enzymdw tafncucha transportujgcego elektrony uwal-
niane sg do cytoplazmy.

Asymetryczne rozmieszczenie biatek enzymatycznych w pecherzykach
mikrosomalnych watroby wykazano stosujgc trawienie bion proteazami
(80). Stosujac rozne warunki trawienia oraz kontrolujgc stopien przepusz-
czalno$ci bton dla enzymu wykazano, ze reduktaza NADH i NADPH-cy-
tochrom ¢ i cytochrom ¢ byly badz uwalniane z btony, badz tez ich ak-
tywnosci ulegaly zahamowaniu co Swiadczyto, ze znajdujg sie po cyto-
plazmatycznej stronie btony (80). Wprowadzenie trypsyny do wnetrza
pecherzykdéw hamowato aktywnos$é glukozo-6-fosfatazy i czeSciowo cyto-
chromu P—450, co Swiadczyto, ze ich centrum aktywne znajduje sie po
stronie ekstracytoplazmatycznej.

I11. Asymetryczne utozenie weglowodanéw blonowych

W btonie plazmatycznej erytrocytow wszystkie reszty weglowodanowe
zarowno glikoproteidowe jak glikolipidowe, wystepuja na powierzchni eks-
tracytoplazmatycznej (11, 36, 81, 83, 87). W btonach wewnatrzkomérko-
wych, jak btony endoplazmatycznego retikulum czy aparatu Golgiego, we-
glowodany obecne sg takze jedynie na ekstracytoplazmatycznej stronie
btony (36, 83). Podobng prawidtowos$¢ wykazano takze w przypadku gliko-
proteidéw otoczki wiruséw, gdzie rdwniez wszystkie cukry znajdujg sie na
zewnetrznej powierzchni (92). Kalsekwestryna, glikoproteid bton sarko-
plazmatycznego retikulum (85, 86) znajduje sie réwniez po ekstracytoplaz-
matycznej stronie btony (71, 76, 77). Glikolipidy btony plazmatycznej ery-
trocytéw wystepuja podobnie jak glikoproteidy na powierzchni ekstracyto-
plazmatycznej (82, 87). Cytowane wyniki wskazujg, ze na stronie cytoplaz-
matycznej btony nie wystepuja weglowodany.
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IV. Asymetryczne rozmieszczenie lipidow btonowych

Chociaz juz od 50 lat przyjmuje sie powszechnie teorie dwuwarstwo-
wego utozenia fosfolipidéw w btonach erytrocytéw, dopiero w 1972 r. wy-
kazano, ze sktad lipidowy obu monowarstw jest rézny (89, 90). Do badan
asymetrycznego rozmieszczenia lipidéw zastosowano takie metody jak tra-
wienie fosfolipazami, znakowanie specyficznych grup obecnych w tych cza-
steczkach oraz uzycie biatka przenoszacego fosfolipidy (Tabela 1).

1V-1. Btony plazmatyczne

Van Deenen i wsp. (88) wykazali, ze okoto 48% fosfolipidéw btony
plazmatycznej erytrocytdw ulega degradacji w wyniku trawienia fosfolipa-
zami w tym 76°/o fosfatydylocholiny, 82% sfingomieliny, 20% fosfatydy-
loetanoloaminy. W przypadku przepuszczalnych ,.cieni” erytrocytéw
wszystkie fosfolipidy ulegajg degradacji w jednakowym stopniu.

Wszystkie te wyniki wskazuja, ze w bionie plazmatycznej erytrocytow
fosfolipidy aminowe wystepujga w czesci cytoplazmatycznej btony, podczas
gdy wiekszosé fosfolipidow cholinowych, gtdwnie w czesci ekstracytoplaz-
matycznej (Ryc. 4 A). Cholesterol, gtéwny lipid obojetny tych bion, jest
obecny prawdopodobnie w réwnej ilosci w obu monowarstwach (89,
90, 93).

Niezwykle wygodnym i ostatnio bardzo czesto spotykanym obiektem
badania asymetrii lipidéw jest otoczka wiruséw grypy. Otoczka lipidowa
wiruséw powstaje z biony plazmatycznej komorki zywiciela (84), ale jej
biatka sg specyficzne dla wirusa. Do badan rozmieszczenia fosfolipidow
w otoczce wirusa stosuje sie fosfolipazy oraz biatka przenoszace fosfolipi-
dy (94). Zastosowanie biatek przenoszacych fosfolipidy jest jak dotad naj-
lepsza metodg do badania asymetrii lipiddw. Problem stosowania biatek
przenoszacych fosfolipidy oméwiono w artykule zawartym w tym zeszycie
Postepédw Biochemii (91). Biatka przenoszace fosfolipidy wystepuja w cyto-
plazmie wielu komorek eukariotycznych. Biatka te zdolne sg do przenosze-
nia z bton specyficznych fosfolipidéw i tworzg z nimi rozpuszczalny kom-
pleks biatko-fosfolipid (95). Przenoszone sg przez nie wytgcznie fosfolipidy
z zewnetrznej warstwy btony (97). W przypadku otoczki wirusa wykazano
dwa typy asymetrii lipidowej (94). Strona wewnetrzna otoczki jest bo-
gatsza w fosfolipidy niz strona zewnetrzna, oraz roztozenie poszczegdlnych
rodzajow fosfolipidow w obu monowarstwach jest ilosciowo rézne (94),
(Ryc. 4 A). Roztozenie fosfolipidow w otoczce wirusa jest nieco rézne niz
w blonie plazmatycznej erytrocytéw, jednakze i w tym przypadku fosfa-
tydyloetanoloamina znajduje sie gtdwnie na cytoplazmatycznej stronie
btony (Ryc. 4 B). Cholesterol, podobnie jak w btonie plazmatycznej ery-
trocytow roztozony jest symetrycznie w obu monowarstwach otoczki wi-
rusowej (98).
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Ryc. 4. Asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidow w btonach biologicznych.

A —btona plazmatyczna erytrocytéw (92); B —btona otoczki wirusowej (94); C—btony sar-

koplazmatycznego retikulum (64); D —btony endoplazmatycznego retikulum (96); P L — catko-

wita ilos¢ fosfolipidow, SM —sfingomielina; PC —fosfatydylocholina; PE —fosfatydyloetano-
loamina; PS —fosfatydyloseryna; Pl —fosfatydyloinozytol.

IV-2. Btony wewngatrzkomoérkowe

Dzieki otrzymaniu (64) frakcji ,,odwréconych” pecherzykéw bton sarko-
plazmatycznego retikulum, mozna bylo okresli¢ doktadniej typ asymetrii
lipidowej w obrebie tych bton. W prawidtowych pecherzykach sarkoplaz-
matycznego retikulum trawieniu fosfolipazami ulega okoto 40% fosfatydy-
locholiny, 70°/o fosfatydyloetanoloaminy, oraz 10% fosfatydyloseryny +
fosfatydyloinozytolu i 10% sfingomieliny, podczas gdy w ,,odwréconych”
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pecherzykach 40% fosfatydylocholiny, 20°/o fosfatydyloetanoloaminy, 90%
fosfatydyloseryny + fosfatydyloinozytolu i 80% sfingomieliny. Po trak-
towaniu bton sarkoplazmatycznego retikulum roztworem. EDTA w alka-
licznym pH, gdy blony stajg sie przepuszczalne dla fosfolipazy (51), fos-
folipidy trawig sie w tym samym stopniu w prawidtowych i ,,odwréco-
nych” pecherzykach (64). DoSwiadczenia te wskazuja, ze fosfatydyloeta-
noloamina znajduje sie gtdwnie w zewnetrznej, cytoplazmatycznej czesci
btony, podczas gdy fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol i sfingomielina
w czesci wewnetrznej, ekstracytoplazmatycznej. Fosfatydylocholina jest
prawdopodobnie roztozona réwnomiernie w obu monowarstwach (Ryc.
4 C). Takie charakterystyczne rozmieszczenie fosfatydyloetanoloaminy
w btonach sarkoplazmatycznego retikulum stwierdzono takze przy uzyciu
kompleksu fluramu z cykloheptoamylozg (znacznik grup aminowych),
zwigzku nie przenikajgcego przez btony (76).

Podobne rozmieszczenie fosfolipiddow wykazano w btonach endoplaz-
matycznego retikulum (Ryc. 4 D) (96). Wystepowanie fosfatydyloetanolo-
aminy w monowarstwie od strony cytoplazmatycznej btony jest jak sie
wydaje powszechne i cechuje réwniez btony aparatu Golgiego i btone ja-
drowag (96), co wyraznie wskazuje, ze we wszystkich btonach biologicznych
wspdlng cechg asymetrycznego roztozenia fosfolipidéw jest obecno$¢ fos-
fatydyloetanoloaminy w cytoplazmatycznej czesci btony.

Wszystkie opisane wyniki wyraznie wskazujg na asymetryczne rozto-
zenie fosfolipidéw w btonach. Kazdy rodzaj fosfolipidéw wystepuje w obu
monowarstwach, jednakze w roznej ilosci. Nie wyjasniono dotad roli asy-
metrycznego rozmieszczenia fosfolipidow w bionie. Moze ona wplywaé
z jednej strony na rozny stopien pitynnosci obu monowarstw lipidowych
(43), czy tez na ich rézne napiecia powierzchniowe (106). Moze ona row-
niez wynikaé¢ z faktu, ze okreslone lipidy, wystepujace nawet w niewiel-
kich ilosciach, niezbedne sg do utrzymania odpowiedniej konformacji cza-
steczki enzymu. Fosfatydyloseryna na przykiad jest niezbedna dla utrzy-
mania prawidtowej aktywnosci ATP-azy zaleznej od Na+ i K+ w btonach
erytrocytow (107). Ostatnio wykazano, ze do peinej rekonstytucji bton
sarkoplazmatycznego retikulum niezbedna jest fosfatydyloetanoloami-
na (108).

V. Mechanizmy odpowiedzialne za asymetryczne rozmieszczenie skiadni-
kow w blonie

Btony sg strukturami dynamicznymi. Poszczeg6lne ich sktadniki wyka-
zujg duza ruchliwosé, gtownie w lateralnej ptaszczyznie btony, a ponadto
biatka wystepujagce w btonach majg mozliwos¢ ruchéw rotacyjnych wokét
wiasnej osi (109), nie moga natomiast przemieszczaé sie z jednej plasz-
czyzny btony na drugg. Zjawisko flip-flop w przypadku czasteczek fos-
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folipidow jest bardzo wolne i wystepuje jedynie w niektdrych btonach
(101). Btony zachowujg asymetrie na skutek braku ruchéw, lub bardzo wol-
nego przemieszczania sie czastek w transwersalnej (poprzecznej) ptasz-
czyznie.

Sposrod podstawowych sktadnikéw bton: biatka, glikoproteidy i gliko-
lipidy sg zawsze rozmieszczane asymetrycznie, podczas gdy fosfolipidy
tych samych klas znajdujg sie w obu monowarstwach, a asymetria w ich
rozmieszczeniu polega na réznicach iloSciowych. Za asymetryczne rozmiesz-
czenie poszczegdlnych sktadnikow bton odpowiedzialne sg mechanizmy
zwigzane z ich biosyntezg w czasie biogenezy bton.

Artykut otrzymano 30.4.1977, po rewizji autorskiej przyjeto 15.6.1977.

PISMIENNICTWO

1 Rothfield L., (1971), Structure and Function of Biological Membranes,
Academic Press, New York.

2. Danielli J. F., Davson H., (1935), J. Cell. Comp. Physiol., 5 495—508.

Davson H. Danielli J. F, (1952), w The Permeability of Natural Mem-

branes, wyd. 2, Cambridge University Press, London.

Gorter E, Grendel F., (1925), J. Exp. Med., 41, 439—443,

Singer S.J, Nicolson G. L., (1972), Science, 175, 720—731.

Rothman J. E, Lenard J., (1977), Science, 195 743—753.

Wojtczak L. (1971), Postepy Biochemii, 17, 209—223.

Kawiak J., (1976), Postepy Biologii Komorki, 3, 265—286.

Singer S. J, (1971), w Structure and Function of Biological Membranes,

wyd. Rothfield L. J., str. 145—222, Academic Press, New York, London.

100 Bender W W, Garan H, Berg H.C, (1971), J. Mol. Biol., 58, 783—797.

11. Steck T. L, (1972), w Membrane Research, wyd. Fox C. F., Academic Press,
New York, London, 71—93.

12. Philips D. R, Morrison M., (1971), Biochem. Biophys. Res. Commun.,
45, 1103—1108.

13. Steck T. L, Fairbanks G, Wallach D.F. H, (1971), Biochemistry,
10, 2617—2624.

14. Carraway K L, Kobytka D, Triplett R. B, (1971), Biochim.
Biophys. Acta, 241, 934—940.

15 Triplell R. B, Carraway K. L., (1972), Biochemistry, 11, 2897—2903.

16. Cabantchik Z 1, Roth stein A., (1974), J. Membrane Biol., 15,
227—248.

17. Philips D. R, Morrison M., (1971), Biochemistry, 10, 1766—1771.

18. Reichstein E, Biostein R, (1973), Biochem. Biophys. Res. Commun.,
54, 494—499.

19. Hubbard A L, Cohn Z A, (1972), J. Cell. Biol., 55, 390—405.

20. Brets cher M. S., (1971), J. Mol. Biol., 58, 775—781.

21. Arrotti J. J, Garvin J. E., (1972), Biochem. Biophys. Res. Commun.,

w

© 0o ~No oA

49, 205—211.

22. Tarone G, Prat M, Comoglio P. M., (1973), Biochim. Biophys. Acta,
311, 214—221.

23. Cabantchik Z |, Roth stein A., (1972), J. Membrane Biol., 10,

311—330.



u 5]

24.
25.
26.
217.

28.

29.
30.

3L
32.
33.

34.

35.
36.
3r.
38.
39.
40.

41.

42.
43.

44,
45,

46.
47.
48.

49.
50.

51.

52.
53.

54,

ASYMETRIA BLON 537

Caban tchik Z 1, Rothstein A., (1974), J. Membrane Biol., 15
207—226.

Steck T. L, Kant J A, (1974), w Methods in Enzymology, wyd. Colo-
wick S. P, Kaplan N. O, t 31A, str. 172—180, Academic Press, New York,
London.

Steck T. L. (1974), J. Celi Biol.,, 62, 1—19.

Guidotti G, (1972), Ann. Rev. Biochem., 41, 731—752.

Zwaal R. F. A, Roelofsen B, Coley C. M, (1973), Biochim.
Biophys. Acta, 300, 159—182.

Tanner M J A, Boxer D. H., (1972), Biochem. J., 129, 333—347.
Scheider D. L, Kagawa Y., Racker E., (1972), J. Biol. Chem., 247,
4074—4079.

Larraga V., Munoz F., (1975), Eur. J. Biochem., 54, 207—218.

Clarke M., (1971), Biochem. Biophys. Res. Commun., 45, 1063—1070.
Fuller G M, Boughter J M, Marrazoni M, (1974), Biochemistry,
13, 3036—3041.

Marchesi V. T, Steers Jr, E, Ti*llack T.W., Marchesi S. L,
(1969), w The Red Cell Membrane Structure and Function, wyd. Jamieson G. A.,
Greenwalt T. J.; I. B. Lippincott Co., Philadelphia, 117—130.

Painter R G, Sheetz M, Singer S. J, (1975), Proc. Nat. Acad.
Sei., U.S.A., 72, 1359—1363.

Nicolson G L, Singer S. J, (1971), Proc. Nat. Acad. Sei., U.S.A., 68,
942—945.

Morrison M, Mueller T. J, Huber C. T., (1974), J. Biol. Chem.,
249, 2658—2660.

Bretscher M. S, (1971), J. Mol. Biol., 59, 351—357.

Findlay J. B. C., (1974), J. Biol. Chem., 249, 4398—4403.

Segrest J P, Kahne |, Jackson R L, Marchesi V.T., (1973),
Arch. Biochem. Biophys., 155, 167—183.

Winzeier R J, Harris E D, Pekas D J, Johnson C A,
Weber P, (1967), Biochemistry, 6, 2195—2202.

Morawiecki A, (1964), Biochim Biophys. Acta, 83, 339—347.

Marchesi V. T, Tillack T.W., Jackson R L, Segrest J P,
Scott R. E, (1972), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 69, 1445—1449.

Carraway K. L, (1975), Biochim. Biophys. Acta, 415, 379—410.

Staros J. V, Richards F. M, Maley B. E, (1975), J. Biol. Chem.,
250, 8174—8178.

Juliano R. L., (1973), Biochim. Biophys. Acta, 300, 341—378.

Wallach D. H. F. (1972), Biochim. Biophys. Acta, 265, 61—83.

Marchesi V. T., (1976), w Biochemistry of Cell Walls and Membranes, wyd.
Fox C. F., str. 123—148, Butterworth, London.

Martin K, (1970), Biochim. Biophys. Acta, 203, 182—184.

Nilsson R, Peterson E., Dallner G, (1973), J. Cell Biol., 56,
762—776.

Duggan P. F, Martonosi A, (1970), J. Gen. Physiol., 56, 147—167.
Sarzata M. G, (1974), Postepy Bioch., 20, 403—424.

MacLennan D. H, Holland P. C, (1976), w The Enzymes of Biological
Membranes, wyd. Martonosi A., t. 3, str. 221—259, Plenum Press, New York,
London.

Martonosi A, (1972, w Current Topics in Membranes and Transport,
wyd. Bronner F., Kleinzeller A., str. 83—197, Academic Press, New York,
London.



538

55.
56.

57.
58.

59.
60.
61.
62.

63.

64.

65.
66.

67.

68.
69.

70.

71
72.

73.
74.
75.

76.
7.
78.

79.

80.
81.
82.
83.
84.
85.

86.
87.
88.

89.

M. MICHALAK, M. G. SARZALA [16}

MacLennan D. H., (1970), J. Biol. Chem., 245, 4508—4518.
MacLennan D. H, Yip C. C, lies G. H, Seeman P, (1973),
Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 37, 460—468.

Ostwald T. J, MacLennan D. H, (1974), J. Biol. Chem., 249, 974—979.
MacLennan D. H, Wong P. T. S, (1971), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A.,
68, 1231—1235.

Racker E., (1972), J. Biol. Chem., 247, 8189—8191.

Dearner D. W, Baskin R.J, (1969), J. Cell Biol., 42, 296—307.

Inesi G, (1976), Biophysical J., 16, 735—751.

Ilkemoto N, Sreter F A, Nakamura A, Gergely J., (1968),
J. Ultrastr. Res., 23, 216—232.

Drabikowski W, Sarzala M G, Wroniszewska A, L”g-
winska E, Drzewiecka B, (1972), Biochim. Biophys. Acta, 274, 158—170.
Michalak M, Sarzala M G, Drabikowski W, (1977), praca
W przygotowaniu.

Hasselbach W, Elfvin L. G, (1967), J. Ultrastr. Res., 17, 598—622.
Jilka R. L, Martonosi A, Tillack T. W, (1976), J. Biol. Chem.,
250, 7511—7524.

Green D. E, MacLennan D. H, (1967), w Metabolic Pathways, wyd.
Grenberg D. M., t. 1, str. 47—111, Academic Press, New York, London.
Murphy A. J., (1976), Biochem. Biophys. Res. Commun., 70, 160—166.

Le Maire M, Moller J. V, Tanford C, (1976), Biochemistry, 15
2336—2342.

Madeira V. M. G, Antunes-Madeira M. C, (1977), Experientia,
33, 188—190.

Stewart P. S, MacLennan D. H, (1974), J. Biol. Chem., 249, 985—993.
Thorley -Lawson D. A, Green M. N, (1973), Eur. J. Biochem., 40,
403—413.

Inesi G, Scales D., (1974), Biochemistry, 13, 3298—3306.

Stewart P. S, MacLennan D. H, (1976), J. Biol. Chem., 251, 712—719.
Thorley-Lawson D. A, Green M. N, (1975), Eur. J. Biochem., 59,
193—200.

Hidalgo C, lIkemoto N. (1977), J. Biol. Chem. w druku.

Yu B. P, Masoro E. J, Morley T.F, (1975), Life Science, 17, 343—348.
Hasselbach W, Migala A, Agostini B. (1975), Z Naturforsch.,
30c, 600—607.

Leskes A, Siekevitz P, Palade G E, (1971), J. Cell Biol., 56,
762—T776.

Nilsson O. S, Daliner G, (1977), J. Cell Biol., 72, 568—583.
Meissner G. (1975), Biochim. Biophys. Acta, 389, 51—68.

Steck T. L, Dawson G, (1974), J. Biol. Chem., 249, 2135—2142.

Nicolson G. L, Singer S. J., (1974), J. Cell Biol.,, 60, 236—248.
Lenard J, Compans R. W. (1974), Biochim. Biophys. Acta, 344, 51—94.
Sarzala M G, Zubrzycka E, Pilarska M, Drabikowski W,
(1973), w Protides of the Biological Fluids, wyd. Peeters H., str. 109—113,
Pergamon Press, New York.

MacLennan D. H. (1974), J. Biol. Chem., 249, 980—984.

Bretscher M. S, (1973), Science, 181, 622—629.

Verkleij A J, Zwaal R F. A, Roelofsen B, Comfurius P,
Kostelijan D, van Deenen L. L. M, (1973), Biochim. Biophys. Acta,
323, 178—193.

Bretscher M. S, (1972), Nature, New Biology, 236, 11—12



[17]

90.
9L
92.

93.
94.

95.
96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

ASYMETRIA BLON 539

Bretscher M. S, (1972), J. Mol. Biol., 71, 523—528.

Zborowski J., (1977), Postepy Biochem., 23,

Renoij W, van Golde L M. G, ZwaalR F. A, van Deenen L. L M,
(1976), Eur. J. Biochem., 61, 53—58.

Fisher K. A., (1976), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A,, 73, 173—177.

Roth man J E, Tsai D. K, Dawidowicz E A, Lenard J., (1976),
Biochemistry, 15, 2361—2370.

Wirtz K. W. A, (1974), Biochim. Biophys. Acta, 344, 95—117.

Nicols son O. S., Dallner G, (1977), Biochim. Biophys. Acta, 464,
453—458.

Rothman J E, Dawidowicz E. A. (1975), Biochemistry, 14, 2809—
2816.

Lenard J, Rothman J. E, (1976), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A. 73,
391—395.

Eyler E H, Madoff M A, Brady O V., Oncly J. L, (1962), J. Biol.
Chem., 237, 1992—2000.

Rifkin D B, Compans R W, Reich F., (1972), J. Biol. Chem., 247,
6432—6437.

Kornberg R D, McConnell H. M, (1976), Biochemistry, 10, liii—
1120.

Alivisatos S. G A, Kashket S, Denstedt O. F., (1956), Can.
J. Biochem. Physiol., 34, 46—60.

Kant J. A, Steck T. L., (1973), Biochem. Biophys. Res. Commun., 54,
116—121.

Rubin C S R, Rosenfeld R D, Rosen O. M., (1973), Proc. Nat.
Acad. Sei. U.S.A., 70, 3735—3743.

Marchesi V. T, Palade G. E, (1967), J. Cell. Biol., 35 385—404.

Wu S. H, McConnell H. M., (1975), Biochemistry, 14, 847—854.
Roelofsen B, van Deenen L. L. H., (1973), Eur. J. Biochem., 40,
245—257.

Knowles A F, Eytan F, Racker F., (1976), J. Biol. Chem., 251,
5161—5165.

Cone R. A, (1972), Nature, New Biology, 236, 39—43.



POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE UPRZEJMIE INFORMU-
JE, ZE W NIEDLUGIM CZASIE UKAZA SIE NASTEPUJACE MONO-
GRAFIE BIOCHEMICZNE:

Tom 30 —

Tom 31 —

Tom 32 —

Genom organizméw zwierzecych — struktura i transkrypcja,
pod redakcjg M. Chorazego — ukaze sie w 1977 roku.

Spis tresci:
Kompleksy DNA-biatko w jadrze komérkowym
(J. Rzeszotarska-Wolny)

Analiza DNA metodg ultrawirowania w gradiencie gestosci
(J. Filipski)

Organizacja sekwencji DNA w genomie Eucariota

(S. Szala)

Polimerazy organizmow zwierzecych
(Z. Krawczyk)

Transkrypcja chromatyny
(M. Chorazy, M. Grabowska)

Regulacja syntezy DNA w tkankach roslinnych
(Lidia D. Wasilewska) — ukaze sie¢ w roku 1978.

Elementy enzymologii

pod redakcjg J. Witwickiego i W. Ardelta — ukaze sie
w 1978 roku.

Spis tresci:

Ogélna charakterystyka enzymow

(J. Witwicki)

Budowa i funkcja enzymoéw

(I. Szumiel, M. Kloczewiak)

Kinetyka reakcji enzymatycznych

(M. Kloczewiak)

Badania grup czynnych enzymow

(G. Palamarczyk)

Spektrochemiczne badania konformacji i funkcji enzymow
(G. Muszynska)

Inaktywacja i stabilizacja enzymow

(K. Kleczkowski)

Zasady izolowania enzymoéw

(W. Ardelt)

Dystrubucja poprzez Biuro Zarzgdu Giownego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, Freta 16, 00-227 Warszawa.



Post.

Biochem., 23, 541—557, (1977).

JOZEF ZBOROWSKI*)

Wymiana fosfolipidow pomiedzy btonami biologicznymi

Exchange of Phospholipids between Biological Membranes

Spis tresci

. Wstep
. Wymiana fosfolipidow pomiedzy btonami struktur subkomérkowych. Udziat

frakcji cytoplazmatycznej w wymianie

Biatka przenoszgce fosfolipidy

I11-1. Biatka przenoszace fosfatydylocholine. lzolacja i wtasnosci

111-2. Biatka przenoszgce inne fosfolipidy

111-3. Immunologiczne dane Swiadczace o odrebnosci biatek specyficznie prze-
noszacych fosfatydylocholine i fosfatydyloinozytol

IV. Wymiana fosfatydylocholiny pomiedzy btonami monomolekularnymi
V. Liposomy w badaniach wymiany fosfolipidéw. Transport fosfolipidow netto
VI. Zastosowanie biatek przenoszacych fosfolipidy w badaniach nad asymetrig
bton
VIIl. Uwagi koncowe
Contents
I. Introduction
Il. Exchange of phospholipids between subcellular structures. Effect of the cyto-
plasmic fraction on the exchange
I11. Phospholipid-transfer proteins
I11-1. Phosphatidylcholine-transfer proteins. Purification and properties
I11-2. Proteins participating in the transfer of other phospholipids
I11-3. Immunological data on the specificity of proteins transferring phosphati-
dylcholine and phosphatidylinositol
IV. Exchange of phosphatidylcholine between monolayers
V. Application of liposomes in studies on phospholipid exchange. Net transfer
of phospholipids
VI. Phospholipid-exchange proteins as a tool in studies of asymmetry of mem-
branes
VI1I. Concluding remarks

* Dr, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-

ckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.

4 Postepy Biochemii



542 J. ZBOROWSKI [23

l. Wstep

Wiekszos$¢ fosfolipidow oprécz grupy polarnej zawiera dwa hydrofo-
bowe tancuchy kwaséw ttuszczowych. Taka budowa sprawia, iz fosfoli-
pidy wprowadzone do roztworéw wodnych spontanicznie tworzg peche-
rzyki (liposomy), ktérych btona wykazuje strukture dwuwarstwowsa.
W blonach biologicznych fosfolipidy ukladajg sie rowniez w struktury
dwuwarstwowe (bimolekularne). Lancuchy kwasow ttuszczowych, dwdch
warstw monomolekularnych fosfolipidéw zwrécone sa do siebie, podczas
gdy ich grupy polarne skierowane sg na zewnatrz. Grupy polarne fosfo-
lipidow odpowiedzialne sg za wilasnosci elektryczne blon oraz za inter-
akcje z biatkami wbudowanymi w fosfolipidowg warstwe biony. Cza-
steczki fosfolipidow moga ftatwo przemieszcza¢ sie w obrebie jednej
warstwy monomolekularnej (dyfuzja lateralna) (1), podczas gdy ich wy-
miana pomiedzy dwiema warstwami monomolekularnymi w obrebie bto-
ny jest bardzo powolna (2—4).

Duza réznorodnos$¢ bton biologicznych pod wzgledem skiadu lipido-
wego i biatkowego, a takze niekiedy brak enzymoéw syntetyzujgcych
te sktadniki bton nasuwa pytanie, w jaki sposéb zachodzi ich biogeneza.
Dobrym przyktadem moga by¢ tu mitochondria watroby, w ktérych
nie zachodzi ani synteza takich fosfolipidow jak fosfatydylocholina i fos-
fatydyloetanoloamina (5—8) wystepujacych w obydwu blonach, ani tez
synteza fosfatydyloinozytolu (9) wystepujgcego tylko w blonie zewne-
trznej.

W ostatnich latach sporo uwagi poswiecono zagadnieniu wymiany
fosfolipidow pomiedzy btonami biologicznymi. Wykazany zostatl udziat
w tym procesie specyficznych biatek cytoplazmatycznych dziatajacych
jako przenos$niki fosfolipidow. Biatka przenoszace fosfolipidy, jak wy-
kazano w przypadku sztucznych bton lipidowych moga réwniez prowa-
dzi¢ transport netto okre$lonych fosfolipidéw. By¢ moze, podobng role
biatka te petnig i w warunkach fizjologicznych dostarczajac fosfolipiddw
dla tworzenia niektérych bton biologicznych.

Ro6zne aspekty badan nad wymiang i transportem fosfolipidow przed-
stawione byly w szeregu artykutach przegladowych w jezyku angiel-
skim (10—13).

Il. Wymiana fosfolipidow pomiedzy btonami struktur subkomdrkowych.
Udziat frakcji cytoplazmatycznej

Pierwsze badania dotyczyty wymiany fosfolipidow pomiedzy réznymi
lipoproteidami surowicy krwi (14—16) i lipoproteidami a chylomikrona-
mi (17). Wykazano tez wymiane fosfolipidow mitochondrialnych z fosfo-
lipidami surowicy krwi (18). Wirtz i Zilversmit (19) podjeli ba-
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dania nad wymiang fosfolipidow pomiedzy mitochondriami a mikrosomami
watroby. Frakcje te, z ktorych badz jedna, badz druga zawieraty radio-
aktywne [3P]fosfolipidy inkubowano w srodowisku o niskiej sile jonowej
z dodatkiem EDTA dla zapobiezenia fuzji bton. W tych warunkach w cig-
gu 30—60 minut inkubacji w temperaturze 37°C ilos¢ wymienionych fosfo-
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Ryc. 1. Wplyw temperatury na wymiane [®*P]fosfolipidéw pomiedzy mitochondriami
a mikrosomami watroby szczura inkubowanymi w obecnos$ci frakcji cytoplazmatycz-
nej z tej tkanki (20).

Srodowisko inkubacyjne zawierato 0,25 M roztwér sacharozy + 1 mM roztwér EDTA (pH 74).
Zawarto$¢ [BP]fosfatydylocholiny i [SP]fosfatydyloetanoloaminy w mitochondriach po inku-

bacji odniesiono w procentach do ich ilo$ci przed inkubacja; O—O —fosfatydyloetanoloami-
na; ¢« — —fosfatydylocholina.

\
S
S

-
ot \an’a
\

o
oS
S

aktywnosc specyficzna
(imp/min/ug fosforu fosfolipidowego)

mikrosomy

@ e &
.’.__,_——

0 10 20
frakcja cytoplazmatyczna
‘(mg biatka)
Ryc. 2. Wplyw réznych ilosci biatka frakcji cytoplazmatycznej z watroby szczura na
wymiane fosfolipidéw pomiedzy mitochondriami a mikrosomami tej tkanki (20).

Inkubacje prowadzono 40 min. w temp. 37°C. m —aktywno$¢ specyficzna fosfolipidéw mito-
chondrialfnych przed inkubacja.
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lipidbw pomiedzy strukturami subkomérkowymi byta nikta. Znaczng
stymulacje wymiany powodowato dodanie frakcji cytoplazmatycznej z wa-
troby (supernatantu znad mitochondriow pozbawionego lipoproteidow
przez wytracenie ich w pH 5,1). W obecnosci tej frakcji gtéwnie wymie-
niana byta fosfatydylocholina, znacznie wolniej natomiast wymieniana
byta fosfatydyloetanoloamina. llo$¢ fosfatydylocholiny i fosfatydyloeta-
noloaminy w mitochondriach i mikrosomach w czasie inkubacji nie ule-
gata zmianie, zmieniata sie natomiast ich specyficzna radioaktywnosé,
co Swiadczyto, ze kazdy z tych fosfolipidow wymieniany jest pomiedzy
btonami w proporcji czasteczka na czasteczke. Szybko$é wymiany obu
fosfolipidow zalezata od ilosci biatka frakcji cytoplazmatycznej, czasu
i temperatury inkubacji (Ryc. 1 i 2). Inkubacja mitochondriéw zawiera-
jacych radioaktywne fosfolipidy wytacznie z frakcjg cytoplazmatyczng
prowadzita do bardzo szybkiego pojawiania sie ich w niewielkiej ilosci
w tej ostatniej. Poddanie frakcji cytoplazmatycznej dializie nie powo-
dowato jej inaktywacji, podczas gdy trawienie trypsyng lub kilkumi-
nutowe przetrzymywanie w temperaturze 100°C znosito jej dziatanie
stymulujgce wymiane fosfolipidéw. Wszystkie te dane sugerowaty, ze
czynnik odpowiedzialny za wymiane fosfolipiddw obecny we frakcji
cytoplazmatycznej ma charakter biatkowy.

Obecnos¢ czynnika (czynnikéw) stymulujagcych wymiane fosfolipidow
pomiedzy btonami wykazano we frakcji cytoplazmatycznej z r6znych tka-
nek zwierzecych jak watroby szczura (19), Swinki morskiej (21), krélika
(12) i wobu (22), mozgu szczura (23), Swinki morskiej (24), wotu (25) i owcy
(26), serca wotu (27), miesni szkieletowych krolika (28), nerki szczura (cyt.
wg. 12), jelita szczura (29), ptuc krolika (12), tarczycy $wini (30), a takze
drozdzy (12, 31) i roslin (32). Zaleznie od pochodzenia tkankowego frak-
cja cytoplazmatyczna moze stymulowa¢ w réznym stopniu wymiane po-
szczegOlnych fosfolipiddw. | tak mierzac wymiane fosfolipidow pomiedzy
mitochondriami a mikrosomami watroby szczura w obecnosci frakcji
cytoplazmatycznej z tej tkanki wykazano nastepujacag zaleznos¢ szybkos-
ci wymiany: fosfatydylocholina > fosfatydyloinozytol > fosfatydyloeta-
noloamina, podczas gdy w obecnosci frakcji cytoplazmatycznej z mozgu za-
leznos¢ ta byta nastepujaca: fosfatydyloinozytol > fosfatydylocholina !>
fosfatydyloetanoloamina (25). Wykazano natomiast uzywajgc frakcji cy-
toplazmatycznej z mézgu szczura oraz mitochondriéw i mikrosomow tej
tkanki brak istotnych réznic w szybkosci wymiany fosfatydylocholiny
i fosfatydyloinozytolu (24), co sugeruje, ze i rodzaj bton biologicznych
uzytych do badania wymiany ma réwniez znaczenie.

Badania nad wymiang fosfolipidow pomiedzy mikrosomami a mito-
chondriami wykonane niezaleznie w dwdch pracowniach (33, 34) wyka-
zaly, ze wymiana ta w nieuszkodzonych mitochondriach dotyczy gtownie
btony zewnetrznej. Mata ilo$¢ radioaktywnej fosfatydylocholiny pojawia-
jaca sie w wewnetrznej btonie mitochondrialnej po kilkunastominutowej
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inkubacji prawdopodobnie zwigzana jest z uszkodzeniem btony zewnetrz-
nej mitochondriéw i umozliwieniem bezposredniego kontaktu z btong we-
wnetrzng (34). Za sugestig tg przemawia brak biatka przenoszacego fos-
folipidy w przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw (33), a takze
stwierdzenie znacznie bardziej aktywnej wymiany fosfolipidow pomiedzy
mikrosomami a pozbawionymi biony zewnetrznej mitochondriami (34).
Ponadto, opierajac sie na badaniach dotyczacych przemieszczania fosfoli-
pidow pomiedzy dwiema warstwami monomolekularnymi (2—4) mozna
sqdzi¢, ze bariere stanowi sama biona zewnetrzna mitochondriéw. Mozna
takze przypuszczac, ze przyleganie niektérych odcinkéw obydwu bton mie-
dzy sobg moze umozliwia¢ wymiane fosfolipidéw wewnatrz mitochondrio-
nu. Za tg mozliwoscia przemawia obserwacja znacznie wiekszej inkorpo-
racji fosfolipidow z mikrosoméw do wewnetrznej btony mitochondrialnej
mitochondriéw speczniatych otrzymanych po perfuzji watroby in situ
roztworem octanu wapnia w poréwnaniu do mitochondriéw niespecznia-
tych otrzymanych z watroby nieperfundowanej (35).

I11. Biatka przenoszace fosfolipidy
I11-1. Biatka przenoszace fosfatydylocholine. lzolacja i wasnosci

Pierwszg prébe izolacji biatka przenoszacego fosfatydylocholine pod-
jeli Wirtz i Zilversmit (27). Frakcjonujac homogenat serca wotu
uzyskali oni okoto 80-krotne oczyszczenie biatka w stosunku do frakcji
cytoplazmatycznej. Tak oczyszczone biatko stymulowato jednak obok
wymiany fosfatydylocholiny i wymiane fosfatydyloinozytolu. W odr6z-
nieniu od preparatu wyjsciowego biatko to nie wykazywato aktywnosci
w stosunku do fosfatydyloetanoloaminy. Stosujac dwukrotne wysalanie
siarczanem amonu oraz saczenie molekularne przez Sephadex oczyszczono
biatko z watroby wotu ponad 300-krotnie (22). Modyfikacja tej metody
(36) pozwolita na bardzo znaczne, bo ponad 2600-krotne oczyszczenie (Ta-
bela 1). Otrzymane biatko dawato pojedyncze pasmo w elektroforezie
dyskowej na zelu poliakryloamidowym i byto réwniez homogenne przy
zastosowaniu immunoelektroforezy i ogniskowania izoelektrycznego. Cie-
zar czasteczkowy biatka przenoszacego fosfatydylocholine wynosi 22 000.
Poczawszy od drugiego etapu oczyszczania biatko to wykazywato specy-
ficzno$¢ wigzania i przenoszenia wytgcznie fosfatydylocholiny. Oczysz-
czone biatko zawiera fosfatydylocholing w ilosci 1 mol na mol biatka (37)
zwigzang niekowalencyjnie i odszczepialng przy pomocy rozpuszczalnikow
organicznych (36) lub detergentow (38).

Biatka przenoszace fosfatydylocholine z innych tkanek nie zostaty
tak dalece oczyszczone jak biatko z watroby wotu. Wychodzac z frakcji
cytoplazmatycznej serca wotu i stosujgc wysalanie siarczanem amonu,
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Tabela 1

Oczyszczanie z watroby wotu biatka przenoszacego fosfatydylocholing (36)

Od-  Stopien oczyszczenia

ObjetosC  Biatko AKtywnose zysk  w stosunku do frakcji

Etapy oczyszczania

(ml) (mg) specyficzna @) cytoplazmatycznej

1. Doprowadzenie

do pH 51 16 700 407 000 0,5 100
2. Doprowadzenie

do pH 3,0 14 800 131 000 2 135 4
3. Wytracenie siarcza-

nem amonu 2590 66 000 3 104 6
4. Chromatografia

na DEAE-celulozie 5600 4 600 28 63 56
5. Chromatografia

na CM-celulozie 340 235 430 50 860
6. Saczenie molekularne

przez Sephadex G-50 670 39 1340 26 2680

dwukrotne sgczenie molekularne przez Sephadex G-75 otrzymano dwie
frakcje biatkowe zdolne do wigzania i przenoszenia fosfatydylocholiny
rézniagce sie aktywnosciag i stopniem oczyszczenia. Frakcje te zdolne byty
réwniez do wigzania i przenoszenia sfingomieliny (39). Zastepujac powtor-
ne saczenie molekularne chromatografig jonowymienng otrzymano z tego
samego materiatu frakcje biatkowa zdolng do wigzania i przenoszenia
fosfatydylocholiny oczyszczong 200—300 razy (40, 41). Ogniskowanie izo-
elektryczne tej frakcji prowadzito do wykazania obecnosci dwoch aktyw-
nych biatek.

Wysoka specyficzno$¢ wigzania i przenoszenia fosfatydylocholiny wy-
kazywato réwniez jedno z trzech oczyszczonych biatek z frakcji cytoplaz-
matycznej watroby szczura. Biatko to ma ciezar czgsteczkowy 16 000
i punkt izoelektryczny przy pH 84. Pozostate dwa biatka o punkcie izo-
elektrycznym przy niskim pH podobnie jak w przypadku biatek z mézgu
przenoszg fosfatydyloinozytol, a takze i fosfatydylocholine (42). Biatko
specyficzne wobec fosfatydylocholiny majace punkt izoelektryczny przy
pH 84 izolowano takze niezaleznie w pracowni Zilversmita (43).
Biatko o punkcie izoelektrycznym przy pH 8,4 specyficznie wigzgce fos-
fatydylocholine przenosi 50% lub wiecej tego fosfolipidu przenoszonego
przez wszystkie biatka przenoszace fosfolipidy w przypadku tkanki wa-
trobowej szczura (42, 43), podczas gdy zaledwie 10°/0 w przypadku tkanki
watrobowej wotu, a w mie$niu sercowym tego zwierzecia nie wystepuje
w ogéle (43).

Ostatnio z frakcji cytoplazmatycznej mozgu wotu oczyszczone zostato
takze biatko specyficzne wobec fosfatydylocholiny (44). Biatko to ma
punkt izoelektryczny przy pH 5,7. Jego udziat w transporcie fosfatydylo-
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choliny w stosunku do wszystkich biatek tkanki mézgowej przenoszacych
ten fosfolipid okreslono na okoto 20%.

I11-2. Biatka przenoszace inne fosfolipidy

Jak juz wspomniano frakcje bialkowe otrzymane z serca stymulujg
oprécz wymiany fosfatydylocholiny takze wymiane sfingomieliny (39).
Helmkamp i wsp. (45 wyizolowali z mdzgu wotu 2 biatka réznigce
sie miedzy sobg punktem izoelektrycznym, stymulujagce wymiane fosfa-
tydyloinozytolu. Biatka te stymulujg takze i wymiane fosfatydylocholiny.
Stosunek ilosci transportowanego przez te biatka fosfatydyloinozytolu do
ilosci fosfatydylocholiny wynosi 1,7. Obydwa biatka przenoszace fos-
fatydyloinozytol charakteryzujg sie niemal identyczng zdolnoscig wigza-
nia i wymiany okreslonego rodzaju fosfolipidu i majg bardzo zblizony
ciezar czasteczkowy i skfad aminokwasowy. Biatko o nizszym punkcie
izoelektrycznym jest mniej podatne na trawienie trypsyna.

Ostatnio z frakcji cytoplazmatycznej watroby szczura przy zastoso-
waniu sgczenia molekularnego przez Sephadex G-75 wyodrebniono dwie
frakcje biatkowe stymulujagce wymiane fosfatydyloetanoloaminy (46).
Z frakcji o mniejszej masie czasteczkowej wyizolowano nastepnie 2 biat-
ka zdolne do wigzania i wymiany fosfatydyloetanoloaminy. Obydwa biat-
ka oprocz wymiany fosfatydyloetanoloaminy stymulowaty takze wy-
miane fosfatydylocholiny, fosfatydyloinozytolu, sfingomieliny oraz chole-
sterolu. W przeciwienstwie do biatek przenoszacych fosfatydylocholine
lub fosfatydyloinozytol oczyszczonych z watroby i moézgu biatka te byty
odporne na kilkuminutowe ogrzewanie w wyzszych temperaturach (46).
Wiasnos$é te wykorzystano przy ich oczyszczaniu.

Czesciowo oczyszczone zostato takze biatko przenoszace fosfolipidy
z bulw ziemniaka. Bialko to o ciezarze czgsteczkowym okoto 22 000 sty-
muluje wymiane fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanoloaminy i w znacz-
nie mniejszym stopniu fosfatydyloinozytolu (47). Niektére wiasnosci
oczyszczonych biatek zestawiono w Tabeli 2.

111-3. Immunologiczne dane $wiadczace o odrebnosci biatek specyficznie przenosza-
cych fosfatydylocholing i fosfatydyloinozytol

Zastosowanie naprzemienne przeciwciat przeciwko biatku przenosza-
cemu fosfatydylocholine i fosfatydyloinozytol wykazato ich immunologicz-
ng odrebnos$¢. Jednoczednie przeciwciata przeciwko oczyszczonym z moz-
gu biatkom I i Il przenoszacym fosfatydyloinozytol dawatly nawzajem
immunoprecipitaty (biatko | z przeciwcialem przeciwko biatku 11 i vice
versa), co $wiadczy o ich zgodnosci pod wzgledem immunologicznym.
Zbadany zostat takze efekt przeciwciat otrzymanych przeciwko oczyszczo-
nym biatkom specyficznym wobec fosfatydylocholiny i fosfatydyloinozy-
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tolu na intensywno$¢ wymiany obu tych fosfolipiddw pomiedzy mikro-
somami i liposomami mierzong w obecnosci frakcji cytoplazmatycznej
otrzymanej z réznych tkanek. Przeciwciata przeciwko biatku z moézgu
przenoszgcemu fosfatydyloinozytol hamowaty w okoto 80% jego wymianeg
mierzong w obecnosci frakcji cytoplazmatycznej z moézgu, serca lub wa-
troby wotu. W tych samych warunkach przeciwciata przeciwko biatku
z watroby specyficznie przenoszacemu fosfatydylocholine hamowaty wy-
miane jej tylko w 15°0 w przypadku frakcji cytoplazmatycznej z mozgu,
w 20% z serca, a w 75°/0 z watroby. Rownoczesnie y-globulinowa frakcja
zawierajaca przeciwciata w stosunku do biatka mézgu przenoszacego fos-
fatydyloinozytol hamowata wymiane fosfatydylocholiny w obecnosci
frakcji cytoplazmatycznej z mézgu w 65°0, z serca w 60%0, a z watroby
w 10°/0 (44).

IV. Wymiana fosfatydylocholiny pomiedzy btonami monomolekularnymi

Bezposredniego dowodu, ze biatko oczyszczone z frakcji cytoplazma-
tycznej watroby dziata jako przenosnik fosfatydylocholiny dostarczyty
badania Deme la i wspotautorow (37) wykonane przy uzyciu bton mo-
nomolekularnych zbudowanych z radioaktywnej [MC]fosfatydylocholiny.
Tworzac warstwe z okoto 20 nmoli radioaktywnej fosfatydylocholiny
i wprowadzajac do warstwy wodnej 20 nmoli oczyszczonego biatka prze-
noszgcego ten fosfolipid stwierdzono stopniowe obnizanie sie powierzch-
niowej radioaktywnosci dochodzace do 50% po okoto 3 godzinach. Spadek
radioaktywnosci powierzchniowej spowodowany byt wymiane radioaktyw-
nej fosfatydylocholiny wchodzacej w skiad warstwy monomolekulamej
z nieradioaktywng zwigzang z biatkiem przenoszacym. W dos$wiadczeniu
przedstawionym na rycinie 3 wykazano (37) rzeczywisty udziat biatka
przenoszgcego fosfatydylocholine w wymianie tego fosfolipidu pomiedzy
dwiema btonami monomolekularnymi. Btona | zbudowana byta z radio-
aktywnej fosfatydylocholiny, btona Il z nieradioaktywnej fosfatydylocho-
liny o tym samym skiadzie kwasow ttuszczowych. Bilony rozdzielone
przegroda, mogty kontaktowac sie jednak przez faze wodng. Iniekcja
biatka przenoszacego fosfatydylocholine do fazy wodnej prowadzita do
spadku radioaktywnosci powierzchniowej btony I i przyrostu radioaktyw-
nosci btony Il az do osiggniecia stanu rownowagi po okoto 240 minutach.
Napiecie powierzchniowe obu bton wynoszgce 30 dyn/cm w ciggu catego
doswiadczenia nie ulegato zmianie, co facznie z wynikami pomiaréw ra-
dioaktywnosci powierzchniowej $wiadczy zdecydowanie o wymianie czga-
steczek fosfatydylocholiny pomiedzy btonami monomolekularnymi. Wy-
miana ta zachodzi wskutek kolizji biatka przenoszacego fosfatydylocholing
z btong monomolekularng. Biatko przenoszace fosfatydylocholine moze
réwniez uczestniczyé w wymianie tego fosfolipidu pomiedzy btong mono-
molekularng a liposomami. Wymiana ta zachodzi niezaleznie od napiecia
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Ryc. 3. Wymiana fosfatydylocholiny pomiedzy dwiema btonami monomolekularnymi
w obecnosci specyficznego biatka przenoszacego (37).

Btona | zbudowana jest z radioaktywnej fosfatydylocholiny ([UC]JPC), btona Il z nieradio-
aktywnej fosfatydylocholiny o tym samym sktadzie kwaséw ttuszczowych (PC). PC —PLEP —
biatko przenoszace fosfatydylocholing; P —przegroda pomigdzy btonami monomolekularnymi.

powierzchniowego btony monomolekularnej, co sugeruje ze biatko prze-
noszace fosfatydylocholine nie musi wnika¢ do biony dla utworzenia kom-

pleksu (37).

V. Liposomy w badaniach wymiany fosfolipidéw. Transport fosfolipidow
netto

Badania nad wymiang fosfatydylocholiny pomiedzy liposomami podjeli
Hellings i wsp. (48) opierajac sie na stwierdzeniu, ze liposomy
0 dostatecznie duzym ujemnym tadunku powierzchniowym (zawierajg-
ce 7 mol % kwasu fosfatydowego lub 9 mol °/o fosfatydyloinozytolu) zo-
stajg zatrzymane na kolumnie z DEAE-celulozy i mozna je w ten spo-
s6b oddzieli¢ od liposoméw obojetnych, zbudowanych wylacznie z fos-
fatydylocholiny. W omawianych badaniach uzyto liposoméw z [MUC]fosfa-
tydylocholiny i liposoméw zawierajgcych nieradioaktywng fosfatydylo-
choling, fosfolipidy kwasne oraz [#H]cholesterol, ktéry stuzyt do badania
odzysku liposoméw z kolumny. Wymiane fosfatydylocholiny mierzono
w obecnos$ci specyficznego biatka z watroby. Uzycie liposoméw zawie-
rajacych wzrastajgce iloSci kwasu fosfatydowego lub fosfatydyloinozytolu
(wyzsze ponad konieczne dla rozdziatlu na kolumnie) powodowato hamo-
wanie wymiany fosfatydylocholiny, przy czym znacznie wiekszy efekt
wywotywaty liposomy zawierajgce fosfatydyloinozytol. Prawie catkowite
zahamowanie wymiany nastepowato w przypadku liposoméw zawieraja-
cych 20 mol°/o kwasu fosfatydowego lub fosfatydyloinozytolu. Wyniki te
wskazujg wyraznie, ze tadunek powierzchniowy akceptora odgrywa istot-
na role w wymianie fosfolipidéw odbywajacej sie przy udziale specyficz-
nych biatek przenoszacych. W doswiadczeniach Kkinetycznych wykaza-
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no (49) obnizenie statej dysocjacji kompleksu biatko przenoszace — lipo-
som wraz ze wzrostem w tych ostatnich ilosci kwasu fosfatydowego.
Zwiekszenie ujemnego tadunku powierzchniowego liposoméw wskutek
wprowadzenia kwasu fosfatydowego ulatwia interakcje biatka wymie-
niajgcego fosfatydylocholine z powierzchnig btony akceptora. W rezul-
tacie mniej biatka uwalnia sie do S$rodowiska i stad hamowanie wy-
miany. Region grup polarnych liposoméw zbudowanych z fosfatydylocho-
liny i kwasu fosfatydowego jest prawdopodobnie luzniej ,upakowany”,
anizeli liposoméw utworzonych z samej fosfatydylocholiny (50). Ttuma-
czytoby to dlaczego biatko transportujgce fosfatydylocholine ma utatwio-
ny kontakt z zewnetrzng warstwg monomolekularng w przypadku lipo-
soméw natadowanych ujemnie.

Wptyw tadunku powierzchniowego akceptora na wymiane fosfatydylo-
choliny badano takze w ukiadzie mitochondria — liposomy (51). Wymiane
mierzono w obecnos$ci oczyszczonego biatka z watroby specyficznego wo-
bec fosfatydylocholiny. Zaleznie od sktadu liposoméw a wiec i fadunku
obserwowano badz wiekszg, bagdz mniejsza wymiane w stosunku do lipo-
soméw zbudowanych wyltgcznie z fosfatydylocholiny. Stymulacje obser-
wowano w przypadku liposoméw o tadunku dodatnim (zwigzanym z obec-
noscig sterylaminy), hamowanie w przypadku liposomoéw o tadunku ujem-
nym zwigzanym z obecnoscig fosfolipidéw kwasnych (kwasu fosfatydo-
wego, fosfatydyloinozytolu, fosfatydyloseryny lub fosfatydyloglicerolu).
Hamujace dziatanie fosfolipidow kwasnych znosi dodanie do $rodowiska
jondbw Mg++ w stezeniu potrzebnym do zobojetnienia ich ujemnego ta-
dunku (51). Jon Mg++ w stezeniu, ktdre znosito hamujacy wptyw ujemnie
natadowanych fosfolipidéw wywotywat takze drastyczne zmiany w ruch-
liwosci elektroforetycznej liposoméw. Odwrdcenie hamowania wymiany
fosfatydylocholiny przez jon Mg++ na drodze zobojetnienia ujemnego
tadunku liposoméw mozna wyttumaczy¢ podwyzszeniem statej dysocjacji
kompleksu biatko — liposom i uwolnieniem biatka przenoszacego do $ro-
dowiska. Odmienny, hamujacy wptyw ma natomiast jon Mg++ na wy-
miane fosfatydylocholiny pomiedzy mitochondriami a liposomami o ta-
dunku dodatnim (zawierajgcymi sterylaming) lub liposomami nie posia-
dajgcymi tadunku netto zbudowanymi wytgcznie z fosfatydylocholiny. Po-
dobnie jon Mg++ hamowal wymiane fosfatydylocholiny pomiedzy bto-
ng monomolekularng a liposomami zbudowanymi wylgcznie z te-
go fosfolipidu. Dziatanie to wykazywaty roéwniez i inne kationy (La+++ >
> Mg++”" Ca-+ > K+ = Nat+) (51). Wplyw ich mozna wigza¢ z za-
burzeniem odziatywania elektrostatycznego pomiedzy biatkiem przeno-
szacym a grupa polarng fosfatydylocholiny. Ostatnio (52) przy uzyciu
réznych syntetycznych analogow fosfatydylocholiny wykazano, ze za in-
terakcje z miejscem wigzacym biatka przenoszacego odpowiedzialna jest
fosforylocholina wchodzaca w sktad czasteczki fosfatydylocholiny. Usunieg-
cie bowiem z czwartorzedowego azotu fosfatydylocholiny jednej z grup
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metylowych lub zastgpienie grupy metylowej etylowg lub propylowg
hamowato lub catkowicie znosito stymulowang przez biatko wymiane.
Mniejsze znaczenie miato natomiast zastgpienie wigzania estrowego ete-
rowym lub wprowadzenie dwdch nasyconych kwasow ttuszczowych do cza-
steczki fosfatydylocholiny. Bialko przenoszgce fosfatydylocholing nie prze-
nosi jednak lizofosfatydylocholiny, co sugeruje, ze obecno$¢ dwéch we-
glowodorowych taincuchéw dziata stabilizujgco na kompleks fosfolipid —
biatko przenoszace.

Uzycie liposoméw o okreslonym skiadzie lipidowym otworzyto mozli-
wos¢ zbadania czy udziat biatek przenoszacych ogranicza sie wytacznie
do wymiany fosfolipidow, czy tez moga one posredniczy¢ w transporcie
jednokierunkowym (transporcie netto).

Transport netto fosfatydylocholiny wykazany zostat przez Kagaw er
Johnsona i Rackera (53). Uzywajac liposomow z fosfatydylocho-
liny oraz biatka specyficznego wobec tego fosfolipidu wykazali oni zdol-
nos$¢ do rekonstytucji fosforylacji pecherzykéw zawierajacych fosfatydylo-
etanoloamine, kardiolipine i odpowiednie biatka enzymatyczne. Mozli-
wos¢ jednokierunkowego transportu sfingomieliny wykazana zostata przez
Ehnholma i Zilversmita (39). Réwniez wykazany zostat trans-
port netto fosfatydyloinozytolu do btony liposomdéw fosfatydylocholino-
wych (54, 55). Nie wiadomo jednak czy przenoszenie fosfatydylocholiny
w kierunku odwrotnym nie kompensuje transportu fosfatydyloinozytolu.
Transport fosfatydyloinozytolu podobnie jak fosfatydylocholiny zalezy
od tadunku powierzchniowego btony. Zwiekszenie ujemnego tadunku li-

)
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Ryc. 4. Wptyw skiadu lipidowego liposomoéw na wymiane fosfatydylocholiny i fosfa-
tydyloinozytolu (26).

Liposomy zbudowane z [uC]fosfatydylocholiny i [@P]fosfatydyloinozytolu w réznych stosunkach
molarnych inkubowano w ciggu 1 godz. w temp. 30°C z mitochondriami i frakcja cytoplaz-
matyczng z moézgu owcy. Po inkubacji mitochondria odwirowywano i analizowano na za-
warto$¢ obydwdch rodzajéow radioaktywnych fosfolipidéw. Wymiane kazdego z fosfolipidéw
obliczano w procentach w stosunku do ich zawarto$ci w liposomach wyjsciowych. ¢« —wy-
miana fosfatydylocholiny, O —wymiana fosfatydyloinozytolu. Doswiadczenie przedstawione na
rycinie sugeruje obecno$¢ we frakcji cytoplazmatycznej dwdéch roznych biatek przenoszacych
fosfolipidy.
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posomOw fosfatydylocholinowych przez wprowadzenie fosfatydyloinozy-
tolu hamowato transport tego ostatniego fosfolipidu z mikrosomoéw (jako
donatora) w obecno$ci oczyszczonego z moézgu biatka | specyficznego
wobec fosfatydyloinozytolu (54), lub frakcji cytoplazmatycznej z watroby
zawierajacej to biatko (55). Uzywajac liposoméw zbudowanych z fosfaty-
dylocholiny i fosfatydyloinozytolu w réznych stosunkach molarnych
Brammer i Sheltawy (26) stwierdzili rézng wymiane tych fosfo-
lipidbw w zalezno$ci od ich proporcji, a wiec i fadunku liposomdw
(Ryc. 4). Mozliwos¢ transportu innych fosfolipidéw takich jak kwas fos-
fatydowy, a takze fosfatydyloseryna, ktéra w warunkach fizjologicznych
ulega w mitochondriach dekarboksylacji do fosfatydyloetanoloaminy (56)
nie jest jasna. Transport kwasu fosfatydowego bedacego gtéwnym pre-
kursorem biosyntezy wielu fosfolipidow (patrz poz. 57), z mitochondridw,
gdzie moze by¢ syntetyzowany (8, 58, 59) do mikrosomoéw magtby mieé
ogromne znaczenie fizjologiczne. Transport kwasu fosfatydowego przy
udziale biatka przenoszacego byt wprawdzie postulowany (44), lecz suges-
tia ta wydaje sie by¢ jednak watpliwa na podstawie zaobserwowanej
stymulacji transportu tego fosfolipidu pomiedzy liposomami a mitochon-
driami zaréwno przez frakcje cytoplazmatyczng, matriks mitochondrial-
ng jak i albumine surowiczg (60). Podobnie watpliwy jest udziat specy-
ficznego biatka w transporcie fosfatydyloseryny do mitochondriow (61).

Inny aspekt badan nad wymiang fosfolipidéw dotyczy wymiany rézno-
molekularnych ich rodzajow (patrz poz. 57). Ostatnio zasugerowano (62)
istnienie we frakcji cytoplazmatycznej watroby szeregu biatek przeno-
szacych rézne rodzaje molekularne fosfatydylocholiny. Sugestia ta zostata
oparta o stwierdzenie pewnej specyficznosci wymiany czasteczek fosfa-
tydylocholiny w zaleznosci od rodzaju kwasu tluszczowego w pozycji 2
a niezaleznie od temperatury przejscia fazowego fosfolipidu. Wedtug
wczesniejszych danych frakcja cytoplazmatyczna z watroby w ukladzie
mikrosomy — mitochondria tej tkanki stymulowata w sposéb niespecy-
ficzny wymiane réznych rodzajow molekularnych fosfatydylocholiny (63).

V1. Zastosowanie biatek przenoszgcych fosfolipidy w badaniach
nad asymetrig bton

Pierwsze badania nad asymetrycznym rozmieszczeniem réznych fosfo-
lipidéw dotyczyty blony erytrocytéw. Zastosowano w nich (64, 65) zwigz-
ki organiczne nieprzechodzace przez btone, reagujace z fosfatydyloseryng
i fosfatydyloetanoloaming lub wytacznie z fosfatydyloetanoloaming. Dla
wykazania asymetrycznego rozmieszczenia réznych fosfolipidow w btonie
erytrocytow zastosowano tez trawienie przy pomocy Szeregu 0CzySzCzo-
nych fosfolipaz i sfingomielinazy (66).

Asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidow (67) i cholesterolu (68)
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w dwuwarstwowej blonie liposoméw wykazano przy pomocy techniki
jadrowego rezonansu paramagnetycznego.

Inng dogodng mozliwo$¢ badania asymetrycznego rozmieszczenia fos-
folipidow w btonach biologicznych i liposomach stwarza uzycie biatek
przenoszacych fosfolipidy. Biatka te znalazty zastosowanie ze wzgledu na
to, iz nie wnikajgc w gtagb dwuwarstwowej fosfolipidowej struktury btony
mogg wymienia¢ fosfolipidy zawarte tylko w zewnetrznej warstwie
monomolekularnej. Mierzac wymiane radioaktywnej fosfatydylocholiny
pomiedzy liposomami o pojedynczej warstwie bimolekularnej a mito-
chondriami watroby (3) lub btong erytrocytow (4) wykazano, ze z catej
puli tego fosfolipidu w btonie liposomu moze ulega¢é wymianie 60— 70%>.
Pozostate 30—40°/0 fosfatydylocholiny nie ulegatlo wymianie, a zatem —
jak wnioskowano — znajduje sie w wewnetrznej warstwie monomoleku-
larnej. Podobng asymetrie stwierdzono poddajgc liposomy dziataniu fos-
folipazy D (3). Fosfatydylocholina wprowadzona do zewnetrznej warstwy
btony liposoméw moze by¢ z niej usuwana takze na drodze wymiany.
Bardzo powoli natomiast zachodzi wymiana fosfatydylocholiny pomiedzy
dwiema warstwami monomolekularnymi w obrebie tej samej btony (an-
gielski termin flip-flop). Jak wykazano przy uzyciu biatek przenoszg-
cych potowiczny czas osiggniecia rownowagi pomiedzy dwiema warstwa-
mi monomolekularnymi jest rzedu od kilku do kilkunastu dni w tempera-
turze 37°C (3, 4, 69). Wedtug wczedniejszych danych Kornberga
i Mc Connella (2) czas ten oznaczony przy pomocy fosfatydylocho-
liny zawierajgcej paramagnetyczny ,znacznik” spinowy wynosit 6,5 go-
dziny. Krotszy czas osiggniecia rownowagi stwierdzony w tych bada-
niach spowodowany jest najprawdopodobniej wprowadzeniem hetero-
cyklicznego znacznika spinowego do czasteczki fosfatydylocholiny. Przy
zastosowaniu biatek przenoszacych fosfolipidy wykazano asymetryczne
rozmieszczenie réznych fosfolipidow w btonie erytrocytdw (4, 69) i wiru-
sa grypy (70). Biatka przenoszace dostarczajgc fosfolipidow mogg uczestni-
czy¢ rowniez w tworzeniu nowych asymetrycznych bton. Wykazano to za-
rowno w przypadku liposoméw (4, 71) jak i bton biologicznych (72, 73).

VIIl. Uwagi koncowe

Biatka wykazujace zdolnos¢ specyficznego wiazania i wymiany fosfo-
lipidbw moga by¢ w duzym stopniu odpowiedzialne za obserwowana
asymetrie bton cytoplazmatycznych. Biatka te mogg rowniez uczestniczy¢
w biogenezie bton dostarczajgc nowych fosfolipidbw na drodze trans-
portu netto. Wprowadzenie fosfolipidow, a wraz z nimi okreslonego ta-
dunku elektrycznego moze takze mieé istotne znaczenie w regulacji ak-
tywnosci wielu enzymoéw blonowych.

Artykut otrzymano 30.4.1977, po rewizji autorskiej przyjeto 156.1977.
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. Wstep

W 1947 roku zsyntetyzowano pierwszy analog folianu — aminoptery-
ne, zwigzek rdéznigcy sie od witaminy jedynie obecnoscig dodatkowej
grupy aminowej przytgczonej do atomu wegla w pozycji 4 rdzenia ptery-
dynowego (1, 2). W nastepnych latach otrzymano caly szereg rdznego
typu analogéw folianu (patrz artykuty przegladowe 3, 4), z ktérych nadal
najszersze zostosowanie posiadajg 4-aminowe analogi, jak wspomniana juz
aminopteryna a zwilaszcza jej N-10 metylowa pochodna — ametoptery-
na (Schemat 1). Ametopteryne stosuje sie obecnie w leczeniu coraz
wiekszej liczby choréb nowotworowych takich, jak na przykiad biataczki
limfoblastyczne o ostrym przebiegu (6), rak kosmdwkowy (choriocarcino-
ma, 7), osteosarkoma (8, 9), niektdre raki watroby (10) itp.

Efektywno$¢ ametopteryny, jako leku przeciwnowotworowego, wa-
runkuje miedzy innymi wielkos¢ dawki (11), sposéb podania (11, 12,
13), jak réwniez wspotdziatanie z innymi chemioterapeutykami (14—18).

Znaczna toksycznos$¢é ametopteryny dla ssak6w oraz czeste wystepo-
wanie opornosci na dziatanie tego antymetabolitu, sklaniajg do ciagtych
poszukiwan zmierzajgcych do otrzymania réznych pochodnych tego ana-
loga. Sg to zwigzki badZ to tatwiej pobierane przez komoérki jak np. estry
alkilowe ametopteryny (19, 20) badZz tez diuzej niz ametopteryna pozo-
stajgce w osoczu krwi— ametopteryna w kompleksie z albuming (21, 22),
czy tez z rozpuszczalnymi w wodzie makroczgsteczkami na przyktad typu
dekstranéw (22). Kompleksy ametopteryny z makroczasteczkami, cho-
ciaz nie zawsze bardziej skuteczne w leczeniu nowotwordw niz ametopte-
ryna, sa jednak tolerowane przez organizm myszy w wyzszych steze-
niach niz ametopteryna (21). Podanie do krwioobiegu liposoméw z ,uwie-
ziong” ametopteryng (23, 24) to jeden ze sposobow nie tylko pozwalajgcych
na stosunkowo precyzyjne wprowadzenie analoga do okre$lonych orga-
néw (w szczegdlnosci watroby i Sledziony), lecz takze powodujacych obni-
zenie szybkosci spadku ilosci analoga we krwi, a w konsekwencji prze-
dtuzenie jego dziatania.

Przez szereg lat sadzono, ze aminowe analogi folianu sg zwiazka-
mi stosunkowo stabilnymi i przynajmniej w tkankach ssakéw nie ule-
gajacymi znaczniejszym przemianom. Niemniej jednak juz w 1954 roku
ukazaly sie prace Jacobsona (25 26) wskazujgce na zanik hamuja-
cego wzrost fibroblastow dziatania aminopteryny, po 24-godzinnej inku-
bacji tego analoga badz to z embrionalnymi osteoblastami kurczecia badz
tez mysimi komérkami biataczkowymi. Reaktywacja zinaktywowanej
aminopteryny nastepowata po krétkiej kwasnej hydrolizie (26, 27) co
sugerowato, ze w procesie inaktywacji aminopteryny nastepowaly pewne

* Biochemiczne podstawy dziatania ametopteryny bedg omdwione w artykule
publikowanym w nastepnym numerze Postepéw Biochemii (5).
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przegrupowania w obrebie czasteczki, by¢é moze polegajace na cyklizacji
w reszcie kwasu glutaminowego.

Intensywne badania zmierzajagce do wykazania przemian analogéw
folianu zaréwno w bakteriach jak i tkankach zwierzat wyzszych, rozpocze-
te w latach szesc¢dziesigtych, stajg sie obecnie coraz bardziej pilne i nie-
zbedne ze wzgledu na czeste stosowanie w terapii nowotwordw analo-
géw folianu w ilosciach wielokrotnie przewyzszajacych dawki stoso-
wane uprzednio (28—32). Jak zostanie omoéwione ponizej, wiasnie po
zastosowaniu ametopteryny w dawce rzedu Kkilkuset miligramow na kg
wagi ciata pojawiajg sie w tkankach i ptynach ustrojowych ssakéw znacz-
ne ilosci réznych produktéw jej przemian, co nie moze byé bez zna-
czenia w chemioterapii.

Przemiany ametopteryny (Schemat 1) moga polega¢ na modyfikacjach

CH—N—¢ COOH
. IN?
A Z CHs
NH3~ N N !
4 - on e kwas 2,4-dwuaming -10- metyloptergjowy
\
N\ / —
N\ NH2 Aoaa g
; CHz CO—Glu
NZ4 Y
3 6
2 CH3
NHy H
N
NH il Hp
| = -
N H N CO—Glu N CHy —N »—CO—(Giu)
N A
N
CH3 CH
NH A N C HsaN N N
0 poli ny ametopteryny
COCH3
N CH» N CO—Glu

NH2 N N H

4. acetyloominoometopteryna

Schemat 1 Przemiany ametopteryny w bakteriach i tkankach zwierzat.

R —oznacza podstawnik w pozycji 6 rdzenia pterydynowego, ktéorym moze by¢ grupa me-
tylowa, hydroksylowa lub aldehydowa. Glu —kwas glutaminowy, n —liczba reszt glutamino-
wych w czasteczce.

czasteczki analoga, takich jak hydroksylacja, acetylacja czy tez dofgczanie
dodatkowych reszt glutaminianowych lub na rozszczepieniu czasteczki
w réznych miejscach i w efekcie na usunieciu z niej krotszych lub dtuz-
szych fragmentow. W wiekszosci przypadkow powstate produkty przemia-
ny analoga charakteryzuja sie odmiennymi wilasciwosciami od zwigzku
wyjsciowego, moga wiec wywotywac objawy uboczne.
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1. Podstawienia we fragmencie pterydynowym czgsteczki
I1-1. Hydroksylacja

Znalezienie w 1960 r. przez Oliverio i Loo (33) w moczu nie-
ktérych ssakow traktowanych dwuchloroametopteryng hydroksypochod-
nej tego analoga stanowito pierwsze doniesienie o mozliwosci przemian
aminoanalogow folianu w tkankach ssakow (Schemat 1). Zwiazek podob-
nego typu wykryto wkrotce takze w moczu krolikow po podaniu im
ametopteryny (34). Pierwotnie sgdzono, ze takie pochodne dwuchloro-
ametopteryny lub ametopteryny posiadajg dwie grupy hydroksylowe
umiejscowione w pozycji 4 i 7 rdzenia pterydynowego (33—35). Obec-
no$¢ grupy hydroksylowej w pozycji 4 mogta bowiem wynika¢ z deami-
nacji grupy aminowej dotgczonej do rdzenia pterydynowego w tej po-
zycji. Na podstawie wynikéw analizy chromatograficznej i spektralnej
ustalono ostatecznie strukture tych zwigzkéw jako 7-hydroksypochod-
nych odpowiednich 4-aminoanalogéw folianu (36). Ostatnio jednak do-
niesiono, ze 7-hydroksypochodna ametopteryny moze takze pojawiac sie
w pewnych przypadkach w osoczu krwi oraz w moczu niektdrych maip
naczelnych (Ryc. 1) (Macaca fasciculata, Macaca mulatta) (37, 38), jak tez
i w moczu ludzi (38) traktowanych ametopteryng. lloSci tej pochodnej
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Ryc. 1 Ametopteryng oraz 7-hydroksyametopteryna w moczu malpy Rhesus po
infuzji [3H]ametopteryny (200 mg/kg) (38).

Mocz zbierano po 12—24 h i probki chromatografowano na kolumnie z DEAE-celulozy.
A —ametopteryna; H—7-hydroksyametopteryna. Radioaktywno$¢ we frakcjach 2—8 pochodzi
z radioaktywnych zanieczyszczen ametopteryny.

niekiedy sg znaczne i mogg stanowi¢ po 48 godzinach od momentu iniek-
cji ametopteryny az 33°/0 ogdlnej ilosci leku wydalonego w moczu pacjen-
ta (38). Obecno$¢ utlenionej pochodnej ametopteryny w moczu ssakow
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naczelnych byta zaskakujgca w $wietle powszechnie wowczas panujacego
pogladu, ze ametopteryna nie ulega znaczacym przemianom w tkankach
ssakow naczelnych i wydalana jest w moczu w postaci niezmienionej
(39, 40). Nalezy podkreslié, ze w badaniach, w ktérych wykryto 7-hydro-
ksypochodng ametopteryny w piynach ustrojowych ssakéw, analog ten
zastosowano w iloSciach wielokrotnie przewyzszajgcych tzw. dawki kon-
wencjonalne i siegajagcych rzedu 200 mg ametopteryny/kg masy ciata
cztowieka.

Hydroksylacja rdzenia pterydynowego analogéw folianu nastepuje na
drodze enzymatycznej (41, 34). Enzym Kkatalizujgcy te reakcje, zwany
poczatkowo oksydazg ametopteryny, okazat sie identyczny z metaloflawo-
proteidem, oksydaza aldehydowa (E.C.1.2.3.1), ktorej substratami sa prze-
de wszystkim alifatyczne i aromatyczne aldehydy oraz réznego typu N-
-heterocykliczne zwigzki (42, 36). Sposréd licznych analogéw 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 kilkadziesiat razy wyzsze
i wynosi 0,26 mM (43). Produkt bakteryjnego rozktadu ametopteryny «—
kwas 2,4-dwuamino-10-metylopterojowy (patrz rozdziat I1V-1) réwniez
ulega enzymatycznej hydroksylacji i to z podobng intensywnoscig jak
ametopteryna (44). Folian natomiast nie stanowi substratu oksydazy al-
dehydowej (36). Poziom aktywnosci tego enzymu, jak réwniez jego spe-
cyficzno$¢ w stosunku do réznych analogéw folianu sg bardzo rézne w wa-
trobie ssakéw réznych gatunkéw (Tabela 1). Tak np. oksydaza aldehy-

Tabela 1

Intensywnos$¢ utleniania*) niektérych analogéw folianu przez oksydaze aldehydowa
z watroby ssakow kilku gatunkéw (36, modyf.).

Zrodio enzymu Dwuchloroametopteryna ~ Ametopteryna Am:)r/lr?;)te-
Kroélik 2740 2182 316
Szczur 83 4 <01
Swinka morska 17 000 49 490
Cziowiek 3—5 <01 <01

*) Intensywno$¢ utleniania Wyrazono w [¢molach x 10* przereagowanego substratu/h/mg biatka

dowa z watroby krélika charakteryzuje sie wysoka aktywnoscig w stosun-
ku do ametopteryny i jej chlorowcowej pochodnej, niskg za$ w stosunku
do aminopteryny. Enzym z watroby cztowieka odznacza sie bardzo niskga
aktywnoscig wobec wszystkich badanych substratow, przy czym znaczaca
aktywno$¢ wykazuje on tylko w stosunku do dwuchloroametopteryny.
Wydaje sie przeto, ze niska aktywno$é oksydazy aldehydowej z watroby
cztowieka w stosunku do 4-aminoanalogéw folianowych moze stanowic
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przyczyne braku hydroksylacji ametopteryny w przypadku stosowania
tego analoga w niskich dawkach. Dopiero uzycie ametopteryny w wy-
sokich dawkach, powodujacych zwiekszenie jej stezenia w tkankach do
wartosci przewyzszajacych warto$¢ Km (rzedu 0,1 mM; 42) enzymu, moze
doprowadzi¢ do nagromadzenia sie utlenionej pochodnej ametopteryny
W moczu.

11-2. Acetylacja

Ametopteryna i aminopteryna w wyniku inkubacji z wyciggami z wa-
troby gotebia (w warunkach zapewniajgcych prawidtowy przebieg ace-
tylacji amin aromatycznych) tracg aktywno$¢ jako inhibitory wzrostu
Streptococcus faecalis (45). Ulegaja one wdéwczas pod dziataniem enzy-
moéw acylujacych przeksztatceniu w 4-acetyloaminopochodne. Intensyw-
no$é acetylacji analogéw folianu hamujg w znacznym stopniu takze aminy
aromatyczne, jak np. kwas p-aminobenzoesowy lub sulfonamidy, folian
natomiast nie jest inhibitorem tego procesu. Folian nie jest takze sub-
stratem enzymdw acylujgcych z watroby golebia.

Wspo6tzawodniczenie o ten sam uktad enzymatyczny pochodnych kwa-
su p-aminobenzoesowego oraz syntetycznych 4-aminoanalogéw folianu
wyjasnia wiec wczedniejsze dane mdwiagce o hamowaniu przez ametopte-
ryne acetylacji niektérych amin aromatycznych (46, 47).

11-3. Formylacja i deaminacja

W wyniku inkubacji aminopteryny z wyciggami buforowymi z wa-
troby szczura pojawia sie uformylowana pochodna tego zwigzku (48).
W procesie katalizowanym najprawdopodobniej przez formylaze tetra-
hydrofolianu nastepuje dotgczenie grupy formylowej, pochodzgcej z prze-
mian histydyny, do azotu w pozycji 10 aminopteryny. Jednocze$nie obok
formyloaminopteryny pojawiajg sie pewne ilosci 10-formylofolianu (49).
Poniewaz w stosowanych warunkach eksperymentalnych aminopteryna
nie ulegata przeksztatceniu w folian S lavik przypuszcza, ze formylo-
aminopteryna a nie aminopteryna moze stanowic¢ substrat deaminaz wa-
trobowych.

Wzrost niektdrych pierwotniakéw (50) oraz bakterii (Streptococcus
faecalis/A, szczep oporny na ametopteryne, 51) na podiozu z dodatkiem
aminopteryny sugeruje wystepowanie takze i w tych organizmach me-
chanizmu detoksykacji aminopteryny, polegajacego na jej deaminacji do
folianu. Za mozliwosciag tego typu przemian aminoanalogdéw folianu
w bakteriach przemawia takze znalezienie pewnych ilosci kwasu 10-me-
tylofoliowego po inkubacji Lactobacillus casei z radioaktywna ametopte-

ryng (Ryc. 4) (52).
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I11. Biosynteza poliglutaminianéw *> ametopterynowych

W 1973 roku po raz pierwszy wykazano (53, 54) przeksztatcenie in vivo
ametopteryny w y-glutamylowe pochodne analogicznie jak to ma miejsce
w przypadku koenzymatycznych form folianu (55). Identyfikacje poli-
glutaminianéw ametopterynowych przeprowadza sie analizujagc réwno-
legle na kolumnach z DEAE-celulozy lub Sephadex G-15 eluaty wycig-
gow tkankowych traktowane i nietraktowane enzymami odszczepiajacy-
mi reszty glutamylowe od czasteczki analoga, stosujac jako wzorce synte-
tyczne poliglutaminiany ametopterynowe. Najwiecej danych o przemia-
nach ametopteryny w poliglutaminianowe pochodne dotyczy ich syntezy
w watrobie i nerkach szczuréw i myszy (Tabele 2, 3) (52, 54, 56—61). Bio-
synteza poliglutaminianéw ametopterynowych ma réwniez miejsce, cho-
ciaz w znacznie nizszym stopniu niz w watrobie, w czerwonych ciatkach
krwi (54) i leukocytach ludzkich (62) oraz w mysich komorkach leuke-
micznych L1210 (61).

Po stosunkowo krotkim czasie od iniekcji szczurom radioaktywnej
ametopteryny, a mianowicie juz po dwo6ch godzinach, w watrobie tych
zwierzat pojawiajg sie znaczne ilosci dwu- i tréjglutaminianu ametopte-
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Ryc. 2. Poliglutaminiany ametopterynowe w watrobie szczura w dwie godziny po
podskornych iniekcjach [8H]ametopteryny (59).
Ametopteryne w iloSci 240 ng/kg podano w 9 dawkach co 15 minut. Wyekstrahowane pochodne

ametopteryny chromatografowano na kolumnie z Sephadex G-15. A —ametopteryna; B'—dwu-
glutaminian ametopterynowy; C—trdjglutaminian ametopterynowy.

* Terminologia tego typu pochodnych ametopteryny nie zostata jeszcze osta-
tecznie opracowana. W artykule zastosowano nazwy analogiczne do uzywanych
w przypadku poliglutaminianéw folianowych. Ametopteryna traktowana jest jako
monoglutaminian, a zwigzki z dotgczonymi do ametopteryny resztami glutaminiano-
wymi jako odpowiednie dwu-, tréj- i poliglutaminiany ametopterynowe.
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rynowego (Ryc. 2). Nie wykazano jednakze, azeby w miare dalszego upty-
wu czasu pojawiaty sie w tym organie pochodne analoga zawierajgce wie-
cej niz dwie dodatkowe reszty glutaminianowe w czgsteczce (59). Co wie-
cej nastepowat w tkankach powolny spadek zawartosci tego typu pochod-
nych ametopteryny (Tm dwuglutaminianu ametopterynowego wynosi
6,5 dnia).

Przyczyny niemal o$Smiokrotnie szybszego spadku w tkankach zawar-
tosci dwuglutaminianu ametopterynowego niz ametopteryny nie sg jesz-
cze dotychczas wyjasnione. Niezaleznie jednak od tego, czy spadek ten
wynika z szybkiego usuwania dwuglutaminianowej pochodnej z komérek,
czy tez jej konwersji w ametopteryne pod wpltywem komérkowych
y-glutamylokarboksypeptydaz (55), nie wydaje sie prawdopodobne, azeby
taka pochodna ametopteryny mogta stanowi¢ ,wewnatrzkomoérkowy za-
pas” tego analoga.

Ilo$¢ powstajacych w organizmie poliglutaminianéw ametopterynowych
zalezy w znacznym stopniu od wielko$ci zastosowanej dawki (Tabela 2)

Tabela 2

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

Dawka . - .
Tkanka [3H]ametopteryny Ametopte- Dwuglutaminian Troéjglutaminian
ryna ametopterynowy ametopterynowy
g/kg
80 1904 60,9 25
Watroba 241 102,8 77,9 44,2
298 1429 228,8 59,3
80 178,8 20,0 0,0
Nerki 241 179,9 22,0 3,7
298 291,4 58,5 181
80 49,5 0,0 0,0
Jelito cienkie 241 128,7 0,0 0,0
298 150,7 2,0 —
80 37.3 0,0
Tarczyca 241 37.3 0,0 —
298

Ametopteryne w ilosci okoto 27 (Aglkg zastosowano w 3 lub 9 podskérnych iniekcjach, w odstepach 15 lub 30 mi-
nutowych. Zwierzeta zabijano w 4 godziny po pierwszym zastrzyku. Wyekstrahowane pochodne z poszczegélnych organéw
chromatografowano na kolumnie Sephadex G-15.

jak i sposobu jej podania. Przy niskich dawkach ametopteryny pojawia
sie przede wszystkim jej dwuglutaminianowa pochodna oraz $ladowe ilo-
§ci tréjglutaminianu i to jedynie w watrobie, organie charakteryzujgcym
sie zdolnoscig stosunkowo najintensywniejszej przemiany ametopteryny.
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Dopiero po zastosowaniu ametopteryny w trzykrotnie wyzszej dawce
(240 "ig/kg) pojawity sie w watrobie i nerkach szczura znaczace ilosci
tréjglutaminianu ametopterynowego.

Wieksze ilosci dwuglutaminianu ametopterynowego w komérkach réz-
nych organéw szczura syntetyzujgq sie po dootrzewnym niz po doustnym
podaniu ametopteryny, jak réwniez wowczas, gdy nawet niewielkg dawke
analoga zastosowano zamiast jednorazowo w trzech mniejszych porcjach
(59). Zdaniem Whitehea da i wsp. obserwacje te przemawiajg za
przypuszczeniem, ze synteza poliglutaminianédw ametopterynowych ogra-
niczona jest jedynie do momentéw, w ktérych ametopteryna wystepuje
w komoérkach w wysokim stezeniu. Niewatpliwie bowiem ametopteryna
nie jest fizjologicznym substratem enzymdw przeprowadzajgcych synteze
poliglutaminianéw folianowych (55). Nalezy zauwazyé, Ze najwyzszg sto-
sunkowa zdolnoscig syntezy takich pochodnych ametopteryny charak-
teryzuja sie watroba i nerki. W jelicie cienkim na przyktad (Tabela 2)
znaleziono jedynie S$ladowe ilosci dwuglutaminianu ametopterynowego
i to dopiero po zastosowaniu analoga w najwyzszej dawce (240 jig/kg).

Jak juz wspomniano, biosynteza poliglutaminianéw ametopterynowych
zachodzi réwniez w mysich komdrkach biataczkowych linii wrazliwej
(L1210) oraz linii opornej (L1210/MTX) na dziatanie tego analoga, na-
mnazajacych sie w myszach DBA/2 (61). Proces ten obserwowano jednak
dopiero po iniekcjach ametopteryny myszom w ilosci dziesieciokrotnie
przewyzszajacej najwyzsze dawki stosowane w badaniach przemian ame-
topteryny w organach szczura.

W tabeli 3 zebrano wyniki obrazujgce poziom ametopteryny oraz
jej poliglutaminianowych metabolitow w komdrkach biataczkowych jak

Tabela 3

Poziom ametopteryny oraz jej poliglutaminianowych metabolitéw w komoérkach leukemicznych
oraz roznych organach myszy (ng/g tkanki lub ng/109 komoérek +SD) (61)

Tkanka Ametopteryna Dwuglutaminian Trojglutaminian Suma
ametopterynowy ametopterynowy
L1210 281+ 162 47+22 196 +145 524+ 237
L1210/MTX 3511 £1483 166 +97 112+ 104 37891554
Watroba 1130+ 270 370+96 64+ 48 1564+ 312
Nerki 464+ 108 67+ 16 22* 537+ 125
Jelito cienkie 1131+ 710 3B+ 13 18+ 8 1184+ 706

* Dane uzyskane w jednym do$wiadczeniu.
W 4 godziny po iniekcji ametopteryny (2,4 mg/kg) zwierzeta zabijano i sporzadzano ekstrakty komérkowe, ktére
nastepnie chromatografowano na kolumnie z Sephadex G-15.

réwniez w réznych organach myszy po jednorazowej dawce analoga. Jak
wida¢, ilos¢ ametopteryny pobrana przez komérki linii opornej na dzia-
fanie ametopteryny (L1210/MTX) ponad dziesieciokrotnie przewyzszata
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ilos§¢ ametopteryny znajdowanej w komdrkach linii wrazliwej (L1210).
Fakt ten wydaje sie mie¢ zwigzek z wysokim, w pordwnaniu z komdrka-
mi linii wyjsciowej, poziomem reduktazy dihydrofolianowej w komor-
kach tego mutanta (63). Pomimo rdznic w ilosciach niezmetabolizowanej
ametopteryny w komérkach obu linii ilosci poliglutaminianéw ametopte-
rynowych, w przeliczeniu na 109komorek, sa bardzo zblizone. Wydaje sie
to wskazywa¢ na podobny poziom aktywnos$ci enzymow uczestniczacych
w syntezie tych zwigzkéw w komorkach wrazliwych i opornych na dzia-
fanie ametopteryny. Niemniej jednak jej poliglutaminianowe pochodne
odpowiadajg okoto 50°/o og6lnej ilosci ametopteryny i wszystkich jej po-
chodnych znajdowanych w komorkach L1210 a 10—25% w komorkach
L1210/MTX (Ryc. 3, Tabela 3).
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Ryc. 3. Poliglutaminiany ametopterynowe w komoérkach L1210 i L1210/MTX w 4 go-
dziny po jednorazowej iniekcji [3H]ametopteryny (24 mg/kg) myszom DBA/2,
(61 zmodyf.).

Wyekstrahowane pochodne ametopteryny chromatografowano na kolumnie z Sephadex G-15.
A —ametopteryna; B —dwuglutaminian ametopterynowy; C—troéjglutaminian ametopterynowy.

Trdjglutaminian ametopterynowy jest forma dominujacg w komor-
kach L1210, podczas gdy w komérkach L1210/MTX dwu- i tréjglutami-
nian ametopteryny wystepujag w podobnych ilosciach (Ryc. 3). Chociaz
dotychczas nie wykazano w komorkach L1210 obecnosci metabolitow
ametopteryny zawierajagcych powyzej dwéch dodatkowych reszt gluta-
minianowych, to jednak zdaniem Whiteheada (61) jest prawdopo-
dobne, ze komadrki te moga syntetyzowaé poliglutaminiany ametoptery-
nowe o wiekszej liczbie reszt glutaminianowych, a tylko niedoskonato$é
zastosowanych w tej pracy metod rozdzielczych nie pozwala na ich uwi-
docznienie. By¢ moze, ze do rozwigzania tego problemu pomocna bytaby
chromatografia poliglutaminianowego fragmentu czasteczki, pozostatego
po utleniajacym odszczepieniu czesci pterydynowej od czasteczki pochod-
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nej ametopteryny wedtug metody opracowanej przez Houlihana
i Scotta i stosowanej przede wszystkim do rozdziatu poliglutaminia-
néw folianowych (64). Stosujac te wiasnie metode udato sie Hoff-
brandowi i wsp. (62) wykaza¢ konwersje ametopteryny w pochod-
ne zawierajgce w czasteczce nawet 5 reszt glutaminianowych w stymu-
lowanych do podziatow dziataniem fitochemoglutyniny ludzkich leuko-
cytach.

Biosynteze poliglutaminianéw ametopterynowych wykryto przede
wszystkim w réznych tkankach ssakéw. Jak dotagd ukazata sie tylko jed-
na praca mowigca o obecno$ci glutaminianowych pochodnych amino-
analogéw folianu takze i w komdrkach bakteryjnych (65). A mianowicie
w komorkach Pediococcus cerevisiae po ich inkubacji z radioaktywng
tetrahydroametopteryng lub dwuhydroaminopteryng znaleziono tréjglu-
taminianowe pochodne tych uwodorowanych analogéw. Nalezy zauwa-
zy€, ze tego typu przemian zredukowanych analogéw folianu nie znale-
ziono w komdrkach L. casei, ktére metabolizowaty takie uwodorowane
analogi do odpowiednich pochodnych kwasu pterojowego — kwasu
2,4-dwuamino-10-metylopterojowego i 2,4-dwuaminopterojowego (patrz
rozdziat 1V-1).

IV. Rozktad aminowych analogéw folianu

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

Zdolnos¢ przemiany analogéw folianu polegajacg na odszczepieniu po-
szczegblnych fragmentow czasteczki jak dotad przypisuje sie jedynie
mikroorganizmom (52, 65, 66). Bakterie takie jak np. L. casei (52, 65)
pobrang w procesie aktywnego transportu radioaktywng ametopteryne
przeprowadzajg przede wszystkim w kwas 2,4-dwuamino-10-metylopte-
rojowy (Ryc. 4). Kwas ten powstajacy na skutek odszczepienia z czastecz-
ki analoga reszty kwasu glutaminowego dyfunduje nastepnie do S$rodo-
wiska. Oprocz kwasu 2,4-dwuamino-lO-metylopterojowego pojawiajg sie
w tych bakteriach pewne ilosci takich metabolitow ametopteryny, jak
kwas 10-metylofoliowy i 10-metylopterojowy. Prawdopodobnie zwigzki
te powstajg na skutek deaminacji ametopteryny lub tez kwasu 2,4-dwu-
amino-10-metylopterojowego. W tabeli 4 zebrano dane ilustrujgce ilosci
poszczego6lnych metabolitow ametopteryny znalezionych po 24-godzinnej
inkubacji bakterii L. casei z radioaktywng ametopteryng. Zwraca uwage
bardzo niewielka ilo$¢ radioaktywnej niezmetabolizowanej ametopteryny
znajdowanej w komoérkach po 24 godzinach inkubacji. Kwas 2,4-dwuami-
no-10-metylopterojowy pojawia sie rowniez w tych bakteriach w wy-
niku ich inkubacji z uwodorowang pochodng ametopteryny — tetrahy-
droametopteryng oraz z aminopteryng (65). Wydajno$¢ jednak rozkiadu
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Ryc. 4. Ametopteryna oraz produkty jej przemian w komoérkach L. casei (wg. 52).

Komérki inkubowano z [sH]ametopteryng przez 24 godziny w 37°C. Chromatografia wyciggéw
komérkowych na kolumnie z DEAE-celulozy. A —ametopteryna; D —kwas 10-metylofoliowy;
E —kwas 2,4-dwuamino-lO-metylopterojowy.

Tabela 4

Przemiany ametopteiyny w komdrkach L. casei (52)

Radioaktywnos$¢ (%)

Zwiazek . . .

Komorki Srodowisko
Ametopteryna 4,0 —
Kwas 2,4-dwuamino-10-mety lop terojowy 5,0 74,6
Kwas 10-metylopterojowy 6,8
Kwas 10-metylofoliowy 2,0 58
Produkty niezidentyfikowane 1,0 0,8

Komoérki L.casei inkubowano z f'H]ametopteryng w 37°C przez 24 godziny. Wyniki wyrazono
jako procent wyjsciowej radioaktywnosci.

aminopteryny przez L. casei jest kilkakrotnie nizsza niz znajdowana
w przypadku ametopteryny.

Nie wszystkie gatunki bakterii zdolne sg do odszczepiania reszty
kwasu glutaminowego z czasteczki ametopteryny. Tak np. komorki
S. faecalis inkubowane w $rodowisku z radioaktywna ametopteryng po-
bierajg tylko niewielkie iloSci tego zwigzku i po 24 godzinach ponad 90°/o
radioaktywnosci wykrywanej w komdrkach pochodzi z niezmetabolizo-
wanej ametopteryny, a w S$rodowisku wystepuje rowniez tylko nie-
zmieniona ametopteryna (52). Podobnie nie wykazano dotychczas, azeby
komorki P. cerevisiae metabolizowaly ametopteryne lub aminopte-
ryne (65).

Kwas 2,4-amino-10-metylopterojowy mozna wykry¢ takze w odcho-
dach i w moczu wielu gatunkéw ssakow, ktére otrzymywaty radioaktyw-
na ametopteryne badz to doustnie (44, 66) badz tez w iniekcjach (67).
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Najprawdopodobniej metabolit ten powstaje pod wpltywem dziatania je-
litowej flory bakteryjnej obecnej zaréwno w jelicie grubym jak i wyz-
szych partiach przewodu pokarmowego, nie jest za$ rezultatem przemian
ametopteryny w tkankach ssakow. Udziat flory bakteryjnej w metabo-
lizmie ametopteryny u ssakéw wydaje sie niewatpliwy, intensywnosé bo-
wiem przemian ametopteryny obniza sie znacznie w przypadku doustne-
go traktowania myszy antybiotykiem — neomocyng lub sulfonamidem,
a takze jest ona nizsza u myszy hodowanych w warunkach sterylnych
(germ-free) (68).

Degradacje ametopteryny, polegajacg 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 wigzanie
peptydowe pomiedzy kwasem glutaminowym a pozostatym fragmentem
czasteczki w folianie, jego koenzymatycznych pochodnych oraz analogach
(Tabela 5) a takze w licznych peptydach zawierajgcych kwas glutami-

Tabela 5

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

Zwiazek K (M)
Folian 11
5-formylotetrahydrofolian 18,1
5-metylotetrahydrofolian 129
Ametopteryna 39
Kwas 4-amino-10-metylopteroilo-asparaginowy 580.0
Aminopteryna 8,3
Kwas 4-aminopteroiloasparaginowy 104.0

nowy jako N-kohicowy aminokwas (carboxyl terminal AA). Jak wynika
z danych zebranych w tabeli 5 karboksypeptydaza Gt z wiekszg wydaj-
noscig rozktada folian niz jego koenzymatyczne pochodne. Efektywnos¢
za$ tego enzymu w stosunku do ametopteryny i aminopteryny jako sub-
stratdw jest tego samego rzedu co efektywnos$¢ wobec folianu. Asparagi-
nianowe analogi ametopteryny i aminopteryny takze ulegajg rozktadowi
pod wplywem karboksypeptydazy Gj jednakze z bardzo niskg wydajnos-
cig. Niemniej jednak dziatajg one jako kompetytywne inhibitory rozkta-
du ametopteryny.

Zdolno$é karboksypeptydazy Gt do rozkitadania zardwno pochodnych
folianu jak i jego aminoanalogéw stanowi przestanke do stosowania tego
enzymu w chemioterapii nowotworéw. Wykazano mianowicie, ze w obec-
nosci karboksypeptydazy Gx w $rodowisku hodowlanym wzrost mysich
komérek biataczkowych L1210, L5178Y, komorek limfoblastycznych
RPMI 4265 oraz komorek raka Walkera ulega znacznemu upos$ledzeniu,
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prawdopodobnie dzieki drastycznemu zmniejszeniu komdrkowej puli po-
chodnych folianowych (75, 76).

Czesto pozadane jest rowniez obnizenie w osoczu krwi stezenia ame-
topteryny, ktdra obecna nawet w stezeniu rzedu 10~8—10-9 M wywiera
toksyczne dziatanie na organizm ssakdw, przede wszystkim poprzez uposle-
dzenie podziatéw komdrkowych w szpiku kostnym i nabtonku jelitowym
(77—81). Pojawiajg sie takze doniesienia, ze podanie karboksypeptyda-
zy Gj myszom, ktore uprzednio otrzymatly w iniekcjach ametopteryne,
powoduje rozktad tego analoga znajdujgcego sie w osoczu krwi, dzieki
czemu zanikajag objawy toksyczne a czas przezycia myszy ulega znacza-
cemu wydtuzeniu (71, 76).

IV-2. Rozkiad do prostych pterydyn

Oprécz kwasu 2,4-dwuamino-10-metylopterojowego wykryto takze
proste, nieskonjugowane pterydyny w odchodach i w moczu szczuréw,
ktorym podano doustnie (82) lub dootrzewnowo (83) radioaktywng ame-
topteryne (83). Na podstawie wynikdéw analizy chromatograficznej oraz
charakterystyki widm w Swietle ultrafioletowym wsréd produktow roz-
ktadu ametopteryny zidentyfikowano 2,4-dwuaminopterydyne oraz jej
pochodne z takimi podstawnikami w pozycji 6 rdzenia pterydynowego
jak grupa metylowa, hydroksymetylowa, aldehydowa i karboksylowa.
Pozostaje nadal niewyjasnione, czy rozbicie wiazania pomiedzy C—9
a N—10 w czasteczce ametopteryny nastepuje w wyniku dziatania enzy-
moéw obecnych w tkankach szczuréw, czy tez w rezultacie dziatania bak-
terii przewodu pokarmowego. Udziat bakterii w tym procesie wydaje
sie wielce prawdopodobny, tym bardziej iz wiadomo, ze niektére z nich,
takie jak Aerobacter aerogens (84) czy tez Streptococcus faecalis (85)
mogg odszczepia¢ reszte kwasu p-aminobenzoglutaminowego od czgstecz-
ki aminoanalogéw folianu. Co wiecej, z niektorych bakterii wyizolowano
pochodne pterydynowe z podstawnikami w pozycji 6 rdzenia pterydy-
nowego (86).

V. Wiasnosci metabolitow analogéw folianu
V-I. Metabolity analogéw folianu jako inhibitory reduktazy dihydrofolianowej

Ametopteryna jest niezwykle silnym inhibitorem reduktazy dihydro-
folianowej, z ktora wigze sie w sposdb stechiometryczny, tzn. jedna cza-
steczka inhibitora blokuje jedng czasteczke enzymu (87). Nasuneto sie
pytanie, czy réznego rodzaju metabolity ametopteryny, z zachowang gru-
pa aminowg w pozycji 4 rdeznia pterydynowego, beda réwniez silnymi
inhibitorami reduktazy dihydrofolianowej jak ametopteryna. W tabeli 6
zestawiono wartosci Ki ametopteryny i jej ré6znych metabolitdw uzyska-
ne w badaniach z zastosowaniem reduktazy dihydrofolianowej oczyszczo-
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Tabela 6

Hamowanie reduktazy dihydrofolianowej przez ametopteryne i jej rozne metabolity

Zwigzek K.-(M) Pismiennictwo

Ametopteryna x O~ (87)

Kwas 2,4-dwuamino-10-metylopterojowy 1,3x10-® (44)
2,4-dwuamino-6-metylopterydyna 4,7 x10*7 (88, 89)
2,4-dwuamino-6-formylopterydyna 8,1 x 10-6 (88, 89)
2,4-dwuamino-6-hydroksyp terydyna ex O (88, 89)
2,4-dwuamino-6-karboksypterydyna 8x10“® (82)
7-hydroksyametopteryna 1,3x10“9 (90)
dwuglutaminian ametopteiynowy rzedu 10-11 91)

nej z komérek L1210 (90, 91) oraz watroby szczura (87) lub Kkurczecia
(88, 89). Jak wida¢, jedynie poliglutaminianowe pochodne ametopteryny
hamujg aktywno$¢ tego enzymu w podobnym stopniu jak ametopteryna.
Co wiecej, przy oznaczeniach aktywnosci enzymu w pH 85 dwugluta-
minian ametopterynowy dziata nawet nieco silniej niz sama ametoptery-
na (91). Dwu-, tréj- i siedmioglutaminiany ametopterynowe (zsyntetyzo-
wane na drodze chemicznej) réwnie silnie jak ametopteryna wigza sie
z reduktazg dihydrofolianowg z komdérek L1210 lub watroby $winki mor-
skiej (61). Tak wiec nie znalazto potwierdzenia przypuszczenie (62), ze
poliglutaminiany ametopterynowe okazg sie silniejszymi inhibitorami re-
duktazy dihydrofolianowej niz ametopteryna, podobnie jak poliglutami-
niany dihydrofolianu sg lepszymi niz dihydrofolian substratami redukta-
zy dihydrofolianowej izolowanej z tkanek ssakdéw (92).

7-Hydroksyametopteryna okazata sie by¢ stukrotnie stabszym inhibi-
torem tego enzymu niz ametopteryna (90). Co wiecej analogiczna pochod-
na dwuchloroametopteryny dziata nawet 1000-krotnie stabiej hamujgco
na enzym z watroby myszy z biataczkg L1210 niz zwigzek wyjsciowy (93).

Sposréd badanych produktéw przemian analogéw folianu pochodne
pterydynowe, powstajgce w wyniku bakteryjnego metabolizmu ametopte-
ryny, sg najstabszymi inhibitorami reduktazy dihydrofolianowej tak dla
enzymu z watroby kurczecia (88, 89) (Tabela 6) jak i z ciata ttuszczowego
owadow (94).

Z przedstawionych danych wynika, ze nawet niewielkie modyfikacje
w obrebie fragmentu pterydynowego a w szczeg6lnosci eliminacja po-
szczegblnych fragmentéw czasteczki, zmieniaja w bardzo silnym stopniu
wiasnosci tych zwigzkéw jako inhibitorow reduktazy dwuhydrofolia-
nowej.

V-2. Poréwnanie wiasnosci biologicznych ametopteryny oraz produktéw jej przemian

Wiekszo$¢ metabolitdw ametopteryny, podobnie jak sama ametopte-
ryna, moze stanowi¢ czynniki ograniczajgce w réznym stopniu wzrost

6 Postepy Biochemii
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mikroorganizmow i komérek w hodowli in vitro jak rowniez wykazywac
pewne dziatanie przeciwnowotworowe.

Poliglutaminiany ametopterynowe jako jedyne sposréd wszystkich me-
tabolitow tego analoga charakteryzujg sie witasnosciami biologicznymi
zblizonymi do ametopteryny. Tak na przykfad dwuglutaminian ametop-
terynowy hamuje w takim samym stopniu jak ametopteryna wzrost
w hodowli mysich komoérek biataczkowych L1210. Co wiecej, jest on row-
nie aktywny jak ametopteryna w eksperymentach in vivo polegajacych
na hamowaniu rozwoju biataczki L1210 w myszach CDFi (91). W efekcie
obydwa analogi podwajajg czas przezycia myszy w poréwnaniu z myszami
kontrolnymi nie otrzymujacymi leku. Wyniki te nie potwierdzity zatem
pierwszych obserwacji Naira i Baugh (53), ktorzy stwierdzili
wprawdzie hamowanie wzrostu S. faecium 8043 przez syntetyczne poli-
glutaminiany ametopterynowe, jednakze zwigzki te dziataty stabiej niz
ametopteryna a ich hamujacy efekt byt tym stabszy im diuzszy byt frag-
ment poliglutaminianowy czasteczki. Obecnie jednak sadzi sie, ze rze-
czywistg przyczynga nizszej toksycznosci poliglutaminianow ametopteryny
niz samej ametopteryny bylo przede wszystkim stabsze pobieranie tych
zwigzkéw przez komérki.

Dwa inne metabolity ametopteryny — 7-hydroksyametopteryna (34)
i kwas 2,4-dwuamino-10-metylopterojowy (44) okazaly sie mniej toksycz-
ne dla myszy CDFXniz ametopteryna. Wartosci LD® tych zwigzkéw byty
nawet pieciokrotnie wyzsze niz warto$¢ LD® ametopteryny.

Jak juz powiedziano (patrz rozdziat 11-1) 7-hydroksyametopteryna na-
gromadza sie w szczeg6lnie duzych ilosciach przy stosowaniu ametopte-
ryny w wysokich dawkach. Czestym pojawiajacym sie woéwczas objawem
sg miedzy innymi zaburzenia w funkcjonowaniu nerek. Jacobs i wsp.
(38) wigza to z odktadaniem sie w kanalikach nerkowych zaréwno ame-
topteryny jak i 7-hydroksyametopteryny, charakteryzujacej sie Kkilka-
krotnie nizsza od ametopteryny rozpuszczalno$ciag w wodzie. O mniejszej
toksycznosci tego zwigzku, w poréwnaniu z ametopteryng, mozna réw-
niez wnioskowac posrednio. Zwierzeta takie jak krolik czy Swinka mor-
ska, w watrobie ktérych wykrywa sie wysokag aktywnos$¢ oksydazy alde-
hydowej utleniajacej pierscien pterydynowy, odznaczajg sie mniejszg
wrazliwos$cig na dziatanie ametopteryny niz zwierzeta, w ktérych enzym
ten wykazuje niskg aktywnos¢ (36). Jako jedyny nasuwa sie wniosek, ze
powstaty produkt utleniania ametopteryny jest mniej szkodliwy dla tka-
nek niz sama ametopteryna. Podobnie, traktowanie karboksypeptydaza
Gx zwierzat, ktore otrzymywaly uprzednio ametopteryne znosi objawy
toksycznosci wywotane przez ten analog (71). Tak wiec eliminacje kwasu
glutaminowego z czasteczki (z utworzeniem kwasu 2,4-dwuamino-10-me-
tylopterojowego) jak réwniez hydroksylacje rdzenia pterydynowego moz-
na traktowac jako procesy detoksykacji analoga.

O innych produktach metabolizmu ametopteryny dane sg bardziej
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fragmentaryczne. Acetyloametopteryna, powstajgca pod wpltywem enzy-
moéw acylujacych z watroby ssakdw, nie hamuje wzrostu S. faecalis (45),
podobnie jak zblizona do niej strukturalnie 4-dwumetyloametopteryna
(95). Mato rowniez jest danych na temat toksycznosci prostych ptery-
dyn —rezultatu bakteryjnego rozktadu ametopteryny. Wzrost niekto-
rych bakterii w obecnosci aminowych analogéw folianu (patrz rozdziat
111-3) wskazuje jednak, ze w uktadach bakteryjnych produkty przemian
tych analogéw moga takze dziata¢ mniej toksycznie niz ametopteryna.
Wydaje sie, ze rdwniez dla komorek owadzich hodowanych in vitro rézne
pochodne pterydynowe sg mniej szkoliwe niz aminowe analogi folianu
(96, 97).

Na podstawie przedstawionych danych mozna zatem sadzi¢, ze tylko
zwigzki hamujace réwnie mocno aktywnos¢ reduktazy dihydrofolianowej
jak ametopteryna wykazujg zblizone do niej dziatanie biologiczne.

VI. Uwagi kohcowe

Dotychczas wykryte przemiany 4-aminowych analogéw folianu to
utlenienie pierscienia pterydynowego, acetylacja grupy aminowej dota-
czonej do pozycji 4 rdzenia pterydynowego, przylgczenie reszt kwasu
glutaminowego do czasteczki analoga, jak réwniez rozbicie jego czasteczki
z odtgczeniem krétszych lub diuzszych fragmentéw. Przemiany te katali-
zowane sg badZ to przez enzymy o wysokiej specyficzno$ci wzgledem
folianu i jego koenzymatycznych pochodnych — karboksypeptydaze Gx
i syntetaze poliglutaminianowg, badZz tez przez enzymy o niskiej specy-
ficznosSci — takie jak oksydaza aldehydowa czy enzymy acetylujgce aminy
aromatyczne, ktérych substratami moga by¢ takze aminowe analogi
folianu.

W odrdznieniu od przemian folianu, ktdre w wiekszosci zachodzg na
poziomie zredukowanej pochodnej — tetrahydrofolianu, wszystkie biolo-
giczne przemiany analogéw folianu sg na og6t przemianami nieuwodoro-
wanych zwigzkdw. Jest bowiem rzeczg oczywista, ze w uktadach biolo-
gicznych nie moga powstaé zredukowane pochodne aminoanalogéw fo-
lianu— zwigzkéw bedacych bardzo silnymi inhibitorami reduktazy dihy-
drofolianowej jedynego, jak dotad, znanego enzymu Kkatalizujgcego re-
dukcje fragmentu pterydynowego folianu.

Artykut otrzymano 10.4.1977, po rewizji autorskiej przyjeto 5.6.1977.
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Wykaz stosowanych skrétow: ACh — acetylocholina; AChE — esteraza acetylocho-
linowa (E.C.3.1.1.7. hydrolaza acetylocholinowa); ChAc — acetylotransferaza cholinowa,
(E.C.2.3.1.6/0 — acetylotransferaza acetyloCoA:cholina); AcCoA — acetyloCoA — ace-
tylokoenzym A; CoA — koenzym A; AcTCh — acetylotiocholina; DFP — ang. diiso-
propylphosphorofluoridate — dwuizopropylofluorofosforan; HC-3 — hemicholinium-3;
NGF — ang. Nerve Growth Factor —czynnik wzrostowy nerwu; QNB —ang. 3-qui-
nuclidinylbenzilate — 3-chinuklidynobenzylan.

Polskie odpowiedniki tacinskich nazw anatomicznych wprowadzono wedtug
stownictwa stosowanego w ksigzce Bochenek A, Reieher M. (1963) Anato-
mia cztowieka, t. 6, P.Z.W.L., Warszawa, i Lexicon medicum (1971) red. Ztotnicki B.,
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l. Wstep

Obserwacje kliniczne dostarczajg przyktadéw réznorodnych objawow
patologicznego zachowania sie pacjentdw np. zanik pamieci, zaburzenia
emocjonalne — jak ataki agresji czy stany lekowe, napady padaczkowe
itp. — w nastepstwie roznych uszkodzen mézgu, miedzy innymi w na-
stepstwie urazéw mechanicznych. Wiele z wystepujgcych zmian w za-
chowaniu sie ma charakter nieodwracalny, inne po pewnym czasie ulegaja
stopniowej kompensacji. Zagadnienie mechanizmdéw zaburzen wystepu-
jacych po uszkodzeniach moézgu stanowi jeden z niezwykle istotnych
problemoéw neurobiologii. Mozliwosci terapeutyczne w duzej mierze za-
lezg od postepu badan podstawowych nad mechanizmami tych zabu-
rzen.

Badania efektéw eksperymentalnych uszkodzehn moézgu zwierzat pro-
wadzi sie w bardzo wielu osrodkach. Wybidrcze uszkodzenia réznych po-
faczen i struktur mézgu wywotuje sie m.in. elektrokoagulacyjnie, mecha-
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nicznie, badz chemicznie, najczesciej przy zastosowaniu tzw. aparatéw
stereotaktycznych, pozwalajagcych na precyzyjng lokalizacje miejsca
uszkodzenia. Efekty uszkodzen mierzy sie nastepnie przy pomocy réz-
nych metod, stad zagadnienie to tgczy wysitki specjalistow z wielu dzie-
dzin takich jak eksperymentalna psychologia, neurofizjologia, neuroana-
tomia, farmakologia i neurochemia. Na podstawie réznych prac, m.in.
i polskich neurofizjologow (1) powstata koncepcja, ze odrebne osrodki
mdzgu odpowiadajg za sterowanie okreslonymi objawami behawioralnymi
(tj. zachowania sie). Wiadomo rowniez, ze zmienione na skutek znisz-
czenia okreslonej czeSci mdzgu, zachowanie sie zalezy takze od réznych
zmian w innych czeSciach mézgu bezposrednio lub posrednio potaczo-
nych z uszkodzong strukturg i tworzgcych wraz z nig jeden system
funkcjonalny (1—5).

W poszukiwaniu mechanizméw odpowiedzialnych za efekty wywota-
ne uszkodzeniami moézgu, szczeg6lng uwage zwraca sie na role réznych
neurotransmiterow.

Ryc. 1. A) Schemat neuronu i jego polaczen z sgsiednim neuronem.

1—perikarion (ciato komorki nerwowej), 2—akson, 3—dendryty, 4—zakonfczenia nerwowe,
5—komoédrka glejowa;

B) Schemat synapsy nerwowej

1—cze$¢ presynaptyczna, 2—szczelina synaptyczna, 3—cze$¢ postsynaptyczna, 4—mito-
chondrium, 5—pecherzyki synaptyczne wypetnione neurotransmiterem, 6—btona postsynap-
tyczna

Ogoélnie przyjmuje sie, ze komorki nerwowe w moézgu komunikujg
sie pomiedzy sobg dzieki dziataniu substancji zwanych neurotransmite-
rami (neuromediatorami). Miejsce kontaktu funkcjonalnego pomiedzy
dwoma neuronami tj. miejsce, gdzie zakonczenia nerwowe jednego neuro-
nu wchodzg w kontakt z blong komorkowg drugiego neuronu nazywa
sie synapsa (por. Ryc 1 A i B). Pod wptywem impulsu nerwowego neuro-
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transmitery wydzielajg sie z zakonczenia nerwowego, tj. z czesci presynap-
tycznej synapsy do szczeliny synaptycznej. taczg sie one nastepnie z re-
ceptorem (por. 6), wywotujac potencjat postsynaptyczny biony. Po prze-
niesieniu impulsu nerwowego — neurotransmitery zostajg natychmiast
usuniete, badz przez rozkiad enzymatyczny, badz przez tzw. wychwyt
przez zakohczenia nerwowe (ang. reuptake) albo tez czeSciowo przez
dyfuzje ze szczeliny synaptycznej. Znamy obecnie caty szereg substancji
w mobzgu, spetniajagcych ogdlnie przyjete kryteria stawiane substancjom
neuromediatorowym (7). Sg to: acetylocholina (ACh), serotonina (5-HT),
noradrenalina (NA), dopamina (DA), kwas gamma-aminomastowy (GABA),
glicyna, kwas glutaminowy i histamina. Jako potencjalne neurotransmi-
tery wymienia sie réwniez i inne substancje (8—11).

Prawidtowy proces przenoszenia informacji poprzez synapsy w gru-
pach specyficznych neurondw warunkuje okre$lone czynnosci mozgu.
Uszkodzenia mézgu i zwigzane z nimi zmiany w poszczegdlnych elemen-
tach neuronéw: parikarionach, aksonach, zakoficzeniach nerwowych a tak-
ze w satelitarnych komérkach glejowych (5), moga wptywaé na zabu-
rzenia w wydzielaniu i metabolizmie neurotransmiteréw (por. Ryc. 1A,
Tabela 1) a zatem na zaburzenia w przenoszeniu informacji i zaburzenia

Tabela 1
Schemat mozliwych zaburzeri metabolizmu neuromediatoréw pod wplywem uszkodzen mézgu

| USZKODZENIE MOZGU |

|
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{ metabolizmu w cialach komorek ner- | lizmu w komérkach
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w czynnosciach mozgu. Stopien i charakter zmian w metabolizmie neuro-
transmiteréw zalezy zaréwno od czasu po uszkodzeniu jak i od miejsca
i obszaru uszkodzenia. Niemal bezposrednio po przerwaniu drog (projek-
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cji) nerwowych obserwuje sie przejSciowy, bardzo silny wzrost w ilosci
niektérych neurotransmiterow (12—17) w strukturach moézgu unerwia-
nych przez uszkodzone projekcje nerwowe. Wzrost ten wigze sie gtdwnie
z przerwaniem impulsacji nerwowej. W pdZniejszym natomiast czasie, na
skutek degeneracji odcietych od perikarionéw aksondw i zakonczeA ner-
wowych, zachodzi znaczny spadek iloSci neurotransmiteréw. Obnizenie
to dotyczy rowniez zawartosci innych skladnikéw uktadéw neuromedia-
torowych tj. prekursoréw neuromediatoréw oraz enzyméw syntetyzuja-
cych i rozktadajgcych neuromediatory (18, 19). Nalezy podkreslié, ze na
skutek uszkodzen moézgu zmienia sie metabolizm neurotransmiteréw nie
tylko w strukturze unerwianej przez przerwang projekcje, ale réwniez
w ciatach komorek z ktérych ta projekcja pochodzi (20—22). Elementy
nerwowe sasiadujgce z uszkodzong projekcja réwniez odpowiadajg na
uszkodzenie (tzw. efekty transsynaptyczne), co takze rzutuje na poziom
i metabolizm neurotransmiterow (23—26). Intensywne dzielenie sie ko-
morek glejowych w okolicy uszkodzenia prawdopodobnie rowniez od-
grywa pewng role. Obserwowane niejednokrotnie po okresie zmian dege-
neracyjnych procesy odnowy w mozgu (2—5) wigzg sie ze znacznymi
zmianami w poziomie i metabolizmie neurotransmiterow (27—29).

Dzieki badaniom z zastosowaniem techniki selektywnych uszkodzen
a takze dzieki badaniom efektow elektrycznej i farmakologicznej stymula-
cji réznych struktur i drog nerwowych w mézgu wykazano, ze okre$lone
neurotransmitery wystepuja w odrebnych jadrach (tj. grupach ciat ko-
mdrkowych) i szlakach nerwowych (4, 18, 19). Umozliwito to sporza-
dzenie tzw. map neurotransmiterowych w mdézgu. Badania przy zastoso-
waniu wymienionych technik, tgcznie z odpowiednimi testami behawio-
ralnymi, pozwolity wykazac¢ role poszczegdlnych neurotransmiterow w re-
gulacji wielu form zachowania sie zwierzat. Badaniom tym pos$wiecono
wiele opracowan monograficznych (30—40). Szczegélnie duzo miejsca zaj-
mujg badania roli mechanizmdw cholinergicznych w mozgu.

I1. Mechanizmy cholinergiczne moézgu i udzial w nich mechanizmow
cholinergicznych hipokampa

I1-1. Wystepowanie, metabolizm i rola acetylocholiny w moézgu

Acetylocholina jest obecnie powszechnie uznawanym neurotransmi-
terem w os$rodkowym uktadzie nerwowym. Opublikowano caty szereg
opracowan monograficznych dotyczacych réznorodnych badan nad ace-
tylocholing: biochemicznych (41—46), farmakologicznych (38, 42, 45, 47,
48) i elektrofizjologicznych (por. 49). Acetylocholina wystepuje w catym
mézgu, aczkolwiek jej zawarto$¢ rozni sie w poszczeg6lnych jego struk-
turach. Tylko niewielka cze$¢ (okoto 20fllo) acetylocholiny znajduje sie
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w perikarionach i aksonach. Stanowi ona pule acetylocholiny wolnej.
Wieksza czes¢ acetylocholiny wystepuje w zakonczeniach nerwowych
(por. Ryc. 1 A, B) jako acetylocholina zwigzana z pecherzykami synaptycz-
nymi (pula acetylocholiny zwigzanej stabilnie) oraz w cytoplazmie zakon-
czenia nerwowego (pula acetylocholiny zwigzanej labilnie) (50). Pod
wptywem impulsu nerwowego acetylocholina wydziela sie z zakonczenia
nerwowego w postaci porcji — kwantow (51, 52). Istniejg wcigz jeszcze
rozbiezno$ci zar6wno co do tego, ktéra z pul acetylocholiny zakornczen
nerwowych jest preferencyjnie wydzielana, jak i co do mechanizméw
regulujgcych proces wydzielania tego mediatora (46, 53—56). Neurony,
ktore wydzielajg na swych zakonczeniach acetylocholine okresla sie jako
»~Ccholinergiczne”, natomiast neurony wrazliwe na dziatanie acetylocho-
liny — jako ,cholinoceptywne” (57). Kryterium ,,cholinergiczno$ci” neu-
ronu jest ponadto obecno$¢ w nim skladnikow uktadu cholinergicznego,
tj. acetylocholiny oraz enzymoéw: acetylotransferazy cholinowej (ChAc) —
syntetyzujacej acetylocholine i esterazy acetylocholinowej (AChE) — roz-
kladajgcej acetylocholing. Ze wzgledéw praktycznych, jako podstawe za-
klasyfikowania neurondéw do grupy neuronow cholinergicznych, przyj-
muje sie wystepowanie w nich esterazy acetylocholinowej, ktérg tatwo
mozna wykry¢ histochemicznie.

Acetylocholina powstaje w zakornczeniu nerwowym z acetylokoenzy-
mu A i choliny (46). Enzymy — syntetyzujacy acetylocholine, podobnie
jak rozktadajacy ja, tworzg sie w perikarionie i przemieszczajg sie do za-
konczen nerwowych dzieki ruchowi aksoplazmy (58). Mdzg nie moze
syntetyzowa¢ choliny (59), dostarczana jest ona do mézgu przez uktad
krwiono$ny watroby. Cholinergiczne zakonczenia nerwowe pobierajg cho-
line dzieki aktywnemu transportowi za pomoca uktadéw nosSnikowych
0 wysokim i niskim powinowactwie do choliny (59—62). Pierwszy cha-
rakteryzuje sie niskg Kmrzedu kilku fiM, stymuluja go jony sodu (60, 63),
hamujg za$ kompetetywnie analogi choliny, m.in. hemicholinium — 3
(61, 63—65). Drugi ukiad charakteryzuje sie wysokg Km rzedu kilku-
dziesieciu "M, nie zalezy od obecnosci jonow sodu i jest znacznie mniej
wrazliwy na HC-3. Nie znamy dotad doktadnie mechanizmdéw regulacji
biosyntezy acetylocholiny (46). Istotng role w biosyntezie tego neurome-
diatora wydaje sie odgrywaé stosunek stezen CoA do acetylo-CoA (44,
66, 70). Czynnikiem ograniczajacym szybkos¢ syntezy acetylocholiny jest
system pobierania choliny o wysokim powinowactwie do substratu (60,
63, 67, 68). Nie wyklucza sie jednak, ze aktywno$¢ acetylotransferazy
cholinowej moze réwniez wpltywac na szybkos¢ syntezy acetylocholiny
(69, 70).

Dzigki intensywnym badaniom farmakologicznym, miedzy innymi sto-
sujac mikrojontoforeze, tj. podajac acetylocholine do réznych neuronéw
mézgu za pomocg mikroelektrod z zastosowaniem pradu statego (71),
udato sie wykazac¢ role acetylocholiny w réznych czynnosciach mézgu,
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a w szczeg6lnosci w regulacji wielu form zachowania sie zwierzat. Mie-
dzy innymi mechanizmy cholinergiczne mozgu wydajg sie mie¢ znaczenie
w regulacji napeddw, aktywnos$ci ruchowej, w réznych stanach emocjo-
nalnych jak strach i agresja (30, 33, 36, 72, 73). Wiele jest hipotez doty-
czacych roli uktadu cholinergicznego w procesach uczenia i zapamiety-
wania (38, 72, 74—76).

Wyniki bardzo wielu prac eksperymentalnych zwrécity uwage na to,
ze w mechanizmach cholinergicznych moézgu kluczowg role odgrywaja
mechanizmy cholinergiczne tzw. ukfadu struktur limbicznych (por.
Ryc. 2), zaangazowanego w regulacji bardzo wielu istotnych dla orga-
nizmu czynnosci (73, 77—79), a zwlaszcza jednej z jego struktur —
hipokampa.

11-2. Hipokamp, budowa i potgczenia

Ponizej ograniczymy sie do bardzo uproszczonego przedstawienia ana-
tomii hipokampa, podajac jedynie informacje adekwatne do omawianego
w nastepnych rozdziatach materiatu. Czytelnik moze zapoznaé sie szcze-
gétowo z tym zagadnieniem w odpowiednim pisSmiennictwie (80—87).

H:‘ppo%g["jﬁi_ ———

/

Cortex. / /,‘ T

cerebri Se/p;fyl!/‘—'

Corp ——Cerebellum
orp.—
callosum

Corp.amygd Pons

Ryc. 2. Potozenie hipokampa w stosunku do innych struktur mézgu, w szczeg6lnosci

do niektorych struktur uktadu limbicznego (obszary zakropkowane), na schemacie

przekroju strzatkowego mozgu szczura; u goéry hipokamp i przegroda (lewe i prawe
struktury) widziane z przodu.

Hippocampus — hipokamp, septum —przegroda, corp. amygd. (corpus amygdaloideum) —ciato
migdatowate, corp. (corpus) callosum —cialo modzelowate, pons —most, cerebellum — mézdzek.

Hipokamp — filogenetycznie stara cze$¢ kory mézgowej jest struk-
turg parzystg (Ryc. 2— gorna), w skiad ktérej wchodza: hipokamp wias-
ciwy oraz zaw0j zebaty (Ryc. 3). Charakterystycznymi komoérkami hipo-
kampa wiasciwego sa komérki piramidowe, podczas gdy zawoju zeba-
tego — komarki ziarniste. W obu czesciach wystepuja takze komarki po-
limorficzne, gtéwnie tzw. komorki koszyczkowe. Perikariony komérek
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Zaobserwowano réwnolegto$¢ pomiedzy niektdrymi behawioralnymi
efektami uszkodzehA hipokampa (oraz $cisle pofaczonej z nim przegrody)
a efektami dziatania tzw. substancji antycholinergicznych (np. atropina
lub skopolamina) tj. dziatajacych antagonistycznie w stosunku do acetylo-
choliny (111, 122—130). Wykazano tez (73, 131—133), ze pewne inhi-
bitory esterazy acetylocholinowej — potegujgce dziatanie acetylocholiny
wywierajg efekt przeciwny. Obserwacje te sugerujg, ze w zaburzeniach
behawioralnych wystepujagcych po wspomnianych uszkodzeniach mézgu,
odgrywajg role mechanizmy cholinergiczne hipokampa i przegrody. Su-
gestie te popierajg wyniki szeregu innych badan wskazujacych na role
mechanizmdw cholinergicznych w funkcjonowaniu hipokampa (38, 73,
76, 134—143). W oparciu o wyniki doswiadczen, w ktorych wykazano,
ze po iniekcji substancji antycholinergicznych do hipokampa nastepuje
utrata zdolno$ci do tzw. odpowiedzi hamulcowej (ang. response inhibition)
sugeruje sie (38, 73, 123, 144—146), ze miedzy innymi rola ukfadu cho-
linergicznego hipokampa wigze sie z regulacjg behawioralnych proce-
sow hamowania.

Mimo licznych i prowadzonych od dawna prac z dziedziny farmako-
logii i fizjologii na temat mechanizméw cholinergicznych w hipokampie,
biochemiczne aspekty niezbedne dla poznania caloksztattu tych mecha-
nizmow, a zwiaszcza badania zmian biochemicznych w uktadzie choliner-
gicznym hipokampa pod wplywem uszkodzeh modzgu, znalazty sie w cen-
trum zainteresowania stosunkowo niedawno. Wynika to gtéwnie z roz-
woju w ostatnich latach czulych i precyzyjnych metod oznaczen sktadni-
kéw uktadu cholinergicznego mézgu (60, 147—151). Prosta, warstwowa
budowa hipokampa, znane pochodzenie unerwienia okre$lonych obsza-
réw tej struktury, tatwos$¢ selektywnego przecinania drég nerwowych
do hipokampa, a takze tatwo$¢ manipulowania pobudzeniem i zahamowa-
niem impulsacji nerwowej w tej strukturze, stwarzajg dla tych badan
niezwykle dogodne warunki.

I11. Charakterystyka uktadu cholinergicznego hipokampa

Hipokamp nalezy do struktur mézgu o stosunkowo wysokiej zawar-
tosci acetylocholiny i enzymoéw ja metabolizujgcych. W zaleznosci od sto-
sowanych metod zawarto$¢ acetylocholiny w hipokampie mozgu szczu-
ra waha sie od 20—25 nmoli/g (13, 152—155), aktywnos$¢ acetylotransfe-
razy cholinowej od 4—8 jamoli ACh/g/godz (154, 156—158) i esterazy
acetylocholinowej od 450—550 j.imoli AcTCh/g/godz (154, 158, 159).

Informacje o rozmieszczeniu uktadu cholinergicznego w obrebie hipo-
kampa opieraja sie gtdwnie, podobnie jak w przypadku innych czesci
mézgu (por. rozdziat I1-1.), na wynikach histochemicznych i mikroilos-
ciowych oznaczen aktywnosci esterazy acetylocholinowej. Obraz histo-
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Ryc. 4. Warstwowe rozmieszczenie aktywnosci esterazy acetylocholinowej (AChE),
badanej histochemicznie, na przekroju horyzontalnym przez hipokamp i zawdj
zebaty mozgu szczura (156).

Obszary, ktére wycinano do analiz mikroiloSciowych ograniczone liniami. Hippocampus reg.

sup. (regio superior) i reg. inf. (regio inferior)—hipokamp obszar gérny i dolny, A —

alveus, O —oriens, P —piramidale, R —radiatum, LM —lacunoso-moleculare; MQ Mm, C i S —

podwarstwy stratum (warstwy) moleculare zawoju zebatego, G —granulare, H —hilus fasciae

dentatae, mf—ang. mossy fibers — (wtokna Kkiciaste) fiss. hipp. —fissura hippocampi — (szcze-
lina hipokampa). Inne objasnienia jak w opisie pod rycinami 2 i 3.

chemiczny ukazuje warstwowe rozmieszczenie tego enzymu w hipokam-
pie (Ryc. 4). Zaré6wno w hipokampie witasciwym jak i w zawoju zebatym
sg warstwy mniej lub bardziej bogate w esteraze acetylocholinowa
(Ryc. 4, Tabela 2) (19, 93, 156, 160—162). Histochemicznie (163) stwier-
dzono, ze w perikarionach komdrek piramidowych hipokampa i komérek
ziarnistych zawoju zebatego nie wystepuje aktywnos$¢ enzymu, za$ w neu-
ropilu tj. widknach (w tym przypadku dochodzacych do wspomnianych
komorek) jest ona bardzo wysoka. Sa natomiast dane o obecnosci este-
razy acetylocholinowej w perikarionach krotkoaksonowych komorek ko-
szyczkowych (164).

Korzystajgc z laminarnego rozmieszczenia esterazy acetylocholinowej
w hipokampie (Ryc. 4), wycinano z uprzednio liofilizowanych skrawkdw
moézgu rézne obszary hipokampa i przeprowadzano w nich mikroilosciowe
oznaczenia aktywnosci tego enzymu (19, 156, 165) jak rowniez aktywnosci
acetylotransferazy cholinowej (19, 165, 166) (Tabela 2). Wyzsza aktywno$¢
esterazy acetylocholinowej oznaczana mikroilosciowo w odpowiednich stre-

7 Postepy Biochemii
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Tabela 2
Poréwnanie aktywnosci AChE i ChAc w réznych warstwach hipokampa i zawoju zebatego (156,165)

Hipokamp — obszar gérny Zawoj zebaty
" K stosunek
stosune
* AChE** ChAc*** Warstwa* AChE****  ChAc AChE/
Warstwa AChE/ChAc
/ChAc
A 550 6,5 85 [MO 2280 28,5 80
Jo, 1960 19,9 98 M 2610 30,1 87
© o 2780 31,2 89 Cco 1910 23,6 81
P 3730 43,8 85 Is 4530 61,7 74
Ri 2540 28,7 89 G 3380 48,9 69
R rm 1570 15,8 99 H 4140 53,7 77
Ro 1030 15,6 66
L 1480 20,4 74
M 1160 15,1 78
* Spos6b wycinania poszczeg6lnych warstw hipokampa (por. rozdziat 111 i Ryc. 4). Oznaczenia warstw —

por. Ryc. 4; Oi i O0 oraz Ri, Rm i Ro — podwarstwy stratum oriens i stratum radiatum.
** jj.mole AcTCh hydroliz, /godz/g suchej masy
**** |xmole ACh hydroliz, /godz/g suchej masy
*** [j.mole ACh syntetyz. /godz/g suchej masy. Wyniki stanowig $rednig z 4—12 oznaczef.

fach hipokampa, pokrywata sie z intensywnoS$cig reakcji histochemicznej
tego enzymu (165). Zgodnosci takiej nie stwierdzono jednakze w okresie
rozwoju ontogenetycznego hipokampa (167). Uderza (por. Tabela 2) bardzo
podobny stosunek aktywnosci esterazy acetylocholinowej do acetylotrans-
ferazy cholinowej we wszystkich badanych warstwach w hipokampie
i w zawoju zebatym.

Metodami autoradiograficznymi, z zastosowanie silnych ligandéw jak
np. [H]-QNB stwierdzono, ze w warstwach o silnej reakcji histoche-
micznej esterazy acetylocholinowej, zawierajgcych dendryty komorek pi-
ramidowych i ziarnistych, wystepuje duze zgrupowanie muskarynowych
ftj. pobudzanych przez muskaryne a hamowanych przez atropine (6)]
receptorow cholinergicznych (168—170). W hipokampie, podobnie jak
w wigkszosci struktur mozgu, receptory typu muskarynowego stanowig
przewazajacy typ receptora cholinergicznego. Tylko niewielka cze$¢ recep-
torow hipokampa jest typu nikotynowego (171) [receptory pobudzane
przez nikotyne a hamowane przez kurare (6)].

Wydaje sie, ze wiekszo$¢ zakonczen cholinergicznych w hipokampie
jest typu akso-dendrytowego (172, 173), co wskazuje na ich pobudzajgcy
charakter (por. 19). Potwierdzajg to rowniez dane elektrofizjologiczne (88,
174, 175). Pobudzajace dziatanie acetylocholiny zaréwno na komorki pi-
ramidowe jak i ziarniste wykazano mikrojontoforetycznie (176).

Metodg frakcjonowanego wirowania badano rozmieszczenie subko-
morkowe skiadnikéw uktadu cholinergicznego w hipokampie (165, 177—
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180). Rezultaty nie daty jednoznacznego obrazu rozmieszczenia esterazy
acetylocholinowej i acetylotransferazy cholinowej. Z prac jednych auto-
row (165, 177) wynika, ze enzymy te znajdujg sie we frakcji synaptoso-
malnej (tj. frakcji wyizolowanych zakonczen nerwowych). Inne prace na-
tomiast (179) wskazuja, ze esteraza acetylocholinowa wystepuje gtdwnie
we frakcji lzejszej, ktorg stanowi neuropil (widkna). Ten ostatni wynik
pozostaje w zgodzie z obserwacjami elektronowo-mikroskopowymi (nie-
licznymi dotad) (172), w ktorych wykazano, ze esteraza acetylocholino-
wa znajduje sie wprawdzie w czesci presynaptycznej, lecz nie w zakon-
czeniach nerwowych a w rozgatezieniach aksonéw bezposrednio przed
zakonczeniami (ang. preterminal pcirts). Acetylocholina w hipokampie,
podobnie jak to wykazano dla catego mozgu, w przewazajgcej czesci wy-
stepuje we frakcji synaptosomalnej, a tylko okoto 20%) mediatora znaj-
duje sie we frakcji pochodzacej z perikarionéw i aksondéw (16, 141, 155,
181).

Miejsce syntezy skiadnikéw uktadu cholinergicznego hipokampa bu-
dzito od dawna zainteresowanie badaczy. Niektore wczesne prace (160)
sugerowaty, ze hipokampalna esteraza acetylocholinowa jest syntetyzo-
wana w hipokampie a tylko niewielka jej cze$¢ dostarczana jest poprzez
rézne drogi aferentne hipokampa. P6Zniejsze jednak dane, uzyskane roz-
nymi metodami (19, 182), wskazujg wyraznie, ze uktad cholinergiczny
hipokampa zalezy od przegrody.

IV. Zalezno$¢ ukiadu cholinergicznego hipokampa od przegrody

Wykazano, ze pod wptywem stymulacji przysrodkowej czesci prze-
grody zwiekszato sie wielokrotnie spontaniczne wydzielanie acetylocho-
liny z hipokampa (183, 184). Modyfikujace dziatanie substancji antycho-
linergicznych i antycholinesterazowych wywierane na rytmy teta w hipo-
kampie (134, 135), obserwowano jedynie przy zachowaniu ciggtosci po-
faczen przegroda — hipokamp (185, 186). O pochodzeniu z przegrody
sktadnikéw ukiadu cholinergicznego hipokampa $wiadczg takze badania
przeprowadzane podczas rozwoju ontogenetycznego (167, 187, 188). Do-
wodza tego réwniez wyniki doswiadczen, w ktérych po nieodwracalnym
zahamowaniu przez DFP aktywnoSci esterazy acetylocholinowej, stwier-
dzano pojawianie sie aktywnos$ci tego enzymu najpierw w przegrodzie
a nastepnie w hipokampie (189). Szczeg6lnie przekonywujacych dowodow
0 pochodzeniu skfadnikéw uktadu cholinergicznego hipokampa z przegro-
dy dostarczyly badania nad wptywem uszkodzen réznych drég aferent-
nych hipokampa i uszkodzern przegrody (19, 156—166, 190, 191, 193,
197).

7*
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1V-1 Wplyw uszkodzen strzepka na aktywnos$¢ esterazy acetylocholinowej i acetylo-
transferazy cholinowej w hipokampie

Po przecieciu strzepka — drogi dochodzacej z przegrody do hipo-
kampa (por. Ryc. 3) — obserwuje sie zaréwno metodami jakoSciowymi (156,
161) jak i iloSciowymi (156), drastyczne spadki w aktywnosci esterazy
acetylocholinowej w hipokampie. Zjawisku temu towarzyszy réwnie wy-
razny spadek w aktywnoS$ci acetylotransferazy cholinowej (190, 191).
Zmiany w aktywnosci obu enzymoéw badane w catym hipokampie po
uszkodzeniu strzepka obserwuje sie wczesnie, bo juz okolo 2-ego dnia
po uszkodzeniu pozostaje zaledwie 50flo aktywnosci kontrolnych. Po
4—5 dniach spadek dochodzi az do 80—90% i dalszych zmian nie obser-
wuje sie, nawet po bardzo diugim czasie od przecigcia (166). llosciowe
zmiany w aktywnosci obu enzyméw w poszczeg6lnych warstwach hipo-
kampa wiasciwego i zawoju zebatego badano stosujgc uprzednio opisa-
ng (por. rozdziat Ill, Ryc. 4) metode wycinania warstw ze skrawkow
(156, 165). We wszystkich warstwach zachodzi bardzo silny, aczkolwiek
nie jednakowy, spadek w aktywnosci enzymow (Tabela 3): w warstwie

Tabela 3

Woptyw przeciecia strzepka na aktywno$¢ ChAc i AChE w hipokampie whasciwym
i zawoju zebatym hipokampa (156, 166).

Czas po
Obszar Warstwa operacji ChAc . AChE_
: % kontroli % kontroli
(dni)
P 45 5+1 19+2
7 n+2 19+3
Hipokamp 22 <8
obszar 625 19+3
gérny M 22 203
625 28+2
R 45 28+4
7 26+3
Hipokamp P 22 12+2
obszar 625 <9
dolny
MO+ Mm 7 <13
G 7 10+3
Zawoj 22 12+2
zebaty 625 <8
H 22 16+ 3
625 <8

Aktywnos$¢ enzyméw wyrazono w % aktywnosci kontrolnej. Za 100% przyjeto aktywno$¢ enzy-
moéw po stronie nieoperowanej hipokampa. Warto$ci stanowia $rednig z kilku oznaczen +s. Objasnie-
nia symboli warstw — jak w opisie pod rycing 3 i 4.
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drobinowej po uszkodzeniu strzepka pozostaje nieco wyzsza aktywnos$¢
acetylotransferazy cholinowej niz w innych warstwach. Przeciecie afe-
rentnych drog z kory $rédwechowej oraz widkien spoidtowych (156, 166)
nie powodowato obnizenia aktywnosci enzyméw cholinergicznych w hipo-
kampie.

Na podstawie zaréwno lokalizacji histochemicznej i rozmieszczenia
subkomorkowego esterazy acetylocholinowej w hipokampie (19, 156, 160—
166, 177—180), zmian aktywnoS$ci tego enzymu pod wptywem uszkodzen
aferentnej drogi z przegrody — strzepka (19, 156, 161, 166, 190, 191)
i uszkodzen przegrody (19, 158, 159, 162) (por. rozdziat IV-2, Ryc. 6 i 7),
mozna wyrozni¢ trzy komponenty tego enzymu w hipokampie: a) gtow-
na cze$¢ — pochodzenia egzogennego, zalezna od potgczenia z przegroda,
zlokalizowana w neuropilu (widknach), b) niewielka cze$¢, egzogenna,
prawdopodobnie pochodzaca z aferentéw cholinergicznych cingulum (ob-
reczy) (163, 192), wystepujaca w neuropilu warstwy drobinowej hipo-
kampa, oraz c) réwniez niewielka cze$¢ — oporna na odnerwienie hipo-
kampa— zlokalizowana w perikarionach (163, 164). Prawdopodobnie po-
zostate skiadniki uktadu cholinergicznego hipokampa majg podobne po-
chodzenie i rozmieszczenie (16, 155, 158).

1V-2. Wptyw rdéznych uszkodzenn przegrody na uktad cholinergiczny hipokampa

Systematyczne badania wplywu selektywnych uszkodzen przegrody
(158, 159, 162, 193, 194) wykazaty, ze zniszczenia poszczegdlnych jej cze-
§ci odmiennie wptywajg na poziom sktadnikéw uktadu cholinergicznego
hipokampa. Ma to niewatpliwie zwigzek ze zréznicowaniem rozmieszcze-
nia esterazy acetylocholinowej w poszczeg6lnych jadrach (grupach neu-
ronéw) przegrody (Ryc. 5), moze by¢ ono bowiem wskaznikiem migjsca,
z ktérego bierze poczatek cholinergiczna projekcja do hipokampa.

CzeScig przegrody, ktorej zniszczenie powoduje spadek w aktywnosci
esterazy acetylocholinowej i acetylotransferazy cholinowej w hipokampie
jest pionowa linia jadra pasma przekatnego (ang. vertical limb of nucleus
of diagonal band) (158, 161). Uszkodzenia w tym obszarze (Ryc. 6(2), (3)),
za wyjatkiem tylko bardzo niewielkich (Ryc. 6(4)), powodujg znaczne
obnizenie aktywnosci obu enzymoéw, niekiedy takie samo, jak catkowite
zniszczenie przegrody (Ryc. 6(1)). Drugim obszarem przegrody, od kto-
rego wyraznie zalezy aktywno$¢ enzymoéw w hipokampie, jest jadro
strzepkowe (Ryc. 6(2)). Fakt ten prawdopodobnie wigze sie z uszkodze-
niem bogatych w esteraze acetylocholinowg aksonéw (Ryc. 5) (195, 196),
rozprzestrzenionych w catym jadrze strzepkowym i przebiegajacych tam-
tedy z jadra pasma przekatnego. Zniszczenie innych obszaréw przegrody
nie wptywa na aktywno$¢ enzymow cholinergicznych w hipokampie
(Ryc. 6(6) (7) (8)). Charakter zmian aktywnos$ci enzymatycznej w czasie
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(157, 158, 197) Ryc. 7) wskazuje, ze spadek aktywnosci wigze sie z degene-
racjag cholinergicznych polaczen przegroda — hipokamp. W odréznieniu
od utrzymujacego sie w czasie obnizenia sie aktywnos$ci enzymatycznej po
catkowitym zniszczeniu przegrody (Ryc. 7), po duzych, przysrodkowo-
brzusznych uszkodzeniach tej struktury, po poczatkowym spadku ak-
tywnosci enzymatycznej obserwuje sie nastepnie wyrazny jej wzrost
(Ryc. 11 A, B) (197, 198). Poniewaz zwiekszenie sie aktywnos$ci enzymow
dochodzace az do 60% aktywnosci kontrolnej zalezalo od zachowania
czesci potaczen hipokampa z przegroda, zjawisko to nie mogto byé zwig-
zane z synteza enzymoéw w obrebie wihasnego uktadu cholinergicznego
hipokampa. Mechanizm wzrostu aktywnos$ci enzymatycznej w hipokam-
pie po niektérych uszkodzeniach przegrody omawiany jest szerzej w roz-
dziale VL.

Stwierdzono (199), ze nie tylko aktywno$¢ esterazy acetylocholinowej
hipokampa zmienia sie po uszkodzeniach przegrody, ale ze nastepuja
takze zmiany w obrazie elektroforetycznym jej izoenzyméw. We frakcji
zwigzanej z btonami (Ryc. 8) pojawia sie dodatkowa forma. Selektywng
odpowiedz poszczegllnych form molekularnych esterazy acetylocholino-
wej na rozne warunki fizjologiczne i patologiczne opisywano juz uprzed-
nio (200—202). Mimo, iz przyczyny zmian wzorca izoenzymatycznego nie
sg jeszcze poznane, to warto podkresli¢, ze sktad izoenzymatyczny esterazy
acetylocholinowej po uszkodzeniu przypomina sktad izoenzymoéw obser-
wowany w moézgu we wczesnym okresie rozwoju (203).

Nie stwierdzono natomiast zmian w zdolnosci receptora cholinergicz-
nego hipokampa do wigzania liganda — [H]-QNB po uszkodzeniu prze-
grody (204). Poniewaz jednocze$nie nie wykazano zmian kinetyki wia-
zania lub nasycenia miejsc receptorowych przez badany zwigzek, przy-
puszcza sie, ze uszkodzenie cholinergicznych aferentéw hipokampa nie
zmienia konformacji miejsc receptorowych. Wyptywa stad wniosek, ze
w odrdznieniu od presynaptycznej lokalizacji receptora cholinergicznego
w korze moézgowej (205), receptor cholinergiczny w hipokampie znajduje
sie najprawdopodobniej w czeSci postsynaptycznej (204). Inng jednak
mozliwoscia ttumaczacg brak zmian w wigzaniu liganda moze byé zwiek-

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

Kolejne (A—D) przekroje czotowe przegrody od przodu ku tytowi. CA —commissurae anteriore
(spoidto przednie), CC —corpus callosum (ciato modzelowate), D — Nucleus dorsalis (jadro
grzbietowe), DE — Nucleus dorsalis, pars externa (jadro grzbietowe, cze$¢ zewnetrzna), DI —
Nucleus dorsalis, pars interna (jadro grzbietowe, cze$¢ wewnetrzna), DM —Nucleus dorsalis,
pars intermedia (jadro grzbietowe, cze$¢ posrednia), F —fornix (sklepienie), L'—Nucleus
lateralis (jadro boczne), NA — Nucleus accumbens (jadro potlezace), NB —Nucleus tractus
diagonalis Brocae (jadro pasma przekatnego Broca), NF —Nucleus fimbriatus (jadro strzepko-
we), ST —Stria terminalis (prazek koncowy), T —Nucleus triangularis (jadro tréjkatne).
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czas po operacji

Ryc. 7. Zmiany w poziomie ocetylocholiny (ACh) i aktywnos$ci esterazy acetylocho-
linowej (AChE) i acetylotransferazy cholinowej (ChAc) w hipokampie w zaleznosci
od czasu, po catkowitych (por. Ryc. 6 (1)) uszkodzeniach przegrody, (z danych 155, 197).

Kontrolne Operowane

Ryc. 8. Typowe przyktady zapiséw densytometrycznych i obrazéw elektroforetycz-
nych izoenzymdw esterazy acetylocholinowej (AChE) frakcji zwiazanej z btonami
komoérkowymi hipokampa, kontrolnego i operowanego szczura (199).

szenie sie liczby miejsc receptorowych po pewnym czasie od uszkodzenia,
jak to np. ma miejsce w zakonczeniach nerwowo-miesniowych (206),
Zwigkszaniu sie liczby miejsc receptorowych towarzyszy na ogdt wzrost
wrazliwosci na bodziec (ang. denervation supersensitivity). Wigze sie to

Ryc. 6. Wptyw réznych uszkodzen przegrody na aktywnos¢ esterazy acetylocholinowej
(AChE) i acetylotransferazy cholinowej (ChAc) w hipokampie (4—7 dni po uszko-
dzeniu), (z danych 158).

Schematy przedstawiajg czotowe przekroje przegrody od przodu ku tytowi. Obszar uszkodze-

nia zaznaczono na czarno. Stupki obok schematéw przedstawiaja aktywno$¢ AChE i ChAc

w procentach wartosci kontrolnych. S — striatum, pozostate objasnienia jak w opisie
pod rycing 5.



598 B. ODERFELD-NOWAK [20]

z nadwrazliwos$cig na iloS¢ neuromediatora, w przypadku odnerwienia
elementow cholinergicznych — na ilo$¢ acetylocholiny (por. 207). Wpraw-
dzie zjawisko takie opisano w hipokampie po uszkodzeniu przegrody (207),
sadzi sie jednak, ze jest ono wyrazem zmniejszenia sie aktywnosci este-
razy acetylocholinowej a nie zwiekszenia sie liczby miejsc receptorowych,
czy tez wzrostu wrazliwosci poszczegllnych receptoréw. Ten wazny pro-
blem wymaga jeszcze dodatkowych badan, w ktédrych uwzglednionoby
precyzyjnie rozmiar i miejsce uszkodzenia przegrody, gdyz od obu tych
parametrow w zasadniczy spos6b zaleza zmiany aktywnos$ci esterazy
acetylocholinowej w czasie.

Uszkodzenia przegrody powodujg rowniez zmiany w ilosci acetylo-
choliny (13, 16, 155, 157, 208—210), w systemie nos$nikowym pobierania
choliny o wysokim powinowactwie do substratu (68, 157), natomiast nie
stwierdzono wptywu na poziom choliny w hipokampie (209). W okresie
bardzo znacznego spadku aktywnosci enzymoéw cholinergicznych w hipo-
kampie, obserwowanego zaréwno po catkowitych jak i po niektérych
czastkowych uszkodzeniach przegrody, zmiany ilosciowe neurotransmitera
przebiegajg podobnie tylko po uszkodzeniach catkowitych (155). Uszko-
dzenia czastkowe natomiast, niezaleznie od ich rozmiaru, powodujg ob-
nizenie zawartosci acetylocholiny nie przekraczajace 30—40°/0 kontroli.
Interpretacja tych wynikdw jest wciaz jeszcze kontrowersyjna (155).

Zagadnieniu regulacji poziomu acetylocholiny i jej wydzielania w hi-
pokampie poswiecono wiele badan. Omoéwione sg one szerzej w nastep-
nym podrozdziale.

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

Wyniki réznorodnych doswiadczen, w ktoérych zwiekszano lub hamo-
wano impulsacje nerwowg w hipokampie (13, 16, 68, 153, 181, 211, 212),
wskazujg wyraznie na sprzezenie impulsacji z wydzielaniem acetylocho-
liny i jej poziomem w tej strukturze. Jednoczes$nie uzyskano silne popar-
cie hipotezy, ze czynnikiem ograniczajgcym szybkos$é syntezy acetylo-
choliny jest ukiad nos$nikowy pobierania choliny o wysokim powino-
wactwie do substratu (68, 213, 214). Natomiast aktywno$¢ enzymow cho-
linergicznych w hipokampie po uszkodzeniach przegrody (16, 155, 181),
podobnie jak to stwierdza sie w wielu innych eksperymentalnych sytua-
cjach (por. 210, 215), wydaje sie odgrywacé znacznie mniejsza role. Wszyst-
kie czynniki obnizajgce impulsacje i wydzielanie acetylocholiny z zakon-
czeh nerwowych jak tzw. ostry (niemal natychmiast po zabiegu) wplyw
elektrokoagulacyjnego uszkodzenia przysrodkowej czesci przegrody (13,
16, 68), dziatanie r6znych srodkow jak np. anestetykow (68, 152, 153, 181,
216, 217) podwyzszaty poziom acetylocholiny w hipokampie i obnizaty
pobieranie choliny (zmiany w Vmex) przez frakcje synaptosomalng hipo-
kampa. Natomiast czynniki, ktére podwyzszaty impulsacje i wydzielanie
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acetylocholiny, jak draznienie elektryczne przysrodkowej czesci przegro-
dy (fgcznie z dokomorowym podaniem hemicholinium-3) (153), czy tez
niektére srodki farmakologiczne jak np. z grupy tzw. konwulsantéw (68),
dawaty efekt przeciwny. Interesujgcym jest fakt, ze zmiany ilosci acety-
locholiny dotyczyty gtownie (181, 216) lub wytacznie (16, 181) puli ace-
tylocholiny zakonczen nerwowych. Nie poznano dotad wptywu impulsa-
cji nerwowej na pobieranie choliny o wysokim powinowactwie do sub-
stratu. Mozliwe wydaje sie przyjecie hipotezy (68), ze za regulacje po-
bierania choliny przez zakonczenia nerwowe odpowiadajg zmiany w prze-
ptywie jonéw sodu przez btone. Pewne dane (181, 218—220) wskazuja,
ze znaczne podniesienie sie ilosci acetylocholiny w hipokampie moze
niekiedy wystepowaé niezaleznie od zmian impulsacji zakonczeA choliner-
gicznych. Nie wykluczone, ze proces wydzielania i syntezy acetylocholiny
zalezy od wspoétdziatania tego mediatora z innymi transmiterami hipo-
kampa (por. 155). Wiadomo, ze w hipokampie oprécz acetylocholiny wy-
stepuje jeszcze szereg innych neuromediatoréw (19, 104). Drogi ,,adrener-
giczne” (19, 100—103, 104) i ,serotoninergiczne” (19, 103, 105, 221, 222)
do hipokampa przechodzg przez przegrode. Uszkodzenia tej struktury
mogg wiec wptywaé na ilo$¢ noradrenaliny i serotoniny w hipokampie
lub na szybkos¢ ich metabolizmu, podobnie jak to opisywano po innych
uszkodzeniach mozgu (103, 223). Interakcje pomiedzy réznymi neuro-
transmiterami sg znanym zjawiskiem. Wiadomo na przykiad (224), ze
w doswiadczeniach in vitro, dodana do srodowiska inkubacyjnego nora-
drenalina stymuluje pobieranie choliny przez ukitad nosnikowy o wyso-
kim powinowactwie. Nie wykluczone, ze na podobnej zasadzie réwniez
i endogenna noradrenalina, a by¢ moze i serotonina, mogtyby wplywac
na modyfikacje syntezy acetylocholiny w hipokampie. W warunkach
uszkodzerh moézgu interakcje pomiedzy acetylocholing a innymi neuro-
transmiterami hipokampa bytyby zalezne od stopnia zniszczenia poszcze-
golnych projekcji neurotransmiterowych do tej struktury.

V. Uszkodzenia przegrody i hipokampa a zmiany w ukladzie
cholinergicznym innych struktur mozgu

Uszkodzenia przegrody, strzepka oraz grzbietowej czesci hipokampa
powoduja spadek ilosci acetylocholiny w korze mdzgowej (czesci czotowej)
0 przeszto 30°0 (157, 208). Po uszkodzeniu przegrody obserwowano w korze
czotowej spadek w aktywnosci acetylotransferazy cholinowej (157) i w po-
bieraniu choliny przez uktad o wysokim powinowactwie do substratu
(157). O ile spadki spowodowane uszkodzeniami przegrody mozna przy-
najmniej czeSciowo ttumaczy¢ degeneracjg wiokien cholinergicznych bieg-
nacych znanymi drogami nerwowymi (161, 225) z przegrody do kory
moézgowej, o tyle spadek ilosci acetylocholiny w korze mdzgowej po
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uszkodzeniu strzepka i hipokampa jest znacznie trudniejszy do inter-
pretacji. Gtowna bowiem projekcja wychodzaca z hipokampa nie jest
projekcja cholinergiczng, dochodzi ona natomiast do grup cholinergicz-
nych neuronéw w innych strukturach (161). Neurony te, dajace z kolei
projekcje cholinergiczne do wielu podkorowych i korowych struktur,
miedzy innymi do kory mdzgowej, sa niejako pod kontrolg struktur
przegroda-hipokamp. Niewykluczone zatem, ze spadek ilosci acetylo-
choliny w korze mézgowej po uszkodzeniach hipokampa maogtby miec
zwigzek ze zmianami transsynaptycznymi (23—26). Podobnie moznaby
ttumaczy¢ nieliczne dotad dane (226) wskazujgce na zmiany w aktyw-
nosci esterazy acetylocholinowej i acetylotransferazy cholinowej w pod-
wzgorzu i ciele migdatowatym po niektérych grzbietowych uszkodzeniach
hipokampa.

V1. Biochemiczne i morfologiczne przejawy odnowy w cholinergicznym
uktadzie hipokampa po uszkodzeniach moézgu

Wyniki badan ostatnich lat podwazyty dlugo utrzymujacy sie poglad,
oparty na klasycznych pracach Cajala (227), ze w odroznieniu od
obwodowego uktadu nerwowego, po uszkodzeniach w o$rodkowym ukia-
dzie nerwowym nie wystepujg procesy odnowy, prowadzgce do powsta-
nia funkcjonalnych potaczen synaptycznych. Wedtug jego pogladéw w os-
rodkowym uktadzie nerwowym moga pojawiaé sie jedynie poronne pro-
cesy regeneracyjne, (regenerujagce wypustki nerwowe zostajg stopniowo
zresorbowane). W ostatnich latach opublikowano wiele prac i opraco-
wah monograficznych (28, 228—234) poswieconych zagadnieniu odnowy
w osrodkowym uktadzie nerwowym po uszkodzeniach.

Okazato sie, ze neurony osrodkowego uktadu nerwowego zdolne sg do
dwu form odnowy (schematycznie przedstawia to Ryc. 9). Jedng z nich
(Ryc. 9 A), jest wyrastanie wypustek nerwowych z proksymalnego korca
aksonu. Nowe wypustki moga wyrasta¢ wzdtuz swej pierwotnej drogi
i mogag tworzy¢é wiasciwe synaptyczne polaczenia. Ten typ odnowy jest
charakterystyczny dla regeneracji w obwodowym ukladzie nerwowym.
Druga forma odpowiedzi (jak wydaje sie, przewazajacg w osrodkowym
uktadzie nerwowym) (Ryc. 9 B), jest tzw. wyrastanie bocznych wypustek
nerwowych (ang. collateral sprouting) z aksondéw nieuszkodzonych lecz
sgsiednich w stosunku do uszkodzonych. Roéwniez i ten typ odpowiedzi
spotyka sie w obwodowym uktadzie nerwowym.

Wykazano, stosujagc szereg metod: techniki mikroskopii elektronowej
(236—242), neuroanatomicznych i histochemicznych (234, 235, 243—247)
oraz biochemicznych (197, 245, 246, 248, 249), ze zar6wno 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 osrodkowym uktadzie nerwowym po uszkodze-
niach (27).

A) Wyrastanie nowych wypustek nerwowych z przecietych aksonéw: czesci aksonéw dystalnie
do przecigcia degeneruja, czesci proksymalne tworza ,stozki wzrostowe”; wyrastaja nowe
aksony i zakonczenia nerwowe.

B) Wyrastanie bocznych wypustek z aksonéw sasiednich w stosunku do uszkodzonych akso-
néw. Dystalna cze$¢ przecietnego aksonu degeneruje, a kolateralne wypustki z sasiedniego
aksonu zajmujg miejsce zdegenerowanych zakoniczen nerwowych i tworzag nowe potgcze-
nia synaptyczne.

osrodkowego uktadu nerwowego, posiadajg zdolno$¢ do odpowiedzi we-
dtug obu wspomianych typéw. Wiele badan poswieca sie obecnie me-
chanizmom zjawiska odnowy w médzgu (3, 27, 28, 256—261).

VI-1. Regeneracja przecietych widkien cholinergicznych

Do badan nad mozliwosciami odnowy po uszkodzeniach przebiegajacej
wg. typu A (Ryc. 9A) Bjérklund i wsp. (234, 247, 250, 262—264)
zastosowali model transplantacji uprzednio odnerwionej tkanki obwodo-
wej do réznych miejsc osrodkowego uktadu nerwowego. Zabieg wprowa-
dzenia tkanki obwodowej do moézgu powoduje réwnoczes$nie uszkodzenie
okre$lonych drég nerwowych w miejscu transplantacji. Wprowadzajac
teczowke do szlaku nerwowego przegroda-hipokamp, a takze do kilku
innych drog cholinergicznych w mozgu, stwierdzono (247), ze miedzy
18-ym a 30-ym dniem po transplantacji odnerwiona teczéwka jest na nowo
bogato unerwiona widknami wykazujacymi aktywnos$¢ esterazy acetylo-
cholinowej. Szczeg6lnie intensywne byto unerwienie cholinergiczne pocho-
dzace z uszkodzonych widkien szlaku przegroda — hipokamp. Po 60
dniach — unerwienie teczowki (charakterystyczne sploty) niemal nie roz-
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nito sie od oryginalnego. Roéwnolegle prowadzone badania na wszczepio-
nej zyle wrotnej (258) wykazaty, ze regenerujacy splot nerwowy tworzy
funkcjonalne kontakty z miesniami gtadkimi transplantowanej tkanki.
By¢é moze warunki stworzone w omawianym modelu doswiadczalnym sa
korzystniejsze dla regeneracji wiokien cholinergicznych niz miatoby to
miejsce bez wprowadzenia tkanki obwodowej. Tym niemniej przedsta-
wione dane wskazuja, ze witokna cholinergiczne biegnace z przegrody
do hipokampa majg zdolno$¢ regeneracji. Nalezy przy tym zaznaczyc,
ze omawiany typ odnowy w mozgu obserwowano w uktadzie adrenergicz-
nym i serotoninergicznym nie tylko przy transplantacji (por. 234), ale
robwniez po uszkodzeniach chemicznych (253, 254, 265) czy elektroli-
tycznych (266—268).

VI-2. Reinerwacja poprzez wyrastanie bocznych wypustek z nieprzecietych witokien
cholinergicznych

Wystepowanie zjawiska reinerwacji w osrodkowym uktadzie nerwo-
wym (por. Ryc. 9B) wykazano stosujac prosty i dajagcy przekonywujace
wyniki model doswiadczalny tzw. podwdjnych uszkodzen, wprowadzony
przez Liu i Chambersa (235). Wykonuje sie mianowicie uszko-
dzenia okres$lonych szlakow w mozgu, a nastepnie, po czasie niezbednym
dla usuniecia produktow degeneracji zniszczonych drog przeprowadza sie
nastepne uszkodzenie innego szlaku nerwowego, prowadzacego do tej sa-
mej struktury. Kilka dni po tym zabiegu bada sie liczbe degenerujgcych
zakonczeA nerwowych tego szlaku, poréwnujac jg z liczbg degeneru-
jacych zakoriczehn strony kontrolnej tj. przeciwlegtej moézgu, w ktorej
dokonano tylko powtdrnego zabiegu. Jezeli liczba degenerujacych zakon-
czenh po stronie podwdjnych uszkodzen jest wieksza, to dowodzi, ze zaszio
zjawisko rozrostu wypustek nerwowych drugiego szlaku w miejscu zaj-
mowanym uprzednio przez zakornczenia nerwowe szlaku pierwszego.

Hipokamp jest doskonatym modelem do badania zjawiska reinerwacji
w mozgu. Sprawia to jego charakterystyczna budowa anatomiczna, utat-
wiajgca wybiorcze uszkodzenia poszczegélnych widkien dochodzacych do
hipokampa (por. rozdziat Il11-2, Ryc. 3). Lynch, Cotman i wsp.
W ogromnej serii prac (28, 241, 242, 244, 245, 248, 256, 269—274) zbadali
odpowiedzi wszystkich pofaczen dochodzacych do zawoju zebatego hipo-
kampa na uszkodzenia sgsiednich aferentéw. Z nielicznymi wyjgtkami
(271, 272), stwierdzili oni silny rozrost zakonczeh nerwowych $wiadczacy
o ich niezwyktej plastycznosci. Réwniez i system krotkoaksonowych neu-
ronow hipokampa wykazywat te wiasciwosc (248).

Po przecieciu szlaku wiodacego z kory $rodwechowej do hipokampa
w mbézgu szczuréw obserwuje sie (244, 246) znaczne zwiegkszenie reakcji
histochemicznej esterazy acetylocholinowej w warstwie drobinowej za-
woju zebatego (Ryc. 10 A). Zjawisko to wystepowato znacznie inten-
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Ryc. 10. Aktywno$¢ esterazy acetylocholinowej (AChE), badanej histochemicznie,

w zawoju zebatym 40 dni po jednostronnym uszkodzeniu kory S$rdédwechowej:
A) strona badana, B) strona kontrolna (kontralateralna) (244).

Matymi strzatkami zaznaczono pojawiajaca sie aktywno$¢ AChE w warstwie, w ktére}

uprzednio reakcja histochemiczna byta bardzo staba. Duzymi strzatkami zaznaczono szcze-

line hipokampa. M —moleculare, C—strefa witokien spoidtowych, S+G stratum granulare:

S —supra-granulare, G —granulare (warstwa cial komdrek ziarnistych). Pozostate objasnienia
jak w opisie Ryc. 3 i 4

sywniej w mozgach miodych szczuréw niz dorostych (245, 274). Wzrost
reakcji histochemicznej w warstwie, w ktérej normalnie jest tylko bar-
dzo staba aktywnos¢ AChE (por. Ryc. 10 B) zwigzany jest najprawdopo-
dobniej z wyrastaniem cholinergicznych zakoficzeh nerwowych w tej stre-
fie. Nowe cholinergiczne zakoriczenia nerwowe pochodzace z widkien bieg-
ngcych z przegrody zajmujg miejsce zdegenerowanych, niecholinergicz-
nych zakonczen. Przekonywujacym potwierdzeniem tej hipotezy sa wy-
niki badan elektronowo-mikroskopowych (241, 242) wskazujace na rozrost
zakoAczen nerwowych w wymienionych warunkach.

llosSciowg charakterystyke zmian aktywnosci esterazy acetylocholino-
wej i acetylotransferazy cholinowej po uszkodzeniu kory $rédwecho-
wej, wskazujgcg na wyrazny wzrost aktywnosci enzymdw podano w Ta-
beli 4 (246). Wykazano, ze je$li po uszkodzeniu drogi z kory $rodwecho-
wej uszkodzi¢ przegrode to aktywnoS$¢ esterazy acetylocholinowej nie
wzrasta (244). Wskazywaé to moze, ze proces wzrostu aktywnosci zale-
zy od zachowania ciggtosci potagczen przegroda — hipokamp. Jest to zgodne
z omawianymi powyzej danymi o pochodzeniu uktadu cholinergicznego
hipokampa z przegrody.

Wzrost aktywnos$ci esterazy acetylocholinowej w obrebie zawoju ze-
batego i pola CA3stwierdzono zaré6wno metodami histochemicznymi jak
i biochemicznymi, réwniez w badaniach po uszkodzeniach grzbietowej
czesci hipokampa (275, 276). Interesujacy jest fakt, ze wzrost w aktywnosci
enzymu zachodzit rowniez w kontralateralnym hipokampie. O mechaniz-
mie obserwowanych zmian niewiele jeszcze mozna powiedziec.
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Tabela 4

Aktywno$¢ AChE i ChAc w zawoju zebatym hipokampa po przecieciu
potaczen z kory Srédwechowej. (246)

Czas

e ChAc AChE
po ope-raCJl Warstwy % kontroli % kontroli
(dni)
M 98 +£12 125+ 8
4 G 9410 117+13
8 M 159+ 9 -
G 93+ 6 —
16 M 152+13 160+12
G 103+10 88+ 7
24 M 167420 16417
G 95+21 99+16
. MO 110+ 15 —
93 M. 163 +15
MM1 99+ 8 —
G 106+ 4 -

Aktywno$¢ enzyméw podano w % wartosci kontrolnej. Za 100% przyjeto aktyw-
no$¢ enzyméw po stronie nieoperowanej. Wyniki sa $rednimi z 4—6 oznaczefi *s
Objasnienia symboli warstw — jak w opisie pod rycing 3 i 4.

Po duzych, przysrodkowo-brzusznych uszkodzeniach przegrody ob-
serwowano — po poczatkowym obnizeniu aktywnos$ci esterazy acetylo-
cholinowej i transferazy acetylocholinowej — znaczny powrét aktywnosci
enzymatycznej (197, 198). Zjawisko to moze mie¢ zwigzek z podwyzsze-
niem sie aktywnos$ci enzymoéw w nieuszkodzonych zakorczeniach cho-
linergicznych podobnie jak to obserwowano w innych przypadkach uszko-
dzen mozgu (277), moze byé tez wynikiem pojawienia sie enzymoéw
w niecholinergicznych uprzednio neuronach (278). Wydaje sie jednak,
ze podwyzszenie sie aktywnosci enzymatycznej wynika przede wszyst-
kim z rozrostu nowych zakonczen cholinergicznych (197). Za przyjeciem
tej hipotezy przemawia szereg podobienstw obserwowanego zjawiska do
innych zmian interpretowanych przez roznych autoréw jako wskaznik
procesu reinerwacji. Krzywe charakteryzujace wzrost aktywnosci enzy-
matycznej (Ryc. 11 A, B), majg podobny przebieg jak krzywe ilustrujgce
zalezno$¢ zmian liczby zakonczehn nerwowych od czasu w réznych struk-
turach po przerwaniu ich polgczen nerwowych z innymi czesciami moz-
gu (240, 242, 279) (por. Ryc. 12). Po poczatkowym spadku, liczba zakoficzen
nerwowych intensywnie rosnie. Ponadto, opisane réznice w aktywnosci
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Ryc. 11 A i B. Zmiany w aktywnosci esterazy acetylocholinowej (AChE) m— A i ace-
tylotransferazy cholinowej (ChAc) =B, w hipokampie w zaleznosci od czasu, po
duzych przysrodkowo-brzusznych uszkodzeniach przegrody (por. Ryc. 6. (2)) (197).
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Czas po operacji (dni)

Rys. 12. Liczba niezdegenerowanych synaps w przegrodzie w réznym czasie po
przecieciu strzepka (zmodyfikowany 240). Za 100" przyjeto og6lng liczbe synaps
w przegrodzie, sposéb obliczen ilosci synaps por. (240).

8 Postepy Biochemii
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enzymatycznej hipokampa pokrywajg sie w czasie z podwyzszeniem sie
poziomu réznych sktadnikéw w obrebie zaréwno uktadu cholinergicznego
(244, 246) jak adrenergicznego (243) po uszkodzeniach w réznych czesciach
moézgu. Degenerujace, cholinergiczne zakonczenia, pochodzace ze znisz-
czonej przysrodkowej czesci przegrody, sg prawdopodobnie zastepowane
przez kolateralne wypustki, pochodzace gtéwnie z cholinergicznych drég
biegnacych z grzbietowej czesci przegrody (197, 249) do hipokampa.
By¢ moze, ta niewielka w warunkach normalnych (196) droga nerwowa
rozrasta sie dopiero wowczas, gdy zniszczona zostaje gtdwna projekcja.
Opisywano juz podobne sytuacje (280). Srebro i Mellgren (163)
sugerujg jednak, ze po uszkodzeniach przegrody wykonanych w médzgu
miodych szczuréw, zachodzi w hipokampie wyrastanie bocznych wypu-
stek z elementdw cholinergicznych nie pochodzacych z przegrody.

Zwiekszenie sie aktywnosci esterazy acetylocholinowej i acetylotrans-
ferazy cholinowej w hipokampie obserwowano réwniez po jednostron-
nych uszkodzeniach przegrody (249) zar6wno po stronie uszkodzonej jak
i kontralateralnej. Nie wykluczone, ze w przypadku kontralateralnych
wzrostéw aktywnosci enzymow odgrywajg role cholinergiczne neurony,
wystepujace w linii $rodkowej przegrody (ang. intraseptal neurons), kt6-
rych obecno$é wykryto ostatnio (281). Tym niemniej réwniez i zjawi-
sko kontralateralnych wzrostow aktywnos$ci enzymatycznej przypisuje sie
zjawisku reinerwacji (249) Wydaje sie zatem, ze boczne wypustki z cho-
linergicznych aksonow z przegrody, wyrastajg tu na miejsce zdegenero-
wanych, niecholinergicznych zakonczen nerwowych kontralateralnych
drég biegnacych przez przegrode do hipokampa (90, 93, 282, 283). Po jed-
nostronnym uszkodzeniu strzepka, ktére jednocze$nie powodowato de-
generacje projekcji spoidtowej do przeciwlegtego hipokampa, nie obser-
wowano jednak podobnych efektow kontralateralnych w obrebie uktadu
cholinergicznego (191). Jednakze i w wielu innych przypadkach (por. 28),
gdy niszczono wid6kna spoidtlowe hipokampa nie zachodzito zjawisko
reinerwacji.

VI1-3. Hipotezy dotyczace czynnikéw regulujacych procesy odnowy w mézgu

Bardzo waznym lecz trudnym do odpowiedzi jest pytanie, dlaczego
procesy odnowy zachodzg w os$rodkowym uktadzie nerwowym tylko
W ograniczonym stopniu, w poréwnaniu z obwodowym uktadem ner-
wowym. Zaproponowano szereg hipotez. By¢ moze tworzace sie w trakcie
uszkodzenia blizny glejowe hamujg wzrost wiékien nerwowych (27, 28).
Po podaniu bowiem hyaluronidazy czy trypsyny, ktore usuwaly blizny,
wzrost widkien nerwowych zachodzit intensywniej (259, 284). Po uszko-
dzeniach chemicznych —tj. po selektywnym zniszczeniu neuronow za-
wierajacych okreslony neuromediator, blizny glejowe nie tworzyly sie
i proces regeneracyjny zachodzit szybciej niz po zniszczeniu mechanicz-
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nym czy elektrolitycznym (27). Nie tylko blizny glejowe jednak, ale
i degenerujace widkna moga stanowi¢ bariere trudng do pokonania
przez widkna regenerujace (28). Intensywnos$¢ procesu odnowy w znacz-
nym stopniu zalezy od stosunku witdkien rosngcych do widkien degene-
rujacych w wyniku uszkodzenia (28).

Nie wiadomo dotad jaki czynnik inicjuje czy wyzwala procesy od-
nowy w osrodkowym uktadzie nerwowym. Wedtug niektérych autorow
(27, 240) bodzcem do wyrastania bocznych wypustek nerwowych jest
samo zwolnienie miejsca uprzednio zajmowanego przez inne, nastepnie
zdegenerowane, zakonczenia nerwowe. Mozliwe, ze zachodzi tez wspot-
zawodnictwo réznych systemoéw aferentnych o dostepne miejsca (285),
co moze tlumaczy¢ zachodzenie procesu odnowy tylko w niektérych
aferentach.

Innym proponowanym mechanizmem inicjacji proceséw odnowy,
w szczegélnosci kolateralnego wyrastania wypustek nerwowych, jest
(esuniecie substancji, ktére normalnie wydzielajg nieuszkodzone widkna
(28, 259). Inni z kolei sadza, ze degenerujace aksony wydzielajg jakas
troficzng substancje, ktora inicjuje procesy regeneracyjne (28, 227, 286).
By¢é moze, iz substancje te moga mie¢ takie dziatanie jak NGF —
(Nerve Growth Factor)— biatko stymulujgce wzrost wypustek nerwom
wych (287, 288). NGF wstrzykniety dokomorowo w momencie transplant
tacji obwodowej tkanki w obreb mézgu (268, 289—291) powoduje zwigk-
szenie regeneracji witokien adrenergicznych do transplantatu. Sadzi sie,
ze substancje neurotroficzne, pobudzajace proces reinerwacji moga by¢
wydzielane przez pojawiajaca sie bezposrednio przed rozpoczeciem tego
procesu populacje pewnych komorek glejowych (28, 260). Uwaza sie tez
(292, 293), ze proces wyrastania bocznych wypustek nerwowych moze
by¢ odbiciem proceséw zachodzacych w rozwijajagcym sie mdzgu. Hipo-
teza ta wydaje sie jednak (28) mato prawdopodobna, gdyz zbyt wiele
czynnikéw rézni obie te sytuacje. Nie wiadomo dotad dlaczego wszyst-
kie procesy odnowy zachodza znacznie tatwiej i szybciej w mézgu orga-
nizméw miodych w poréwnaniu z organizmami dojrzatymi. Nie poznano
rowniez dotychczas mechanizmu procesu tzw. rozpoznawania (ang. recog-
nition) (257), odpowiedzialnego za powstawanie wiasciwych polgczen
synaptycznych zaréwno w rozwoju jak i po uszkodzeniach. Niejasne jest
takze, czy procesy odnowy po uszkodzeniach prowadzg zawsze do powsta-
nia statych, funkcjonalnych synaps (28, 256, 258, 294).

W kontekscie hipotez o regulacji proceséw odnowy w moézgu po uszko-
dzeniach, warto wspomnie¢ o interesujacych sugestiach (293, 295), we-
dtug ktérych procesy degeneracji i reinerwacji zachodzag w moézgu w ciggu
catego zycia i dzieki nim obserwuje sie miedzy innymi zdolnoSci adapta-
cyjne i zdolnos¢ do uczenia sie. W takim ujeciu, uszkodzenia médzgu by-
tyby niejako czynnikiem potegujgcym proces normalnie zachodzacy w 0s-
rodkowym uktadzie nerwowym.
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VII. Uwagi koncowe

Rozpatrywane zmiany w obrebie uktadu cholinergicznego hipokampa
sq przyktadem zmian jakim moga podlegaé uktady neurotransmiterowe
po uszkodzeniach mézgu. Nieodtacznie sprzezone sg tu dwa aspekty: ana-
tomiczny i biochemiczny.

Uktad cholinergiczny hipokampa zalezy S$cisle od ciggtosci potaczen
hipokampa z przegroda. Miejsce, wielko$¢ uszkodzenia przegrody, stopien
zniszczenia drég nerwowych dochodzacych do hipokampa, a takze czas
po uszkodzeniu majg zasadnicze znaczenie dla wystepowania i cha-
rakteru zmian skiladnikdw uktadu cholinergicznego hipokampa. Nale-
zy tez podkres$li¢, ze system cholinergiczny hipokampa jest tylko jed-
nym z ukiadédw neurotransmiterowych wystepujacych w tej struktu-
rze. Obserwowane po uszkodzeniach mézgu zaburzenia w ilosci i meta-
bolizmie sktadnikéw cholinergicznych moga by¢ przeto wypadkowa bez-
posrednich zmian w obrebie uktadu cholinergicznego i jego interakcji
z innymi uktadami neurotransmiterowymi hipokampa. Nalezy tez pamie-
ta¢, ze hipokamp jest jednym z ogniw w catym ukladzie cholinergicz-
nym moézgu. R6znorodne zmiany w neuronach hipokampa, powstate na
skutek zmian w cholinergicznych zakonczeniach nerwowych tej struk-
tury po uszkodzeniach moézgu, odbijajg sie niewatpliwie na aktywnosci
elektrycznej neurondéw innych struktur cholinergicznych mézgu unerwia-
nych przez hipokamp. Poznanie catoksztattu wyzej wymienionych pro-
ces6w jest niezwykle istotne dla zrozumienia mechanizméw zmian beha-
wioralnych po uszkodzeniach systemu struktur przegroda-hipokamp.

Problemem, ktdry zastuguje na specjalna uwage jest opisana zdolnosé
do odnowy w obrebie uktadu cholinergicznego hipokampa po niektérych
uszkodzeniach moézgu. Dzieki modelowemu dla tego rodzaju badan cha-
rakterowi budowy hipokampa, uzyskano dane, ktore jednoznacznie wska-
zuja na wystepowanie zjawiska plastycznosci zakonczen nerwowych moéz-
gu, co jeszcze do niedawna kwestionowano. Plastycznos¢ ta moze miec
zwigzek z czesto notowanymi przejawami kompensacji pewnych objawdéw
behawioralnych zaburzonych wskutek uszkodzen mézgu (229, 230, 296—
298). Poznanie mechanizméw kompensacyjnych a zwiaszcza mechaniz-
moéw dziatania réznych S$rodkdéw farmakologicznych, przy$pieszajacych
procesy odnowy w mdzgu moze mie¢ wazne znaczenie terapeutyczne.

Artykut otrzymano 20.2.1977, po rewizji autorskiej przyjeto 30.5.1977.
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