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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajgce
waskie tematy, oraz artykuty przegladowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny w spos6b syntetyczny omawiac
wybrany temat na podstawie mozliwie petnego pismiennictwa z kilku ostatnich lat,
a artykuty drugiego typu na podstawie piSmiennictwa z ostatnich dwu lat. Objetos$¢
takich artykutdw nie powinna przekracza¢ 25 stron maszynopisu (nie liczac ilustracji
i piSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minireviews, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowan autora, opracowane na podstawie najnow-
szego piSmiennictwa, wystarczajagcego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwartalnik
publikuje krétkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujgce o nowych, interesujgcych
osiggnieciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przyblizajace historie badan
w zakresie roznych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
réwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowana
w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadaja za prawidtowos$¢ i Scistos¢ podanych informacji. Autorow
obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
btedéw drukarskich) ponosza autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujacych
stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamoéwienia na
dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po korekcie
autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastgpujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy nadsyta¢ w dwu egzem-
plarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwdéjng interlinig, z marginesem
ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze zawiera¢ wiecej niz 60 znakéw
w jednym wierszu nie wigcej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Normg Polska.

Uktad maszynopisu: strona okiadkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto-
ra(6w), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych pracujg autorzy, adres
pocztowy, na ktéry autorzy zycza sobie otrzymywac korespondencje, adres prywatny, telefon
miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim i angielskim), oraz—w prawym dolnym
rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrot tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw
drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w pelnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angielskim, tytut nau-
kowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrétéw stosowanych w pracy.

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

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowaé¢ rzeczowo winny o przedstawianych tresciach. Rzeczowy spis tresci publi-
kujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdzialy numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz-
dzialy odpowiednig rzymska i arabska (np. 1-1). Tytutéw podrozdziatéw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowaé. W tekscie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkreélen ani rozstrze-
lonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy
zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w teks$cie liter
alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otowkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W teks$cie nie nalezy umieszczaé
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz i zazna-
czyé: Tabela 1, Ryc. 1, Wzor | itp. Numeracje wzoru w tekscie nalezy podawa¢ po nazwie
zwigzku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrdcenie szczegdlnej uwagi na poprawno$¢ jezykowa tekstu
a takze na Scistos$¢ i jasnos¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skrétéw, nawet jes$li niektére z nich bywajg uzywane
w pracach obcojezycznych.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrocenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wplywa-
jacych na tres¢ pracy.
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Profesor dr Antoni DmochowskKi
1896—1983

Tworca pierwszej w Polsce
uniwersyteckiej katedry biochemii
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Antoni Dmochowski urodzit sie 6 grudnia 1896 roku we wsi Samow
(pow. Lukow, woj. lubelskie). Po ukonczeniu Gimnazjum Filologicznego
im. E. Konopczynskiego w Warszawie, w listopadzie 1915 roku wstapit na
Wydziat Filozoficzny Uniwersytetu Warszawskiego. Okres zdobywania
wiedzy przerwat na prawie dwa lata biorgc udziat w walkach o niepod-
legto$¢ Polski. Powrdcit na Uniwersytet Warszawski jako inwalida wo-
jenny.

Przypadkowe wystuchanie wyktadu prof. Jakuba Parnasa z chemii fi-
zjologicznej przesadzito o kierunku dalszych studiow Antoniego Dmocho-
wskiego, ktéry zamierzat poswieci¢ sie matematyce. Jeszcze jako student
zostat asystentem prof. Stanistawa Badzynskiego, kierujgcego wowczas Ka-
tedrg Chemii Fizjologicznej na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu, gdzie
wykonat prace doktorskg pod tytutem: ,O produktach trawienia oksy-
hemoglobiny krwi za pomocag pepsyny”. Dyplom doktora filozofii w za-
kresie chemii oraz fizjologii zwierzat otrzymat Antoni Dmochowski w Uni-
wersytecie Warszawskim w 1924 roku. W tymze roku w czasopi$mie Pol-
skiego Towarzystwa Przyrodnikéw im. Kopernika ukazata sie jego pierw-
sza publikacja naukowa: ,Badania nad hematyna trawienna”.

Po Smierci prof. Badzynskiego w 1927 roku Katedre Chemii Fizjologicz-
nej Uniwersytetu objat prof. Stanistaw Przytecki — jeden z pionierdw
w chemii biokoloidow. W jego katedrze dr Antoni Dmochowski rozpoczat
jako pierwszy w Polsce badania budowy i roli kwaséw nukleinowych w ko-
markach i tkankach organizméw. Réwnoczes$nie, we wspétpracy z profe-
sorem fizjologii zwierzat Kazimierzem Biatoszewiczem, zajat sie zagadnie-
niem rezerw biatkowych u zwierzat stato- i zmiennocieplnych badajac
zmiany stosunku jadro — cytoplazma w komdrkach organizmow gtodzo-
nych. W ramach prac nad purynami miesni wykryt On — niemal réwno-
cze$nie z prof. Embdenem (1927) i prof. Parnasem (1928) — nieznany do-
tychczas kwas adenylowy miesniowy (adenozyno-5’-fosforan), rézny od
znanego juz kwasu adenylowego drozdzowego (adenozyno-3’-fosforan). Za
badania te uzyskat | nagrode Zwiazku Asystentéw Polskich.

Jako stypendysta Funduszu Kultury Narodowej dr Antoni Dmochow-
ski odbyt studia uzupetniajgce w Austrii (1925), Szwajcarii (1930) i w USA
(1931). Podczas stazu u prof. Levine’a w Instytucie Rockefellera w Nowym
Jorku opracowat pierwszg skuteczng metode izolowania 3’-fosforybozy
z kwasu guanylowego drozdzowego, co odegrato zasadniczg role przy wy-
jasnieniu miejsca przytaczania kwasu fosforowego w nukleotydach. Pra-
ca ,,O purynach mie$ni” stata sie podstawa przeprowadzonej w 1932 roku
na Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym Uniwersytetu Warszawskiego
habilitacji z zakresu chemii fizjologicznej. W 1935 roku ogtosit On wy-
czerpujaca monografie ,,O0 wspdiczesnym stanie chemii i fizjologii kwaséw
nukleinowych” omawiajgc w niej osiggniecia z lat 1931—1935. Byta to
czwarta w owczesnej literaturze $wiatowej monografia nt. kwaséw nuklei-
nowych, po wczesniejszych opracowaniach Jonesa (1921), Fuelgena (1923)
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oraz Levine’a i Bassa (1931). Przez wiele nastepnych lat monografia Anto-
niego Dmochowskiego stanowita dla czytelnika polskiego jedyne i funda-
mentalne zrodto wiedzy w zakresie kwaséw nukleinowych.

Z todzig profesor Dmochowski zwigzat sie juz przed wojng. Jako do-
cent Uniwersytetu Warszawskiego podjat wyktady z chemii fizjologicznej
w tédzkim Oddziale Wolnej Wszechnicy Polskiej, uczelni bardzo postepo-
wej i 0 wysokim poziomie naukowym. W 1934 roku zostat kierownikiem
Zaktadu Chemii Fizjologicznej z siedzibg w Warszawie i filig w £odzi. Obu
Zaktadom profesor Dmochowski stuzyt swa wiedzg i zapatem badawczym.
W 1937 roku zostat mianowany profesorem nadzwyczajnym chemii fizjo-
logicznej i kierownikiem Katedry i Zaktadu Chemii Fizjologicznej Wolnej
Wszechnicy Polskiej. Byta to pierwsza w Polsce Katedra Chemii Fizjolo-
gicznej poza wydziatami medycznymi. W latach 1942—1944 profesor Dmo-
chowski brat zywy udziat w tajnym nauczaniu w Warszawie, wyktadajac
chemie fizjologiczng na Wydziale Lekarskim i Farmaceutycznym Uniwer-
sytetu Warszawskiego oraz na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Poznan-
skiego.

W marcu 1945 r. Ministerstwo O$wiaty zaproponowato profesorowi
Dmochowskiemu przeniesienie do todzi, gdzie rozpoczeto witasnie orga-
nizowanie Uniwersytetu tddzkiego. Wkréotce stat sie On wspditwdrey
i wspoétorganizatorem tej uczelni. Dzieki Jego staraniom z dniem 1 wrzes-
nia 1945 r. zostata utworzona w Uniwersytecie £édzkim pierwsza uniwer-
sytecka Katedra Biochemii na Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym,
ktorej byt On organizatorem i wieloletnim kierownikiem (do 30 wrzes$nia
1967 r.). Bedac profesorem nadzwyczajnym na Wydziale Matematyczno-
Przyrodniczym, petnit jednoczes$nie funkcje zastepcy profesora chemii fi-
zjologicznej na Wydziale Lekarskim i Stomatologicznym, ktére do 31 gru-
dnia 1949 roku wchodzity w skiad Uniwersytetu tédzkiego. Kierujgc Ka-
tedrag Chemii Fizjologicznej oraz Zaktadem Chemii Ogdlnej w latach 1946—
1949 odegrat On wazng role w zorganizowaniu studiéw biochemicznych
dla studentéw medycyny, stomatologii i farmacji. On tez stat sie gtéwnym
organizatorem Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu to6dzkiego,
ktdory powstat w 1951 roku w wyniku podzielenia Wydziatu Matematycz-
no-Przyrodniczego na Wydziat Matematyki, Fizyki i Chemii oraz na Wy-
dziat obejmujgcy zaktady biologiczne i geograficzne. Byt pierwszym i wie-
loletnim dziekanem nowego Wydziatu (1951—1958) oraz tworcg specjali-
zacji biochemicznej.

W okresie powojennym profesor Antoni Dmochowski potozyt olbrzy-
mie zastugi w ksztatceniu nowej biochemicznej kadry w Polsce. Wy-
ksztatcit wielu doktorow i prawie 200 magistrow. Sposrod Jego ucznidw
ponad dziesie¢ osob uzyskato juz tytuty profesorskie. Swoje zainteresowa-
nia i doswiadczenie w badaniach kwaséw nukleinowych, nukleotydéw ade-
ninowych i hemoglobiny profesor Dmochowski przeszczepit na teren t6dz-
kiego Srodowiska biochemicznego, gdzie sg one kontynuowane i pogle-
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biane do dzi$ przez Jego ucznidw. Profesor byt zwolennikiem idei wielo-
kierunkowego ksztatcenia i wychowywania biochemikéw. Zainicjowat On
wiec w o$rodku t6dzkim nie tylko badania kwaséw nukleinowych i nukle-
oprotein w tkankach zdrowych, lecz i patologicznych. Drugim nurtem Jego
zainteresowan staty sie kwasne mukopolisacharydy, zwtaszcza w Scianach
tetnic ludzkich w miare starzenia sie i miazdzycy. We wspotpracy z pro-
fesorem Emilem tozg rozwingt On w Katedrze Biochemii Uniwersytetu
tddzkiego dalsze kierunki badawcze, a mianowicie badania wptywu soli
jodowych na dziatanie penicyliny, zagadnienie zwigzkéw fosforowych fi-
brynogenu i witdknika krwi, biochemie tuszczycy i goséca przewleklego
postepujacego, a takze biochemie miedzioprotein. Wspélnie z prof. Wactawa
Maciejewskg-Potapczyk podjat tez badania wptywu kinetyny na metabo-
lizm roslin. Z wymienionych dziedzin ogtosit On samodzielnie lub zespo-
towo 59 rozpraw naukowych, a catkowity dorobek publikacyjny kierowa-
nej przez Niego w latach 1945—1967 Katedry Biochemii Uniwerstytetu
tédzkiego liczyt w sumie 232 pozycje.

Profesor Antoni Dmochowski odszedt na emeryture w 1967 roku. Za
zastugi na polu naukowym i dydaktycznym otrzymat On liczne nagrody
i odznaczenia, m.in. Ztoty Krzyz Zastugi (1954), Krzyz Kawalerski Orderu
Odrodzenia Polski (1958), Krzy Oficerski Orderu Odrodzenia Polski (1959),
nagrode indywidualng | stopnia Ministra Szkolnictwa Wyzszego za o0siag-
niecia dydaktyczno-wychowawcze (1963), nagrode naukowg m. +todzi
(1966). W 1979 roku Uniwersytet to6dzki nadat Profesorowi Antoniemu
Dmochowskiemu najwyzsza godno$s¢é — doktora Honoris Causa w zakresie
nauk przyrodniczych.

Profesor Dmochowski byt cztonkiem zwyczajnym to6dzkiego Towarzys-
twa Naukowego, wspétorganizatorem i wieloletnim cztonkiem Polskiego
Towarzystwa Fizjologicznego i jednym z cztonkdw zatozycieli Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego oraz pierwszym, wieloletnim przewodniczg-
cym Oddziatu tego Towarzystwa w todzi. W uznaniu osiggnie¢ naukowych
i zastug na polu zycia naukowego w todzi i ksztatcenia miodziezy w za-
kresie biochemii Polskie Towarzystwo Biochemiczne nadato Profesorowi
Dmochowskiemu w 1971 roku godnos$¢ swego Cztonka Honorowego.

Profesor Antoni Dmochowski zmart w £odzi 23 grudnia 1983 roku. Po-
zegnaliSmy Go w Laskach pod Warszawg w dniu 27 grudnia. Odszedt od
nas zarliwy naukowiec zadziwiajgcy zywoscig intelektu i niezwykiym
uwrazliwieniem na wszystko, co nowe w nauce w ogéle, a w biochemii
w szczegoOlnosci, jednoczesnie za$ czujny zwierzchnik, dbaty o rozwdéj nau-
kowy kazdego ze wspotpracownikoéw, zawsze chetny i gotowy do krytycz-
nych dyskusji i podsumowania cennych sugestii.

Jego najwyzszym umitowaniem byta czytelnia czasopism biezgcych i w
ogéle literatura naukowa. Czytat do pdznych godzin w Zaktadzie Ilub
w Bibliotece Uniwersyteckiej. Z rozrzewnieniem wspominamy, jak to
Profesor, nie zastawszy o godzinie 21 petnego kompletu swych wspoétpra-
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cownikow w Zaktadzie wyrazatl zdziwienie: ,Co to? Wszyscy juz wy-
szli?”,

Jego pytania na zebraniach naukowych, kolokwiach habilitacyjnych,
egzaminach doktorskich, czy nawet magisterskich — zawsze dotyczyty
ostatnich danych z pieSmiennictwa, co zmuszato prelegentéw i egzamino-
wanych do biezgcego $Sledzenia literatury. Zdarzato sie i tak: Gdy Pro-
fesor pytat kogo$ np. w czerwcu, czy zna ostatnig prace na dany temat
wydrukowang w ,Nature”, to na odpowiedz ,,owszem, znam takg prace
z kwietnia”, padato stwierdzenie: ,,Ale mnie chodzi o te z czerwca”.

Byt cztowiekiem olbrzymiej wiedzy, nie tylko z dziedziny biochemii,
obdarzonym niezwykiym krytycyzmem, a jednocze$nie fantazjg naukowa,
znakomitym popularyzatorem najnowszych osiaggnie¢ w biologii i chemii.
Wielka szkoda, ze swoich mys$li nie przelewat na papier. Podobno miat
awersje do pisania. Mawial nieraz, ze ucieka Mu mysl, gdy tylko wezmie
piéro do reki. Zapewne urodzit sie za wczeSnie. Okres Jego najwyzszej
twdrczosci winien byt przypasé na dobe magnetofonéw. Zatujemy ogrom-
nie, ze Jego wykitady nie zostalty zarejestrowane. Byly one wielkim prze-
zyciem dla stuchaczy. Sa wsrdéd nas i tacy, dla ktérych wystuchanie tylko
jednego wyktadu Profesora Antoniego Dmochowskiego stato sie wielka
przygodg — wytyczeniem kierunku zainteresowan i drogi zyciowe;j.

Uczniowie






MINI-REVIEW

HANS RUDOLF BOSSHARD *

Funkcja cytochromu c¢— wzorzec molekularnego rozpoznawania

The Function of Cytochrome ¢, a Paradigm for Chemical Recognition

Wspotczesna wiedza o cytochromach ¢ dysponuje juz znajomoscig sek-
wencji aminokwasow ponad stu tych ewolucyjnie konserwatywnych biatek
i znajomos$cig budowy krystalicznej niektérych spos$réd nich. Mimo to,
zrozumienie zaleznosci miedzy strukturg a funkcjg cytochromu c pozo-
stawato do niedawna fragmentaryczne i niezadawalajgce. Obecnie jednak
wytania sie ogdlny i zadziwiajgco prosty obraz oddziatywania tego biatka
z jego fizjologicznymi partnerami i funkcjonowania odpowiednich kom-
plekséw transportu elektron6w. Zaproponowany model zaklada istnienie
wigzan elektrostatycznych pomiedzy resztami lizyny czasteczki cytochro-
mu ¢ a resztami kwaséw asparaginowego i glutaminowego jego fizjologicz-
nych partnerow.

Po ponownym odkryciu cytochroméw przez Keil ina w 1925 roku,
rozpuszczalny w wodzie lecz wigzacy sie z wewnetrzng btong mitochon-
drialng cytochrom c stat sie jednym z najintensywniej badanych biatek.
Byt on trzecim z kolei biatkiem, ktérego sekwencja aminokwaséw zostata
ustalona. Obecnie znamy jg juz w cytochromie ¢ z ponad stu réznych
eukariontow i prokariontéw. Rozporzadzamy rowniez wyczerpujacymi da-
nymi rentgenograficznymi o budowie krystalicznej wielu cytochromow c,
w tym rowniez cytochromoéw c niektérych prokariontéw, strukturalnie
zblizonych do cytochromu c eukariontow.

W potowie lat siedemdziesigtych mnogos$¢ informacji na temat cyto-
chromu ¢ wysuneta go na czoto biatek ,,podrecznikowych”. Niemniej na-
dal niezrozumiata pozostawata sprawa molekularnego mechanizmu jego
dziatania (Rye. 1). Przed okoto oSmiu laty szereg badaczy podjeto, przy po-
mocy réznych podejs¢ eksperymentalnych, badania rejondéw czasteczki
cytochromu c czynnych w procesie przenoszenia elektronéw. Jedna z metod
polegata na modyfikowaniu cytochromu ¢ w r6znych miejscach jego czga-
steczki. Mozna byto oczekiwaé, ze niektére z tych zmienionych cytochro-

*> Department of Biochemistry, University of Zirich, CH-8057 Zirich
Ttumaczyt Lech Wojtczak, prof, dr Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. Nenckiego, PAN, Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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moéw c bedg wykazywac¢ zmieniong reaktywnos$¢, podczas gdy inne, w kto-
rych modyfikacja dotknie miejsca czgsteczki dalekie od rejonu interakcji,
beda oddziatywa¢ w sposéb nie zmieniony.
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Ryc. 1. Pozycja cytochromu c w mitochondrialnym #tancuchu oddechowym. Cyto-
chrom c posredniczy w transporcie elektronéw miedzy kompleksem Il (oksydoreduk-
taza ubichinol-cytochrom c) a kompleksem 1V (oksydoreduktaza cytochrom c — tlen).
Zaréwno kompleks 111 jak i IV oddziatywujg z t3 sama domeng na powierzchni cy-
tochromu c.

Przygotowanie i oczyszczenie tych zwigzkow wymagato znacznego tru-
du. Na przyktad, rozdzielenie mieszaniny samych tylko pochodnych cyto-
chromu c podstawionych w jednej reszcie lizyny nie bylo tatwe, gdyz
zwigzki te sg po prostu chemicznymi izomerami. Trzeba za$ pamietaé, ze
pochodnych tych jest w sumie 19, a reszty lizyny rozmieszczone sg na ca-
tej powierzchni czasteczki. Pracownia drE. Margoliasha postuzyta
sie w tym celu 4-karboksy-2,5-dinitrofenolem (CDNP). Zwigzek ten ma te
zalete, ze wigzac sie z resztg lizyny powoduje zmiane dwoch tadunkow
elektrycznych powstatych pochodnych cytochromu c, co pozwala na ich
lepsze rozdzielenie za pomocg chromatografii. W rezultacie, starannie prze-
prowadzona chromatografia mieszaniny reakcyjnej na wymieniaczach ka-
tionowych doprowadzita do uzyskania 12 r6znych CDNP-cytochromow c
w stanie czystoSci przekraczajacym 99°/o.

Badajac nastepnie przenoszenie elektronow miedzy tak zmodyfikowa-
nymi cytochromami ¢ a ich réznymi biatkowymi partnerami, stwierdzano
niezmiennie, ze niezaleznie od chemicznego charakteru modyfikacji pod-
stawienie pewnych reszt lizynowych powodowato znaczne zahamowanie
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transportu elektrondw, podczas gdy podstawienie innych reszt lizyny miato
wplyw znacznie mniejszy, lub nawet pozostawato bez wptywu. Lista stoso-
wanych tu partneréw reakcji obejmowata uktady oksydoredukcyjne btony
mitochondrialnej, takie jak oksydaza cytochromowa w réznych jej for-
mach, reduktaza ubichinol-cytochrom ¢, reduktaza bursztynian-cyto-
chrom c i oczyszczony cytochrom Ci. Badano rowniez biatka, ktdre normal-
nie wystepuja w formie rozpuszczonej w mitochondrialnej przestrzeni mie-
dzybtonowej, jak peroksydaza cytochromu c z drozdzy, oksydaza siarczyno-
wa z watroby szczura i cytochrom b5 a takze biatka, z ktérymi cyto-
chrom c nie kontaktuje sie w warunkach fizjologicznych, jak azuryna
i piastocyjanina.

Jeszcze bardziej przekonywajace sa wyniki naszej pracowni, wykazuja-
ce, ze te same reszty lizyny zaangazowane sg w reakcje cytochromu c z
oksydazg cytochromowa, reduktazg cytochromu, oczyszczonym cytochro-
mem ( i peroksydazg cytochromu c¢ (Ryc. 2). Nasze podejscie ekspery-
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Ryc. 2. Réznicowe modyfikowanie chemiczne reszt lizyny cytochromu c. Wysoko$¢
kazdego stupka obrazuje reaktywno$¢ odpowiedniej reszty lizyny wolnego cytochro-
mu c podzielong przez reaktywno$¢ tej samej reszty lizynowej cytochromu c pota-
czonego w kompleksie z oksydazg cytochromowga (stupki puste) lub z reduktazg ubi-

chinol-cytochrom c¢ (stupki zakreskowane). Wedtug Riedera i Bossharda
(1980).

mentalne polegato na réznicowym chemicznym modyfikowaniu reszt lizy-
nowych, przy czym poréwnywano reaktywnos$é chemiczng kazdej reszty
lizynowej cytochromu ¢ swobodnie rozpuszczonego i cytochromu c zwigza-
nego kompleksowo z odpowiednim partnerem oksydoredukcyjnym. Wiel-
kos¢ powierzchni zaangazowanej w taka interakcje oceniano na podstawie
stopnia ostaniania poszczegélnych reszt lizynowych, o czym S$wiadczyta
zmiana ich reaktywnosci. Podejscie nasze jest szczeg6lnie zachecajgce z po-
wodu jego prostoty i bezposSrednioSci w poréwnaniu z ogromng pracg nie-
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zbedng dla otrzymania czystych pojedyiAczo podstawionych pochodnych
cytochromu c wedtug metody wczesniej opisanej.

WykazaliSmy w ten sposob przekonywajgco i po raz pierwszy, ze
w czasteczce cytochromu c jest tylko jedna domena interakcji. Reszty li-
zynowe, ktore sie w tej domenie znajdujg (lizyny w pozycjach 8, 13, 27, 86
i 87), wyznaczaja na powierzchni czasteczki strefe zawierajacg réwniez in-
ne reszty aminokwasowe, zaréwno hydrofilowe jak i hydrofobowe, o ma-
tej zmiennos$ci ewolucyjnej, takie jak izoleucyna 81, alanina 82, glutaminy
12 i 16 oraz asparagina 70 (Ryc. 3 i 4). Godne uwagi jest to, ze w skiad
tej domeny wchodzi réwniez wieksza czes$¢, a by¢ moze catos¢, dostepnej
dla rozpuszczalnika krawedzi polarnej hemowej grupy prostetycznej na

Acetyl-Gly-Asp-Val-Gru-Lys-Gly-Lys-Lys-lle-Phe-Val-GlIn-Lys-Cys-Aia-GIn-Cys-His-Thr-Val-Glu-Lys-Gly-Gly-Lys-
“ 10 “ — HEM------ 1 20
His-Lys-Thr-Gly-Pro-Asn-Leu-His-Gly-Leu-Phe-Gly-Arg-Lys-Thr-Gly-GIn-Ala-Pro-Gly-Phe-Thr-Tyr-
30 40
Thr-Asp-Ala-Asn-Lys-Asn-Lys-Gly-lle-Thr-Trp-Lys-Glu-Glu-Thr-Leu-Met-Glu-Tyr-Leu-Glu-Asn-Pro-
50 60 70
Lys- Lys-Tyr-lle-Pro-Gly-Thr-Lys-Met-lle-Phe-Ala-Gly-lle-Lys-Lys-Lys-Thr-Glu-Arg-Glu-Asp-Leu-lle-
80 90
Ala-Tyr-Leu-Lys-Lys-Ala-Thr-Asn -Glu COOH
100 104

Ryc. 3. Sekwencja aminokwaséw w czasteczce cytochromu c z serca konia. Pod-
kreslono te reszty lizyny, ktére biorg udziat w tworzeniu wigzan elektrostatycznych
z partnerami cytochromu c, czyli z biatkami enzymatycznymi, z ktérymi cytochrom
c wymienia elektrony.

Ryc. 4. Schematyczne przedstawienie domen czasteczki cytochromu c, oddziatywuja-
cych ze wszystkimi fizjologicznymi partnerami cytochromu c. Zakreskowany prosto-
kat obrazuje krawedZ reszty hemowej dostepnej dla rozpuszczalnika. Liczba okre-
géw wokoét kazdej reszty lizynowej jest proporcjonalna do procentu zahamowania
funkcji cytochromu c, gdy odpowiednia reszta ulegnie modyfikacji. Promienie tych
okregéw sg wielokrotno$cig arbitralnie przyjetej wartosci 25 nm. Liczby wskazujg
wzgledne pozycje atoméw wegla a odpowiednich reszt. Litera D wskazuje punkt,
w ktérym przecina powierzchnie czasteczki dodatni koniec osi dipolu natywnego cy-
tochromu c. Wedtug Koppenola i Margoliasha (1982).



[5] CYTOCHROM C 229

tak zwanej czotowej powierzchni czasteczki. Wskazuje to, ze wymiana
elektronu zachodzi prawdopodobnie na krawedzi hemu lub za poS$rednic-
twem jakiej$ struktury znajdujacej sie w poblizu, i ze fizjologiczna wy-
miana elektronu na innych cze$ciach powierzchni czasteczki biatkowej
jest mato prawdopodobna.

Jest szczegdlnie wazne, ze domena, w ktorej zachodzi proces przeka-
zywania elektron6w, okazata sie tg samg we wszystkich badanych ukta-
dach donator-akceptor. Oznacza to, ze czgsteczka cytochromu ¢ musi wy-
kazywaé znaczng ruchliwo$¢ w tafcuchu oddechowym podczas przenosze-
nia elektronéw z reduktazy na oksydaze. Nie jest bowiem mozliwe, aby
te tak duze kompleksy enzymatyczne jednoczes$nie zajmowaty ten sam re-
jon na powierzchni matej czasteczki cytochromu c.

Nastepnym waznym z punktu widzenia fizjologii cytochromu c¢ pro-
blemem byto okre$lenie natury i stopnia tej ruchliwosci. Mogtaby ona
ogranicza¢ sie tylko do rotacji czasteczki, gdyby cytochrom c¢ byt umiej-
scowiony we ,wnece”, w ktorej znajdowatoby sie rowniez miejsce dono-
rowe elektronu odpowiedniej reduktazy i miejsce akceptorowe oksydazy.
Jest to tak zwany model stanu ciata statego. Alternatywnie, cytochrom c¢
madgtby dyfundowaé miedzy oksydazg a reduktazg po powierzchni btony
(model dyfuzji dwuwymiarowej) lub oddysocjowywaé od btony po kazdym
przeniesieniu elektrondw (model dyfuzji trojwymiarowej). W naszych ba-
daniach sktaniamy sie ku modelowi bedgcemu potgczeniem tych dwoch
ostatnich, uwazajac, ze zar6wno wigzaniem cytochromu c z blong jak
i z miejscem transportu elektronéw rzadzi zasada prostej réwnowagi. Zgo-
dnie z tym, model dyfuzji dwuwymiarowej dotyczytby w szczegdlnosci
przeniesienia elektron6w miedzy dwoma miejscami na btonie, podczas gdy
model dyfuzji trojwymiarowej miatby zastosowanie w przypadku cyto-
chromu c¢ reagujagcego z enzymami rozpuszczonymi w mitochondrialnej
przestrzeni miedzybtonowej. ‘

Majac te informacje na temat reaktywnej domeny cytochromu c i me-
chanizmu jego oddziatywania, mozemy obecnie poszukiwaé komplemen-
tarnych miejsc oddziatywania w czasteczkach réznych partneréw cyto-
chromu c. Mozna oczekiwaé, ze miejsca takie powinny by¢ ujemnie na-
tadowane, aby neutralizowa¢ dodatni tadunek elektryczny cytochromu c,
i zawieraé centralnie potozony rejon hydrofobowy komplementarny wobec
centralnego rejonu hydrofobowego reaktywnej domeny cytochromu c.
I rzeczywiscie, poréwnujac przestrzenne struktury obu biatek stwierdzono
taka zgodno$¢ w obrebie domeny oksydazy cytochromowej zawierajgcej
cztery reszty kwasu asparaginowego, odpowiadajace resztom lizyn 13, 27,
72, 86 i 87 cytochromu c. Zgodno$¢ te potwierdzity czeSciowo badania me-
todg kowalencyjnego sieciowania (Ryc. 5).

Dalsze mapowanie domen interakcji pomiedzy biatkami i — og6lnie
bioragc — badanie zalezno$ci miedzy strukturg a funkcjg cytochromu c wy-
magaé bedzie zastosowania wymiany reszt aminokwasowych innych niz
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Ryc. 5. Hipotetyczna struktura kontaktu miedzy czgsteczkami cytochromu c (z lewej
strony) i peroksydazy cytochromu c (z prawej strony). Schemat uwidacznia wigzania'
jonowe miedzy resztami lizyny 13, 27, 72, 86 i 87 cytochromu c a resztami kwasu
asparaginowego 34, 37, 79 i 216 peroksydazy. Model ten skonstruowano w oparciu
0 znang z badan rentgenograficznych strukture peroksydazy i cytochromu c (Pou -
los i Kraut, 1980) i o wyniki chemicznej modyfikacji reszt lizyny i kwasu aspara-
ginowego (Bechtold i Bosshard, 1983).

te, ktore tatwo poddaja sie modyfikacji chemicznej, jak to ma miejsce
w przypadku badanych dotychczas reszt lizyny. Byé moze, osiggniemy to
na drodze rekombinacji DNA, stosujagc ukierunkowang mutageneze, aby
otrzymaé cytochromy ¢ majgce odpowiednio do naszych zamierzen ba-
dawczych zmieniong sekwencje aminokwaséw. Nie mozna jednak przy tym
zapominaé, ze ostatecznym celem jest wyjasnienie mechanizmu dziatania
1roli struktur w tym dziataniu zaangazowanych. Dlatego nie wystarczy
rozporzgdza¢ ogromng nawet gamg sztucznych mutantow cytochromu c,
jesli nie bedziemy w stanie dogiebnie badaé¢ skutkéw, jakie podstawienie
odpowiednich reszt wywiera¢ bedzie na funkcje otrzymanej struktury.
Gdy technologia mutagenezy stanie sie rutynowg metodg badawcza, przyj-
dzie nam jeszcze wrdci¢ na wydeptane, ale w dalszym ciggu nie w pekni
zrozumiane $ciezki wczesniejszych badan nad funkcjg cytochromow.
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I. Wprowadzenie

Oksydaza cytochromowa (EC.1.9.3.1) zajmuje unikalng pozycje w ukta-
dzie przenoszacym elektrony. Wystepuje ona asymetrycznie w wewnetrz-
nej btonie mitochondrionu i katalizuje przenoszenie elektronéw ze zredu-
kowanego cytochromu c na tlen molekularny (1). Wytworzona w tej re-
akcji energia elektrochemiczna jest wykorzystana do transportu jonow
lub do syntezy ATP (2). Zdolno$¢ enzymu do translokacji protonu (H+)
poprzez wewnetrzng btone mitochondrialng postuzyta do wprowadzenia
przez Wikstroma i wspdtpracownikéw (3) pojecia pompy protonowej
dziatajgcej na zasadzie sprzezenia z reakcjg oksydoredukcji. 90% tlenu
wykorzystywanego w procesach biologicznych jest zuzytkowane przy
wspo6tudziale oksydazy cytochromowej (4). Dlatego zrozumiate jest po-
wszechne wystepowanie tego enzymu. Nawet w tkankach kostnych i chrza-
stkach wykazano jego aktywnosé (5).

I1. Budowa i funkcja oksydazy cytochromowej

Budowa i funkcja oksydazy cytochromowej zostaty opisane w wielu
publikacjach, w tym takze w ,Postepach biochemii” (6). Enzym ten za-
wiera dwa hemy (a i ad i dwa atomy miedzi, CuAi CuB jako grupy pro-
stetyczne w kompleksie sktadajgcym sie od 7 do 9 réznych podjednostek
polipeptydowych (7). Ryc. 1. Cytochromy o i a3 zawierajg identyczne gru-
py hemowe, ale tylko a3reaguje z tlenem i inhibitorami (CO, CN-, HNJ.
Cytochrom a jest utleniany przez a3 natomiast cytochrom a3jest utlenia-
ny przez tlen molekularny (8). W warunkach aerobowych cytochrom a3
pozostaje catkowicie utleniony, podczas gdy cytochrom a wykazuje zmien-

Ryc. 1. Oksydaza cytochromowa zwiazana z wewnetrzng btong mitochondrialng
(wg 4). Cyfry rzymskie oznaczajg poszczegélne podjednostki enzymu, a cyfry arabskie
w nawiasach okre$laja mase czasteczkowag podjednostek w kilodaltonach. 1 (36),
11 (23), 111 (21), IV (17), V (12), VI (8), VII (4).
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ny zakres zredukowania od 0 do 20°/0 (9). Substratem oksydazy cytochro-
mowej jest cytochrom c. Cytochrom c¢ jest takze substratem innych
enzymoéw (10).

Oksydazy cytochromowe otrzymane z réznych gatunkow staty sie
przedmiotem licznych prac poréwnawczych (11, 12). Okazato sie, ze liczba
podjednostek peptydowych w tych enzymach jest zmienna. llo$¢ podjed-
nostek zalezy nie tylko od sposobu ich izolowania lecz takze od rodzaju
badanego materiatu (13, 14, 15). Ogo6lnie przyjmuje sie, ze oksydazy z pro-
kariontow, w odr6znieniu od enzymu z eukariontéw, charakteryzujg sie
mniejszg liczhg podjednostek (12, 16). Przyktadowo, oksydaza z Paracoccus
denitrificans sktada sie tylko z dwoch podjednostek, wykazujgc przy tym
petng sprawno$¢ katalityczng w przenoszeniu elektronow ze zredukowa-
nego cytochromu c na tlen molekularny. Fakty te nasunety pytanie, jaka
minimalna liczba podjednostek jest konieczna dla sprawnego dziatania en-
zymu (17). Stwierdzenie roznej liczby podjednostek w oksydazach cyto-
chromowych u réznych gatunkéw zapoczatkowato badania dotyczace roz-
mieszczenia hemoéw i atoméw miedzi w enzymie. Przyczynito sie to do
okreslenia zaleznosci miedzy strukturg i funkcjag enzymu (19, 20). Duze
znaczenie przypisuje sie niektdrym resztom aminokwasowym (lizyna, cys-
teina), ktore biorg udziat w tworzeniu kompleksu substrat — enzym (19,
20, 21).

Mimo licznych publikacji i stosowania r6znych metod badawczych me-
chanizm dziatania oksydazy cytochromowej nie jest w peini zrozumiaty
(1, 8, 20, 22). Obecnie znamy szereg czynnikéw, ktére regulujg aktywnos¢
oksydazy. W niniejszym artykule przedstawiono przede wszystkim te
z nich, ktére dotyczg oksydazy ssakdéw. Wiekszos$é badan dotyczacych kon-
troli aktywnosci zostata wykonana przy uzyciu enzymu izolowanego z mi-
tochondriéw. Jak wiadomo, oksydaza cytochromowa jest enzymem btono-
wym. Enzymy takie wykazujg pewne charakterystyczne witasciwosci wy-
nikajgce stad, ze znajdujg sie wewnatrz struktur lipoproteidowych lub na
granicy faz. Ogranicza to dostep substratow. Ponadto, lokalnie na powierz-
chni btony mogg wystepowa¢ nieco odmienne warunki fizykochemiczne
niz w pozostatym obszarze komarki (23). Dlatego na funkcje enzymow bto-
nowych moga wptywac: tadunek powierzchniowy bton, zmiany konfor-
macyjne nos$nikéw, ruch biatek i lipiddow btonowych oraz zmiany ptyn-
nosci bton, jak i potencjat transmembranowy (24). Totez coraz czesciej pro-
wadzone sa badania poréwnawcze wiasciwosci enzymoOw w postaci roz-
puszczonej, lub pod postacig liposomdéw i w formie zwigzanej z btona.

Analizujgc zachowanie sie oksydazy zwigzanej z btong mitochondrial-
ng i oksydazy izolowanej (rozpuszczalnej) Nich o1lls (25) stwierdzit, ze
niektdre z parametréw (Vmax, Km i inhibicja przez cyjanki i azydki) sa
takie same w przypadku obu badanych form. Stata tez jest liczba dwdch
miejsc wigzacych w kompleksie enzymatycznym cytochrom c (26). W prze-
ciwienstwie do tego znane sg réznice w zachowaniu sie réznych form oksy-

2 Postepy Biochemii 334
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dazy cytochromowej. Dotyczg one aktywnosci enzymu, wartosci pozornych
statych Km oznaczanych metodami spektrofotometryczng i polarograficz-
na (27), dostepnos$ci do miejsc wiazacych cytochrom c (26), jak tez obserwo-
wanych réznic w bezposredniej redukcji cytochromu a przez r6zne zwigzki
chemiczne (28).

Do gtéwnych mechanizmdw regulujacych szybkos¢ proceséw metabolicz-
nych nalezg: regulacja zawarto$ci i aktywnos$ci enzymu oraz kontrola trans-
portu réznych substancji przez btony do komérki. Stosowanie inhibitoréow
pozwala takze na badanie regulacji poszczego6lnych etapéw drég metabo-
licznych (29). W obecnosci inhibitora obserwuje sie nagromadzenie pos$red-
nikow wystepujacych przed miejscem dziatania inhibitora oraz brak meta-
bolitéw, ktdrych synteza zostata zahamowana.

I1l. Czynniki regulujgce aktywno$¢ enzymu
I11-1. Wplyw stezenia tlenu

Oksydaza cytochromowa katalizuje reakcje: 4 ¢c2++ Oz+ 4 H+->4 ci++

+ 2H2, gdzie przez c2+ i ¢3+ oznaczono zredukowany i utleniony cytoch-
rom c. Analizujac powyzsza reakcje nalezatoby rozpatrywac ja takze w od-
niesieniu do stezenia tlenu jako drugiego substratu (30). Jest to o tyle uza-
sadnione, ze oksydaza cytochromowg posiada dwa cytochromy, a i a3
z ktérych jeden reaguje z cytochromem c, a drugi z tlenem. Dotychczas
badano kinetyke reakcji cytochromu c z réznymi preparatami oksydazy
cytochromowej (zwigzanej z btong mitochondrialng i rozpuszczong). Nato-
miast prace z zakresu kinetyki reakcji enzymu z tlenem dotyczyty gtéw-
nie badan z nieuszkodzonymi mitochondriami. W pracach, w ktoérych uzyto
izolowanego enzymu, wptyw tlenu na kinetyke reakcji, przy stosowaniu
réznych stezen cytochromu c, byt z reguty pomijany. Dopiero Petersen

i wspdtpracownicy (30) okreslili wartos¢ Km dla reakcji oksydazy z tle-
nem jako réwng 0,95 mM a statg szybkosci (reakcja Il rzedu) dla reakcji
miedzy tlenem i oksydazg jako 9,5*107 M-1*s-1. Wczes$niej wyznaczone
warto$ci statej szybkosci byty nizsze, cho¢ tego samego rzedu (31, 32).
W badaniach Petersena i wspdipracownikéow (30) wartos¢ Km dla
cytochromu c jako substratu oksydazy wynosita 20 ixM. Tlen reaguje z je-
dnakowg szybkoscig z czeSciowo zredukowanym (a8+—a2+) jak i z catko-
wicie zredukowanym enzymem (33). Przy wysokim stezeniu tlenu formg
przewazajgcg w czesciowo zredukowanym enzymie jest forma a2+—a3B+,
podczas gdy przy niskim stezeniu tlenu przewaza forma a3+—a2+ (34). Re-
akcje redukcji tlenu poprzedza dyfuzja czasteczki tlenu do miejsca jego
wigzania w enzymie ze statg szybkosci 108 M-1*s-1 (35). Zdania s podzie-
lone, czy w warunkach aerobowych szybko$¢ ogolnej reakcji zalezy od
stezenia tlenu (por. 36 i 49).
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Przy wyjasnianiu mechanizmu reakcji miedzy tlenem a oksydazg cy-
tochromowg postuzono sie zatozeniem analogicznym jak przy wigzaniu CO
przez enzym (37). Miejscem aktywnym reakcji enzymu z tlenem jest cy-
tochrom a3i atom miedzi CuB (38). Tlen tworzy mostkowe potgczenie z cy-
tochromem a3 (Scislej z jego miedzig i zelazem) i jest redukowany w dwu-
stopniowej reakcji przenoszenia elektronéw tworzac stosunkowo trwate
potaczenie nadtlenkowe (Cu2+—O2-—a3). Potaczenie to podlega dalszej re-
dukcji z wytworzeniem wody. Ostatnio uwaza sie, ze aktywne centrum en-
zymu moze reagowaé z czasteczka Oz dopiero po przyjeciu dwoch elek-
tronéw, a dalsza redukcja odbywa sie w kolejnych dwdch jednoelektrono-
wych etapach (39, 40). Badania kinetyczne, zwilaszcza w niskich tempera-
turach, pozwolily ustali¢ tworzenie sie kilku posrednich form przejscio-
wych (41). Do zbilansowania kinetyki izolowanego uktadu: askorbinian —
cytochrom ¢ — oksydaza cytochromowa — tlen postuzono sie proponowa-
nym przez Minnaerta ,modelem IV” (42), w wersji rozszerzonej na-
stepnie przez Petersena i wspoipracownikéw (30). Przedstawiony
przez Petersena model pozwolit we wzglednie prosty sposéb wyjas-
ni¢ empiryczne réwnanie szybkosci, w odrdznieniu od innego modelu dys-
kutowanego w tej samej pracy zakladajgcego, ze cytochrom c wigze sie
z oksydazg jeszcze przed reakcjg enzymu z tlenem. Na podstawie badan
kinetycznych dla cytochromu c i tlenu, Petersen i wspdtpracowni-
cy (30) doszli do przekonania, ze mechanizm reakcji jest raczej prosty i nie
wymaga wspotdziatania obu substratéw.

Wiele tkanek i komorek sprawnie funkcjonuje przy catkiem niskim
stezeniu tlenu, rzedu kilku mikromoli. Dlatego nawet przy stosunko-
wo niskim p02reakcja oksydazy z tlenem przebiega szybko w czasie T12
wynoszacym 3 ms, przy czym cytochrom c nie jest wymagany dla tej re-
akcji (32). W nieuszkodzonych mitochondriach pozorna Kmdla tlenu jest
zalezna od energizacji btony. Pozorna Kmdla tlenu jest wyzsza w stanie 4
niz w stanie 3. Znajduje to odbicie w liczbie obrotéw enzymu, ktdra jest
wtedy wyzsza dla stanu 3.

111-2. Poziom réwnowaznikéw redukujacych

Zmiany aktywnos$ci oksydazy cytochromowej zalezg od poziomu réwno-
waznikéw redukcyjnych pochodzacych z cyklu Krebsa. Sprawno$¢ tego
cyklu jest jednym z czynnikdéw kontrolujgcych aktywno$¢ enzymu. Innym
zrédtem réwnowaznikéw redukcyjnych moga byé procesy oksydoreduk-
cyjne zachodzace w cytozolu. W tym przypadku réwnowazniki redukcyjne
sg transportowane z cytozolu do mitochondriow przy udziale uktadéw wa-
hadtowych (29). Elektrony z NAD i FAD zostajg skierowane na wspélny
akceptor, koenzym Q, a nastepnie na serie cytochromoéw, trafiajgc w koncu
na cytochrom c¢ bedacy substratem oksydazy cytochromowe;j.
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Procentowa redukcja cytochromu c determinuje liczbe obrotéw enzymu
w warunkach deenergizacji. In vivo stopieh redukcji cytochromu ¢ w ko-
morkach wynosi od 10 do 30% (43). W wiekszo$ci badanych przypadkéw
cytochrom c byt bardziej zredukowany w catych komérkach niz w izolo-
wanych mitochondriach. Kinetyka enzymatycznego utleniania zreduko-
wanego cytochromu c przebiega wedtug zatozen Michaelisa-Menten. Utwo-
rzony stechiometrycznie kompleks miedzy cytochromem c i enzymem wy-
kazuje stosunek molowy cytochromu c do hemu jak 1:1 (44). Kompleks cy-
tochromu c z oksydazg charakteryzuje sie mniejsza dostepnoscig do reduk-
cji askorbinianem (45). Po utworzeniu sie kompleksu redukcja utlenionego
cytochromu ¢ dwutionianem jest wielokrotnie wolniejsza niz to wyliczono
z reakcji dwutionianu z wolnym cytochromem c. Biorgc za punkt wyjscia
statg szybkosSci tej reakcji mozna uwazaé oksydaze za inhibitora reakcji
miedzy utlenionym cytochromem c i dwutionianem. Prawdopodobnie kom-
pleks o takich wtaSciwosciach jest identyczny z tzw. miejscem wigzania
0 wysokim powinowactwie zdefiniowanym na podstawie steady-state ki-
netyki cytochromu c (44).

Enzym przyjmuje réwnowazniki redukujgce w wyniku jednoelektro-
nowej oksydoredukcji cytochromu c. Pierwszy z rGwnowaznikéw redukuje
zelazo hemowe cytochromu a. Podczas rownomiernego przebiegu reakcji
w obecnosci cytochromu c i askorbinianu CuB pozostaje catkowicie utle-
niona. Przy poréwnywaniu szybkosci redukcji miedzy cytochromem a w
warunkach anaerobowych i miedziag CuBta ostatnia jest redukowana du-
+0 wolniej. Zalezno$¢ kinetyczna miedzy cytochromem a i dwoma ato-
mami miedzi w enzymie pozostaje jak dotychczas blizej nieokreslona (46).

Mechanizm przenoszenia elektronow przez rozne typy cytochromu c
byt badany z uzyciem fizjologicznych i niefizjologicznych reduktoréw. Wy-
réznia sie czynniki sprzyjajace tworzeniu sie kompleksu enzymatycznego
zdolnego do transferu elektronéw oraz czynniki kontrolujgce szybkos¢
transferu elektronéw po utworzeniu kompleksu. Na tworzenie kompleksu
wptywajg miedzy innymi: oddziatywania elektrostatyczne i niepolarne,
ograniczenia steryczne, przeksztatcenia towarzyszgce rozpuszczaniu, zmia-
ny konformacyjne oraz ruchliwos$¢ biatek. Czynniki kontrolujace szybkos$é
przenoszenia elektronéw mogtyby pocigga¢ zmiany odlegtosci miedzy re-
agentami i odlegtosci zachodzacych na siebie orbitali, réznice potencja-
téw oksydoredukcyjnych i przeksztatcenia zwigzane z rozpuszczaniem (47).

111-3. Znaczenie potencjatu fosforylacyjnego [ATP]/[ADP] [Pi]

Proces utleniania substratéw tahncucha oddechowego jest gtownym
zrodtem energii dla uktadu fosforylacji oksydacyjnej. Stan réwnowagi
przeno$nikdw w tancuchu oddechowym jest subtelnie dostrojony do stezeh
1stosunku ADP i ATP w ten sposob, ze w obecnosci nadmiaru ADP prze-



17] OKSYDAZA CYTOCHROMOWA 237

nosniki stajg sie bardziej utlenione i transport elektron6w ulega przys$pie-
szeniu. Przy niskich stezeniach ADP transport elektrondw ulega zwolnie-
niu, a przenosniki stajg sie bardziej zredukowane.

Zalezno$¢ miedzy poziomem réwnowaznikow redukujgcych (NAD+/
INADH), transportem elektron6w (stopien redukcji cytochromu c) i synte-
za ATP przedstawili Wilson i wspo6tpracownicy (48,49). Zaleznos¢ te
mozna przedstawié wzorem:

NADH + 2 cyt. c3++2 ADP+ 2 Pt"NAD++2 cyt. c2++2 ATP

Wystepujagcy w réwnaniu cytochrom c jest substratem oksydazy cytochro-
mowej, ktora nie wystepuje w przedstawionym rownaniu réwnowagi,
poniewaz katalizuje reakcje nieodwracalng. Stata rownowagi powyzszej re-
akcji przedstawia sie nastepujgco:

[INAD+] [c2+4]2  [ATP]2
~ [NADH] ' [c3+]3 ' [ADP]2[Pi]2

Komponenty ukitadu sg w bliskiej rownowadze termodynamicznej. Szyb-
kos¢ reakcji katalizowanej przez oksydaze (czyli szybko$¢ oddychania) za-
lezy bezposrednio od stopnia redukcji cytochromu c, a czynnikiem regulu-
jacym jest potencjat fosforylacyjny.

Dane eksperymentalne potwierdzity, ze przy niskiej wartosci ilorazu
[ATP]/[ADP] [Pi] (gdy mitochondria sg traktowane oligomycyng i roz-
przegaczem) szybkos$¢ oddychania byta proporcjonalna do redukcji cyto-
chromu c. Po ekstrapolacji redukcji cytochromu ¢ do 100% liczba obro-
téw dla cytochromu c byta rzedu 70 s_t, a dla cytochromu a3 odpowiednio
140 s-1. Przy wysokiej wartosci ilorazu [ATP]/[ADP] [Pi] (gdy dodano do
zawiesiny mitochondréw 3 mM ATP) szybko$¢ oddychania byta hamowana
przy wszystkich poziomach redukcji cytochromu c, lecz w wiekszym sto-
pniu, gdy cytochrom c byt bardziej utleniony. W komérkach (in vivo) ob-
serwuje sie okoto 10°/0 redukcji cytochromu c i wtedy liczba obrotéw wa-
ha sie od 7 s-1 dla niskiej wartosci [ATP]/[ADP] [Pi] do mniej niz 1 s-1
dla wysokich warto$ci [ATP]/[ADP] [Pi]. W przypadku fosforylujgcych mi-
tochondridw (wysoki stosunek [ATP]/[ADP] [Pi]), przy 10°/0 redukcji cyto-
chromu ¢, liczba obrotéw wynosi od 0,3 do 0,7 s-1, co daje zmiany war-
tosci statej szybkosci od 10 do 20 razy dla utlenienia zredukowanego cyto-
chromu c.

Oprocz wptywu nukleotydéw adeninowych na redukcje cytochromu ¢
znane sg takze bezposrednie oddziatywania tych nukleotydéw na samg
oksydaze cytochromowg. ATP wptywa na pozorne potencjaty oksydacyj-
no-redukcyjne oksydazy. Szereg autordw wykazato obnizenie wielkosci
tych potencjatéw po dodaniu ligandéw (inhibitoréw, rozprzegaczy) oraz po
dodaniu ATP (50, 51). Trudno powiedzie¢, czy istnieje zalezno$¢ miedzy
kompleksem cytochromowym c-a-a3i kompleksami syntetazy ATP. W mysl
teorii chemiosmotycznej zalezno$¢ taka nie powinna istniec. Yong
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i King (52) postulowali kontrole solubilizowanej oksydazy cytochromo-
wej przez ADP. Podejmowano takze préby badania wiasciwosci liposo-
mow zawierajagcych oksydaze i syntetaze ATP, co mogloby w szerszym
zakresie przyczyni¢ sie do wyjaSnienia omawianego zagadnienia (53).

Mechanizm regulacji oddychania, proponowany przez Wilsona (48,
49) mimo niewatpliwych zalet, jest takze krytykowany dlatego, ze w nie-
wystarczajacy sposéb opisuje regulacje zwigzang z funkcjonowaniem fan-
cucha oddechowego. Rola, jakga Wilson przypisywal oksydazie cyto-
chromowej, nie okazata sie az tak istotna w poréwnaniu z innymi czyn-
nikami kontrolnymi. Szczegdty tego zagadnienia zostaty omoéwione w ar-
tykule Duszynskiego (54). OkresSlenie wpltywu szeregu parametrow
na oddychanie mitochondriow jako catosci (55) stanowi obecnie jeden
z gtéwnych probleméw badawczych w bioenergetyce. Przyjmujac za jed-
no$¢ sume wszystkich sit kontrolujacych oddychanie Groen i wspotpra-
cownicy (56) przypisali oksydazie cytochromowej wielko$¢ wynoszacg 0,17.
Wielkos$¢ ta jest dopiero trzecig co do wielko$ci w zestawieniu z pozosta-
tymi wartoSciami sit kontrolowania.

IV. Wptyw zmian srodowiska na aktywno$¢ enzymu
1IV-1. Wptyw pH

Zmiany pH S$rodowiska powodujg zmiany tadunku powierzchniowego
btony. Teoretyczne rozwazania na powyzszy temat mozna znalez¢ w pra-
cach przegladowych opublikowanych miedzy innymi w , Postepach Bio-
chemii” (24, 54). Zmiany pH moga takze pojawia¢ sie lokalnie in vivo
w poblizu bton, w szczegdlnosci w wyniku przebiegu reakcji oksydoreduk-
cyjnych i transportu jonéw. Jest to mozliwe tym wiecej, ze oksydaza cyto-
chromowa spetnia role pompy protonowej zwigzanej z transportem elek-
tronow (3, 22, 57). Wykorzystanie znanych metod pomiaru tadunku i po-
tencjatu na powierzchni bton pozwolito rozpatrywa¢ mozliwosci wptywu
tych parametréw fizycznych na funkcje bton, a tym samym na aktywnos$¢
enzymdw btonowych, do ktérych nalezy oksydaza cytochromowa.

W 1976 roku doniesiono o wspotzaleznosci miedzy pH, sitag jonowg
(zmienne stezenia dodawanego KC1) i aktywnos$cig oksydazy cytochromo-
wej w blonie mitochondrialnej (58). Takze badania Wilsona wykazaty
proporcjonalno$¢ miedzy szybkoscig oddychania, redukcjg cytochromu c
i pH. Przy niskim stosunku [ATP]/[ADP] [Pi] w wyniku dodania oligomy-
cyny i rozprzegaczy wzrost redukcji cytochromu c byt niezalezny od pH
w granicach 6,5—8,0. Przy wysokiej wartosci stosunku [ATP]/[ADP] [Pi]
obserwowano wyrazng zalezno$¢ szybkosci oddychania od pH. Przy kazdej
wartosci pH, niezaleznie od poziomu zredukowanego cytochromu c, do-
danie ATP hamowato szybko$¢ oddychania i inhibicja ta wzrastata stop-
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niowo rownolegle ze wzrostem pH. Kilku autoréw zajmowato sie zalez-
noscig miedzy aktywnosciag izolowanej oksydazy cytochromowej i pH (59,
60). Liczba obrotéw enzymu i Kmwzrastaja, gdy pH maleje w granicach
od 8,6 do 4,6 (60). Aktywno$¢ enzymu jest niezalezna od pH przy stoso-
waniu Tween 20 i fosfolipidow o zerowym #fadunku. Natomiast polia-
niony, stosowane w szczeg6lnosci przy niskiej sile jonowej, przesuwajg op-
timum pH w kierunku alkalicznym (61). Obserwowano okoto dwukrotny
wzrost utleniania przypadajgcego na obnizenie pH o jednostke miedzy pH 8
i pH 6. Wzgledne optimum pH enzymu obniza sie ze wzrostem sity jo-
nowej (50). Stopien redukcji cytochromu c takze zalezy od pH i maleje ze
wzrostem pH (27).

Nie tylko zmiana pH, ale takze inne czynniki (detergenty, jony, fosfo-
rylacja biatek btonowych) zmieniajg potencjat na powierzchni btony hamu-
jac lub stymulujac aktywnos$¢ enzymu (24). Odbiciem tych proceséw sa
mierzone zmiany warto$ci pozornych Km Zmiany tadunku wywotane
przez fosfolipidy oraz wptyw sity jonowej i polikationdw zostang omoéwio-
ne w dalszej czesci artykutu.

1V-2. Oddziatywanie elektrostatyczne

Poznanie szeregu podstawowych wiasciwosci cytochromu c (bierze
udziat w transferze elektronéw taricucha oddechowego, posiada okreslony
sktad aminokwasowy poznany bardzo wczesnie jako trzecie z kolei biatko,
wyosobniony w postaci krystalicznej) odwrdcity niejako uwage od jego
mozliwosci oddziatywan elektrostatycznych i znaczenia tych oddzialy-
wan (62).

Cytochrom c¢ posiada na swej powierzchni 19 dobrze rozpoznanych
reszt lizylowych. Zmodyfikowane czgsteczki cytochromu c, w szczeg6lnosci
preparaty zawierajgce jednopodstawione grupy lizylowe byly uzywane
jako substraty oksydazy cytochromowej (63—67). Udziat zmodyfikowa-
nych cytochromow c¢ w transferze elektronéw byt bardzo zréznicowany.
Ciekawe wyniki otrzymano réwniez, gdy poréwnano zachowanie sie¢ zmo-
dyfikowanych cytochroméw ¢ w kompleksach z ich membranowymi part-
nerami, w tym z oksydazg cytochromowg. Okazato sie, ze wymiana elek-
tronéw w cytochromie ¢ ma miejsce przy krawedzi hemu albo w jego
blisko$ci i przeptyw elektrondéw z innej czesci powierzchni biatka jest ma-
to prawdopodobny (68). Wszystkie pochodne cytochromu c o podstawio-
nych resztach lizylowych obnizajg aktywno$¢ enzymatyczng. Obliczony
moment dipolowy tych biatek byt duzy (ponad 300 debey), a dodatni od-
cinek osi dipola przecinat przednig powierzchnie biatka doktadnie w ob-
szarze transferu elektronéw (69). Mitochondrialni partnerzy cytochro-
mu ¢ wykazujg tadunek ujemny i przez to sg prawidtowo ukierunkowani
wzgledem cytochromu c przez dziatajace sity elektrostatyczne w procesie
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transferu elektron6w. Natomiast zmodyfikowane chemicznie cytochro-
my ¢ majg dipole ustawione nieprawidtowo. Dipole ustawione nieprawi-
dtowo wykazujg zmienng site oddziatywania. Orientacja przestrzenna jaka
zmodyfikowane cytochromy c przyjmujg po zblizeniu sie do partnera jest
tez nieprawidtowa. Potrzeba wéwczas dodatkowej pracy do obrotu zmo-
dyfikowanej czasteczki cytochromu ¢ w polu elektrycznym o taki kat,
aby mozliwy byt sprawny przeptyw elektronéw. Ta dodatkowa praca
podwyzsza energie aktywacji enzymu i obniza jego aktywno$¢ (69). Po-
chodne uzyskane w wyniku modyfikacji wewnetrznego obszaru czasteczki
cytochromu ¢ bardziej hamowaty przeptyw elektronéw niz te czasteczki
zmodyfikowanego cytochromu c, ktére tracity aktywno$¢ jedynie w wyni-
ku zmiany orientacji dipola.

Oksydaza cytochromowa reaguje w sposob zréznicowany ze zwigzka-
mi chemicznymi o r6znych tadunkach. O znaczeniu praktycznym takich
badan Swiadczg prace z grupg lekéw anestetykéw (36). Niejonowe aneste-
tyki nie wykazywaty w badanych warunkach wplywu na aktywnos¢
oksydazy, podczas gdy kationowe anestetyki wykazywaty inhibicje mie-
szanego typu. W innych badaniach, stosujgc niefizjologiczne reduktanty
wykazano, ze nieenzymatyczna redukcja oksydazy cytochromowej prze-
biega inaczej ze zwigzkami posiadajagcymi tadunek ujemny niz ze zwigzka-
mi niejonowymi. | tak ujemne jony podsiarczynu (dwutionianu) wykazuja
w procesie redukcji enzymu wieksza dostepno$¢ do cytochromu a3 Zredu-
kowana 5,10-dwuhydro-5-metylofenazyna, nie wykazujaca tadunku, rea-
guje szybciej z cytochromem a niz z cytochromem a3 (70). Wyniki te sg
w pewnej sprzecznosci z badaniami innych autoréw (71, 72, 73). Ogolnie
przyjmuje sie, ze w obecnoS$ci reduktantow cytochrom a jest redukowany
jako pierwszy, przed cytochromem a3 Nie wyklucza sie udzialu w tej
reakcji CuA jako pierwszego reagenta oksydazy cytochromowej w pro-
cesie redukcji (1). CuAi cytochrom a znajduja sie wzgledem siebie w row-
nowadze oksydacyjno-redukcyjnej. Dla szeregu réznych biatek, posiada-
jacy wiasciwosci oksydacyjno-redukcyjne, stata szybkosci w reakcji z jo-
nami podsiarczynowymi jest drugiego rzedu (71).

IV-3. Znaczenie sity jonowej

Cytochrom c jest biatkiem zasadowym wykazujagcym tadunek dodatni
w $Srodowisku obojetnym i w konsekwencji tego tatwo reaguje z aniona-
mi (74). Powinowactwo, stechiometrie wigzania jonéw i przestrzenne roz-
mieszczenie tadunku badano réznymi technikami. W szczeg6lnosci okre-
$§lono wptyw aniondw na potencjat redukcyjny cytochromu c (75) i na
interakcje natywnych oraz zmodyfikowanych cytochroméw c¢ z oksydaza
cytochromowg (21). Reszty lizylowe w biatkach o kationowym charakterze
czesci ich powierzchni biorg udziat w procesie wigzania anionéw (chlor-
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kow, fosforanow, cytryniandw). Osheroff i wspotpracownicy (76) wy-
rozniajg w cytochromie c szereg miejsc wigzacych rozne aniony. W wig-
zaniu cytochromu c z oksydazg cytochromowg uczestniczg reszty lizylowe:
8, 13, 72—73, 86 i 87. W przedstawionym obrazie przestrzennym cytochro-
mu c reszty te usytuowane sg w przedniej i gornej lewej czesci czasteczki,
a pozostate w mniejszym stopniu lub wcale nie uczestniczg w tworzeniu
kompleksu enzym — substrat (76).

Rodzaj buforu ma rowniez wptyw na reakcje cytochromu ¢ z reduk-
tantami (77, 78). Znane s tez wzajemne oddziatywania makrokationéw
i makroaniondw na bisowanie aktywnosci oksydazy cytochromowej i na
odwracanie tej inhibicji (80). Cytochrom c wigze sie takze z réznymi jona-
mi. Dlatego doktadnie badano szybkos$¢ utleniania cytochromu ¢ w nie-
wigzacym buforze Tris — kwas kakodylowy jak i wptyw sity jonowej
na pozorng statg rownowagi (81, 82).

Podobnie jak zasadowy cytochrom c¢ wigze sie fatwo z anionami, tak
oksydaza cytochromowa, bedgca biatkiem kwasnym, wigze kationy. Poli-
kationy stosowane w postaci polilizyn o ré6znych masach czasteczkowych
okazaty sie efektywnymi inhibitorami enzymu (83, 84). Polikationy kon-
kurujg z cytochromem ¢ o ujemne elektrycznie miejsce wigzania w oksy-
dazie cytochromowej i obnizajg aktywno$¢ enzymu (85).

Nie tylko rodzaj jonoéw odgrywa role w interakcji cytochromu c
z oksydazg cytochromowa, ale takze wartosciowos$¢ i ilos¢ jonow w roz-
tworze. Dlatego od sity jonowej Srodowiska zalezy przebieg szeregu pro-
cesow i ich koncowy efekt. Wszystkie reakcje oksydacyjno-redukcyjne sg
wrazliwe na zmiany sity jonowej (79). Wielko$¢ sity jonowej wplywa
na warto$¢ parametréw fizycznych (potencjaty) (75) i kinetycznych (86,
87, 88). Z obnizeniem sity jonowej ro$nie stabilno$¢ kompleksu cytochro-
mu ¢ — oksydaza cytochromowg (89, 90). Duza zbiezno$¢ wynikéw badan
nad enzymem zwigzanym z btong w tych samych warunkach sity jonowej
pozwala wnioskowaé, ze in vivo oksydaza jest umiejscowiona w polianio-
nowych miejscach btony mitochondrialnej (60).

Stwierdzono, ze od wielkosci sity jonowej zalezy mozliwo$¢ wykazania
dwoch miejsc wigzania cytochromu c przez oksydaze cytochromowg. Przy
niskiej sile jonowej okre$lono parametry kinetyczne (Km, Vmax) obu miejsc
charakteryzujace zréznicowane powinowactwo oksydazy cytochromowej
do cytochromu c. W tych warunkach uzyskane parametry Kkinetyczne,
okreSlone metodami spektrofotometrycznymi i polarograficznymi, réznity
sie od siebie (91). Natomiast zwiekszenie sity jonowej buforu fosforano-
wego zacierato te roznice (20, 74). Zdaniem Nichollsa i wspoipra-
cownikéw (26) oba miejsca w oksydazie wigzgce cytochrom c¢ znajduja
sie wylgcznie w wewnetrznej blonie mitochondrialnej (Ryc. 2). Cyto-
chrom c¢ zwigzany w tzw. miejscu silnie wigzacym ma dostep do obu
centrow oksydazy cytochromowej czyli do cytochromu a i cytochromu a3
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podczas gdy cytochrom c luzno zwigzany z enzymem ma dostep tylko
do centrum Kkatalitycznego cytochromu a

Te i inne rozwazania przyczynity sie do zaproponowania prostego mo-
delu elektrostatycznego reakcji cytochromu ¢ z oksydazg (62). Zwigzana
w btonie oksydaza cytochromowa wykazuje tadunek ujemny a cytochrom ¢
tadunek dodatni. lloSciowy udziat obu form cytochromu c (zwigzanego
z btong i w formie rozpuszczalnej) zalezy od sity jonowej. Przy niskiej sile
jonowej posta¢ zwigzana z btong bedzie uprzywilejowana, a przy wysokiej

Miejsce 11

Przestrzef Przestrzef
wewngirzna
[matriks/

Ryc. 2. Przypuszczalne rozmieszczenie dwdch miejsc wigzacych cytochrom ¢ w oksy-
dazie cytochromowej. Miejsce silnie wigzace (I) i luino wigzace (Il) (wg 26).

sile jonowej uprzywilejowana bedzie posta¢ rozpuszczalna. Przy kazdej
warto$ci sity jonowej zachodzi proporcjonalno$¢ miedzy iloScig cytochro-
mu ¢ zwigzanego z btona a jego iloscia catkowita w komérce. Cytochrom ¢
zwigzany z btong wykazuje uprzywilejowang orientacje wobec transferu
elektronéw poprzez udziat jego dipola. Zwiazanie do enzymu pierwszej
czasteczki cytochromu c jest silniejsze niz zwigzanie drugiej czasteczki.
Bedzie ona zaktdca¢ oraz obniza¢ pole elektrostatyczne uktadu. W nastep-
stwie tego obnizenia mozliwo$¢ zwigzania drugiej czasteczki cytochromu ¢
do miejsca aktywnego w enzymie jest odpowiednio zmniejszona (36, 62).
Jedynym zatozeniem koniecznym w tym modelu jest to, ze elektrostatyczne
oddziatywanie jednej czgsteczki zwigzanego cytochromu ¢ wobec mozli-
wosci zwigzania nastepnej winna sie charakteryzowaé¢ wystarczajgco du-
zym obnizeniem warto$ci statej miejsca wiazania.

V. Inhibitory

Stosowanie inhibitoréw umozliwia szczeg6towg analize regulacji po-
szczegolnych etapow szlakéw metabolicznych (29). Istniejg cztery kate-
gorie inhibitoréw oksydazy cytochromowej (50):

1) inhibitory kompetycyjne wzgledem tlenu (CO i by¢ moze NO);

2) inhibitory wigzace sie z hemem niekompetycyjnie wobec tlenu icy-
tochromu ¢ (HCN, N3H, hydroksylamina, HZS, F“, mrowczan);

3) inhibitory niekompetycyjne nie oddziatywujgce na grupy hemowe
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(jony fosforanowe, zasadowe wartosci pH i by¢ moze zwigzki grupy SH);

4) inhibitory kompetycyjne wzgledem cytochromu c (kationy, polika-
tiony).

Inhibitory ostatnich dwu kategorii omoéwiono w poprzednim rozdziale.
Inhibitory dwu pierwszych kategorii zalicza sie do tzw. ligandéw hemo-
wych. Dostarczajag one najwiecej bezposrednich informacji o mechanizmie
reakcji katalizowanej przez oksydaze. Ponadto do inhibitorow oksydazy
cytochromowej mozna zaliczy¢ jeszcze zwigzki hamujgce dziatanie oksy-
dazy jako pompy protonowej (19,92).

Rézne aspekty badan wptywu inhibitoréw na oksydaze cytochromowg
(93-99) stanowig obszerna dziedzine, ktéra mogtaby byc¢ trescig osobnego
opracowania. R6znorodne zastosowanie i wykorzystanie inhibitorow przy-
czynito sie do znacznego postepu w badaniach struktury i funkcji oksydazy
cytochromowej. Faktem jest, ze wszystkie wymienione inhibitory sg zwigz-
kami obcymi dla ustroju i wytworzonymi poza ustrojem. Jedynym wyjat-
kiem moze by¢ mrdwczan, ktéry hamuje aktywnos$¢ oksydazy w mito-
chondriach, w czgstkach przenoszacych elektrony oraz w rozpuszczalnej
oksydazie (99). Nie wdajac sie w dyskusjie nad mechanizmem tego dziata-
nia, warto sie zastanowié, czy mrowczan moze dziata¢ jako fizjologiczny
inhibitor oksydazy cytochromowej. Ze znanych ligandéw mréwczan jest
jedynym, ktérego ilo$¢ w ustroju moze by¢ zmienna, moze ulega¢ znacz-
nym wahaniom i przenika przez wewnetrzng btone mitochondrialna.
W warunkach normalnych jest on metabolizowany do formyloczterohydro-
folianu albo utleniany do C02posrednio przez bakterie lub peroksydatyw-
nie przez H2 2i katalaze u niektérych ssakow. Katalaza, jak i oksydaza
cytochromowa, nalezg do biatek hemowych, a model inhibicji oksydazy
cytochromowej przypomina inhibicje katalazy. Przypuszcza sig, ze mrow-
czan tgczy sie w postaci niezdysocjowanego kwasu w széstej pozycji koor-
dynacyjnej zelaza cytochromu a3 dajac kompleks podobny jak z katalaza.
Mrowczan, jako jedyny inhibitor w warunkach niepatologicznych, moze
pojawia¢ sie w podwyzszonym stezeniu w ustroju, lecz trudno sadzié, by
znacznie zwigzat enzym in vivo. Taki poglad przyjeto na podstawie obser-
wacji wptywu mrowczanu na katalaze, w miare jak pH watroby obnizato
sie post mortem. Przy spadku pH zwieksza sie inhibicja oksydazy przez
mrowczan. Nie jest jednak prawdopodobne, aby mréwczan mégt osiggnac
stezenie milimolowe wymagane do zwigzania enzyméw zawierajagcych ze-
lazo, nie mowiagc juz o tym, ze dwudziestokrotnie wyzszy poziom jest
wymagany do blokowania w petni aktywnego uktadu.

V1. Rola $rodowiska lipidowego

Znana jest od dawna regulacyjna rola fosfolipidbw w oznaczaniu
aktywnosci mitochondrialnych enzymow zwigzanych z biong (100, 101,
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102). Réwnolegle z rozwojem wiedzy o funkcji i strukturze oksydazy cyto-
chromowej wzrosta wiedza o wptywie fosfolipidéw w regulacji aktywnosci
tego enzymu. Powszechnie wiadomo, ze po wyizolowaniu enzymu z btony
mitochondrialnej dla przywrdécenia jego aktywnosci w przenoszeniu elek-
trondw konieczne sg fosfolipidy (103) lub niedenaturujgce detergenty
(104, 105, 106). Tylko kilka ze znanych fosfolipidéw jest silnie zwigzanych
z enzymem, a pozostate tatwo podlegajg wymianie. Enzym pozbawiony
czesci fosfolipidow traci kilkadziesigt procent swej aktywnos$ci (1, 107).
Wysunieto rézne poglady na role, jakg speiniajg lipidy i fosfolipidy
w funkcjonowaniu enzyméw tanicucha oddechowego (108). Fosfolipidy
tworzg kompleksy z substratem oksydazy cytochromowej (109), oddziaty-
wujg na $rodowisko (60), powodujg zmiany ptynnosci Srodowiska w zalez-
nosci od rodzaju obecnych lub dodanych fosfolipidéw (110), wptywajg na
wiasciwosci fizyczne biatek (111) i na podjednostki oksydazy (112), a takze
na wielko$¢ tadunku (92).

Niespecyficzne dziatanie fosfolipidéw na funkcjonowanie oksydazy
cytochromowej wyjasnia anionowy charakter fosfolipiddw (fosfolipidy
kwasne) lub wiasciwosci jonu obojnaczego (110). Zaobserwowano ostatnio
zbieznos$¢ miedzy aktywujgcym wptywem fosfolipiddw na oksydaze i wia-
§ciwosciami spektroskopowymi enzymu. Wykazano, ze fosfolipidy wptywa-
ja na réwnowage réznych stanéw konformacyjnych oksydazy cytochromo-
wej (39, 60).

Obserwowany in vitro drastyczny wptyw fosfolipidow na zachowanie
sie oksydazy cytochromowej watpliwy jest w badaniach in vivo. Dotych-
czas brak odpowiedzi na pytanie, czy w wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej sg obszary stymulujace lub hamujgce funkcjonowanie enzymu.

VI1I. Allosteryczna interakcja miedzy katalitycznymi centrami enzymu

Oksydaza cytochromowa moze wystepowaé¢ w wiecej niz jednej kon-
formacji (113). Dotychczas zostaty opisane dwie konformacje utlenionego
enzymu. Jedng z nich nazwano stanem spoczynkowym (resting) drugg —
stanem pulsujgcym (pulsed albo oxygenated). Taki opis enzymu nazwano
modelem Antoniniego (114). Brudvig i wspotpracownicy (115) sg zdania,
ze enzym moze tez wystepowaé w trzeciej konformacji, oznaczonej jako
.0 127, a wykrytej przy zastosowaniu rezonansu paramagnetycznego
(EPR). Kazda z konformacji enzymu rézni sie witasciwosciami wigzania
ligandéw w miejscu a3 — CuB (115).

Dla uproszczenia opisu mechanizmu dziatania enzymu przyjmuje sie
jego wystepowanie w dwoch stanach: spoczynkowym i pulsujgcym. Enzym
w obu wymienionych stanach mozna scharakteryzowaé przez r6znigce sie
parametry spektroskopowe, strukturalne i kinetyczne (4). Obie struktury
enzymu zachowujg katalityczne wiasciwosci oksydazy. W wyniku peinego
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utlenienia czgsteczki enzym przybiera konformacje spoczynkowg. Konfor-
macje pulsujgcg za$ po ekspozycji na tlen molekularny uprzednio catko-
wicie zredukowanej czasteczki biatka oksydazy. Enzym w konformacji
spoczynkowej reaguje z tlenem powoli, natomiast w konformacji pulsuja-
cej reaguje szybko i dlatego katalitycznie jest efektywniejszy. Efektywniej-
sze jej dzialanie znalazto odbicie w warto$ciach statych szybkoSci reakcji.
Naptywajace elektrony redukujg enzym ktéry moze albo reagowac z tle-
nem, albo przechodzi¢ z formy spoczynkowej w pulsujgcg jeszcze przed
reakcjg z tlenem. Takze w toku reakcji enzym przechodzié moze z jednej
konformacji w drugg, a dotyczy to tak oksydazy rozpuszczalnej jak i zwig-
zanej z btong. In vivo na ogo6t oksydaza wystepuje w stanie pulsujgcym.
Wczesniejsze badania Lemberga (116) dotyczagce oksydazy spoczyn-
kowej jak i badania innych autordw z uzyciem inhibitorow (117, 118) su-
geruja, ze oksydaza cytochromowa ma cechy uktadu allosterycznego.
W spoczynkowym stanie enzymu utleniony cytochrom a3 wolno reaguje
z inhibitorami, chociaz jest to ten komponent, ktéry wigze ligandy. Po-
wolny przebieg reakcji zalezy od stanu oksydacyjno-redukcyjnego innych
miejsc w enzymie. Podsiarczyn sodowy redukuje szybciej cytochrom
a podczas gdy redukcja cytochromu a3postepuje wolniej. Powolna reakcja
enzymu spoczynkowego z tlenem zalezy prawdopodobnie od interakcji
miedzy cytochromem a3 i CuB Na podstawie danych doswiadczalnych
Nicholls i wspoOtpracownicy (34, 46) przedstawili hipoteze opisujacg allo-
steryczng interakcje miedzy centrami katalitycznymi enzymu. Wedtug ich
zalozern oba cytochromy a i a3 majg poréwnywalne powinowactwo do
elektrondw w enzymie spoczynkowym. Redukcja jednego z centrow pro-
wadzi do zmiany strukturalnej drugiego centrum i obniza jego powino-
wactwo do elektron6w. Dlatego w cze$ciowo zredukowanym enzymie utle-
nione centrum wykazuje nizszy potencjat niz w enzymie spoczynkowym,
nie poddanym czesSciowej redukcji (110). W zwigzku z proponowanym
modelem allosterycznym nasuwa sie pytanie, czy znane sg odpowiednie
efektory allosteryczne. O ile s3, to dotychczas nie zostaty zidentyfiko-
wane.

VIII. Uwagi koricowe

W niniejszym artykule omoéwiono gtéwne czynniki mogace wptywac
na aktywnos$¢ oksydazy cytochromowej. Wiekszo$¢ z nich zostata spraw-
dzona w badaniach in vitro. Ich znaczenie in vivo jest nieraz krytykowane.
W omowieniu pominieto zagadnienia regulacji syntezy enzymu i jego
petnej sprawnos$ci. Sprawnos$¢ ta wcale nie jest tak oczywista, jak milczaco
zaktadamy. Skutki nieprawidtowej struktury enzymu moga by¢ przyczyna
nieprzewidzianych perturbacji zwigzanych z wolniejszg i niecatkowitg
redukcjg czasteczki tlenu. Przy niesprawnym dziataniu enzymu moze na-
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stagpi¢ uwolnienie czesciowo tylko utlenionych posrednikéw (nadtlenkow,
ponadtlenkéw, rodnikéw hydroksylowych). Wtedy zdolnosé uktadu utlenia-
nia nie bedzie w petni wykorzystana, a termodynamiczna wydajnos$¢ oddy-
chania obnizona. Z natury reaktywne posredniki utleniania mogg sta¢ sie
zrédtem uszkodzenia komorki. Ma to znaczenie zwiaszcza u osobnikéw
starszych, u ktorych system redukujacy tlen jest z reguty mniej sprawny
(39). Niesprawny uktad utleniania jest takze mniej wydajny w utlenianiu
obcych substancji chemicznych, czesto niepozadanych, pojawiajacych sie
w ustroju w wyniku narastajgcego zanieczyszczenia $rodowiska natural-
nego. Nie mniejsze znaczenie ma sprawny ukiad oksydacyjno-redukcyjny
w metabolizowaniu lekow (36).

Przedstawione parametry regulujgce aktywno$¢ oksydazy cytochro-
mowej dotyczyly w wiekszoséci badan in vitro, a nie in vivo. Oksydaza
cytochromowa bedaca enzymem zwigzanym z btong ogranicza w pewnym
sensie badania in vivo. Enzym ten odgrywa tez ogo6lniejsza role regulacyj-
ng membranowych uktadéw oksydacyjno-redukcyjnych. Do jednych
z czynnikow mogacych mie¢ regulacyjny wptyw na aktywnos$¢ enzymoéw
wbudowanych w btony biologiczne nalezy oddziatywanie elektrostatyczne
i zwigzane z nim zmiany tadunku powierzchniowego bton (119, 120).
Nicholls (99) uwaza, ze funkcjonowanie oksydazy in vivo zalezy tylko
od poziomu obu substratow, cytochromu c i tlenu, oraz od stanu energizacji
btony mitochondrialnej. Jest to uktad dynamiczny, zmieniajacy sie w okre-
Slonych granicach w zaleznosci od zaistniatych warunkéw.

Zaakceptowano do druku 7.03.1984
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Wykaz skrotéw i objasnienia: PEP-fosfoenolopirogronian, OAA-szczawiooctan,
CCCP-karbonylocyjanekchlorofenylohydrazonu, Karboksykinaza fosfoenolopirogro-
nianowa (EC. 4.11.32 karboksyliaza GTP:szczawiooctan (transfosforylujgca)), Syntaza
cytrynianowa (EC. 4.1.3.7 szczawiooctan-liaza cytrynianu (acetylujgca CoA)), Dehyd-
rogenaza jabiczanowa (EC. 1.1.1.37 oksydoreduktaza L-jabtczan:NAD), Karboksylaza
pirogronianowa (EC. 6.4.1.1. ligaza pirogronian:dwutlenek (ADP)), Liaza adenylobur-
sztynianowa (EC. 4.3.22. AMP-liaza adenylobursztynianu), Aminotransferaza alani-
nowa (EC. 2.6.1.2 aminotransferaza L-alanina:2-oksoglutaran), Dehydrogenaza gluta-
minianowa (EC. 1.4.1.2 oksydoreduktaza L-glutaminian:NAD (dezaminujgca))

I. Wstep

Ochoa i wspétpracownicy (1) opisali w roku 1947 enzymatyczng de-
karboksylacje L-jabtczanu do pirogronianu i C02 ktalizowang przez eks-
trakty watroby gotebia. Enzym katalizujacy te reakcje nazwano enzymem
jabtczanowym (malic enzyme). Okre$lenie to jest obecnie szeroko stoso-
wane, chociaz w piSmiennictwie spotyka sie inne nazwy jak: zalezna od
NADP dehydrogenaza jabtczanowa lub dehydrogenaza jabtczanowa dekar-
boksylujagca. Reakcje katalizowang przez enzym jabtczanowy mozna za-
pisa¢ nastepujaco (Reakcja 1):

nad(p) nad(p)h

\Y, Mn-~y

i —jflhtpyan« ~ pirogronian + COz 0

Najbardziej efektywnym aktywatorem tej reakcji sa jony manganawe
(2—6), ktore moga by¢ zastgpione przez: Co++, Mg++, Ni++, Cd++ (2,
4—6). Krystaliczny enzym jabiczanowy otrzymany z watroby gotebia
(7, 8) oprocz reakcji dekarboksylacji jabtczanu do pirogronianu i C02
katalizuje dekarboksylacje szczawiooctanu zgodnie z réwnaniem (Reak-
cja 2):

(o). (—— >pirogronian+ C02 @)

oraz redukcje 2-ketokwaséw w obecnosci NADPH wedtug réwnania (Re-
akcja 3):

2-ketokwas+ NADPH ----------- >-2-hydroksykwas + NADP 3)

Enzym jabiczanowy otrzymany z wielu tkanek zwierzecych dekarbok-
syluje jabtczan przy udziale NADP (2—13), natomiast enzym izolowany
z bakterii zarowno przy udziale NADP jak i NAD (14,15). Kilka lat temu
stwierdzono aktywno$¢ zaleznego od NAD enzymu jabtczanowego w mito-
chondriach izolowanych z serca krolika (6, 16) i kory nadnerczy (17-19).
Obecnie wiadomo, ze ta forma enzymu jabiczanowego wystepuje takze
w innych tkankach zwierzecych (20, 21) oraz ludzkich (22). Ponadto wy-
kazano, ze zalezny od NADP enzym jabiczanowy izolowany z mitochon-
dridw (23) oraz cytoplazmy mieéni szkieletowych szczura katalizuje w od-
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powiednich warunkach oksydacyjng dekarboksylacje jabtczanu w obec-
nosci NAD.
Z przytoczonych danych wynika, ze enzym jabtczanowy moze katalizo-

wac kilka reakcji. W zwigzku z tym, Miedzynarodowa Unia Biochemiczna
zalecita stosowanie nastepujacych oznaczen (25):

EC 1.1.1.38 Dehydrogenaza jabtczanowa (dekarboksylujagca szczawiooctan)
na oznaczenie enzymu katalizujgcego reakcje (Reakcja 4):

L-jabtczan+NAD pirogronian+C02+ NADH 4

EC 1.1.1.39 Dehydrogenaza jabtczanowa (dekarboksylujaca) na oznaczenie
enzymu katalizujacego reakcje (Reakcja 5):

L-jabtczan+NAD ~ pirogronian+ C02+ NADH (5)

EC 1.1.1.40 Dehydrogenaza jabiczanowa (dekarboksylujagca) (NADP) na
oznaczenie enzymu katalizujagcego reakcje (Reakcja 6):

L-jabtczan+ NADP  pirogronian+C02+ NADPH (6)

Enzym oznaczony EC 1.1.1.38 w odréznieniu od enzymu EC 1.1.1.39 kata-
lizuje dekarboksylacje szczawiooctanu.

Il. Subkomérkowe wystepowanie enzymu jabiczanowego w tkankach
zwierzecych

Doswiadczenia Och oa i wspotpracownikéw (1) pozwolity na zlokali-
zowanie enzymu jabtczanowego we frakcji cytoplazmatycznej watroby
gotebia. P6zniejsze prace innych autorow w petni potwierdzity te obser-
wacje (26). Doswiadczenia publikowane kilka lat p6zniej przemawiaty za
mozliwoscia wystepowania enzymu jabtczanowego réwniez w mitochon-
driach serca (27-29). Simpson i Estabrook (30-32) stwierdzili
obecnos$¢ tego enzymu zaréwno w cytoplazmie jak i mitochondriach otrzy-
manych z kory nadnerczy wotu. Ponadto wykazali, ze enzym izolowany
z mitochondriéw rézni sie wiasciwosciami fizykochemicznymi i katalitycz-
nymi od enzymu cytoplazmatycznego. Podobne wyniki otrzymano izolujac
enzym jabtczanowy z serca wotu (33-35), wieprza (36), szczura (37), mozgu
wotu (38, 39) oraz miesni szkieletowych szczura (2, 3, 40). Ze wzgledu
na jego subkomorkowe rozmieszczenie mozna wyrdzni¢ dwie grupy tkanek
lub narzadow: takie, w ktorych enzym ten znaleziono gtéwnie w cyto-
plazmie i takie, w ktérych wystepuje zaro6wno w cytoplazmie jak i mito-
chondriach. Do pierwszej grupy mozna zaliczy¢ watrobe (13, 26) oraz biata
(13) i brunatng (10) tkanke ttuszczowg, a do drugiej serce (33-35), nadner-
cza (30-32), mbzg (38, 39), nerke (13) i miesSnie szkieletowe (2, 3, 40).
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I11. Fizjologiczna rola enzymu jabtczanowego

Wedtug Ochoa i wspétpracownikéw (1) enzym jabtczanowy miat
odgrywac istotng role w procesie biosyntezy jabtczanu w tkankach zwie-
rzecych. Przez wiele lat panowat poglad, ze jest to wazny proces na drodze
przemiany pirogronianu i jego prekursoréw do glukozy w watrobie. Jed-
nakze odkrycie aktywnosci karboksylazy pirogronianowej w mitochon-
driach watroby szczura spowodowato zmiane pogladéw na temat roli
enzymu jabtczanowego w procesie glukoneogenezy. Obecnie uwaza sie, ze
zasadniczg role w przemianie pirogronianu i jego prekursoréw do glukozy
w watrobie odgrywa karboksylacja pirogronianu katalizowana przez kar-
boksylaze pirogronianowa.

Wzrost aktywnos$ci enzymu jabtczanowego oraz innych enzymoéw od-
powiedzialnych za redukcje NADP pod wptywem czynnikdw hormonal-
nych i dietetycznych pozwala sadzi¢, ze jedng z rél tego enzymu jest
produkcja réwnowaznikéw redukcyjnych (41-47). Scista korelacja po-
miedzy wzrostem aktywnosci enzymu jabtczanowego a procesem lipo-
genezy w watrobie sugeruje, ze enzym ten moze by¢ odpowiedzialny za
regeneracje NADPH wykorzystywanego w procesie biosyntezy kwasow
thuszczowych (45, 46).

Udziat enzymu jabiczanowego w reakcjach hydroksylacji zachodzacych
w procesie biosyntezy hormonodw sterydowych w korze nadnerczy sugero-
wano opierajac sie na obserwacji stymulowania syntezy kortykosteronu
z dezoksykortykosteronu przez jabtczan oraz na wysokiej aktywnosci mi-
tochondrialnego i cytoplazmatycznego enzymu jabtczanowego w korze
nadnerczy (30-32). Enzym cytoplazmatyczny katalizuje karboksylacje piro-
gronianu do jabtczanu utleniajgc NADPH powstajacy w wyniku dziatania
dehydrogenaz cyklu pentozowego. Powstaty w ten sposéb jabiczan prze-
chodzi do mitochondriéw, gdzie ulega oksydacyjnej dekarboksylacji pod
wptywem mitochondrialnego enzymu jabtczanowego redukujgc jedno-
cze$nie mitochondrialny NADP. Z kolei mitochondrialny NADPH moze
by¢ wykorzystany w procesach hydroksylacji zachodzacych w mitochon-
driach.

Niewyjasniona pozostaje rola enzymu jabtczanowego w tkankach in-
nych niz watroba i tkanki steroidogeniczne. Sugeruje sie udziat cyto-
plazmatycznego enzymu jabtczanowego z brunatnej tkanki tluszczowej
w procesie karboksylacji pirogronianu do jabtczanu (10). Ten ostatni moze
przechodzi¢ do mitochondridw, gdzie ulega przemianie do szczawiooctanu,
ktéry z kolei jest akceptorem acetylo-CoA powstajacym w procesie utle-
niania kwasow tluszczowych. W ten sposéb dzieki dziataniu enzymu jabt-
czanowego mozliwe jest intensywne utlenianie kwaséw ttuszczowych w
brunantnej tkance ttuszczowej. Podobng role przypisuje sie tez mitochon-
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drialnemu enzymowi jabtczanowemu z serca (48). W tym przypadku suge-
stia ta wydaje sie jednak mato prawdopodobna, poniewaz enzym mito-
chondrialny charakteryzuje niewielka zdolno$¢ do katalizowania reakcji
karboksylacji pirogronianu (6). Wedtug innych autoréw (6, 16, 49) mito-
chondrialny enzym jablczanowy reguluje stezenie metabolitow cyklu
Krebsa a tym samym wptywa na metabolizm energetyczny miesni.

Z tego krétkiego przegladu wynika, ze o roli jakg enzym jabtczanowy
odgrywa w rdznych tkankach decyduje jego rozmieszczenie subkomoérko-
we. Dane na ten temat sg jednak bardzo fragmentaryczne i czesto nie-
jednoznaczne.

IV. Enzym jablczanowy z mies$ni szkieletowych
1V-1. Rozmieszczenie subkomdrkowe

W roku 1967 Opie i Newsholme (50) stwierdzili obecno$¢ enzy-
mu jabtczanowego w ekstraktach miesni szkieletowych kury, gotebia, zaby
i krolika. Kilka lat p6zniej wykazano, ze enzym ten w migsniach szkieleto-
wych wystepuje w cytoplazmie i mitochondriach (48). lloSciowe rozmiesz-
czenie tego enzymu w miedniach szkieletowych pomiedzy cytoplazmg
a mitochondriami zalezy od rodzaju mie$ni. W miesSniach czerwonych
okoto 70% aktywno$ci znajduje sie w mitochondriach, podczas gdy w mie-
$niach biatych mitochondrialny enzym stanowi okoto 30% catkowitej
aktywnosci. Analizujagc rozmieszczenie enzymu jabtczanowego w miesniach
szkieletowych otrzymanych z tylnych kohAczyn 6-tygodniowego szczura
stwierdzono, ze mitochondrialny enzym stanowi okoto 50% catkowitej
aktywnosci (51).

Tabela 1.

Poréwnanie wiasciwosci kinetycznych enzymu jabiczanowego izolowanego z mitochondriéw
i cytoplazmy miesni szkieletowych szczura (2,3,40)

Enzym Enzym
mitochondrialny cytoplazmatyczny
Km (jablczan) 0.33 mM 0.125 mM
Km (NADP) 6.8 aM 1 [xM
Km (Mn++) 7.1 (jiM 9.5 (M
K'm (pirogronian) 8.3 mM 4.0 mM
Km (nADPH) 19.6 [xM 6.6 [xM
Km (kHcoj) 24.4 mM 24.0 mM

Wptyw na reakcje

dekarboksylacji

1. bursztynian i fumaran stymulujg nie wptywaja
2. acetylo-CoA hamuje nieznacznie hamuje
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IV-2. Wiasciwos$ci cytoplazmatycznego i mitochondrialnego enzymu jabtczanowego

W miesniach szkieletowych enzymy jabiczanowe, cytoplazmatyczny
i mitochondrialny r6znig sie rozpuszczalno$Scia w siarczanie amonowym
(2, 3), szybkoscig wedréwki na kolumnie z DEAE-celuloza oraz punktem
izoelektrycznym (40). Obydwa enzymy sg prawdopodobnie tetrameryczny-
mi biatkami o ciezarze czgsteczkowym zblizonym do 260000 (3, 40). Podo-
bienstwa i réznice witasciwosci kinetycznych obu form enzymu jabtczano-
wego przedstawiono w tabeli 1. Na szczeg6lng uwage zastugujg réznice w
statych Michaelisa wobec pirogronianu: enzym mitochondrialny cechuje
stata dwukrotnie wyzsza. Istotng réwniez cechg r6znigca enzym mitochon-
drialny od cytoplazmatycznego jest zdolno$¢ katalizowana karboksylacji
pirogronianu. W przypadku enzymu mitochondrialnego szybko$¢ karboksy-
lacji nie przekracza 20% szybkos$ci dekarboksylacji (Tabela 2). Szybkos$é
karboksylacji katalizowanej przez cytoplazmatyczny enzym osigga okoto
80°/0 szybkosci dekarboksylacji (Tabela 2). Biorgc pod uwage powyzsze dane
wydaje sie, ze in vivo karboksylacja pirogronianu katalizowana przez mi-
tochondrialny enzym jabtczanowy nie odgrywa wiekszej roli. W przypadku
enzymu cytoplazmatycznego duza aktywnos$¢ karboksylacji i znacznie niz-
sza Km wobec pirogronianu sugeruja, Ze in vivo enzym ten moze katali-
zowaé karboksylacje pirogronianu do jabiczanu.

Tabela 2.
Karboksylacja pirogronianu katalizowana przez cytoplazmatyczny i mitochondrialny
enzym jabitczanowy z miesni szkieletowych szczura (2,3)
Szybko$¢ reakcji
(zmole x min-1 x mg-1 biatka enzymatycznego
Enzym Enzym -«
cytoplazmatyczny mitochondrialny
Dekarboksylacja 25.2 ' 20.6
jabtczanu
Karboksylacja
pirogronianu, 5 mM KHCOs 53 (21%) —
10 mM KHCOs 9.0 (36%) —
25 mM KHCOs 155 (62%) —
50 mM KHCO3s 20.0 (79%) 3.2 (16%)

Wartoéci w nawiasach przedstawiajg procent szybkosci karboksylacji w stosunku do dekarboksylacji.

Interesujgcg wiasciwoscig mitochondrialnego enzymu jest stymulacja
reakcji dekarboksylacji przez bursztynian i fumaran, obserwowana szcze-
golnie przy niskich stezeniach jabtczanu (Tabela 3). W identycznych wa-
runkach dekarboksylacja katalizowana przez enzym cytoplazmatyczny
jest niewrazliwa na fumaran i bursztynian (Tabela 3). Biorgc pod uwage
duzg szybkos$é reakcji dekarboksylacji katalizowanej przez mitochondrial-
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ny enzym jabtczanowy, niska wartos¢ Km wobec jabtczanu mozna przy-
puszczaé, ze zasadniczg rola tego enzymu jest przemiana jabtczanu w piro-
gronian.

Tabela 3.
W ptyw bursztynianu i fumaranu na szybko$¢ dekarboksylacji katalizowanej przez cytoplazmatyczny

i mitochondrialny enzym jabtczanowy

Szybkos¢ reakcji
[xmolex min-1 Xmg-1 biatka enzymatycznego

Enzym Enzym
cytoplazmatyczny mitochondrialny
Jabtczan, 0.125 mM 5.5 0.8
4- Bursztynian, 10 mM 55 4.0
+ Fumaran, 10 mM 5.5 5.0

Wyniki opracowano na podstawie danych zawartych w pi$miennictwie (2,3).

W mitochondriach izolowanych z miesnia sercowego krélika, swinki
morskiej i gotebia oraz w mitochondriach miesni piersiowych golebia
stwierdzono aktywno$¢ enzymu jablczanowego zaleznego od NAD (6).
Wysunieto przypuszczenie, ze mitochondria mieé$ni szkieletowych szczura
zawierajg rowniez aktywnoS$¢ tego enzymu (52, 53). POzZniejsze badania
wykazaty jednak, ze to zalezny od NADP enzym jabtczanowy moze w
pewnych warunkach katalizowaé dekarboksylacje jabtczanu w obecnosci
NAD (23). Podobnymi witasciwosciami charakteryzuje sie cytoplazmatycz-
ny enzym miesni szkieletowych szczura (24).

1V-3. Rola cytoplazmatycznego enzymu jabtczanowego w resyntezie glikogenu z mle-
czanu w miesniu szkieletowym

Jest sprawg powszechnie znana, ze krotkotrwaty, intensywny wysitek
prowadzi do duzej produkcji kwasu mlekowego w pracujgcym miesniu.
Stezenie tego metabolitu w ludzkim miesniu szkieletowym tuz po wysitku
moze osigga¢ 25 mmoli na kg mokrej masy miesnia (54, 55). Nasuwa sie
wiec pytanie o dalsze losy powstajgcego w miesniach szkieletowych mle-
czanu. Ogolnie rzecz biorac, istniejg dwa przeciwstawne poglady na ten
temat. Dawne prace Meyerhofa i wspotpracownikéw (56, 57) oraz
Hilla (58) sugerowaty, ze w miesniu szkieletowym zaby okoto 75°0
powstajacego kwasu mlekowego ulega przemianie do glikogenu. PéZniejsze
prace wskazywaty, ze w mies$niu szkieletowym krélika (59) oraz cztowieka
(54) istnieje rowniez mozliwos$¢ resyntezy glikogenu z kwasu mlekowego
po wysitku. Jednakze znaczenie tych obserwacji byto czesto podwazane
z nastepujacych przyczyn:

— szybko$¢ syntezy glikogenu w izolowanych preparatach miesniowych
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byta niewielka (okoto 0.08 mmola jednostek glukozy wbudowanych

w glikogen w ciggu minuty na kg mokrej masy miesnia (59));

— w badaniach in vivo nie kontrolowano zuzycia glukozy (54), ktéra
mogta by¢ bezposrednim substratem w biosyntezie glikogenu;
— izolowany miesien brzuchaty (m. gastrocnemius) psa z niewielkg szyb-

kosciag whudowuje znakowany weglem 4C mleczan do glikogenu (60);
— przepona szczura inkubowana w obecnosci mleczanu wbhudowuje nie-

wielkie ilosci radioaktywnego C02do glikogenu (61).

Dane te oraz doSwiadczenia Krebsa i Woodforda (62), ktérzy
nie wykazali obecnosci kluczowych enzymdw odpowiedzialnych za prze-
ksztatcanie mleczanu w glikogen, w duzym stopniu podwazaty poglady do-
tyczace przemiany mleczanu w glikogen w miesniu szkieletowym. W zwig-
zku z tym powszechnie panowato przekonanie, ze powstajacy w pracujg-
cym miesniu szkieletowym kwas mlekowy przedostaje sie do krwi a na-
stepnie tg droga do watroby, gdzie ulega przemianie w glukoze. Ta z kolei
poprzez krew dostaje sie do miesni, gdzie stanowi miedzy innymi substrat
w biosyntezie glikogenu.

Nowe Swiatto na problem resyntezy glikogenu z mleczanu w miesniu
szkieletowym rzucajg niedawno publikowane prace Hermansena
i Vaage (5563). DoSwiadczenia te wykazujg, ze po wysitku dochodzi do
szybkiego znikania kwasu mlekowego z miesni. Okoto 10% tego metabo-
litu przedostaje sie do krwi, a pozostata cze$é jest metabolizowana w obre-
bie mies$ni, z czego mniej niz 15% jest spalane do dwutlenku wegla i wody
(Schemat 1). Wynika z tego, ze pozostate 75% mleczanu musi by¢ metabo-
lizowane inng drogg (lub innymi drogami). Autorzy sugeruja, ze droga ta
moze by¢ proces hiosyntezy glikogenu (55, 63). Sugestia ta oparta jest na
nastepujacych danych doswiadczalnych (55, 63):

glikogen

glukoza <——— glukoza = » glukoza
pirogronian — alanina —— alanina ——— alanina — pirogronian
mfleczan mleczan mleczan
CO,+H,0
MIESNIE KREW WATROBA

Schemat 1. Metabolizm mleczanu w ustroju ludzkim po krotkotrwatym intensywnym
\*ysitku

Powstajacy w pracujacym miesniu szkieletowym mleczan jest spalany przez mie$nie czerwone
do CO, i HsO. W ten sposéb metabolizowane jest okoto 15% powstajacego mleczanu. Okoto
10fo tego metabolitu (réwniez w postaci powstajgcej z mleczanu alaniny) przedostaje sie po-
przez krew do watroby, gdzie ulega przemianie do glukozy. Sugeruje sie (55, 63), ze pozostate
759« mleczanu ulega przemianie do glikogenu w miesniu szkieletowym.



[9]1 ENZYM JABLCZANOWY 259

— po wysitku zachodzi intensywna biosynteza glikogenu w miesniu
szkieletowym:;

— niewielka cze$¢ glukozy pobierana z krwi jest wykorzystywana do
biosyntezy glikogenu (az 90°/0 glikogenu jest syntetyzowane z innych
prekursorow);

— istnieje zalezno$¢ czasowa pomiedzy znikaniem mleczanu a biosyntezg
glikogenu (w okresie 30 minut po wysitku obserwuje sie liniowy spadek
stezenia mleczanu z przecietng szybkos$cig 0.66 mmola na minute na kg
masy miesnia oraz liniowy wzrost ilosci glikogenu z przecietng szybko-
§cig 0.56 mmola jednostek glukozy wbudowanych do glikogenu na
minute na kg mokrej masy miesnia);

— z pomiaréw réznic tetniczo-zylnych stezen alaniny wynika, ze cykl
alaninowy nie odgrywa wiekszej roli w znikaniu mleczanu z miesnia
szkieletowego.

Brak lub niska aktywnosé karboksylazy pirogronianowej w mie$niach
szkieletowych ssakow (50, 64) nasuwa pytanie, jaka inng droga przebiega
tam przemiana mleczanu w glikogen. Zdolno$¢ katalizowania karboksylacji
pirogronianu przez cytoplazmatyczny enzym jabtczanowy z migéni szkie-
letowych szczura wskazuje, ze to on odgrywa zasadniczg role w tej prze-
mianie.

Z pomiaréw stezen jabtczanu w ludzkim miesniu szkieletowym wynika,
ze ilos¢ tego metabolitu wzrasta okoto 10-krotnie po intensywnym wy-
sitku a nastepnie wyraznie spada po wypoczynku (63). Tak wiec kierunek
zmian stezehA jabiczanu jest analogiczny jak mleczanu (Tabela 4). Jest

Tabela 4

Zawarto$¢ glikogenu, mleczanu i jabtczanu w ludzkim migséniu szkieletowym

W spoczynku Po wysitku Po wypoczynku
Glikogen 87.7 49.6 66.4
Mleczan 11 26.4 6.6
Jabtczan 0.07 0.67 0.2

Warto$ci wyrazaja ilos¢ mmoli x kg-1 mokrej masy miesnia dla jabtczanu i mleczanu oraz mmole jednostek glu-
kozy x kg-1 mokrej masy miesnia dla glikogenu. Wyniki opracowano na podstawie danych zawartych w pi$mienni*
ctwie (55, 63).

sprawg oczywistg, ze wzrost stezenia mleczanu musi prowadzi¢ do wzrostu
stezenia pirogronianu, a tym samym zwieksza¢ szybkos$¢ syntezy jabicza-
nu katalizowanej przez cytoplazmatyczny enzym jabiczanowy. Z do-
Swiadczen Davisa iwspbipracownikéw (53) wiadomo, ze perfundowany
miesien szkieletowy szczura wiacza radioaktywny C02do jabtczanu w wa-
runkach, kiedy jedynym substratem dodanym do ptynu perfuzyjnego jest
glukoza. Dodanie do ptynu perfuzyjnego pirogronianu z mleczanem znacz-
nie zwiekszato wbudowywanie C02 do jabiczanu (Tabela 5). Natomiast
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Tabela 5.
Wigczanie C02 do jabtczanu w perfundowanym miesniu szkieletowym szczura
Radioaktywnos¢ Specyficzna
catkowita aktywnos$¢
cpm/g tkankix 10“2 cpm/(xmol X 10”2
Kontrola 18 118
+ pirogronian 0.15 mM 33 166
+ mleczan, 2.25 mM
+ pirogronian, 1 mM 150 310

+

mleczan, 15 mM

Miesien perfundowano ptynem Krebsa-Henseleita zawierajagcym 5 mM glukoze, 12.5 milijednostek insuliny
i NaH[14C]C>. Wyniki opracowano na podstawie danych zawartych w pismiennictwie (53).

w izolowanym mieé$niu szkieletowym zaby wzrost stezenia mleczanu
w plynie perfuzyjnym z 1 do 8 mM powoduje okoto 3.5-krotny wzrost
syntezy glikogenu (65). Ponadto szybkos$¢ syntezy glikogenu z mleczanu
rosnie wraz ze wzrostem stezenia HCOJ w ptynie inkubacyjnym (59). Na
podstawie omdwionych doswiadczen wydaje sie, ze w miesniu szkieleto-
wym mozliwa jest przemiana mleczanu do jabtczanu, szczegdlnie wéwczas,
gdy stezenie mleczanu wzrasta wielokrotnie oraz, ze istotng role w tym
procesie odgrywa cytoplazmatyczny enzym jabtczanowy. Biorac pod uwage
powyzsze dane oraz hamowanie whudowywania mleczanu w glikogen w
miesniu zaby (65) przez 3-merkaptopikolinian-inhibitor karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej (66) mozna zaproponowaé nastepujacy schemat
biosyntezy glikogenu z mleczanu:

CO, NADPH NADP

mleczan- .pirogronian jablczan- »OAA PEP-

—»glukozo 6-fosforan mglukozo 1-fosforan- glikogen

IV-4. Anaplerotyczne dziatanie cytoplazmatycznego enzymu jabiczanowego

Cykl kwasow trikarboksylowych (cykl Krebsa) ma w komérkach zwie-
rzecych istotne znaczenie dla wykorzystania produktow katabolizmu we-
glowodandw, ttuszczéw i biatek. Produkty te ulegajg przemianom w cyklu
Krebsa w celu wytworzenia energii oraz prekursorow dla proceséw ana-
bolicznych. Odptyw metabolitow, ktére stanowig substraty wyjsciowe dla
biosyntezy glukozy (OAA) lub kwaséw tluszczowych (cytrynian) wymaga
doptywu metabolitow w celu zachowania rownowagi pomiedzy zwigzkami
weglowymi ulegajgcymi przemianie w cyklu Krebsa a zwigzkami wyko-
rzystywanymi w procesach anabolicznych. Uzupetnianie puli posrednikow
cyklu Krebsa odbywa sie dzieki pewnym reakcjom pomocniczym, ktére
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okresla sie jako reakcje anaplerotyczne (67). Stwierdzono, ze zaréwno
miesien sercowy jak i szkieletowy cechuje zdolno$¢ zwiekszania stezenia
metabolitow cyklu Krebsa szczegolnie podczas gtodu i cukrzycy (68, 69)
a takze w czasie intensywnej pracy organizmu (70-72). Do akumulacji me-
tabolitow cyklu Krebsa dochodzi réwniez w sercu i mies$niu szkieletowym
w wyniku perfuzji octanem oraz innymi prekursorami acetylo-CoA (52, 68,
73, 74). Nie wyjasniony do tej pory pozostaje jednak mechanizm prowa-
dzacy do wzrostu stezenia posrednikdw cyklu Krebsa w miesniu szkiele-
towym. Najczesciej rozwaza sie nastepujace reakcje, ktére teoretycznie
moga dziata¢ anaplerotycznie w miesniu szkieletowym (3, 64, 71, 72, 75):

. liaza
adenylobursztyman S

adenylobursztymanowa " MP fumaran (1)

] _ karboksykaza
pirogronian+ COz+ ATI — ; *OAA+ ADP+Pn 2
pirogromanowa
. . enzym ]
pirogronian+C02+ NADPH . . -----——— *jabtczan+ NADP 3)
jabfczanowy
L. dehydrogenaza
glutaminian+ NAD — -~ —---m-mmmm- *2-ketoglutaran + NADH + NH4  (4)

glutammianowa

.. . ~aminotransferaza
glutaminian + pirogronian ;

—; palanina+ 2-ketoglutaran (5)/
alanmowa \

Najwazniejszg wedlug Lowensteina i wspdtpracownikdw role w
uzupetnianiu metabolitéw cyklu Krebsa w mieéniu szkieletowym gra cykl
nukleotydéw purynowych a konkretnie reakcja katalizowana przez liaze
adenylobursztynianowg (Reakcja 1), podczas gdy pozostate reakcje (Re-
akcje 2-5) nie majg odgrywac wiekszej roli w tym procesie (71, 72). Wedtug
wynikéw doswiadczen Davisa i wspltpracownikéw (64) wydaje sie,
ze karboksylaza pirogronianowa (Reakcja 2) moze mie¢ w mies$niu dziata-
nie anaplerotyczne. Zarobwno Davis (64) jak i Lowenstein (71)
sq zgodni, ze enzym jabtczanowy nie moze by¢ odpowiedzialny za karbo-
ksylacje pirogronianu do jabiczanu a tym samym zwiekszac stezenie tego
metabolitu w miesniu. Opierajg oni swoje przypuszczenie gtownie na
wiasciwosciach kinetycznych enzymu izolowanego z mitochondriow serca
(64, 71). Jak przedstawiono powyzej, enzym mitochondrialny z mies$ni
szkieletowych (podobnie jak i z mitochondriow innych tkanek) charakte-
ryzuje sie niewielkg zdolnoscig katalizowania karboksylacji pirogronianu,
wykazujgc przy tym wysokag Km wobec pirogronianu. Bioragc jednak pod
uwage wiasciwosci kinetyczne enzymu cytoplazmatycznego z miesni szkie-
letowych, mozna przypuszczaé, ze katalizuje on karboksylacje pirogronianu
do jabtczanu takze in vivo. Stosujgc uktad doswiadczalny zawierajacy mi-
tochondria izolowane z mies$ni szkieletowych, pirogronian, KHCO3NADPH,
MgS04 i cytoplazmatyczny enzym jabtczanowy stwierdzono stosunkowo
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duze zuzycie tlenu. Usuniecie z tego uktadu jednego ze skiadnikéw nie-
zbednych do dziatania enzymu jabtczanowego prowadzito do znacznego
zmniejszenia zuzycia tlenu (Tabela 6). Wyniki te mozna interpretowaé je-

Tabela 6.

Utlenianie pirogronianu przez izolowane mitochondria miesni szkieletowych inku-
bowane w obecnoéci cytoplazmatycznego enzymu jabtczanowego (s)

Zuzycie tlenu
Warunki do$wiadczenia nmole x min-1 x mg-1 biatka
mitochondrialnego

Pirogronian, 1 mM ' 11.6
Jabtczan, 1 mM 10.5
Pirogronian, 1 mM +Jabtczan, 1 mM 146.8
Pirogronian, 1 mM + CEJ 0.03 j 17.6
+ CEJ 0.08 j 31.3
+ CEJ 0.16 j 51.5
+ CEJ 033 64.1
+ CEJ 1.0 j 79.6

Pirogronian, 1 mM + CEJ 1.0 j
- NADPH 11.6
— MgS04 20.9
— KHCO3 17.4

Mitochondria inkubowano w $rodowisku zawierajgcym: 15 mM KC1, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgS04, 1 |xM
CCCP, 20 mM KHCO03, 0.5 mM NADPH. CEJ = cytoplazmatyczny enzym jabtczanowy, j = ilo$¢ aktywnosci kata-
lizujgca produkcje 1 (;mola NADP w obecnosci 10 mM jablczanu w temperaturze 30°C.

dynie w sposéb nastepujacy. lzolowane mitochondria z mies$ni szkieleto-
wych utleniajg pirogronian z niewielkg szybko$cig ze wzgledu na brak
akceptora acetylo-CoA. Dodanie do mieszaniny inkubacyjnej cytoplazma-
tycznego enzymu jabtczanowego oraz KHCO03 NADPH i MgS04 powoduje
synteze jabtczanu z pirogronianu. Jabiczan wchodzi do mitochondriéw,
ulega przemianie do szczawiooctanu, ktéry z kolei umozliwia dalsza prze-
miane acetylo-CoA powstajgcego z pirogronianu. Niewykluczone, ze po-
wyzsze procesy moga zachodzi¢ rowniez in vivo. Przemawiajg za tym do-
Swiadczenia Davisa i wspoipracownikéw (53), ktorzy stwierdzili, ze
perfundowany miesien szkieletowy wbudowuje radioaktywny CO02 do
jabtczanu z szybkoscig zalezng od stezenia pirogronianu w ptynie perfu-
zyjnym. Reasumujac mozna stwierdzié, ze cytoplazmatyczny enzym jabt-
czanowy oprocz karboksylazy pirogronianowej i cyklu nukleotydéw pury-
nowych moze w mieéniu szkieletowym mie¢ dziatanie anaplerotyczne.

IV-5. Rola mitochondrialnego enzymu jabiczanowego w produkcji pirogronianu
z jabtczanu

Mitochondria mieséni szkieletowych inkubowane w obecnosci jabtcza-
nu i arseninu (inhibitora kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej) pro-
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dukuja pirogronian (Tabela 7). Teoretycznie synteza pirogronianu z jabt-
czanu w izolowanych mitochondriach moze odbywac¢ sie trojako. Po pierw-
sze moze zachodzi¢ przy udziale mitochondrialnego enzymu jabtczanowego.
Po drugie w wyniku przemiany jabtczanu do fosfoenolopirogronianu kata-
lizowanej kolejno przez dehydrogenaze jabiczanowg i karboksykinaze
fosfoenolopirogronianowg; fosfoenolopirogronian z kolei moze byé trans-
portowany do Srodowiska inkubacyjnego, gdzie pod wptywem kinazy piro-

Tabela 7.

Produkcja pirogronianu z jabtczanu przez mitochondria izolowane z mieéni szkie-
letowych szczura (23)

Produkcja pirogronianu
Warunki do$wiadczenia nmole x min-1 x mg-1 biatka
mitochondrialnego

Jabtczan 7.4
Jabtczan + ADP 122
Jabtczan + ADP + Oligomycyna 6.6
Jabtczan + Oligomycyna 6.6

Mitochondria inkubowano w $rodowisku zawierajgcym: 20 mM KC1; 50 mM Tris-HCI pH 7.2;
2 mM bufor fosforanowy pH 7.2; 2 mM MgCI2; 2 mM EDTA, 0.2% BSA; 4 mM NaAsOa; 20 mM
jabtczan; 1 mM ADP, 5 (xg oligomycyny.

gronianowej zaadsorbowanej na powierzchni mitochondriéw moze ulegac
przemianie do pirogronianu. Po trzecie w wyniku bezpos$redniej dekarbo-
ksylacji (katalizowanej przez dekarboksylaze szczawiooctanu) powstajagcego
z jabtczanu szczawiooctanu.

Dane doSwiadczalne wskazuja, ze jedyng drogg biosyntezy pirogronia-
nu z jabtczanu w izolowanych z miesni szkieletowych mitochondriach jest
reakcja katalizowana przez enzym jabtczanowy, bowiem dwie pozostate
drogi nie moga odgrywac¢ zadnej roli ze wzgledu na brak aktywnosci de-
karboksylazy szczawiooctanu z mitochondriach mies$ni szkieletowych (89)
oraz brak syntezy fosfoenolopirogronianu w warunkach doswiadczalnych
opisanych w tabeli 7. Nalezy réwniez podkresli¢, ze biosyntezy fosfoenolo-
pirogronianu nie stwierdzono stosujagc warunki doswiadczalne optymalne
dla produkcji tego metabolitu w mitochondriach izolowanych z innych
tkanek (23). llos¢ produkowanego pirogronianu wzrasta okoto dwukrotnie
po dodaniu ADP do $srodowiska inkubacyjnego (Tabela 7). Inhibitory fosfo-
rylacji oksydacyjnej znosza catkowicie wptyw ADP na produkcje piro-
gronianu. Wskazuje to, ze przemiana jabtczanu w pirogronian jest $cisle
sprzezona z procesem fosforylacji oksydacyjnej. Co z kolei sugeruje, ze
NADPH powstajacy w reakcji katalizowanej przez enzym jabtczanowy
jest utleniany przez mitochondria. W mitochondriach miesni szkieleto-
wych NADPH jest utleniany bezposrednio przez tancuch oddechowy lub
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tez posrednio przy udziale niezaleznej od energii transhydrogenazy, ktora
katalizuje redukcje NAD w obecnosci NADPH (23). Powstajacy w ten
spos6b NADH jest nastepnie utleniany przez tancuch oddechowy.

IV-6. Rola mitochondrialnego enzymu jabiczanowego w przemianie szkieletu weglo-
wego niektdrych aminokwaséw do alaniny

Alanina jest jednym z gtéwnych substratow glukoneogenezy zachodzg-
cej w watrobie i korze nerki. Zasadniczym jej zrédtem sg miesnie szkiele-
towe. Stwierdzono, ze ilo$¢ alaniny uwalnianej przez mieénie szkieletowe
w czasie glodzenia przekracza znacznie ilo$¢ tego aminokwasu, jaka wy-
stepuje w biatkach miesniowych (76). Sugeruje to, ze alanina jest w mie-
$niach szkieletowych syntetyzowana przez transaminacje pirogronianu.
Jedynym bezpos$rednim donatorem grupy aminowej w tym procesie moze
by¢ glutaminian (77). Asparaginian, leucyna, izoleucyna i walina mogga by¢
rowniez donatorami grupy aminowej dla transaminacji 2-ketoglutaranu
w wyniku czego powstaje glutaminian. Tak wiec synteza alaniny poprzez
transaminacje pirogronianu zachodzi wedtug schematu:

aminokwas ---------  --eemeeee- 2 ketoglutaran « - > alanina

2 ketokwas glutaminian pirogronian

Za takg droge syntezy alaniny przemawia szereg danych doswiadczalnych.
Stwierdzono bowiem, ze znane inhibitory aminotransferaz (aminooksy-
octan i cykloseryna) hamuja uwalnianie alaniny zaréwno in vivo (78) jak
i in vitro (79-81). Dalsze badania wykazaty, ze perfuzja miesnia (79) oraz
inkubacja preparatéw miesniowych (80-82) z glutaminianem (lub innymi
aminokwasami ktérych metabolizm prowadzi do wzrostu stezenia glutami-
nianu) powoduje stymulacje uwalniania alaniny. Stwierdzono réwniez, ze
zwigkszenie dostepnosci pirogronianu powoduje zwiekszone uwalnianie
alaniny i odwrotnie obnizenie dostepnos$ci pirogronianu powoduje spadek
uwalniania alaniny przez miesnie szkieletowe (78, 81).

Glutaminian oraz inne aminokwasy wykorzystywane w procesie bio-
syntezy alaniny powstajg w wyniku proteolizy biatek miesniowych (77),
zrédtem za$ pirogronianu moze byé glukoza, moze on réwniez powstawac
w wyniku katabolizmu niektérych aminokwasow. Wedtug pierwszych do-
niesien dotyczacych uwalniania alaniny z mies$ni szkieletowych gtéwnym
zrodtem szkieletu weglowego alaniny miat by¢ szkielet weglowy piro-
gronianu, pochodzacy z przemiany glukozy (76, 84). Zaproponowano cykl
zwany alaninowo-glukozowym (76, 84, 85): glukoza pobierana przez mie-
$nie szkieletowe z krwi ulega przemianie do pirogronianu, ktéry po trans-
aminacji do alaniny przechodzi do krwi i tg droga dostaje sie do watroby.
W watrobie grupa aminowa alaniny jest wykorzystywana w procesie bio-
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syntezy mocznika a szkielet weglowy stuzy do biosyntezy glukozy. Po-
wstata glukoza dostarczana jest z krwig do miesni, gdzie ponownie ulega
przemianie do pirogronianu a nastepnie do alaniny. Zasadniczg wiec rolg
tego cyklu jest transport azotu z miesni do watroby bez wzrostu stezenia
amoniaku we krwi. Nalezy zauwazyé¢, ze cykl alaninowo-glukozowy nie
wytwarza netto glukozy, nie dostarcza wiec jej rowniez w okresie gtodze-
nia. Badania Cahila (86) wykazaty, ze podczas krétkotrwatego gtodu
energetyczne zapotrzebowanie mdzgu jest pokrywane przez glukoze syn-
tetyzowana ze szkieletu weglowego aminokwas6w powstajgcych w procesie
proteolizy biatek miesniowych. Nalezy wiec sadzi¢, ze atomy wegla alaniny
uwalnianej z miesni szkieletowych moga pochodzi¢ nie tylko z glukozy ale
réwniez z aminokwasow miesniowych. Z badan in vitro wynika, ze 20-50%
alaniny moze powstawac¢ ze zrodet nieweglowodanowych (82, 87, 88).
Gtownym zrédiem nieweglowodanowych atoméw wegla alaniny sa: aspa-
raginian, glutaminian, walina i izoleucyna (77). Wedtug Davisa i wspot-
pracownikéw (74) aminokwasy te transaminujg z 2-ketoglutaranem w wy-
niku czego powstaje odpowiedni 2-ketokwas i glutaminian. Powstajacy
w ten sposob 2-ketokwas ulega przemianie do posrednikéw cyklu Krebsa.
2-ketoglutaran konieczny do transaminacji jest regenerowany w reakcji
katalizowanej przez aminotransferaze alaninowg. Schematycznie mozna to
zapisa¢ nastepujgco:

aminokwas + 2-ketoglutaran----------- »2-ketokwas+ glutaminian
2-ketokwas----------- jabtczan+nC02
glutaminian + pirogronian----------- >2-ketoglutaran+ alanina

Sumarycznie:
aminokwas+ pirogronian----------- mjabtczan + alanina+ nC02

W ten sposob grupa aminowa niektérych aminokwasow zostaje whudowa-
na w alanine, a ich szkielet weglowy ulega przemianie do jabiczanu (lub
innych posrednikdw cyklu Krebsa). Powstajagcy w ten sposob jabtczan
moze dalej ulega¢ przemianie do pirogronianu, bezposredniego prekursora
uwalnianej z mieéni szkieletowych alaniny.

Nasuwa sie jednak pytanie w jaki sposéb jabtczan (lub inne posredniki
cyklu Krebsa) ulega przemianie do pirogronianu. Teoretycznie mozna roz-
wazy¢ trzy niezalezne drogi:

— bezpos$rednig przemiane jabtczanu w pirogronian katalizowang przez
mitochondrialny enzym jablczanowy:

jabtczan+NAD (P)-------—---- >pirogronian+ C02+ NAD(P)H

— przemiang szczawiooctanu w fosfoenolopirogronian pod wptywem kar-
boksykinazy fosfoenolopirogronianowej z nastepng przemiang fosfoeno-
lopirogronianu do pirogronianu z udziatem kinazy pirogronianowe;j:
OAA-—-—-——-- AP E P ---mmeme- >pirogronian

4 Postepy Bioc&emii 384
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— dekarboksylacje szczawiooctanu pod wptywem dekarboksylazy szcza-
wiooctanu:

OAA e mpirogronian+ C02

Wydaje sie¢ jednak, ze te ostatnig droge mozna wykluczy¢ z rozwazan ze
wzgledu na brak aktywnos$ci dekarboksylazy szczawiooctanu w miesniach
szkieletowych (89).

Miesnie izolowane ze szczuréw gtodzonych i inkubowane w $rodowisku
zawierajgcym waling uwalniajg znacznie wiecej alaniny niz miesnie otrzy-
mane ze szczur6w karmionych (90). Gtodzenie powoduje rowniez wyrazny
wzrost aktywnosci karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej w réznych
typach miesni szkieletowych (90). Zalezno$¢ pomiedzy wzrostem aktyw-
nosci karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej a zwiekszong iloScig
uwalnianej alaniny moze sugerowaé, ze droga z udziatem tego enzymu
odgrywa zasadniczg role w przemianie posrednikow cyklu Krebsa do piro-
gronianu. Przemawiajg rowniez za tym wyniki doSwiadczen z 3-merkapto-
pikolinianem (inhibitorem karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej)
i 3-aminopikolinianem (aktywatorem tego enzymu) a mianowicie inkubacja
z merkaptopikolinianem mieé$ni otrzymanych ze szczuréw gtodzonych po-
woduje zahamowanie uwalniania alaniny, natomiast z aminopikolinianem
powoduje stymulacje uwalniania tego aminokwasu (91). Jednak badania
z perfundowanym mie$niem szkieletowym nie wykazaty istotnego wpty-
wu inhibitora karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej na produkcje
alaniny, pirogronianu i mleczanu (53). Dlatego tez Davis i wspdipra-
cownicy (53) stoja na stanowisku, ze enzym jabtczanowy musi katalizowaé
przemiane posrednikow cyklu Krebsa do pirogronianu. Poczatkowo sg-
dzono, ze szczeg6lng role w tym procesie odgrywa zalezna od NAD forma
enzymu jabtczanowego (53). PéOZniejsze badania nie wykazaty jednak
obecnosci zaleznej od NAD formy enzymu jabtczanowego w mitochon-
driach miesni szkieletowych (23), stwierdzity natomiast, ze w pewnych
warunkach (duze stezenie jabiczanu i NAD oraz niskie pH S$rodowiska
inkubacyjnego) zalezny od NADP enzym jabtczanowy moze katalizowaé
przemiane jabiczanu do pirogronianu z udziatem NAD (23). Wydaje sie
jednak, ze dekarboksylacja jabtczanu w obecnosci NAD nie odgrywa wiek-
szej roli w metabolizmie mies$ni szkieletowych ze wzgledu na niskg aktyw-
no$¢ oraz wysoka Km wobec jabtczanu i NAD. Natomiast zasadniczg role
w przemianie jabtczanu do pirogronianu moze odgrywac zalezny od NADP
mitochondrialny enzym jabtczanowy. Przemawiajg za tym wiasciwosci ki-
netyczne tego enzymu oraz zdolno$¢ izolowanych mitochondriow do
produkcji pirogronianu z jabtczanu. Stymulowanie enzymu jabtczanowego
przez bursztynian i fumaran, metabolity, ktére powstajg miedzy innymi
w wyniku katabolizmu waliny i izoleucyny moze stanowi¢ dodatkowy
mechanizm regulacyjny w przemianie fragmentu weglowego tych amino-
kwasow do alaniny (Schemat 2). Nalezy réwniez zwréci¢ uwage na hamo-
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wanie mitochondrialnego enzymu przez acetylo-CoA (40). Mozna przy-
puszczaé, ze przemiana jabtczanu w pirogronian spowoduje obnizenie ste-
zenia szczawiooctanu w mitochondriach, a tym samym doprowadzi do
wzrostu stezenia acetylo-CoA. Wzrost stezenia tego metabolitu moze do-
prowadzié¢ do zahamowania aktywnosci enzymu jabtczanowego, a tym sa-
mym do obnizenia produkcji alaniny w miesniach szkieletowych. Tak wiec
aktywnos$¢ mitochondrialnego enzymu jabiczanowego moze by¢ regulowa-
na przez prekursory jabtczanu i zwigzki powstajagce w wyniku jego prze-
miany (Schemat 2).

BIALKA MIESNIOWE

walina 3-metylo -2-ketomasian bursttynylo-CoA
2-ketoglutaran glutaminian — burszt!/nian
acetylp—CoA
alanina plrogronia{'— 1© 1 T© jabtczan —------- fumaran
j J 2
PEP OAA
do KRWI

Schemat 2. Schemat przedstawiajgcy udzial enzymu jabiczanowego i karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej w przemianie waliny w alanine w mies$niach szkieleto-
wych. Zmodyfikowane wg (91)

Powstajaca w wyniku proteolizy biatek miesniowych walina ulega transaminacji do 3-metylo-
-2-ketomaslanu, a ten z kolei utlenia sie w mitochondriach do posrednikéw cyklu Krebsa.
Metabolity cyklu Krebsa moga ulega¢ przemianie do pirogronianu (bezposredniego prekursora
uwalnianej z miesni szkieletowych alaniny) w reakcji katalizowanej przez mitochondrialny
enzym jabtczanowy (1), lub tez w wyniku reakcji katalizowanych kolejno przez: dehydrogenaze
jabtczanowa (2), karboksykinaze fosfoenolopirogronianowg (3) i kinaze pirogronianowg (4). Na
schemacie zaznaczono réwniez wptyw bursztynianu, fumaranu i acetylo-CoA na aktywno$¢ mi-
tochondrialnego enzymu jablczanowego. © oznacza stymulacje, © hamowanie aktywnosci en-
zymu.

Na podstawie dotychczas publikowanych danych trudno jest jedno-
znacznie rozstrzygnaé, ktéra z dyskutowanych powyzej drog jest odpo-
wiedzialna za przemiane metabolitow cyklu Krebsa do alaniny w miesniu
szkieletowym. Niewykluczone, ze obydwie drogi moga dziataé¢ jednoczes$nie,
lub w pewnych warunkach dziata jedna, a w innych druga. Wiadomo, ze
proces utleniania 2-ketokwasoéw powstatych w wyniku transaminacji ami-
nokwasow rozgatezionych odbywa sie w mitochondriach. Przyjmujac, ze
enzym jabiczanowy katalizuje produkcje in vivo pirogronianu z jabtczanu,
to caty proces przemiany od 2-ketokwasu do pirogronianu zachodzi w obre-
bie mitochondriow. Jesli zatozyé, ze droga z udziatem karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej jest odpowiedzialna za te przemiane to musi
ona zachodzi¢ czesciowo w mitochondriach i w cytoplazmie. Jest to uwa-
runkowane subkomoérkowym rozmieszczeniem karboksykinazy fosfoenolo-
pirogronianowej. W miesniach szkieletowych enzym ten wystepuje gtow-
nie w cytoplazmie (91), zachodzi wiec konieczno$¢ transportu szczawio-
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octanu z mitochondriéw do cytoplazmy. Wiadomo, ze transport szczawio-
octanu z mitochondriow do cytoplazmy odbywa sie gtownie w formie
asparaginianu. Z badan LaNoue (92, 93) wynika, ze transport aspara-
ginianu z mitochondriéw do cytoplazmy jest procesem zaleznym od energii.
Na tej podstawie mozna by sadzié¢, ze droga z udziatem karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej jest mozliwa tylko w warunkach wysokiego
stanu energetycznego mitochondriéw, natomiast w innych warunkach
moze przewaza¢ droga z udziatem zaleznego od NADP enzymu jabicza-
nowego. %

V. Podsumowanie

W mieéniach szkieletowych wystepuje cytoplazmatyczny i mitochon-
drialny enzym jabiczanowy. Enzymy te rdznig sie niektorymi wiasciwo-
$ciami fizykochemicznymi i kinetycznymi. Mitochondrialny enzym kata-
lizuje karboksylacje pirogronianu z szybkoS$cig nie przekraczajaca 20°/o
szybkos$ci dekarboksylacji jabtczanu, natomiast enzym cytoplazmatyczny
katalizuje karboksylacje pirogronianu z szybkoscig 80°/o reakcji dekarbo-
ksylacji jabtczanu. Ponadto mitochondrialny enzym jest stymulowany
przez bursztynian i fumaran oraz hamowany przez acetylo-CoA, podczas
gdy cytoplazmatyczny enzym jest niewrazliwy na bursztynian i fumaran
a tylko nieznacznie hamowany przez acetylo-CoA. Jak sie sugeruje, mito-
chondrialny enzym jabtczanowy katalizuje in vivo gtdwnie reakcje dekar-
boksylacji jabtczanu, co moze by¢ istotne dla przemiany szkieletu weglo-
wego niektérych aminokwaséw do alaniny. Cytoplazmatyczny enzym moze
katalizowaé zaréwno reakcje karboksylacji pirogronianu jak i dekarbo-
ksylacji jabtczanu. W miesniach szkieletowych wazng role odgrywa reak-
cja karboksylacji pirogronianu w przemianie mleczanu w glikogen oraz
w uzupetnianiu puli posrednikéw cyklu Krebsa. Precyzyjna regulacja
stezenia posrednikow cyklu Krebsa w miesniu szkieletowym ma szczegol-
ne znaczenie, jest to bowiem narzad, w ktérym réznica natezenia procesow
metabolicznych pomiedzy spoczynkiem a pracg moze byé tysigckrotna.

Autor wyraza wdzieczno$¢ prof. dr Mariuszowi Zydowo i prof. dr Leonowi
Zelewskiemu za cenne uwagi oraz zyczliwg zachete w trakcie przygotowywania
niniejszego artykutu.
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I. Wstep

W trakcie ewolucji udziat fosforan6w w metabolizmie komdorkowym
ciggle sie zwiekszat, a juz szczytowym wyrazem wszechobecnosci fosfo-
ranéw, obok wapnia, w organizmie kregowcéw jest ich znaczenie w tworze-
niu tkanki kostnej. Réwnolegle wytwarzaty sie elementy uktadu homeosta-
tycznego warunkujacego adaptacje organizmu do zmieniajacej sie podazy
fosforanéw w pokarmie. Zréznicowane zapotrzebowanie na fosforan przez
poszczegOlne narzady, zmieniajace sie w zaleznosci od fazy wzrostu lub
og6lnie bioragc od stanu fizjologicznego organizmu, wywierato niematy
wptyw na doskonalenie sie uktadu homeostazy. Niewatpliwie nerka jest
gtdbwnym ogniwem tego systemu, w niej bowiem rozwinety sie mechaniz-
my zapewniajace adaptacje transportu kanalikowego fosforanéw do po-
trzeb organizmu jako catosSci. Wystarczy przypomnieé, ze przy niedoborze
fosforanéw w pokarmie ich wydalanie z moczem maleje do zera. Fosforany
naleza do tych substancji obok wody, sodu i wapnia, ktdrych wydalanie
przez nerki podlega kontroli hormonalnej. Dotychczas nie mamy peinego
obrazu wspoétzaleznosci poszczeg6lnych elementéw systemu homeostazy
warunkujacej adaptacje transportu kanalikowego do potrzeb organizmu.
Jeszcze teraz poszukuje sie hormonu, ktory by zapobiegat wydalaniu fosfo-
ranbw z moczem przy zmniejszonej ich podazy z pokarmem. Ostatnio
doniesiono, ze epinefryna jest hormonem hypofosfatemicznym u cztowieka
(1). Dopiero teraz identyfikuje sie miejsca, w ktédrych odbywa sie trans-
port fosforandéw, natomiast niewiele wiemy o czynnikach regulujacych
resorpcje fosforanéw w poszczegdlnych odcinkach nefronu (2, 3, 4). Do
niedawna przypuszczano, ze transport fosforandw ma miejsce jedynie
w poczatkowych odcinkach kanalika proksymalnego. Obecnie wiadomo,
ze tak nie jest, ze odcinek dystalny kanalika proksymalnego, tzw. cze$¢
prosta, odgrywa znaczacg role w regulacji transportu fosforan6w, nato-
miast o roli dystalnego odcinka w tym wzgledzie na razie nic nie wiemy.
Wiele danych wskazuje na to, ze nie w blonie antyluminalnej lecz lumi-
nalnej znajdujg sie elementy systemu regulujgcego transport fosforandw
przez komorke kanalikowg (5, 6, 77).

Transport fosforandw ze Swiatta kanalika nerkowego odbywa sie przez
pojedyncza warstwe komoérek nabtonkowych, ktére w obrebie kanalika
proksymalnego potgczone sg pomiedzy sobg zwarciami o duzej prze-
puszczalnosci. Aniony zreabsorbowane z przestrzeni pozakomorkowej prze-
mieszczajg sie do witosniczek, ktére bezposrednio przylegajag do biony
podstawowej. Odlegto$é pomiedzy tg btong a $ciang kapilary nie przekracza
20 ixm. Dzieki kosmkom tworzacym tzw. rgbek szczoteczkowy powierzchnia
btony luminalnej komorek nabtonkowych kanalika proksymalnego jest
znacznie wieksza anizeli btony przeciwlegtej (7). System elementéw kurcz-
liwych opasujgcych biegun luminalny komorek nabtonkowych wprawia
w ruch znajdujace sie tam kosmki, ktdre mieszajac przeptywajacy przesacz
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kiebkowy utatwiajg kontakt substancji ulegajgcych absorpcji do miejsc
ich wigzania na powierzchni btony luminalnej (8, 9). Transport fosfora-
néw odbywa sie transcelularnie i ma charakter aktywny. Z przesaczu
ktebkowego przemiaszczajg sie one przez btone luminalng do wnetrza
komérki wbrew potencjatowi elektrycznemu, ktéry wynosi okoto 60 mV
(ujemny we wnetrzu komorki) a takze wbrew gradientowi ich stezen.
W ptynie przesaczu stezenie fosforandw w warunkach prawidtowych nie
przekracza 2.5 mM, a we wnetrzu komaorki nerkowej wynosi okoto 5 mM.
Przeptyw fosforan6w z komorki przez btone antyluminalng do krwi od-
bywa sie biernie zgodnie z gradientem potencjatéw elektrochemicznych,
podobnie jak anionéw wodoroweglanowych. Natomiast transport fosfora-
néw przez btone luminalng jest sprzegniety z transportem jonéw sodu,
ktorych stezenie (145 mM) w piynie kanalika proksymalnego na catlej
jego dtugosci nie ulega zmianie (10), pomimo ciagtej resorpcji (bo az 50%
tam sie wchiania). Stad wielko$¢ sity napedowej transportu fosforanéw
jaka stanowi roznica stezen jonéw sodu po obu stronach btony luminalnej,
pozostaje niezmieniona na catym przebiegu kanalika proksymalnego, oczy-
wiscie pod warunkiem, ze nie ulega zmianie wewngtrzkomoérkowe steze-
nie jonéw sodu (40 mM). Bierny transport jonéw sodu przez btone lumi-
nalng do wnetrza komorki, a wiec zgodny z gradientem elektrochemicz-
nym jest wiec sitg napedowg przemieszczajgcg fosforany wbrew gradien-
towi elektrochemicznemu. Rdwnica potencjatu elektrochemicznego Na+
po obu stronach biony utrzymywana jest dzieki aktywnosci Na-K-ATPazy
zlokalizowanej wytacznie w blonie bazolateralnej. Zahamowanie aktyw-
nosci pompy sodowej prowadzi do zahamowania transportu wszystkich
substancji kotransportowanych z jonami sodu, m.in. i fosforandéw (11).
Jest to wiec transport ,aktywnie wtérny” w odr6znieniu od aktywnie
pierwotnego, w ktérym transport danej substancji przez btone wbrew
gradientowi elektrochemicznemu jest sprzegniety bezposrednio z reakcja
egzoergiczng. Badania z uzyciem izolowanych pecherzykéw rabka szczo-
teczkowego bton luminalnych kory nerek jednoznacznie wykazaty kotrans-
port fosforanéw z jonami sodu (12, 13).

Il. Rola btony luminalnej komdrek kanalikow proksymalnych nerek
w regulacji transcelularnego transportu fosforanéw

Biona luminalna komoérek kanalikéw proksymalnych nerki w przeci-
wienstwie do biony antyluminalnej prawdopodobnie nie zawiera pomp
kationowych. Znajdujg sie w niej jednak swoiste wymieniacze i nos$niki,
m.in. anionowe, biorgce udziat w przemieszczaniu skladnikow przesgczu
ktebkowego do wnetrza komérek i odwrotnie koAcowych produktow prze-
miany z komorek do moczu. W btonie luminalnej wykazano m.in. obecnos¢
kilkunastu enzymdw, ktérych znaczenie fizjologiczne jak dotychczas nie
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zostato wyjasnione (14). Niektére z nich sg ektoenzymami, bowiem ich
centra aktywne ,patrzg” w kierunku S$wiatta kanalika np. pirofosfataza
dinukleotydowa, 5’nukleotydaza (15). W trakcie izolacji bton luminalnych
ich fragmenty zamykajg sie spontanicznie, utworzone pecherzyki nadal
zachowujg pierwotng orientacje przestrzenna, tzn. ze strona zewnetrzna
btony pecherzyka jest skierowana ku S$rodowisku zewnetrznemu (16).
Pecherzyki sg bardzo trwale i stanowig idealny model do badania proce-
sOw transportu szczeg6lnie dlatego, ze ich wnetrze jest pozbawione aparatu
metabolizujgcego.

:
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Ryc. 1. Transport fosforanow do izolowanych bton rgbka szczoteczkowego kory ne-
rek krélika. Srodowisko wewnatrzpecherzykowe zawierato 300 mM mannitol, 5 mM
Hepes/Tris, pH 7.5, lub 100 mM NaCl (Na+W w 100 mM mannitolu. Srodowisko ze-
wnatrzpecherzykowe: 0.1 mM, K H”POi, 100 mM NaCl (Na+z) lub 100 mM KC1 (K+2)
w 100 mM buforowanym mannitolu. Na2AS04 byt 5 mM. Wedtug (13).
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Ryc. 1 przedstawia krzywe ilustrujagce przebieg akumulacji fosfora-
néw w pecherzykach. Jak wida¢, w obecnosci gradientu jondw sodu poczat-
kowy odcinek krzywej ma przebieg liniowy, po okoto 2 min obserwuje
sie maksimum akumulacji, nastepnie stezenie fosforanéw maleje, osiagajac
stan rdGwnowagi po kilkunastu minutach. W nieobecnosci gradientu stezen
jonéw sodu Na* = Na” krzywa akumulacji fosforandw w pecherzykach
ma przebieg podobny do krzywej w obecnosci jonow potasu, rubidu, litu
czy tez choliny. Oznacza to, ze sitg napedowg transportu fosforandéw jest
réznica stezen jonéw sodu po obu stronach btony, a nie ich bezwzgledne
stezenia. Szybkos$é transportu fosforanow wykazuje zalezno$¢ liniowa od
log [Na”]/[Na*]. Przypuszczalnie system transportujacy fosforan akceptuje
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z tym samym powinowactwem zaréwno pierwszo jak i drugorzedowy fos-
foran, chociaz ich transport zalezy bardzo znacznie od pH srodowiska ba-
danego, co bedzie przedmiotem rozwazah w nastepnym rozdziale. Silnym
kompetycyjnym inhibitorem transportu fosforandw jest arsenian, czesto
stosowany do blokowania transportu.

I1l. Hormonalna regulacja transportu fosforanéw przez btone luminalng

I11-1. Parathormon

Obecnie jesteSmy zgodni co do tego, ze parathormon dziata fosfatu-
rycznie za posrednictwem cAMP (17). Jednakze dopiero teraz zarysowuje
sie obraz jego dziatania (76). Parathormon, jak i cykliczny AMP nie tylko
hamujag resorpcje fosforanéw w kanaliku proksymalnym, lecz prawie
w 50°0 obnizaja izotoniczng resorpcje ptynu kanalikowego w proksymal-
nym odcinku nefronu (18, 19). Podczas gdy w dystalnych odcinkach nefro-
nu jony sodowe i towarzyszace im aniony wodoroweglanowe ulegajag re-
sorpcji, to nie wchtoniety fosforan w kanalikach proksymalnych prze-
chodzi do moczu ostatecznego (20). Jak juz wspomniano sugeruje sie moz-
liwosé udziatu czesci prostej kanalika proksymalnego w nerkowej regulacji
transportu fosforanow, niezaleznej od uktadu parathormon-cykliczny AMP.

Ryc. 2 przedstawia zalezno$¢ transportu fosforandéw do izolowanych
pecherzykéw bton rgbka szczoteczkowego kory nerek szczuréw od para-
thormonu. Obserwuje sie znaczna stymulacje transportu fosforandw
u szczuréw pozbawionych endogennego parathormonu w poréwnaniu do
szczurdw potraktowanych parathormonem. Jak wykazano zwigksza sie nie
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Ryc. 2. Zalezno$¢ transportu fosforanow do izolowanych pecherzykéw bton luminal-
nych kory nerek szczurow od parathormonu. Po usunieciu przytarczyc (*—-¢), po
podaniu parathormonu (O—O. Wedtug (21).



278 S. ANGIELSKI [6

tylko szybko$¢ maksymalna ale takze tzw. szczytowa akumulacja fosfo-
ranoéw, chociaz warto§¢ Km dla fosforanéw nie rézni sie w obu grupach
zwierzat (22, 23). Nie zmienia sie transport sodu ani tez zalezny od gra-
dientu jondw sodu transport glukozy. Parathormon stymulujac cyklaze
adenilowg prowadzi nie tylko do podwyzszenia stezenia cAMP w nerce,
lecz takze do zwigkszonego jego wydalania z moczem, ktére wyprzedza
o kilka minut fosfaturie. Przypuszczano wiec, ze fosforylacja nosnika
fosforan6w btony luminalnej, za posrednictwem kinazy biatkowej stymu-
lowanej przez cAMP, bytaby odpowiedzialng za inhibicje transportu
fosforanéw (24, 25, 26). Ostatnio wykazano, ze w obecnosci cAMP ulegaja
fosforylacji dwa rdézne biatka bton luminalnych, czemu towarzyszyto za-
hamowanie transportu fosforandw (27). Ostatnio jednakze Biber i wsp.
(28) nie stwierdzili prostej korelacji miedzy fosforylacjg a transportem.
Wykazali bowiem, ze réwniez w nieobecnosci cAMP dochodzi do fosfory-
lacji tych biatek. Chociaz doswiadczenia te nie podwazajg roli PTH w re-
gulacji transportu fosforandw w nerce, niemniej jednak narzucajgce sie
uogodlnienie o Scistej wspotzaleznosci miedzy fosforylacjg biatka nos$niko-
wego fosforanéw btony luminalnej a ich transportem oczekuje nadal na
doswiadczalne potwierdzenie.

111-2. Glukokortykoidy

Od dawna wiadomo, ze glukokortykoidy wywotujg fosfaturie (29). Nie
dziatajg one jednak za posrednictwem parathormonu (30). Transport fos-
forandw do pecherzykow bton luminalnych szczuréw potraktowanych kor-
tizonem jest wyraznie zahamowany w poréwnaniu do grupy zwierzat kon-
trolnych (31), (Ryc. 3). Amiloryd, swoisty inhibitor wymieniacza Na+ «>H+
znosi dziatanie glukokortykoidéw (32, 33). Amiloryd, znany diuretyk, sty-
muluje transport fosforanéw do pecherzykéw, hamujac bowiem wymiane
Na+ <>H+ zwieksza gradient jonow sodu po obu stronach biony, przede
wszystkim dlatego, ze blokuje ich wejscie do wnetrza pecherzykow, a wiec
zwieksza site napedowag transportu forforanéw. Wydaje sie ze stymulacja
przez glukokortykoidy wymieniacza Na+ <>H+ jest prawdopodobnie gtéw-
nym miejscem dziatania tego hormonu.

I11-3. Hormon wzrostowy

Zwiekszone zapotrzebowanie organizmu na fosforan w okresie wzrostu
zwigzane jest m.in. z dziataniem hormonu wzrostowego, ktory podany w
iniekcji dziata hypofosfaturycznie (34). Znajduje to swoje odbicie rowniez
w transporcie fosforanéw przez btony luminalne. Wykazano bowiem pod-
wyzszenie szybkosci poczatkowej transportu fosforandéw i zwiekszona ich
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Ryc. 3. Zalezno$¢ transportu fosforandw do izolowanych pecherzykéw bton luminal-
nych kory nerek szczuréw od glukokortykoidéow. Szczury normalne (O0—1); po ad-
renalektomii (A—A), po podaniu deksametazonu (O”0O). Transport fosforanow do
pecherzykow w obecno$ci deksametazonu i amilorydu (O---------- 0). Wedtug (32).

akumulacje w pecherzykach bton luminalnych kory nerek szczuréw otrzy-
manych od szczurow potraktowanych hormonem wzrostowym (35).

IV. Niedob6r fosforanéw w diecie

Wiele uwagi, szczeg6lnie w ostatnich latach, poswiecono wpltywowi za-
wartosci fosforanow w diecie na ich nerkowe wydalanie (36, 37). Niedobor
fosforanéw w pokarmie powoduje ich zwiekszone wchtanianie w nerce
prowadzac przy catkowitym niedoborze do ich eliminacji z moczu. Podobng
hypofosfaturie obserwujemy w hypokapnii oraz po jednorazowej iniekcji
litu (38, 39, 40).

Ryc. 4 ilustruje zalezny od sodu transport fosforandw do pecherzykow
bton luminalnych kory nerek $win karmionych dietg o niskiej zawartosci
fosforandw (41). Zwieksza sie nie tylko szybko$¢ transportu ale takze szczy-
towa akumulacja fosforan6w w porédwnaniu ze stwierdzong w grupie kon-
trolnej. W zadnym przypadku nie stwierdzono zmian w transporcie sodu
i glukozy. Przy diugotrwajgcym niedoborze fosforanow w pokarmie wy-
kazano, obok stymulacji transportu fosforandw na koszt gradientu sodu
rowniez zahamowanie transportu glukozy i aminokwaséw do wnetrza izolo-
wanych pecherzykéw bton (41). Niemniej jednak, daje sie wyraznie zr6z-
nicowa¢ specyficzny wptyw niedoboru fosforanéw w czasie na ich trans-
port przez btone luminalng kory nerek.
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Ryc. 4. Transport fosforanéw do izolowanych pecherzykéw bion luminalnych kory
nerek $win na diecie niskofosforanowej (*—e< i na diecie normalnej (O—O). We-
diug (42).

V. Wspobitzaleznos¢ pomiedzy metabolizmem a transportem fosforanow
W nerce

W poszukiwaniu wspétzalezno$ci miedzy transportem fosforandéw a me-
tabolizmem komoérkowym zwracano ostatnio uwage, ze fosfaturii towa-
rzyszy stymulacja procesu glukoneogenezy (42, 84). Parathormon, cAMP,
glukokortykoidy, kwasica metaboliczna, gtodzenie, wywotujg zwiekszone
wydalanie fosforanéw do moczu, a w warunkach in vitro stymulujg gluko-
neogeneze w izolowanych komérkach kanalikéw nerkowych (43, 44). Z ko-
lei, zasadowica oddechowa, podanie litu i niedobor fosforandw w diecie
hamuja glukoneogeneze, a jednocze$nie dziatajg hypofosfaturycznie (45, 46,
47). Ponadto ostatnio zwracano uwage na ewentualng role fosfatazy alka-
licznej w procesie transportu fosforanéw przez btone luminalng kanali-
kéw nerkowych (48, 49). Obserwacje te oraz fakt, ze NAD jest stosunkowo
silnym inhibitorem fosfatazy alkalicznej (50) doprowadzity do wniosku, ze
gtdéwnym wewngtrzkomdrkowym mediatorem transportu fosforanow przez
btone luminalng sg zmiany cytozolwego stezenia NAD, ktdre sg w pewnym
stopniu odbiciem intensywnosci procesu glukoneogenezy, a to z kolei od-
powiadatoby za zmiane NAD+/NADH w cytoplazmie komaérki (42). Przy-
puszczenia te nabraty sity przekonania kiedy Dousa i wsp. (42) wyka-
zali, ze NAD dodany do $rodowiska zawierajgcego izolowane pecherzyki
bton luminalnych silnie hamowat transport & na koszt gradientu Na+ (42).
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(Ryc. 5) NAD nie miat wptywu na transport jonéw sodu ani tez glukozy,
co $wiadczy¢ miato o duzej swoistosci NAD. Wprost spektrakularnym po-
twierdzeniem znaczenia NAD w nerkowej regulacji wydalania fosforanow
byto wykazanie, ze jednorazowe podanie amidu kwasu nikotynowego po-
wodowato nie tylko fosfaturie, ale jednoczesnie zwiekszato sie prawie
3-krotnie stezenie NAD w nerce oraz zmnigjszat sie transport fosforanow
do izolowanych pecherzykow bton kory tych nerek (42). Amid kwasu niko-
tynowego nie zmieniat stezenia cAMP w nerce.
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Ryc. 5. Transport fosforandw na rzecz gradientu Na+ do izolowanych pecherzykéw
bton luminalnych kory nerek szczuréw inkubowanych z NAD. Kontrola (0—O),
w obecnosci 0.030 mM NAD, A—A; i 030 mM NAD (O0—O). Wedlug (42).

Pewnym zaskoczeniem byt fakt, ze rowniez NADH hamowat transport
fosforanéw. Zgodnie z hipotezg D ousa i wsp. nalezato sie spodziewac
specyficzno$ci dziatania, wynikajgcej z implikowanych wspdtzaleznosci po-
miedzy transportem fosforanéw przez btone luminalng a procesem gluko-
neogenezy. Tym bardziej, ze autorzy ci znaleZzli dodatnig korelacje pomie-
dzy stymulowang przez parathormon glukoneogenezg a wzrostm NAD/
INADH w korze nerek (51). Z kolei dziwne byto i to, ze NAD dodawano
wprost do $Srodowiska zawierajagcego pecherzyki a wiec kontaktowat sie
on jedynie ze strong zewnetrzng btony luminalnej a nie wewnetrzng tak
jak ma to miejsce w warunkach in vivo. A juz duzym zaskoczeniem byt
fakt, ze inhibicje obserwowano jedynie po kilkunastominutowej preinku-
bacji NAD z pecherzykami.

Wkrétce po ogtoszeniu pracy przez Douse i wsp. (42) ukazaty sie
prace nie tylko potwierdzajgce wyniki doSwiadczen tych autoréw lecz réw-
niez» wyjasniajgce mechanizm molekularny dziatania NAD na bione lu-
minalng (52). Przy uzyciu perfundowanych kanalikow proksymalnych
stwierdzono, ze nie tylko NAD lecz réwniez ATP, ADP i AMP hamowaly

5 Postepy Biochemii 3/84
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transcelularny transport &Pi ze Swiatta kanalika do ptynu otaczajgcego (53).
Wykazano ponadto, ze ADP-ryboza hamuje transcelularny transport 3P
oraz akumulacje & do izolowanych pecherzykéw bton luminalnych kory
nerek, stopien inhibicji byt podobny do NAD.

Hammerman i wsp. (52) wykazali, ze w obecnosci NAD dochodzi
do mono ADP-rybozylacji biatka btony luminalnej o masie czgsteczkowej
62 000. Nikotynamid, znany inhibitor ADP-rybozylacji hamowat ten pro-
ces. Jak twierdzg ci autorzy, w wyniku ADP-rybozylacji btony luminalnej
w obecnos$ci 100 mM NAD w ciggu 30 min w pH 8.0 dochodzi do rdwnoleg-
tego z ADP-rybozylacjag zahamowania transportu fosforandw do pecherzy-
kéw tych bton rzedu 40% w porownaniu do kontroli. Wedtug tych auto-
row miatby to byé niezalezny od cAMP proces kowalencyjnej modyfikacji
biatka odpowiedzialnego za transport fosforandw, ADP-rybozylacja bytaby
réwniez inicjowana za poSrednictwem parathormonu, tylko w przeciwien-
stwie do fosforylazcji zaleznej od cAMP, prowadzitaby do efektow diuzej
trwajacych. Jak pisza autorzy, wyzsze stezenia PTH inicjowatyby ADP-
rybozylacje biatek a nizsze fosforylacje zalezng od cAMP (52).

Juz poprzednio wymienitem Kkilka faktow, ktére nakazywaty z duzym
sceptyzmem odnie$¢ sie do przedstawionych wynikéw doswiadczen i wy-
nikajacych z nich dalszych ujeé. Niedawno stwierdziliSmy, ze w wyniku
inkubacji NAD (300 mM) w warunkach identycznych do tych jakie stoso-
wal Dousa i wsp. (42) uwalnia sie adenozyna, rybozyd amidu kwasu niko-
tynowego i nieorganiczny fosforan (Ryc. 6). StwierdziliSmy, ze izolowane
pecherzyki ragbka szczoteczkowego wykazujg aktywno$¢ pirofosfatazy nu-
kleotydowej oraz 5’nukleotydazy; rozktadajg one nie tylko NAD ale takze
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Ryc. 6. Produkty degradacji NADH po ikubacji z izolowanymi btonami ragbka szczo-
teczkowego kory nerek szczura. Adenozyna Ado, btony ragbka szczoteczkowego BBMV,
rybozyd amidu kwasu nikotynowego NRH. Krzywe przedstawiajag widma izolowa-
nych Ado i NRH po rozdziale na chromatografii cienkowarstwowej, (wedtug 15).
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NADH, NADP, NADPH, ATP, ADP, AMP, koenzym A (15). W obecnosci
kazdego z tych substratéw uwalniat sie nieograniczony fosforan, ktérego
stezenie zalezato od uzytego substratu i jego koncowego stezenia (55). Przy
uzyciu metody mikrodyseksji pozwalajgcej na oznaczanie aktywnos$ci py-
rofosfatazy dinukleotydowej w przebiegu catego nefronu stwierdzono, ze
najwiekszg aktywno$¢ wykazujg koncowe odcinki kanalika proksymal-
nego (Tabela 1). NADH jest lepszym od NAD substratem pyrofosfatazy,

Tabela 1.
Aktywno$¢ pyrofosfatazy dinukleotydowej w poszczegdlnych odcinkach nefronu szczura

Fragmenty nefronu Aktywnos¢ pirofgsfatazqwa_
([¢mole P/mg suchej tkanki/min)
Ktebki 34 x1.47
Kanaliki proksymalne, odcinek blizszy 9.76+1.37
Kanaliki proksymalne, odcinek dalszy 14.09+3.74
Kanaliki proksymalne, odcinek prosty 32.27+3.06
Petla Henlego wstepujaca 111+0.24
Kanalik dystalny 2.28%1.25
Kanalik zbiorczy 271+1.22

Wartosci przedstawiajg $rednie + SM. Wedbug (55).
Warto$ci przedstawiajg $rednie £+ SM, n = 5

Poszczegélne odcinki nefronéw wyodrebniano z zamrozonych skrawkéw nerek szczura, po identyfikacji inkubo
wano w obecnosci NAD.

prawdopodobnie posta¢ zredukowana mononukleotydu amidu kwasu ni-
kotynowego ulega szybszemu rozkiadowi, anizeli posta¢ utleniona (Ryc. 7).
Doswadczenia te niedwuznacznie wykazujg, ze w trakcie inkubacji NAD
z pecherzykami bton luminalnych dochodzi do jego degradacji.

Jest wiec wielce prawdopodobne, ze w warunkach doswiadczalnych
stosowanych przez Douse iwsp. (42) powstajagcy w trakcie preinkubacji
z NAD a takze ADP, AMP, ADP-rybozy nieradioaktywny fosforan roz-
cienczat stosowany do badania transportu &Pi ktérego koncowe stezenie
w badanych prébach na ogét nie przekraczato 0.1 mM, natomiast stosowane
stezenia NAD byty tego samego rzedu lub nawet wyzsze. RozciefAczenie *Pi
przez nieradioaktywny fosforan bylo odczytywane jako efekt hamowa-
nia transportu fosforanéw przez stosowane do badan nukleotydy. Nalezy
tu zwroci¢ uwage, ze optimum pH dla pyrofosfatazy dinukleotydowej wy-
nosi 8.5—9.0. Nasze przypuszczenia znalazty rowniez potwierdzenie w ogto-
szonej ostatnio pracy (56).

Dla petniejszego potwierdzenia naszej tezy o watpliwym znaczeniu
NAD w regulacji transportu fosforandw przez btone luminalng w warun-
kach fizjologicznych tj. wtedy gdy znajduje sie on we wnetrzu komorki
i oddziatywuje na wewnetrzng strone btony luminalnej, przeprowadzilis-
my badania transportu fosforandw po uprzednim natadowaniu pecherzy-
kéw NAD stosujac rézne warunki inkubacji.

5*
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Ryc. 7. Degradacja NAD i NADH przez izolowane btony luminalne kory nerek szczu-
ra. Srodowisko inkubacyjne zawierato: 1 mM NAD lub NADH, 50 mM Tris/HCI, pH
8.0. Krzywe ilustrujg zuzycie NAD lub NADH oraz powstawanie Pi i adenozyny
(Ado) w czasie. Wedtug (55).

Pecherzyki tadowano NAD poddajac je szokowi osmotycznemu w pH
7.2 lub 8.0 w obecnosci 10 mM NAD. Zewnagtrzpecherzykowy NAD usu-
wano przy uzyciu Dowex 1X2 (Tabela 2). Nie stwierdzono zadnych roz-
nic w transporcie 8Pi pomiedzy pecherzykami, ktore zawieraty zaréwno
NAD na zewnatrz jak i wewnatrz pecherzykdw, jezeli uprzednio nie byty
one preinkubowane z NAD przez 30 min w pH 8.0 (Ryc. 8A). Natomiast
pecherzyki preinkubowane z NAD, nie traktowane jonitem Dowex, trans-

Tabela 2.
Zawartos¢ NAD w pecherzykach bton luminalnych
" NAD ({¢mole/mg biatka)

Szok osmotyczny w obecnosci 10 mM NAD po 6.7

potraktowaniu jonitem Dowex 1x2
10 mM NAD dodany po szoku osmotycznym po 0.2

potraktowaniu jonitem Dowex 1x2
Szok osmotyczny w obecnosci 10 mM NAD, nie 1330.0

traktowano jonitem Dowex

Wedtug (57)
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portowaty & znacznie wolniej (Ryc. 8B). Szczytowa akumulacja & byta
rowniez obnizona w poréwnaniu do pecherzykéw potraktowanych jonitem
Dowex, a wiec w Srodowisku nie zawierajgcym NAD na zewnatrz lecz jedy-
nie wewnatrz pecherzykéw. Nie stwierdzono tez zadnego wptywu NAD na
transport fosforanow, jezeli pecherzyki preinkubowano przez 30 min w pH
7.2 (Ryc. 8C).

Stwierdzono, ze inkubacja pecherzykow z SP-NAD prowadzi do szyb-
kiej inkorporacji 8i do biatek bton luminalnych, nie stwierdzono jednak
zadnych réznic w inkorporacji 8i w trzech réznych doswiadczeniach, tj.
wtedy gdy pecherzyki poddawano szokowi osmotycznemu, traktowano sa-
poning lub w warunkach, ktore zapobiegaly przenikaniu NAD do wnetrza
pecherzykéw. Nie wykazano réwniez inkorporacji 84 do biatek bton ragbka
szczoteczkowego wtedy gdy inkubowano je w obecno$ci adenina-2,8-8H-
NAD. Wyniki te wyraznie wskazujg, ze ADP-rybozylacja bton w warun-
kach przez nas stosowanych jest mato prawdopodobna.

Powstaje pytanie, w jaki sposéb wyttumaczy¢ fosfaturyczne dziatanie
amidu kwasu nikotynowego, ktéry jak juz od dawna wiadomo, zwieksza
synteze i stezenie NAD w nerce. Wydaje mi sie, ze dodatnia korelacja mie-
dzy stezeniem NAD w nerce a fosfaturig jest przypadkowa. Amid kwasu
nikotynowego nie tylko stymuluje synteze NAD, lecz stosowany w tak
duzych dawkach 1 g/kg ciezaru ciata, wywotuje szereg innych zmian me-
tabolicznych, ktére by¢ moze w spos6b posredni hamujg transcelularny
transport fosforanéw.
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Ryc. 8. Transport fosforanéw do izolowanych pecherzykéw bion luminalnych kory
nerek szczura w obecno$ci wewnatrzpecherzykowego NAD. Wyjasnienie w tekscie.
Wedtug (57).
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V1. Zalezno$¢ nerkowego wydalania fosforanéw od pH, stezenia wodoro-
weglanow i preznosci dwutlenku wegla

VI-1. Badanie klirensowe

Z obserwacji klinicznych od dawna byto wiadomo, ze ostre zaburzenia
oddechowe prowadzgce do kwasicy lub zasadowicy oddechowej majg
wptyw na gospodarke fosforanowg (58, 59). Zasadowica oddechowa wy-
wotuje hypofosfaturie, ktérej towarzyszy hypofosfatemia, odwrotnie kwa-
sica oddechowa przebiega z hyperfosfatemiag i hyperfosfaturig (60). Spo-
strzezenia te potwierdzono w badaniach klirensowych na zwierzetach,
z ktérych wynika, ze hyperkapnia w poréwnaniu do normokapnii nawet
u zwierzat pozbawionych przytarczyc réwniez wywotuje hyperfosfaturie,
ktéra nie zalezy od towarzyszacej jej hyperfosfatemii. Wykazano ponadto,
ze w kwasicy oddechowej ani zmiany stezenia wodoroweglanow ani tez
zmiany pH krwi nie miaty wiekszego znaczenia na wydalanie fosforanéw
z moczem (61).

Doswiadczenia przeprowadzone na zwierzetach z zasadowicg odde-
chowag, ktérym usunieto przytarczyce, doprowadzity do wniosku, ze obni-
zeniu preznosci dwutlenku wegla (pC02 w krwi zwieksza resorpcje fos-
foranéw w nerce (40). Stwierdzono ponadto, ze w hypokapnii parathormon
jak réwniez cAMP nie majg zadnego wptywu na nerkowe wydalanie fos-
foranéw nawet wtedy gdy skoryguje sie pH krwi do wartosci prawidto-
wych. Wynika stad, ze hypokapnia a nie zasadowica oddechowa powoduje,
ze komorki kanalikéw nerkowych sa niewrazliwe na dziatanie parathor-
monu i cyklicznego AMP.

Podobny stan refrakcji nerek w stosunku do parathormonu i cAMP
obserwuje sie u zwierzat potraktowanych jednorazowag dawka LiCl (39).
U szczuréw po podaniu litu spada pH krwi, obserwuje sie umiarkowang
hypokapnie, kwasice metaboliczng zewnatrzkomorkowa, ktorej prawdopo-
dobnie towarzyszy zasadowica wewngatrzkomorkowa (38, 62, 63).

Bardziej kontrowersyjne sa dane o wptywie kwasicy i zasadowicy me-
tabolicznej na przemiany fosforanéw. Kwasica metaboliczna, ktérg w wa-
runkach doswiadczalnych najczesciej wywotuje sie dozotgdkowym poda-
niem chlorku amonowego, powoduje hyperfosfatemie, ktérej towarzyszy
znaczna hyperfosfaturia (64). Ostatnio wykazano, ze u szczuro6w po poda-
niu kwasu solnego badz mlekowego dochodzi do fosfaturii lecz o znacznie
tagodniejszym przebiegu w poréwnaniu do tej, jakag obserwowano po po-
daniu chlorku amonowego, chociaz acidemia w obu grupach zwierzat byta
podobna (65). Dane te wskazuja na znaczenie amoniaku oprécz acidemii
w nerkowym wydalaniu fosforanéw.

Zaréwno jony amonowe jak i jony wodorowe modyfikujg fosfaturyczne
dziatanie parathormonu (38, 66, 67, 68, 69). W tym wzgledzie stwierdzono
duze r6znice gatunkowe (68). Wykazano bowiem, ze w warunkach nor-
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malnych chomiki syryjskie nie odpowiadajg fosfaturiag na parathormon,
czynnikiem uwrazliwiajgcym nerke na parathormon byt chlorek amonowy
ale nie sama kwasica (70). Niemniej kontrowersyjne sg dane o wplywie
zasadowicy metabolicznej na metabolizm fosforanéw. Infuzja wodorowe-
glanéw powoduje fosfaturie chociaz nie wyklucza sie mozliwosci, ze jest
ona wynikiem wzrostu preznosci dwutlenku wegla, ktéry towarzyszy te-
mu zaburzeniu (61, 71, 72).

VI1-2. Badania mikropunkcyjne i mikroperfuzyjne

Przytoczone dane niedwuznacznie wskazujg na znaczenie pH i pC02
jako czynnikéw modyfikujacych transport fosforanbw w nerce, niezalez-
nie od wptywu parathormonu na ten proces. Nasuwa sie pytanie, czy ob-
serwowane zmiany w transporcie fosforanéw dotycza calego nefronu, czy
tez istnieje swoista wrazliwos$¢ poszczeg6lnych odcinkéw nefronu, trans-
portujacych fosforan, na dziatanie wymienionych czynnikéw. Doswiadcze-
nia przeprowadzone przy uzyciu techniki mikropunkcji i mikroperfuzji
zdajg sie wskazywac na stusznos$¢ tego ostatniego pogladu (73). Zanim jed-
nak przejde do ich omawiania, zwr6émy uwage na dane Tabeli 3 ilustrujace

Tabela 3.
Transcelularny transport fosforanéw w izolowanych kanalikach nerkowych

Transport
(pmole/mm «min)

Kanalik proksymalny cze$¢ blizsza 10.6

Kanalik proksymalny czes¢ dalsza 34

Kanalik proksymalny cze$¢ prosta 19

Kanaliki zbiorcze 0.46
Wedtug (U)

transport fosforanéw w poszczegélnych odcinkach nefronu krélika uzyska-
ne na drodze mikroperfuzji (11). Transport netto fosforanow odbywa sie
tylko w kanaliku proksymalnym i kanalikach zbiorczych. Najwiekszg szyb-
kos¢ transportu fosforanéw wykazujg poczatkowe odcinki kanalika proksy-
malnego, a prawie pieciokrotnie mniejszg czesci koncowe tych kanalikéw.
Nie mamy odpowiednich danych dla kanalikdw szczura a takze psa, u ktd-
rych intensywno$¢ transportu fosforanéw jest prawdopodobnie zblizona
do tej, ktorg sie obserwuje u ludzi. Nastepujace zestawienie ilustruje istnie-
jace réznice gatunkowe w nerkowym wydalaniu fosforanéw. (Tab. 4.). Jak
wida¢, szczur wydala z moczem zaledwie niecaty jeden procent ilosci fos-
foranow przefiltrowanych, podczas gdy krélik i chomik wchitaniajg tylko
okoto 80°/o, a az 20°/o wydalajg do moczu (74).
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Tabela 4.
Réznice gatunkowe w nerkowym wydalaniu fosforanow
FWpi % KRpi [imol emin_1kg c.c.
Szczur 0.8 20
Krélik 22 3.6
Chomik 16 12.3

FWopi % — frakcyjne wydalanie fosforanéw w procentach przesaczu ktebkowego, KRpi— ka-
nalikowa resorpcja fosforanéw
Wedtug (74).

W badaniach wykonanych na szczurach pozbawionych przytarczyc
Ullrich i wsp. stosujgc in situ perfuzje poczatkowego odcinka kana-
lika proksymalnego i otaczajacej go wtosniczki doszli do wniosku, ze gtow-
nym czynnikiem regulujgcym transport fosforanéw jest pH a nie pC02(75).
Perfundujac kanalik proksymalny ptynem izotonicznym zawierajagcym &Pi
oraz bufor wodoroweglanowy o zmiennym pH, pC02i stezeniu wodoro-
weglanéw wykazali, ze obnizenie pH ptynu kanalikowego ponizej 6.7 ha-
muje transport fosforandéw, natomiast zmiany w pCOz przy statym pH
perfundowanego roztworu nie miaty wptywu na szybkos$¢ transportu 3Pi.
Rdéwniez acetozolamid, silny inhibitor anhydrazy weglanowej, dodany do
ptynu kanalikowego hamowat transport SPi. Te i inne obserwacje skio-
nity Ullricha i wsp. do wyciggniecia wniosku, ze jedynym czynni-
kiem modyfikujgcym transcelularny transport fosforanéw jest zewnetrz-
ne i wewngatrzkomérkowe pH. Obnizenie pH piynu kanalikowego i pod-
wyzszenie wewnatrzkomorkowego (ktérego bezposrednio nie mierzono)
hamowatoby, natomiast odwrotne zmiany pH stymulowatoby ten transport.
Interpretacja tych doSwiadczen nie jest pozbawiona zastrzezeA. Autorzy nie
badajg transportu netto fosforanow stosujagc IPi w ptynie kanalikowym
a odzyskujac & w plynie wiosniczki okalajgcej badany odcinek kanalika,
stwarzajg mozliwo$¢ rozcienczenia badanego izotopu fosforanem pochodza-
cym z wnetrza komoérki, ktdrego stezenie moze sie zmienia¢ w zalezno$ci
od stosowanych warunkéw doswiadczenia. Gdyby jednak zgodzi¢ sie z ich
interpretacja wtedy nalezatoby przyjaé, ze obserwowane zmiany in vivo
w wydalaniu fosforanéw w kwasicy i zasadowicy oddechowej sg odbiciem
zmian w transporcie fosforanow, ale poza odcinkiem nefronu przez nich
badanym (40). Jak juz wspominatem, odcinkiem nefronu kandydujacym do
roli regulatora jest cze$¢ prosta kanalika proksymalnego. Nie wchtoniete
fosforany w tej cze$li kanalika ulegatyby kompensacyjnej resorpcji w dal-
szych odcinkach nefronu. Jest to oczywiscie hipoteza dajgca sie jednak
zweryfikowaé dostepnymi obecnie metodami.

V1-3. Zalezno$¢ transportu fosforanéw do pecherzykéw bton luminalnych od pH

Podwyzszenie stezenia jondw wodorowych hamuje transport fosfora-
néw do pecherzykéw (79). Pierwotnie interpretowano to jako wyraz zwiek-
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szonego powinowactwa nosnika fosforanowego do dwuujemnego anionu
fosforanowego HP 04~ Gdyby jednak zatozyé, ze nos$nik fosforanowy pre-
ferencyjnie akceptuje okre$long forme anionu fosforanowego, to nalezato-
by sie spodziewac, ze réznica pH po obu stronach btony pecherzyka powin-
na modyfikowac¢ szybko$¢ i szczytowag akumulacje fosforanéw. Obnizenie
wewnatrzpecherzykowego pH powinno stymulowac transport, jesli no$nik
preferuje HP04£-, natomiast podwyzszenie pH wnetrza pecherzykéw po-
winno zwieksza¢ pobieranie fosforandéw, je$li nosnik preferuje HZX 04 .
Murer iwsp. (80) wykazali, ze zmiany wewnatrzpecherzykowego pH nie
maja zadnego wptywu na transport fosforan6w. Ich wyniki stojg jednak
w sprzecznosci z danymi Sacktora i wsp. (81), ktérzy stwierdzili sty-
mulacje transportu fosforanow do pecherzykow kory nerek krdlikdw na
koszt gradientu pH (pHw= 55 i pHz= 7.5). Jak wida¢, zastosowano duzy
gradient pH. odbiegajacy bardzo znacznie od wartosci fizjologicznych. Po-
nadto obserwowana szybko$¢ transportu na koszt gradientu pH nie prze-
kraczata 10—15°/0 szybkoS$ci uzyskanej przy zastosowaniu gradientu sodo-
wego. Dlatego tez jest mato prawdopodobne aby nosnik preferowat jedna
z form anionu fosforanowego. Analiza krzywych transportu fosforanéw
w zaleznosci od stezenia jonéw sodu przy rdznych stezeniach jonéw wo-
dorowych $rodowiska zewngtrzpecherzykowego wskazuje, ze wzrost pH
zwieksza powinowactwo jonéw sodu do systemu transportujgcego fosfo-
ran. Odwrotnie, spadek pH zmniejsza to powinowactwo; wieksze stezenie
jondw sodu wymagane jest do zaaktywowania nos$nika. Dane te dowodzg,
ze system transportujgcy fosforan nie rozréznia obu wystepujacych form
anionu fosforanowego. Ponadto wiadomo, ze wiecej anizeli jeden jon so-
dowy sprzega sie z transportem fosforanéw. Mozemy wiec postulowac, ze
transport fosforandw przez btone luminalng jest tylko wtedy elektroobo-
jetny jesli HP04~2 a nie HZ 04 ulega przemieszczeniu.

VII. Fosfaturia wywotana maleinianem

W poprzednim rozdziale przytoczytem dane Swiadczace o duzej zgod-
nosci miedzy nerkowym wydalaniem fosforanéw modulowanych przez hor-
mony a obserwowanymi zmianami w pobieraniu fosforanéw przez izolo-
wane pecherzyki bton luminalnych kory nerek na koszt gradientu jonow
sodu. RAdwniez wahania zawartosci fosforanéw w diecie znajdujg swoje
odbicie w transporcie luminalnym fosforanow. Podobne zbieznos$ci zaob-
serwowano w przypadku kwasicy metabolicznej i transportu luminalnego
fosforanow (83). Jednak nie zawsze stwierdzano zbiezno$¢ wynikow badan
in vivo i in vitro. Nie wykazano dodatniej zaleznosci miedzy hiperfosfatu-
rycznym dziataniem maleinianu (38, 40) a transportem fosforanéw do pe-
cherzykow.

Maleinian podany szczurom w dawce przekraczajgcej 100 mg na kg
ciezaru ciata powoduje zaburzenie funkcji nerek wyrazajace sie m.in. ke-
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toacidurig, fosfaturig, aminoacidurig i glukozurig (85, 86). Dawka mniej-
sza maleinianu wywotuje ketoacidurie i fosfaturie podczas gdy wydalanie
aminokwasOw i glukozy z moczem nie odbiega od normy (87). Stwierdzo-
no, ze mealeinian dodany do izolowanych pecherzykéw ragbka szczoteczko-
wego kory nerek nie wptywat na transport fosforanéw do tych pecherzy-
kéw. Natomiast pecherzyki izolowane z nerek szczuréw zatrutych malei-
nianem, badz tez otrzymane ze skrawkéw kory nerek preinkubowanych
z maleinianem transportowaty fosforan, na koszt gradientu jonow sodu,
szybciej i szczytowa akumulacja byta wieksza w poréwnaniu do pecherzy-
kéw otrzymanych od zwierzat nie traktowanych maleinianem (88, 89). Po-
nadto wykazano, ze jednoczesne podanie zwierzetom maleinianu i aceto-
octanu zapobiegato wystapieniu fosfaturii (87). Nie stwierdzono tez sty-
mulacji transportu fosforanéw do pecherzykéw, ktére otrzymano ze skraw-
kéw inkubowanych z maleinianem w obecnosci acetooctanu. Te i inne fakty
(90, 91) wskazuja, ze czynnikiem toksycznym nie jest sam maleinian lecz
bardzo reaktywny maleilo-CoA, produkt reakcji katalizowanej przez trans-
feraze sukcynylo-CoA, ktdry moze
maleinian+sukcynylo-CoA — maleilo-CoA +bursztynian

reagowacé, nie tylko z grupami SH lecz takze z grupami aminowymi amino-
kwasow i biatek (92, 93).

HOOC-CH= CH-CO-CoA+ HN-R — HOOC ¢«CH= CH+CO-NH-R +

+ CoA SH

Maleilacja biatek rabka szczoteczkowego moze by¢ jednym z gtownych
czynnikéw prowadzacych do zaburzen transportu fosforanéw na koszt gra-
dientu jonéw sodu. Ostatnio wykazano, ze fluorodwunitrobenzen jest sil-
nym inhibitorem transportu fosforan6w przez biony rgbka szczoteczko-
wego kory nerek szczura (94). Nie mozna tez wykluczy¢ mozliwosci po-
$redniego dziatania maleilo-CoA na drodze hamowania kinaz biatkowych
fosforylujagcych biatka bton luminalnych, ktérych fosforylacje utozsamia
sie ze zmianami w luminalnym transporcie fosforanéw. Niedawno zaobser-
wowano, ze podanie 1,25(OH)2D3 in vivo szczurom znacznie obniza fosfa-
turie wywotang maleinianem (95). Poniewaz hormon ten nie zmienia
stezenia ATP w nerce po podaniu maleinianu, mozna sugerowaé, ze 1,25
(OH)2D3wptywa na przepuszczalno$é btony luminalnej dla fosforandw.

Przedstawitem wplyw niektérych czynnikéw endo i egzogennych mo-
dyfikujacych nerkowe wydalanie fosforanéw. W wielu sytuacjach stwier-
dzano dodatnig korelacje miedzy nerkowym wydalaniem fosforanéw a ich
transportem do izolowanych pecherzykéw bton rabka szczoteczkowego ko-
ry nerek. Swiadczy to o duzej przydatnosci tej metody pomiaru transpor-
tu fosforanéw w badaniach nad rolg nerek w ogdlnoustrojowej gospodarce
fosforem.

Praca finansowana przez Polskg Akademie Nauk, problem MR. 1.1.2.

Zaakceptowano do druku 8.03.1984
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. Wstep

Nerka ssaka jest organem wyspecjalizowanym, niejednorodnym za-
rowno pod wzgledem strukturalnym, jak i funkcjonalnym (1—3). Podsta-
wowg jednostkg morfologiczno-czynnosciowg nerki jest nefron, w ktérego
sktad wchodzg kolejno: ciatko nerkowe ztozone z kiebuszka naczyniowego,
otoczonego torebkg ciatka nerkowego, kanalik blizszy (proksymalny) ne-
fronu, petla Henlego oraz kanalik dalszy (dystalny) uchodzacy do kanalika
zbiorczego. Ciatko nerkowe oraz kanaliki: proksymalny i dystalny znaj-

* Mgr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Al. Zwirki i Wigury 93,
02—089 Warszawa.
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duja sie w korze nerki, za$ pozostate fragmenty nefronu wystepuja w jej
rdzeniu.

W populacji nefrondw w nerce ssaka wyréznia sie: nefrony korowe,
ktdrych ciatka nerkowe lezg blisko powierzchni nerki, a petle Henlego
sgq diugie, oraz gtebiej potozone nefrony przyrdzeniowe z krétkimi petlami
Henlego (1, 3, 4).

Poszczegblne czesci nefronu roznig sie pod wzgledem przepuszczal-
nosci dla wody i jonéw (1,5—7) oraz aktywnosci proces6w metabolicz-
nych (8—10). Jest to spowodowane réznym rozmieszczeniem kluczowych
enzymow okreslonych szlakéw metabolicznych (9—11, 12), réznicami w za-
wartosci niektérych metabolitow (13) oraz odmiennymi mechanizmami ich
transportu przez btony komérkowe (6, 14).

Ze wzgledu na duzg strukturalng heterogenno$¢ nerki, zastosowanie
w badaniach jej metabolizmu perfuzji (15—18) czy skrawkdéw tkankowych
(19—21) jest ograniczone. Dlatego tez coraz czesciej do badan uzywa sie
fragmenty nefrondéw izolowane z kory nerki — gtéwnie kanaliki proksy-
malne i dystalne (22—25), zachowujgce witasciwe dla kory nerki procesy
biosyntetyczne (26— 30) oraz wrazliwo$¢ na dziatanie hormonow (31, 32).
Dzieki zastosowaniu takich technik, jak rozdziat elektroforetyczny (33), se-

Tabela 1.

Korzyéci i utrudnienia wynikajace z zastosowania jako materiatu dos$wiadczalnego w badaniach
metabolizmu nerki perfundowanego narzadu, skrawkéw tkankowych lub izolowanych kanalikéw
nerkowych

Materiat

Korzysci Utrudnienia PiSmiennictwo
badawczy
Perfundowana Zachowanie wielu funkcji me- Bariery przepuszczalnos$ci
nerka tabolicznych organu. dla metabolitow.
Mozliwo$é stosowania fizjo- Ograniczone mozliwosci 15-18
logicznych stezen metabo- badania réznych para-
litow. metré6w w jednym do-
Swiadczeniu.
Niejednorodno$¢  mate-
riatu.
Skrawki tkan- Mozliwo$¢ badania wielu pa- Uwalnianie przez prepa- 19-21
kowe rametrow w jednym doswiad- rat niektorych enzymoéw
czeniu. i metabolitow.
Konieczno$¢ stosowania
bardzo cienkich skraw-
kow.
Izolowane ka-  Zachowanie funkcji metabo- Czasochtonne przygoto- 22-32,
naliki nerkowe licznych i wrazliwosci na dzia- wanie materiatu do$wiad- 41
tanie hormondw. czalnego.

Mozliwo$¢ badania wielu
zmiennych wjednym doswiad-
czeniu.
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dymentacja w gradiencie fikolu (34), czy tez mikrosekcja (35, 36) mozliwe
jest takze badanie proceséw metabolicznych w okre$lonych fragmentach
nefronu. Zasadnicze korzy$ci i utrudnienia wynikajgce z zastosowania
w badaniach nerki réznego typu preparatow przedstawiono v Tabeli 1

Il. 1zolowanie i charakterystyka kanalikéw nerkowych

Prébe otrzymania kanalikow nerkowych podjeta po raz pierwszy w ro-
ku 1962 Bosackova (37), stosujgc delikatne trawienie trypsyng skraw-
kéw kory nerki. W efekcie uzyskata ona zawiesine izolowanych komdérek
zdolnych do nagromadzania kwasu p-aminohipurowego oraz jonéw potasu.
Metoda ta zostalta jednak zarzucona ze wzgledu na niskg wydajnosc¢ i za-
nieczyszczenia preparatu sktadnikami subkomoérkowymi (38). Z podobnych
przyczyn szerszego zastosowania nie doczekata sie takze metoda polegajaca
na mechanicznym rozbijaniu tkanki zubozonej uprzednio w jony Ca2+
(39). Niewiele wiadomo o witasciwos$ciach takich preparatow poza ich zdol-
noscig do pobierania tlenu ze statg szybkoscia.

W tym samym roku Burg i Orloff (22) po raz pierwszy opraco-
wali metode otrzymywania kanalikdw nerkowych z duzg wydajnoscig
(okoto 500—700 mg z nerki krdlika). Autorzy ci po wyizolowaniu nerki ze
zwierzecia odplukiwali z niej krew, wstrzykujac tetnicg nerkowga ozie-
biong so6l fizjologiczng, a nastepnie roztwor kolagenazy do momentu prze-
rwania torebki nerkowej i pojawienia sie ptynu na powierzchni nerki. Ko-
lejny etap izolowania kanalikow nerkowych polegat na oddzieleniu kory
nerki od rdzenia oraz na mechanicznym rozdrobnieniu tkanki. Otrzymana
zawiesie inkubowano wowczas przez 45 minut w roztworze kolagenazy
nasycanym mieszaning 95°/0 0 2i 5% CO02 Reakcje enzymatyczng przery-
wano dodaniem w nadmiarze buforu uzywanego do inkubacji, a kanali-
ki nerkowe osadzano i przemywano kilkakrotnie $wiezym buforem. Nie-
roztrawione fragmenty kory nerki usuwano filtrujgc preparat przez trzy
warstwy gazy. Otrzymane tg metodg kanaliki przedstawiono na Ryc. 1

Obecnie stosuje sie liczne modyfikacje tej techniki, takie jak przepro-
wadzenie pierwszego etapu preparatyki in situ. Nerke poddaje sie perfuzji
za pomocg oziebionego buforu Krebsa-Henseleita nie zawierajgcego jonoéw
Ca2+ (26) lub dodatkowej kilkuminutowej perfuzji w uktadzie zamknie-
tym za pomocg roztworu kolagenazy w buforze Krebsa-Henseleita zawie-
rajgcym jony Ca2+ (25), aktywator enzymu (40). Mozliwe jest takze sto-
sowanie do preparatyki kanalikéw buforéow o innym skladzie (23, 24, 41)
oraz, zamiast roztworu kolagenazy, mieszaniny kolagenazy i hialuronida-
zy (23) lub pronazy (42).

W celu usuniecia z preparatu znajdujacej sie w nim pewnej ilosci po-
jedynczych martwych komorek stosowano wirowanie przez warstwe 25°0
roztworu fikolu (24). Uszkodzone komdrki podlegaty wéwczas dalszej lizie
przechodzac do osadu, podczas gdy osmotycznie aktywne zywe komorki

6 Postepy Biochemii 3/84
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Ryc. 1.' Zawiesina kana'likc’)w nerkowych krolika izolowanych przy uzyciu kolage-
nazy. Wg Burga M B. i Orloffa J. (22); dzieki uprzejmosci autoréw i Ameri-
can Physiological Society.

pozostawaty w gérnej warstwie roztworu. Co wiecej, sedymentujac kana-
liki izolowane z kory nerki w nieciggtym gradiencie fikolu otrzymano za-
wiesine zawierajacg wytacznie kanaliki dystalne lub proksymalne (34).

Stosowanie powyzszych metod pozwolito na uzyskanie preparatu skia-
dajgcego sie gtdéwnie z krétkich fragmentéow kanalikdw proksymalnych
(okoto 90°/o) i dystalnych (okoto 7°/o) zanieczyszczonych jedynie pojedyn-
czymi komorkami i klebuszkami naczyniowymi (43, 44). Tak otrzymane
kanaliki nerkowe nie zabarwialy sie w izotonicznym roztworze biekitu
trypanu — zachowywaly one nienaruszone btony komérkowe (25). Na zni-
komy stopien uszkodzenia kanalikéw wskazywal takze nie zmieniony
w homogenacie kory nerki oraz w izolowanych kanalikach nerkowych sto-
sunek aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej do dehydrogenazy glutami-
nianowej (25), ktore sa witasciwymi dla cytosolu i mitochondriow enzyma-
mi znacznikowymi.

Metabolizm tlenowy nerki krélika oraz izolowanych z tego narzadu ka-
nalikow nerkowych poréwnano mierzac zawarto$¢ ATP, kinetyke zuzycia
tlenu oraz stopien zredukowania oksydazy cytochromowej w obu prepa-
ratach (24). W skrawkach tkankowych (0,3—0,5 mm grubo$ci) znaleziono
regiony wykazujgce niedobdr tlenu. Zjawisko to, spowodowane utrudnio-
ng jego dyfuzjg w gtgb preparatu, nie wystepowato w przypadku izolowa-
nych kanalikéw nerkowych. Za takim przypuszczeniem przemawialy na-
stepujace obserwacje:

— spadek szybko$ci zuzycia tlenu przez skrawki tkankowe nerki wraz

http://rcin.org.pl
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z obnizeniem ci$nienia czastkowego tlenu (p02 w naczynku inkuba-
cyjnym, podczas gdy pobieranie tlenu przez kanaliki zachodzito ze statg
szybkoscig nawet przy spadku p02

— mniejsza zawarto$¢ ATP w przeliczeniu na miligram biatka w skraw-
kach niz w zawiesinie izolowanych kanalikow nerkowych;

— wzrost stopnia zredukowania oksydazy cytochromowej w skrawkach
tkankowych nerki przy spadku p02 co wskazuje na niedostateczny do-
step tlenu (45, 46).

W izolowanych kanalikach nerkowych inkubowanych w takich samych wa-

runkach stopienn zredukowania oksydazy byt okoto o$Smiokrotnie mniejszy

niz w skrawkach i nie ulegt zmianie przy spadku p02nawet ponizej 10 mm

Hg (24).

W Tabeli 2 zestawiono zawarto$¢ niektérych metabolitow w nerce in
vivo, w skrawkach tkankowych oraz w izolowanych kanalikach nerko-
wych (23). Jak widaé, w poszczegblnych preparatach zawarto$¢ posred-
nikdw cyklu Krebsa oraz procesu glikolizy jest r6zna, prawdopodobnie na
skutek odmiennych warunkéw pomiaru metabolitow oraz innych szyb-
kosci dyfundowania przez btony komorek nerki posrednikéw ufosforylowa-
nych i nieufosforylowanych. Natomiast zawarto$¢ nukleotydéw adenino-
wych w preparatach jest podobna. Wedlug Burga i Orloffa (22
zawarto$¢ kationéw w izolowanych kanalikach nerkowych oraz in vivo
jest rowniez tego samego rzedu.

Duzy postep w dziedzinie badan metabolizmu pojedynczych kanalikéw

Tabela 2.
Zawarto$¢ niektérych metabolitbw w szybko zamrozonej nerce, skrawkach tkankowych oraz
izolowanych kanalikach nerkowych szczura mierzona w obecno$ci glukozy i jabtczanu. Wg N a-
gaty N. i Rasmussena H. (23); dzieki uprzejmosci autoréw i Elsevier/North-Holland
Biomedical Press.

nmole/mg biatka

Metabolit Nerka Skrawki kory Izolow.ar?e
kanaliki
ATP 7,55+0,21 6,05 4JD,30 7,95+0,16
ADP 2,54+0,07 4,91 +£0,06 2,16 £ 0,05
AMP 0,43+0,02 2,18+0,09 0,34+0,03
Fosfoenolopirogronian 0,19+0,03 0,45+0,06 1,10+0,11
Pirogronian 0,27 £0,05 1,74+0,13 2,40+0,05
Glukozo 6-fosforan 0,79+0,06 0,25+0,04 a
Fruktozo 6-fosforan 0,17+0,03 0,04+0,02 a
Aldehyd 3-fosfoglicerynowy 0,42+0,04 0,04+0,01 a
Cytrynian 2,41 +0,07 10,2+0,2 50,3 +1,5
Izocytrynian 0,21 +0,03 0,62+0,06 2,43 £0,06
2-oksoglutaran 2,10+0,11 3,21 £0,06 69,7 +2,1
Jabtczan” 1,18+0,07 1,56+0,12 10,2+0,8

a) ilosci Sladowe
b) mierzono tylko w obecnosci glukozy

6*
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nerkowych nastgpit po wprowadzeniu techniki mikrosekcji. NajczeSciej
jako materiat wyjsciowy stosowano liofilizowane skrawki tkankowe (47—
51), rzadziej Swiezg tkanke (52—54). Ciecie nefronu na fragmenty utatwio-
ne zostato przez trawienie tkanki za pomocg kolagenazy w pierwszym eta-
pie preparatyki (35, 36). lzolowane pod kontrolg stereomikroskopu duze
fragmenty cieto nastepnie na mniejsze, $cisle okre$lone odcinki. Ich wiel-
kos¢ wahata sie od 0,2 do 1,5 mm, zaleznie od struktury nefronu, z ktorej
dany odcinek izolowano'. Powyzsza metoda pozwolita miedzy innymi na
pomiar aktywnosci cyklazy adenylowej w poszczegdlnych fragmentach
nefronu (35, 36), lokalizacje kluczowych enzymow okreslonych szlakéw
metabolicznych (9, 11), ATP-azy zaleznej od K+ i Na+ (55, 56), czy kinaz
biatkowych (57).

Duzy postep w dziedzinie badan nerki osiggnieto dzieki rozwojowi mi-
kroanalizy chemicznej. Stosowanie mikropunkcji, polegajacej na pobiera-
niu za pomocg cienkich mikropipet moczu kanalikowego z powierzchnio-
wych odcinkéw nefronu (58—61), pozwolito na okre$lenie jego sktadu che-
micznego. Techniki tej uzywano do umiejscowienia procesu transportu licz-
nych substancji w réznych czesciach nefronu. Szeroko wykorzystywano
takze mikroperfuzje in situ. Wybrane odcinki nefronu perfundowano pty-
nem o okre$lonym skitadzie, badajgc jego zmiany wywotane sekrecjg lub
wchtanianiem pewnych substancji. Perfundowany odcinek oddzielano od
pozostatych czesci nefronu za pomocag kropli oleju mineralnego (60—62).
Perfuzje mozna rowniez prowadzi¢ w sposéb ciagly, przy uzyciu specjal-
nej mikropompy (62, 65). Stosowano tez perfuzje peritubularng, poréwnu-
jac sktad ptynu wprowadzonego do naczyn kapilarnych otaczajacych okre-
$lony odcinek nefronu ze sktadem piynu pobieranego ze Swiatta kanali-
ka (66). Przy uzyciu tego typu technik wykazano funkcjonalne zréznico-
wanie poszczegblnych czesci nefronu (5 67—69).

Jednak badanie dowolnych, a nie tylko znajdujgcych sie przy powierz-
chni nerki, odcinkow nefronu stato sie mozliwe po wprowadzeniu przez
Burga i wsp. (70, 71) technik mikroperfflzji in vitro. OkreSlone frag-
menty nefronu byly recznie preparowane pod kontrolg stereomikroskopu,
bez uprzedniego trawienia za pomocg kolagenazy. Kanaliki izolowane z ko-
ry nerki poddanej uprzednio dziataniu tego enzymu pekaly podczas per-
fuzji. Na Ryc. 2 przedstawiono perfuzje zbiorczego kanalika nerkowego
przy uzyciu dwdch szklanych mikropipet.

I1l. Metabolizm izolowanych kanalikéw nerkowych
I11-1. Metabolizm glukozy

Jednym z najbardziej aktywnych proceséw metabolicznych zachodza-
cych w proksymalnej czesci kanalikéw nerkowych jest glukoneogeneza (9),
stanowigca zrédto glukozy dla innych czesci nefronu (72), a prawdopo-
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Ryc. 2. Perfuzja pojedynczego kanalika zbiorczego. Wg Burga M. i wsp. (70);
dzieki uprzejmosci autorow i American Physiological Society.

dobnie takze dla innych tkanek organizmu (73). Ma ona szczegdlnie istotne
znaczenie w warunkach, gdy zdolno$¢ watroby do przeprowadzania tego
procesu jest obnizona, np. w wyniku diugotrwatego gtodzenia (74), czes-
ciowego usuniecia watroby (75, 76), lub podania zwigzkéw chemicznych
hamujacych wybiorczo synteze glukozy w watrobie (77).

Ze wzgledu na bardzo niskg zawarto$¢ glikogenu (15, 21) oraz matg
aktywnos$¢ regulatorowych enzymoéw glikozy w korze nerki (12) proksy-
malne kanaliki nerkowe sg materiatem uzytecznym do badarn procesu glu-
koneogenezy i jego kontroli metabolicznej.

Inkubujgc zawiesine kanalikdw nerkowych szczura w obecnoS$ci roz-
nych substratow wykazano, ze glukoza jest w nich syntetyzowana z bur-
sztynianu, fruktozy, fumaranu, glicerolu, jabtczanu, pirogronianu i niektd-
rych aminokwasow (26). Szybkos$¢ syntezy zalezy od gatunkowego pocho-
dzenia tkanki i rodzaju substratu przy czym, jak wida¢ z danych zamiesz-
czonych w Tabeli 3, jest ona 0 20—100% wieksza w izolowanych kanali-
kach nerkowych niz w skrawkach tkankowych (23).

Tabela 3.
Szybko$¢ glukoneogenezy z réznych substratéw w skrawkach kory nerki oraz w izolowanych
kanalikach nerkowych szczura. Wg Nagaty N. i Rasmussena H. (23); dzieki uprzej-
mosci autoréw i Elsevier/North-Holland Biomedical Press.

nmole/mg biatka w ciggu godziny

Substrat . .

Skrawki Kanaliki

Pirogronian 151+ 19 296+10

Mleczan 173+24 272+ 11
Bursztynian e 220+8
2-oksoglutaran 141 +£30 179+ 9
Szczawiooctan 99+15 198+ 7
Jabtczan -— 181 +9
Dihydroksyaceton 360+60 594+26

Glicerol —_— 151+ 6
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Izolowane kanaliki nerkowe zostaty réwniez wykorzystane w badaniach
lokalizacji kluczowych enzymoéw glukoneogenezy (11) oraz wptywu na
intensywnos$é tego procesu takich czynnikdw jak: jony nieorganiczne
(23, 78—80), niektdre hormony (26, 44, 81—84) czy kwasy tluszczowe (25,
85, 86).

Stosujagc metode mikrosekcji kanalikow nerkowych zbadano rozmiesz-
czenie dwoch kluczowych enzymoéw metabolizmu glukozy wzdtuz nefro-
nu krélika (11). Badano rozmieszczenie heksokinazy, niezbednej dla pro-
cesow syntezy glikogenu, cyklu fosfoglukonianowego i glikolizy oraz roz-
mieszczenie karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej, regulatorowego
enzymu glukoneogenezy. Aktywnos$¢ enzyméw w okreslonych fragmen-
tach nefronu przewyzszata aktywnos$¢ tych enzyméw w homogenacie. Mi-
mo obnizenia aktywnos$ci heksokinazy, bedacego prawdopodobnie wyni-
kiem proteolitycznego dziatania kolagenazy stwierdzono najnizszg aktyw-
no$¢ tego enzymu w czesci kretej kanalika proksymalnego. Rosta ona
wzdtuz nefronu, osiggajagc maksimum w kanaliku zbiorczym. Natomiast ak-
tywnos¢ karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej stwierdzono prawie
wytgcznie w kanaliku proksymalnym. W Tabeli 4 przedstawiono umiejsco-
wienie kluczowych enzymow metobolizmu glukozy wzdtuz nefronu. Jako
material wyjsciowy do mikrosekcji uzyto liofilizowane skrawki tkanko-
we nerki szczura (47—49, 51, 87—89). Powyzsze dane wskazujg, ze synte-
za i degradacja glukozy w nerce przebiega w réznych czesciach nefronu.

Tabela 4.
Rozmieszczenie kluczowych enzyméw metabolizmu glukozy wzdtuz nefronu szczura
Aktywno$¢ enzymu w poszczegélnych odcinkach
nefronu
Odcinek ka- (Qdcinek Odcinek ka- .
. . Litera-
Enzym Ciatko halika pro- wstepu- nalika dy- Kanalik .
ner- ksymalnego jacy stalnego zbior- ura
kowe petli czy

krety prosty Henlego Prosty krety

Karboksykinaza fosfceno-

lopirogronianowa 0 + + 0 + 0 0 49, 87, 88
Fruktozo 1,6-bisfosfataza 0 + + — 0 0 - 49
Glukozo 6-fosfataza + + + — 0 0 — 49
Heksokinaza + + + + + + — o+ o+ + — 48, 87
Fosfofruktokinaza + + + + + — +++ ++ 4+ 51,87
Kinaza pirogronianowa + + + + o+ — o+ + + + + 51, 87
Dehydrogenaza
3-fosfoglicerynianowa + ++ + 4+ o+ + + + 87
Dehydrogenaza
mleczanowa + + + + + 4+ 4+ o+ o+ o+ — 87, 89

Oznaczenia: + niska aktywno$¢ enzymu, +4- posrednia aktywno$¢ ezymu, + + + wysoka aktywno$¢ enzymu,
0 brak aktywnosci enzymu, — brak danych.
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Synteza glukozy, ktérej poziom we krwi jest staty, w zdrowym orga-
nizmie musi podlegac¢ Scistej kontroli metabolicznej. Wiadomo, ze hormo-
ny takie jak wazopresyna (84, 90), kalcytonina (83, 91), parathormon (81,
82, 92), czy adrenergiczny zwigzek agonistyczny — izoproterenol (81, 83)
wywierajg swe metaboliczne dziatanie na nerke za posrednictwem cyklicz-
nego adenozynomonofosforanu. Dane doswiadczalne pochodzg z badan in
vitro, w ktorych oznaczono zawartos¢ cyklicznego AMP w skrawkach
tkankowych lub w zawiesinie kanalikéw, albo z pomiaréw aktywnosci
cyklazy adenylowej w homogenacie lub we frakcji oczyszczonych bton ko-
morkowych. Jednak ze wzgledu na zréznicowanie funkcjonalne nefro-
nu (1, 3) stosowanie takich preparatéw nie pozwala na doktadne okres-
lenie, ktére komorki sq wrazliwe na dziatanie hormondw. Przy uzyciu izo-
lowanych kanalikéw nerkowych szczura wykazano, ze cykliczny AMP sty-
muluje proces glukoneogenezy w obecnos$ci takich substratow, ktérych
przemiany prowadza do szczawiooctanu (26, 93). Dotyczy to zatem gluta-
minianu, proliny, 2-oksoglutaranu, bursztynianu, jabitczanu, pirogronianu,
mleczanu i fumaranu. Nie stwierdzono natomiast stymulacji syntezy glu-
kozy z fruktozy, dihydroksyacetonu lub glicerolu, co wskazywato na kar-
boksykinaze jako na enzym wrazliwy na dziatanie cyklicznego nukleo-
tydu.

W licznych badaniach in vitro stwierdzono, ze cykliczny AMP odgry-
wa role posrednika w stymulacji syntezy glukozy przez parathormon (31,
32, 92). Wyniki otrzymane przez Rasmussena i Nagate (31) wska-
zuja, ze w izolowanych kanalikach nerkowych parathormon oddziatuje na
proces glukoneogenezy zwiekszajac pobieranie przez komérki nefronoéw jo-
néw wapnia, ktére aktywuja karboksykinaze fosfoenolopirogronianowg
i jednoczesnie hamujg kinaze pirogronianowg, enzym Kkatalizujacy reak-
cje przebiegajaca w kierunku przeciwnym.

Hormony takie jak: wazopresyna, kalcytonina, glukagon, czy tez izo-
proterenol o dziataniu P-agonistycznym, zwiekszajagce poziom cyklicznego
AMP w izolowanych kanalikach nerkowych szczura (32, 83, 84, 91, 94) nie
stymulowaty glukoneogenezy in vitro (44, 95). Zjawisko to mozna wyttu-
maczy¢ réoznym rozmieszczeniem komorek syntetyzujacych glukoze oraz
wrazliwych na dziatanie okre$lonych hormonow wzdiuz nefronu (32).
Dzieki zastosowaniu techniki mikrosekcji zbadano aktywno$¢ cyklazy ade-
nylowej w 11 Scisle okreSlonych odcinkach nefronu i potwierdzono, ze cy-
klaza adenylowa wrazliwa na dziatanie parathormonu wystepuje wytgcz-
nie w proksymalnej czesci kanalikow nerkowych, gdzie przebiega synteza
glukozy. Natomiast wazopresyna, kalcytonina i izoproterenol aktywuja
cyklaze adenylowg w innych czesciach nefronu (35, 36).

Katecholaminy stymulujg synteze glukozy za posrednictwem mecha-
nizmu a-adrenergicznego (96). W stezeniach powodujgcych stymulacje glu-
koneogenezy katecholaminy obnizaty indukowang parathormonem synteze
cyklicznego AMP w izolowanych kanalikach nerkowych (97). Rdwniez an-



304 M. MICHALIK [IOf

giotensyna zwieksza szybkos$¢ syntezy glukozy z wielu substratow in vitro
(44, 98). Mechanizm jej dzialania jest prawdopodobnie niezalezny od cy-
klicznego AMP oraz zmian stezenia jondw wapnia. W procesie tym wy-
dajg sie natomiast posredniczy¢ zmiany wewnatrzkomoérkowego poziomu
jonéw potasu (98).

Innym czynnikiem kontrolujgcym szybkos$¢ glukoneogenzy w nerce jest
poziom kwasow ttuszczowych (25, 85). Stymulujag one synteze glukozy
w izolowanych kanalikach nerkowych (27, 82, 86), prawdopodobnie w wy-
niku wzrostu stezenia acetylo-CoA, aktywujgcego karboksylaze pirogro-
nianowg przy jednoczesnym hamowaniu dehydrogenazy pirogronianowej.
Stwierdzono to w przypadku kanalikow nerek szczura i psa, natomiast
w izolowanych kanalikach nerkowych krdlika diugotaricuchowe kwasy
ttluszczowe hamowaty synteze glukozy w okoto 30—50°/0 zaleznie od ren
dzaju substratu i uzytego kwasu, zwiekszajagc jednoczes$nie synteze ciat
ketonowych i zuzycie tlenu (25). Dokonano pomiaru zawartosci posredni-
kéw glukoneogenezy w kanalikach nerkowych krolika oddzielonych od
mieszaniny inkubacyjnej na drodze wirowania przez olej silikonowy. W ko-
morkach kanalikdw stwierdzono znaczny spadek zawarto$ci fosfoenolopi-
rogronianu oraz wzrost stosunku 3-hydroksymaslan/acetylooctan, Swiad-
czacy o wysokim poziomie zredukowania nukleotydow nikotynamidoade-
ninowych w mitochondriach. Mniejsza szybko$¢ syntezy glukozy w obec-
nosci kwasow ttuszczowych mogta wiec wynika¢ z zahamowania mitochon-
drialnej karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej, prawdopodobnie na
skutek spadku zawarto$ci szczawiooctanu w tych warunkach. Obserwacje
te wskazujg na rdéznice mechanizméw kontrolujgcych szybko$¢ procesu
glukoneogenezy w nerce ssakow réznych gatunkow.

Wywotanie u ssakdw kwasicy metabolicznej, schorzenia przejawiaja-
cego sie wzrostem stezenia jonéw wodorowych we krwi, powoduje wzrost
szybkos$ci syntezy glukozy z réznych substratow w skrawkach kory ner-
ki (99—101). Z poréwnania zawartosci posrednikéw glukoneogenezy w ner-
ce zwierzat z kwasicg metaboliczng oraz zwierzat zdrowych wynika, ze en-
zymem odpowiedzialnym za to zjawisko jest karboksykinaza fosfoenolopi-
rogronianowa (102, 103). Jej aktywnos$¢ znacznie wzrastata w korze nerek
zwierzat chorych (49, 104, 105). Stymulacje glukoneogenezy z mleczanu,
pirogronianu i glutaminianu przez obnizenie pH buforu perfuzyjnego
stwierdzono réwniez w nerce perfundowanej in vitro (16). Wptyw jonéw
wodorowych na metabolizm glukozy badano takze przy uzyciu izolowa-
nych kanalikow nerkowych (23, 78, 79, 106). Obserwowano indukowang
przez jony H+ stymulacje glukoneogenezy z glutaminy, cytrynianu, bursz-
tynianu i 2-oksoglutaranu, lecz nie z jabtczanu, szczawiooctanu czy mle-
czanu. Natomiast wzrost pH (z pH 7,4 do 7,8) powodowat inhibicje tego
procesu ze wszystkich badanych substratéw (78, 106). W przeciwienstwie do
badan prowadzonych przy uzyciu skrawkéw tkankowych pochodzacych
z nerek zwierzat z kwasicq metaboliczng, zwiekszenie stezenia jonéw H+
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w buforze inkubacyjnym (obnizenie pH z 7,4 do okoto 7,0) nie prowadzito
do wzrostu aktywnosci karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej w ka-
nalikach nerkowych (23, 106). Stymulacja glukoneogenezy byta najpraw-
dopodobniej spowodowana wzrostem aktywnosci mitochondrialnych en-
zymow: dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej (106) lub dehydrogenaz bur-
sztynianowej i izocytrynianowej (78, 79).

I11-2. Wytwarzanie amoniaku

Badania nad amoniogenezg prowadzono gtéwnie przy uzyciu perfundo-
wanych nerek (107), skrawkdw tkankowych (108—110) oraz mitochon-
dridw izolowanych z kory nerki (111—113). Stwierdzono, ze w nerce ssa-
kow powstawanie amoniaku z glutaminy jest wynikiem dziatania dwéch
szlakow (111, 114, 115). Przede wszystkim aminokwas ten moze ulegac
degradacji przy udziale glutaminazy | (aminohydrolaza L-glutaminy), wy-
stepujacej gtéwnie w kanalikach proksymalnych (9). Powstaje woéwczas
amoniak i kwas glutaminowy, ktory z kolei moze podlega¢ oksydacyjnej
deaminacji w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze glutaminiano-
wga. Drugag droge wytwarzania amoniaku zapoczatkowuje reakcja deami-
nacji glutaminy, przebiegajaca przy udziale aminotransferazy L-glutami-
na : 2-oksokwas, potocznie zwanej glutaminazg Il. Wyzsza aktywnos$¢ enzy-
mow pierwszego z powyzszych szlakbw w procesie amoniogenezy stwier-
dzono w nerce psa i szczura (114, 116, 117). W nerce $Swinki morskiej (118,
119) i krolika (118), gdzie wykazano bardzo niskg aktywnos$¢ glutamina-
zy |, gtbwnym donorem amoniaku wydaje sie by¢ kwas glutaminowy.

Przy uzyciu izolowanych kanalikow nerkowych stwierdzono, ze w ner-
ce psa amoniak jest wytwarzany zaréwno z aminowego, jak i z amidowe-
go azotu glutaminy (117). Proces deamidacji tego aminokwasu przebiega
gtownie przy udziale glutaminazy | i jest hamowany w obecnosci egzo-
gennego i endogennego kwasu glutaminowego, powstajacego jako produkt
tej reakcji.

Spostrzezenie to potwierdza proponowany wczesniej przez Goldstei -
na iwsp. (120, 121) mechanizm regulacji procesu ammoniogenezy poprzez
zmiany stezenia kwasu glutaminowego w korze nerki. Usuniecie produktu
deaminacji kwasu glutaminowego — 2-cksoglutaranu, przez wykorzystanie
tego zwiagzku jako substratu w procesie syntezy glukozy, powodowato
wzrost szybkosSci ammoniogenezy (99, 122). W izolowanych kanalikach ner-
kowych psa stosujgc inhibitory glukoneogenezy nie wykazano jednak
wspotzaleznosci tych proceséw (117). Jednoczes$nie zaproponowano, ze czyn-
nikiem kontrolujacym synteze amoniaku w nerce jest stosunek nukleoty-
déw nikotynamidoadeninowych utlenionych do zredukowanych, za$ inhi-
bicja glutaminazy | przez 2-oksoglutaran jest spowodowana obnizeniem
stosunku NAD+/NADH w wyniku utlenienia tego zwigzku.
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Nerki odgrywajg duzg role w utrzymaniu statego pH ptyndw ustrojo-
wych. Odpowiedzig organizmu na kwasice metaboliczng jest wzrost syntezy
amoniaku (109, 123) oraz jego zwiekszone wydzielanie do moczu (105, 123—
126). Pozwala to na usuniecie nadmiaru kwasu z organizmu przy jednoczes-
nym zachowaniu statego poziomu jondéw sodu i potasu (125). Jednak nie
udato sie wykazaé¢ natychmiastowego wptywu jonéw H+ na synteze amo-
niaku in vitro w skrawkach kory nerki zdrowych zwierzat (49, 126— 130).
Poréwnano wptyw jonéw wodorowych na metabolizm skrawkéw kory ner-
ki oraz izolowanych kanalikow nerkowych (106). Synteza amoniaku z glu-
taminy w kanalikach nerkowych szczura wzrastata prawie dwukrotnie,
podczas gdy w skrawkach tkankowych nie ulegata zmianie. Réznice te wy-
nikaty prawdopodobnie z istnienia barier przepuszczalnosci dla tego ami-
nokwasu. Glutamina tatwiej przenikata do komorek kanalikdw nerkowych
ze wzgledu na ich wigkszg powierzchnie kontaktu z buforem inkubacyj-
nym. Natomiast nie stwierdzono wptywu pH na synteze amoniaku w ka-
nalikach izolowanych z nerki psa (106).

I11-3. Biosynteza triacylogliceroli

Gtownym zrodiem energii w korze nerki jest proces utleniania kwaséw
ttuszczowych (131). Stwierdzono mniejsze zuzycie tlenu od wymaganego
do catkowitej (3-oksydacji pobranych kwasow ttuszczowych in vivo (132),
co przy niktej szybkosci ketogenezy z diugotaricuchowych kwaséw ttusz-
czowych wskazuje na konieczno$¢ dziatania takze innego procesu wyko-
rzystujgcego te zwigzki (133). Badania prowadzone przy uzyciu izolowa-
nych kanalikéw nerkowych szczura (29, 134) wykazaty, ze w nerce endo-
genne kwasy tluszczowe moga by¢ wykorzystywane do syntezy triacylo-
gliceroli. Szybko$¢ tego procesu byta proporcjonalna do stezenia substra-
tow i zwiekszata sie w obecnosci niektérych posrednikéw glukoneogenezy,
prawdopodobnie w wyniku wzrostu poziomu glicerolu. Zgodna z tym
przypuszczeniem jest obserwacja, ze podany MC-mleczan mozna byto wy-
kry¢ w lipidach nerki, ale nie bylo go w czasteczkach kwasow ttuszczo-
wych. Ze wzgledu na wystepowanie karboksykinazy fosfoenolopirogronia-
nowej, enzymu niezbednego do syntezy glicerofosforanu z prekursoréw
glukozy, w proksymalnych kanalikach nerkowych (49, 88) przypuszcza sie,
ze synteza glicerolu zachodzi w tych samych odcinkach kanalikéw (29, 134).
Stwierdzona w tej czesci nefronu bardzo niska aktywnos$¢ kluczowych en-
zymow glikolizy (135) wyjasnia brak stymulacji syntezy triacylogliceroli
przez glukoze (29).

I11-4. Degradacja biatek i peptydéw

Nerki odgrywajg wazng role w katabolizmie wielu biatek, polipepty-
doéw i niewielkich peptydow (136, 137), takich jak albumina osocza (138),
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hormon wzrostowy (139), insulina (140, 141), glukagon (141), parathor-
mon (142, 143), lizozym (144, 145), cytochrom c (146), czy angiotensyna I,
bradykinina i oksytocyna (136). Absorpcja, transport i degradacja tych
zwigzkOw przebiegaja wytacznie w proksymalnych kanalikach nerkowych.
Biatka i duze polipeptydy, filtrowane w kiebuszkach naczyniowych, sg
absorbowane z piynu kanalikéw proksymalnych na drodze endocytozy
i katabolizowane przy udziale lizosomow (136, 137). Produkty degradacji,
gtdwnie aminokwasy, dyfundujg na zewnatrz komoérek do krwi.

Procesy kataboliczne w nerce badano in vivo i in vitro po podaniu
biatek znakowanych radioaktywnym jodem, mierzac szybkos$¢ ich degra-
dacji w nienaruszonej nerce (147, 148), izolowanej nerce poddanej perfuzji
(139, 142, 143), przy uzyciu skrawkow tkankowych (146) lub izolowanych
lizosomow (149). Natomiast w eksperymentach prowadzonych przez C a-
ro ne iwsp. (136), wykorzystano technike mikroinfuzji in vivo (62) oraz
wprowadzong przez Burga iwsp. (70) mikroperfuzje izolowanych frag-
mentéw nefronu. Wykazano dziatanie mechanizmu odmiennego od przed-
stawionego powyzej w przypadku degradacji biatek i duzych peptydéw,
na drodze ktdrego w proksymalnych kanalikach nerkowych sg kataboli-
zowane niewielkie peptydy zawierajgce od 8 do 10 aminokwasow.

Oba mechanizmy przedstawiono schematycznie na Ryc. 3.

Niewielkie peptydy sg prawdopodobnie degradowane na powierzchni

Swiatlo kanalika
hydroliza peptydéw

ciatko na btonie
resztkowe |
pecherzyk
endocytotyczny
fagosom
lizosom dalsza
togolizosom

aminokwasy aminokwasy

Ryc. 3. Poréwnanie wystepujagcych w kanalikach proksymalnych mechanizméw re-
absorpcji i katabolizmu biatek i duzych polipeptydéw (schemat lewy) oraz matych
liniowych peptydéw (schemat prawy).

Biatko jest wchtaniane przez komoérke z wytworzeniem pecherzyka endocytotycznego, a na-
stepnie fagosomu, ktéry taczy sie z lizosomami wihasciwymi. W powstatym fagolizosomie naste-
puje enzymatyczna hydroliza, a uwolnione aminokwasy, dyfundujgc do przestrzeni intersty-
cjalnej, powracajag do krazenia nerkowego. Natomiast niewielkie peptydy sa hydrolizowane
przez enzymy zwigzane z rabkiem szczoteczkowym kanalikéw proksymalnych, a uwolnione
aminokwasy aktywnie transportowane przez btone do komoérek nabtonkowych. Cze$ciowo zhy-
drolizowane fragmenty peptyddéw moga by¢ reabsorbowane w niezmienionej postaci i podlegaé
dalszej wewnatrzkomérkowej hydrolizie. Wg Carone F. A. i wsp. (136); dzieki uprzejmosci
autoréw i International Society of Nephrology.
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rabka szczoteczkowego kanalikow proksymalnych, zawierajacego wiele en-
zymow hydrolitycznych. Uwolnione aminokwasy sa nastepnie aktywnie
reabsorbowane przez komorki kanalikbw proksymalnych. Carone
i wsp. (136) sugerujg, ze proces ten ma duze znaczenie biologiczne. Po-
zwala na zachowanie w organizmie aminokwaséw oraz na inaktywacje
toksycznych peptydéw. Wspomaga takze regulacje poziomu niewielkich
hormonéw peptydowych w osoczu. Bezposrednie badania degradacji tych
zwigzkow, niezalezne od wewngtrzkomdérkowych przemian metabolicznych,
staty sie mozliwe dzieki rozwojowi technik izolowania pecherzykéw btono-
wych z tkanek nabtonkowych oraz metod badania aktywnego transportu
(150—152). Badajac przenikanie dipeptydéw oraz aminokwaséw do wnetrza
pecherzykéw btonowych (153—155) zaproponowano mechanizm transportu
peptydéw przez btone rabka szczoteczkowego (153). Prawdopodobnie po
zewnetrznej stronie tej btony znajduje sie miejsce wigzace peptyd, odpo-
wiedzialne za jego transport do wnetrza komorki. Przed uwolnieniem pep-
tydu do cytoplazmy wchodzi on w kontakt z peptydaza umiejscowiong po
wewnetrznej stronie btony rabka szczoteczkowego. Zaleznie od podatnosci
peptydu na hydrolize w komorce mogg sie pojawi¢ wolne aminokwasy,
peptyd w niezmienionej formie, lub mieszanina tych zwigzkow.

I11-5. Transport metabolitéw i jonéw przez btone komérkowa

Transport substancji organicznych w nerce jest niezbedny dla zatrzy-
mania w organizmie substratéw metabolicznych oraz wydalania kornco-
wych produktéw przemiany materii (156). Odzyskiwanie z przesgczu kie-
buszkowego wiekszosci istotnych metabolicznie sktadnikéw odbywa sie
gtownie w proksymalnych kanalikach nerkowych. Zachodzi w nich czes$-
ciowa reabsorpcja chlorku sodu, wody, aminokwaséw i biatka oraz catko-
wita reabsorpcja glukozy (3, 59). Jednoczes$nie komaérki nabtonkowe prok-
symalnych kanalikow nerkowych wykazujg zdolno$¢ pobierania skiadni-
kéw odzywczych z ptynu zewnatrzkomdérkowego. Ma to duze znaczenie
szczeg6lnie w przypadku nabtonka dalszych czesci kanalikéw proksy-
malnych, gdzie stezenie aminokwaséw w przesaczu kiebuszkowym jest
juz niewielkie. Dla tych komdrek transport aminokwaséw przez ich btone
podstawng stanowi prawdopodobnie jedyng droge uzyskiwania tych
zwigzkéw (157). Funkcje btony luminalnej (rabka szczoteczkowego) i anty-
luminalnej (btony czesci podstawnej komorki kanalika nerkowego) sg
wiec odmienne. Blony te rdéznig sie takze powierzchniowym tadunkiem
elektrycznym oraz wystepowaniem niektorych enzymoéw (158).

Badania transportu metabolitdw i jonéw w nerce prowadzono poczat-
kowo gtownie przy uzyciu prostych technik takich jak perfuzja (18, 159—
162). Wczesne badania przy uzyciu izolowanych kanalikéw nerkowych
wykazaty, ze preparat taki posiada zdolno$¢ nagromadzania kwasu p-ami-



[15] IZOLOWANE KANALIKI NERKOWE 309

nohipurowego oraz zachowuje gradient sodu i potasu (22, 163, 164). Po-
robwnujagc pobieranie glicyny przez preparaty otrzymane z dwdch nerek
tego samego zwierzecia wykazano, ze zachodzito ono szybciej i predzej
osiggato stan réwnowagi w zawiesinie kanalikbw nerkowych niz w przy-
padku skrawkéw tkankowych (165). Bylo to spowodowane wieksza po-
wierzchnig kontaktu ze S$rodowiskiem, w ktorym zawieszono kanaliki.
Jednak dopiero zastosowanie wirowania przez warstwe fikolu pozwolito na
otrzymanie preparatu charakteryzujacego sie otwartymi Swiattami kanali-
kéw (widocznymi na Ryc. 4), zapewniajagc tym samym kontakt komdrek
z buforem inkubacyjnym za posrednictwem bton luminalnych (24). Izolo-
wane kanaliki nerkowe okazaty sie wiec bardziej uzyteczne niz skrawki
tkankowe w badaniach transportu aminokwasow (165— 169), cukrow (168,
170), mocznika (171), cyklicznego adenozynomonofosforanu (172, 173) i jo-
néw (24) oraz regulacji tych procesow.

’.
5
Ryc. 4. Przekroje kanalikdw nerkowych krélika izolowanych przy uzyciu kolagenazy
i wirowanych przez warstwe fikolu.

Cecha charakterystyczng preparatu skiladajacego sie gtdwnie z kanalikéw proksymalnych sg
otwarte Swiatta kanalikéw. Kreska w prawym dolnym rogu odpowiada 50 nm. Wg B ala-
bana R. S.i wsp. (24); dzieki uprzejmosci autoréw i American Physiological Society.

W ostatnich latach materiatem do badan transportu metabolitow i jo-
now staty sie pecherzyki btonowe izolowane z komérek nabtonkowych.
Otrzymywano je na drodze hipotonicznej lizy kanalikéw nerkowych i roz-
nicowego wirowania preparatu (150, 174—177). W innej metodzie, pole-
gajacej na homogenizacji kory nerki zastosowano wirowanie réznicowe,
w gradiencie gestosci oraz precypitacje jonami Ca2+ (155, 178— 184). Dzieki
zastosowaniu specjalnych technik rozdziatu frakcji bton komdrkowych
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otrzymano preparaty sktadajace sie badz z bton rabka szczoteczkowego
(151, 152, 155, 175—177, 183—189), badz z bton podstawnych i bocznych
czesci komorek (187, 189—191). Pozwolito to na wykazanie réznic we wtas-
ciwosciach tych bton. Korzysci wynikajace ze stosowania pecherzykow
btonowych spowodowaly coraz szersze wykorzystanie tego rodzaju prepa-
ratow w badaniach transportu réznych substancji w nerce.

Badania transportu jondw i metabilitow in vitro w duzej mierze przy-
czynity sie do poznania wtasciwych dla nerki proceséw wydalania produk-
tébw przemiany materii i utrzymania odpowiedniego sktadu chemicznego
krwi oraz ptyndéw ustrojowych.

Sktadam serdeczne podziekowania Pani Prof. Jadwidze Bryle za krytyczne uwagi
i pomoc w przygotowaniu niniejszej pracy.

Cze$¢ wynikow zawartych w artykule pochodzi z badan Zaktadu Regulacji Me-
tabolizmu Instytutu Biochemii UW wykonanych w ramach problemu MR-II.1.1.7.

Zaakceptouxino do druku 25.02.1984
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Dziatanie tlenu w fotosyntetycznym metabolizmie wegla

Effect of oxygen on photosynthetic carbon metabolism
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I. Wprowadzenie

Badania dotyczace problemu przedstawionego w tym artykule, prowa-
dzone juz od przeszto 60 lat, prawie wytgcznie byty podejmowane w celu
wyjasnienia zjawiska hamowania fotosyntezy przez tlen, zwanego w lite-
raturze naukowej efektem Warburga (1, 2, 3, 4). Dopiero w ostatnich la-
tach przedmiotem badan stato sie takze stymulowanie fotosyntezy przez

* Doc. dr hab., *) Dr, Instytut Botaniki Uniwersytetu Warszawskiego, 02-325
Warszawa, ul. Krakowskie Przedmie$cie 26/28

Wykaz stosowanych skrotéw: PGA — 3-fosfoglicerynian; RuBP — rybulozo-1,5-
bisfosforan; P-glikolan — fosfoglikolan; «-HPMS — kwas a-hydroksy-2-pirydynome-
tanosulfonowy; INH-hydrazyd kwasu izonikotynowego; TPS — fotosynteza catkowita
(od ang. true photosynthesis); APS — fotosynteza netto (od ang. apparent photosyn-
thesis)', PR — fotooddychanie (od ang. photorespiration)\ rosliny C3, C4 — roéliny,
u ktorych pierwszym wykrywanym produktem fotosyntetycznej asymilacji CO2jest
odpowiednio PGA, kwas szczawiooctowy.
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tlen, ujawniajgce sie tylko w specjalnych warunkach doswiadczalnych
(patrz rozdz. VI).

Obecnie wiemy, ze tlen dziata w réznych miejscach procesu fotosynte-
zy. BezpoS$rednio uczestniczagc w kilku co najmniej reakcjach, tlen wpty-
wa zaréwno na natezenie jak i przebieg tego procesu. Wystepowanie, kie-
runek i zakres modyfikacji powodowanych przez tlen zalezag w duzym sto-
pniu od innych czynnikéw, z ktédrych najwieksze znaczenie majg stezenie
dwutlenku wegla i natezenie Swiatta.

Dziatanie tlenu na etapie fotosyntetycznych reakcji asymilacji i re-
dukcji wegla, mimo licznych badan, nie jest jeszcze w zadowalajagcym sto-
pniu poznane. Nie jest tez wyjasniona fizjologiczna funkcja tlenu w tym
procesie. W niniejszym przegladzie ostatnich osiggnieé na tym polu
uwzgledniono tylko wyniki badan prowadzonych z roslinami C3 U roslin
C4i u ros$lin gruboszowatych (CAM) wystepujg bowiem ,dodatkowe’ me-
chanizmy fotosyntetyczne (2, 3), ktére wptyw tlenu istotnie modyfi-
kuja.

Il. Wytwarzanie i przemiany kwasu glikolowego

Zjawisko hamowania fotosyntezy przez tlen, wystepujgce przy steze-
niach C02zblizonych do atmosferycznego i nizszych, ma ztozony mecha-
nizm biochemiczny. Na etapie przemian asymilowanego wegla kluczowe re-
gulacyjne znaczenie ma dziatanie 02 w reakcjach katalizowanych przez
dwufunkcyjny enzym karboksylaze/oksygenaze RuBP (5, 6). Enzym ten
zapoczatkowuje dwa.wzajemnie uzaleznione przeciwstawne procesy: foto-
syntetyczng asymilacje C02oraz szlak kwasu glikolowego (Ryc. 1). Drugi
proces, zwany fotooddychaniem, jest zwigzany z zuzywaniem Oz i wy-
twarzaniem CO02 w fotosyntetyzujacych tkankach. Oprécz chloroplastow
biorg w nim udziat peroksysomy i mitochondria.

Opublikowano nieliczne dane, na podstawie ktérych sugerowano, ze
karboksylaza i oksygenaza RuBP s3g odrebnymi enzymami (7). Obecnie
mozna jednak uzna¢ za udowodnione, ze obie aktywnosci sg zwigzane
z tym samym biatkiem (8). Co wiecej, w reakcji karboksylacji (RuBP+
+ C02-> 2 PGA) i w reakcji oksygenacji (RuBP+ 02->PGA + kwas P-gli-
kolowy) uczestniczy to samo centrum aktywne enzymu. Ponadto, steze-
nie jonéow wodorowych oraz C02i Mg2+ jako aktywatory enzymu majg
taki sam wptyw na obie jego aktywnosci (9, 10). W obu reakcjach enzym
wykazuje podobne powinowactwo wobec RuBP, ale charakteryzuje sie Km
(C02 wyraznie mniejszym od Km(02 (11).

Reakcje oksygenacji RuBP jest niewatpliwie gtownym zrédtem gliko-
lanu w komdrkach wszystkich fotosyntetyzujgcych organizméw (12— 15).
Zwigzek ten moze jednak powstawaé takze» w dalszym etapie cyklu Cal-
vina, w reakcji katalizowanej przez transketolaze. Nieenzymatyczne utle-
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Ryc. 1. Karboksylacja RuBP i oksygenacja RuBP w cyklu Calvina i w szlaku kwasu
glikolowego (wedtug 19).

Uwzgledniono miejsca dziatania 02 i inhibitoréw szlaku kwasu glikolowego. Linig przerywang
zaznaczono hipotetyczng droge odtwarzania HuBP z wykorzystaniem nagromadzonych w ko-
moérkach asymilatéw. Liczby w nawiasach wyrazajg stechiometrie przemian wegla P-glikolanu.

nianie wytwarzanego tam aktywnego aldehydu glikolowego (pirofosfora-
nu 1,2-dwuhydroksyetylotiaminy) przebiega z matym natezeniem i jest
wysycone juz przy niskich stezeniach 02 (16, 17). W normalnych warun-
kach nie moze by¢ wiec wydajnym zrddiem glikolanu i w istotny sposéb
wplywac na natezenie i przebieg fotosyntezy.

Tlen bierze réwniez udzial w przemianach kwasu glikolowego (Ryc. 1).
Po przeksztatceniu w chloroplastach P-glikolanu w glikolan rozpoczyna je
oksydaza glikolanowa wystepujgca w peroksysomach. Enzym ten, zawie-
rajacy FMN jako grupe prostetyczng, katalizuje reakcje utleniania gliko-
lanu do glioksalanu z réwnoczesng redukcjg 02 do H2D 2 Mate powino-
wactwo oksydazy glikolanowej do 0 2 sprawia, ze szybkos¢ katalizowanej
przez nig reakcji silnie zalezy od stezenia tego substratu (18).

Bezposrednim zrédtem CO02wytwarzanego w fotooddychaniu jest prze-
biegajaca w mitochondriach dekarboksylacja glicyny, prowadzgca do prze-
ksztalcenia 2 czasteczek glicyny w seryne. Przemiany te sg katalizowane
przez obecng w blonach dekarboksylaze glicynowa i wystepujaca w ma-
triks hydroksymetylotransferaze serynowa. W doswiadczeniach z izolo-
wanymi mitochondriami wykazano powigzanie tych przemian z redukcjag
NAD i pobieraniem 0 2 jak réwniez ich zalezno$¢ od ADP. Dato to pod-
stawe dla wysuniecia sugestii, ze cze$¢ energii uwalnianej w fotooddy-
chaniu moze by¢ wykorzystana do syntezy ATP w reakcjach fosforylacji
oksydacyjnej (19). Reakcje utleniania glicyny ulegajg wysyceniu juz przy
niskim stezeniu tlenu (20, 21). Nie moga wiec, jak przypuszczano wczes-
niej (22), stanowi¢ ogniwa za posrednictwem ktdérego stezenie 02 mody-
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fikuje natezenie przeptywu asymilowanego wegla przez szlak kwasu gli-
kolowego.

W literaturze nie ma informacji, ktére by wskazywaty na mozliwos¢
dziatania tlenu w dalszych etapach szlaku kwasu glikolowego, poprze-
dzajagcych powrdt metabolizowanego w nim wegla do cyklu Calvina.

I11. Wspo6tzawodnictwo pomiedzy C02i 02

Natezenia przemian asymilowanego wegla w cyklu Calvina i w szlaku
kwasu glikolowego zalezg od stezen C02i 02w miejscu funkcjonowania
karboksylazy/oksygenazy RuBP (23—25). Od stezen tych zalezy tez nate-
zenie fotosyntezy catkowitej (TPS), fotosyntezy netto (APS) i fotooddy-
chania (PR). Kwas glikolowy nie gromadzi sie bowiem w komdrkach lecz
ulega natychmiast przemianom, w ktérych 25% jego wegla zostaje prze-
ksztatcone w fotooddechowy CO02 (26).

Podczas fotosyntezy, przebiegajgcej w lisciach fasoli znajdujacych sie
w warunkach zblizonych do naturalnych (0.03flo C02 21°/0 02 25—30°C),
stosunek liczby czasteczek RuBP biorgcych udziat w reakcji karboksylacji
do liczby czasteczek RuBP ulegajacych oksygenacji wynosi w przyblize-
niu 7:1 (23). Przy podwyzszaniu stezenia 02 lub obnizaniu stezenia C02
stosunek ten maleje i w obu przypadkach jest to zwigzane z zahamowaniem
fotosyntetycznej asymilacji C02 Przy zmianach stezen C02lub 0 2w prze-
ciwnych kierunkach warto$¢ tego stosunku zwieksza sie wielokrotnie (23).
Wyraza sie to wzrostem natezenia fotosyntetycznej asymilacji C02 przy
czym APS zbliza sie do TPS a maleje odpowiednio wartos¢ PR.

Réznica pomiedzy natezeniem asymilacji C02przy atmosferycznym lub
wyzszych stezeniach 02 a natezeniem tego procesu przy znacznie obnizo-
nym stezeniu 02 (np. do 0,5°/0) jest przyjmowana za ilosciowy wskaznik
fotooddychania. Podstawg tego jest zatozenie, ze PR = TPS—APS (27) oraz
ze wartos¢ TPS tylko w malym stopniu zalezy od stezenia tlenu. Wyniki
niektérych wczesniejszych prac potwierdzaty stuszno$é takiego zatozenia
w peilnym zakresie stezen 02 (28) oraz w szerokim zakresie stezen C02
(29, 30). Znaczytoby to, ze zarébwno przy zmianach stezenia CO02 jak tez
przy zmianach stezenia 0 2 nastepujg ilosciowo sobie odpowiadajace, lecz
przeciwne kierunkowo, zmiany APS i PR oraz prowadzito do wniosku, ze
bezposrednig przyczyna efektu Warburga jest wzrost natezenia fotooddy-
chania.

Stechiometria reakcji karboksylacji i oksygenacji RuBP wskazuje
jednak, ze utrzymanie statej lub mato tylko zmniejszonej fotosyntezy cat-
kowitej, przy wzrastajagcym w wyniku podwyzszania stezenia tlenu w $ro-
dowisku fotooddychaniu, musiatoby by¢é zwigzane ze znacznym zwigksze-
niem iloSci RuBP zuzywanego w obu reakcjach (31). Takich zmian dyna-
micznej puli RuBP zaleznych od stezenia 0 2 doswiadczalnie bezposrednio
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nie wykazano. Takze wystepowanie prostej zaleznosci pomiedzy steze-
niem 02 a szybkos$cig wytwarzania kwasu glikolowego i jego przemian
zwigzanych z fotoooddychaniem mozna uzna¢ za udokumentowane jedynie
w odniesieniu do zakresu stezen tlenu 2—21°/0 (32—34).

Interesujace sg doniesienia, ze nawet znaczne podwyzszenie stezenia
C02 (do 0,1—0,3%) lub obnizenie stezenia 02 do okoto 1% nie powoduje
jednak catkowitego zahamowania syntezy kwasu glikolowego i fotooddy-
chania (29, 35-38). Jest to interpretowane jako potwierdzenie mozliwosci
wytwarzania podczas fotosyntezy kwasu glikolowego w alternatywnej
reakcji nie hamowanej przez C02i niezaleznej od zewnetrznego stezenia
tlenu. Moze to byé, opisana wczesniej, reakcja nieenzymatycznego utlenia-
nia aktywnego aldehydu glikolowego, przebiegajgca w chloroplastach
z udziatem utleniaczy wytwarzanych w fotosystemie Il (16, 17). W zwigzku
z tym nasuwa sie pytanie: czy alternatywna reakcja uczestniczy w wy-
twarzaniu glikolanu réowniez podczas fotosyntezy odbywajacej sie w nor-
malnej atmosferze, czy jako mechanizm kompensacyjny jest uruchamiana
tylko przy zablokowanej przy wysokim stezeniu C02lub niskim stezeniu
Oz oksygenacji RuBP (38).

Wptyw innych czynnikow na wytwarzanie i przemiany kwasu glikolo-
wego in vivo podczas fotosyntezy jest mato poznany. Wielokrotnie stwier-
dzano, ze zalezno$¢ tych proceséw od natezenia Swiatta jest taka sama
jak fotosyntezy. Pozwala to przypuszczac, ze Swiatto wptywa na nie wy-
tagcznie posrednio przez fotosynteze, ktora dostarcza substratow dla wytwa-
rzania glikolanu (39, 40).

Na podstawie powodowanych temperaturg zmian fotooddychania mozna
whnioskowa¢, ze temperatura optymalna dla wytwarzania glikolanu jest
wyzsza niz optimum temperaturowe fotosyntezy i przekracza zwykle 30°C
7).

W doswiadczeniach z roslinami adaptowanymi do chitodu uzyskano
dane wskazujace, ze efekt niskiej temperatury zalezy w duzym stopniu
od czasu jej dziatania. Po wzglednie krotkim okresie chtodu udziat meta-
bolitow szlaku'kwasu glikolowego (glikolanu, glicyny i seryny) w fotosyn-
tetycznych przemianach wegla jest zwiekszony, natomiast po przedtuzonym
okresie chtodu modyfikacja taka nie wystepuje (41, 42). Autorzy badan
sugeruja, ze wzmozenie przemian kwasu glikolowego jest spowodowane
zaktoceniem funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego, a zanik tego
wzmozenia stanowi jeden z przejawow adaptacji roslin do niskiej tempe-
ratury. Zmniejszona znacznie asymilacja C02w liSciach rzepaku poddane-
go dtugotrwatemu wptywowi chitodu charakteryzuje sie obnizong wrazli-
woscig na dziatanie tlenu (43). Czynnikiem obnizajacym wrazliwo$¢ foto-
syntezy na dziatanie tlenu (44) oraz zmniejszajgcym wytwarzanie glikolanu
(45) jest tez umiarkowany deficyt fosforu w lisciach.
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IV. Odptyw asymilowanego wegla z chloroplastow

Stymulowanie podczas fotosyntezy wytwarzania kwasu glikolowego
z fosforanéw cukréw oraz odptyw tego zwigzku z chloroplastow moze
zmniejsza¢ pule posrednich metabolitow cyklu Calvina i odtwarzanie
RuBP. Bezwzgledny wzrost natezenia wytwarzania glikolanu i jego prze-
mian zwigzanych z fotooddychaniem po podwyzszeniu stezenia 02w $ro-
dowisku moze by¢ wiec tylko krotkotrwatym efektem przejSciowym pro-
wadzacym do nowego stanu dynamicznej rownowagi karboksylacji i oksy-
genacji RuBP, wyrazajacego sie obnizeniem zarédwno natezenia asymilacji
COz jak i wytwarzania kwasu glikolowego. Trwaty wzrost wytwarzania
kwasu glikolowego i natezenia fotooddychania mdgitby ewentualnie wy-
stapi¢ jedynie przy wzroscie stezenia 0 2w takim zakresie, w ktérym oksy-
genacja RuBP nie wptywa znaczgco na karboksylacje RuBP (natezenie fo-
tosyntezy catkowitej).

Przedstawiong wyzej hipoteze sprawdzono oznaczajac podczas fotosyn-
tezy przebiegajacej w ré6znych warunkach tlenowych ilosci asymilowanego
wegla ulegajacego przemianom w szlaku kwasu glikolowego (46-48). W ba-
daniach tych stosowano inhibitory tego szlaku: kwas a-hydroksy-2-pirydy-
nometanosulfonowy (a-HPMS), ktdry hamuje oksydaze glikolanowg i po-
woduje gromadzenie sie glikolanu w tkankach lisci (49) oraz hydrazyd
kwasu izonikotynowego (INH), dziatajacy na etapie przeksztatcania glicyny
w seryne (50), w obecnosci ktérego gromadzi sie glioksalan i glicyna
(Ryc. 1). Gromadzenie sie tych metabolitow jest niewatpliwie proporcjo-
nalne do ich wytwarzania.
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Ryc. 2. Wigczanie 14C do kwasu glikolowego w lisciach fasoli podczas asymilacji
14C02przy réznych stezeniach tlenu (48).

Kinetyka witgczania MC (A). Wiaczony »C po 0,5 min asymilacji (B). Stezenie 1‘C02 0,035«/; ste-
zenia Ot: 2k — tréjkaty, 21+ — kwadraty, 100°% — kétka. Liscie pobieraty roztwér 10-* M
a-HPMS. Liniami pionowymi oznaczono btad standardowy S$redniej.
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W liSciach fasoli asymilujgcych 4C02i pobierajgcych a-HPMS radio-
aktywny kwas glikolowy gromadzit sie z szybkoS$cig zalezng od stezenia
tlenu. Przy stezeniu 21% 0 2byta ona o rzad wieksza niz przy stezeniu O,
obnizonym do 2°/0 jak i podwyzszonym do 100°/0 (Ryc. 2A). W taki sam

spos6b zmieniato sie w zaleznosci od stezenia 0 2wigczanie asymilowanego

MUC do glioksalanu (Ryc. 3) i do glicyny (Ryc. 4) w lisciach pobierajacych
INH.
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Ryc. 3. Wigczanie 14C do kwasu glioksalowego w lisciach fasoli podczas asymilacji
4C02 przy réznych stezeniach tlenu (48).

Liscie kontrolne pobierajgce wode — krzyzyki; liScie pobierajace roztwér 10~2 M a-HPMS —
kotka puste; liscie pobierajace roztwér 10~2 M INH — kétka petne. Liniami pionowymi ozna-
czono btad standardowy $redniej.
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Ryc. 4. Wiaczanie 4C do glicyny w lisciach fasoli podczas asymilacji 14C02 przy
réznych stezeniach tlenu (48).

Oznaczenia jak na ryc. 3
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Wiaczanie AC do glicyny i catkowita radioaktywno$é wysycanej weglem
1C puli tego aminokwasu byty w lisciach kontrolnych réwniez najwieksze
przy stezeniu 21°/0 0 2 Wiaczanie 1C do glicyny byto natomiast catkowicie
zahamowane w lisciach pobierajgcych a-HPMS (Ryc. 4). Stwierdzenia te
stanowig S$wiadectwo powstawania glicyny podczas fotosyntezy gtdéwnie
w szlaku kwasu glikolowego (51, 52). Ponadto, wskazujg one, ze w catych
lisSciach przeptyw asymilowanego wegla przez pule tego aminokwasu przy
normalnej atmosferze jest wielokrotnie wiekszy niz zaréwno przy steze-
niu tlenu hamujgcym fotooddychanie (2%) jak tez w doSwiadczeniach in
vitro silnie stymulujacym (100°/0) ten proces.
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Ryc. 5. Wigczanie 14C do seryny w lisciach fasoli podczas asymilacji 14C02 przy
réznych stezeniach tlenu (48).
Oznaczenia jak na ryc. 3

Wiaczanie ¥C do seryny byto tylko czesciowo blokowane przez a-HPMS
i INH, inhibitory hamujgce reakcje szlaku kwasu glikolowego poprzedza-
jace synteze tego aminokwasu (Ryc. 5). Potwierdza to, ze znaczna cze$¢
0go6lnej ilosci seryny wytwarzanej podczas fotosyntezy powstaje na drodze
nie zwigzanej bezposrednio z tym szlakiem (52-54).

Radioaktywno$¢ podpuli seryny wytwarzanej w szlaku kwasu glikolo-
wego moze by¢ obliczona jako roznica pomiedzy ilosciami 14C wigczonego
do seryny w lisciach kontrolnych i pobierajgcych inhibitory. Wielkosci
tej réznicy wskazujg, ze przy obnizonym stezeniu 0 2 udziat szlaku kwasu
glikolowego w wytwarzaniu seryny nie ma praktycznie znaczenia, nato-
miast przy normalnym i podwyzszonym stezeniu Oz wiecej niz 50% foto-
syntetycznej seryny stanowi posredni metabolit tego szlaku. Przy czym,
jak wynika z danych przedstawionych na rycinie 5 bezwzgledna ilos¢
seryny tam wytwarzanej jest najwieksza przy atmosferycznym stezeniu
tlenu.

Warto zwr6cié uwage na to, ze wytwarzanie podczas fotosyntezy seryny
na innej drodze niz szlak kwasu glikolowego (nie wrazliwej na a-HPMS
i INH) nie zmienia sie przy wzroscie stezenia 02z 2°/0 na 21°/o, natomiast
ulega wyraznemu obnizeniu przy wysokim stezeniu tlenu (Ryc. 5). Obni-
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zenie to jest niewatpliwie spowodowane silnym hamowaniem przez tlen
karboksylacji RuBP i wytwarzania MC-PGA jako bliskiego prekursora tej
czesci puli seryny (54).

Oznaczajgc w lisciach fasoli radioaktywno$¢ glikolanu po krotkim
czasie asymilacji MC02uzyskano rezultaty pozornie sprzeczne z wnioskami
wyptywajacymi z badan przedstawionych wyzej. Wskazywaty one
(Ryc. 2B), ze asymilowany MC dociera do puli glikolanu szybciej przy duzej
zawartosci 0 2w atmosferze niz przy stezeniu 21°/0 0 2 ktére jest bardziej
korzystne dla wytwarzania tego zwigzku w catych lisciach (Ryc. 2A).
Ustosunkowujac sie do tego wyniku trzeba uwzgledni¢ to, ze w doswiad-
czeniach ze znaczonymi substratami szybko$¢ pojawiania sie znacznika
w kolejnych posrednich i w koricowych produktach szlaku metabolicznego
zalezy takze od wielkosci pul ich prekursoréw oraz od szybkosci ich obrotu.
Mate pule prekursorow wysycaja sie szybciej niz pule duze i znacznik po
krotszym czasie pojawia sie w dalszych i w kohAcowych produktach tan-
cucha przemian.

Wiagczanie fotosyntetycznie asymilowanego AC do glikolanu nastepuje
dopiero po przejsciu przez szereg pul fosforanéw cukrow, prekursoréw
RuBP w cyklu Calvina. Dane przedstawione na rycinie 2B mozna wiec
uzna¢ za Swiadectwo znacznego zmniejszenia w warunkach wysokiego ste-
zenia 0 2pul tych zwigzkéw oraz odtwarzania RuBP (46-48). Bezposrednio
stwierdzono to w doswiadczeniach z chloroplastami wyizolowanymi z lisci
szpinaku (55).

Wyniki przedstawionych badan wskazujg, ze podczas fotosyntezy w ca-
tych lisciach przebiegajacej przy atmosferycznym stezeniu C02 podwyzsze-
nie stezenia 02z 2% do stezenia atmosferycznego powoduje istotne zwiek-
szenie przeptywu asymilowanego wegla przez metabolity szlaku kwasu gli-
kolowego. Dalsze podwyzszanie stezenia 0 2 jest natomiast zwigzane nie
tylko z silnym zahamowaniem asymilacji C02lecz rdwniez ze znacznym
ograniczeniem funkcjonowania tego szlaku. Zjawisko takie wystepuje
mimo stymulowania przez tlen wytwarzania i przemian kwasu glikolowego.
Zaleznos¢ fotosyntezy i fotooddychania w catych lisciach od C02i 02
jest bowiem bardzo ztozona. Substraty te wspotzawodniczagc w reakcjach
rozpoczynajacych fotosynteze i fotooddychanie wptywajg takze na odtwa-
rzanie RuBP, trzeciego substratu tych reakcji. Przy obnizonym stezeniu
0 2 jest ograniczona oksygenacja RuBP i wytwarzanie glikolanu, co moze
by¢ zwigzane ze zwiekszonym natezeniem asymilacji C02 Najbardziej
korzystny stosunek obu aktywnosci karboksylazy/oksygenazy RuBP dla
wytwarzania kwasu glikolowego w fotosyntezie jest przy atmosferycznych
stezeniach C02i Oz W tych warunkach oksygenacja RuBP obnizajac od-
powiednio natezenie karboksylacji RuBP nie powoduje jednak jeszcze
istotnego zmniejszenia wydajnosci odtwarzania RuBP. Moze by¢ tez re-
kompensowana zwiekszong szybkoscig obrotu posrednich metabolitow
cyklu asymilacji i redukcji wegla (31). Przy podwyzszonym natomiast
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znacznie stezeniu 02 w wyniku stymulowania metabolizmu kwasu glikolo-
wego, wzmaga sie odptyw asymilowanego wegla z chloroplastéw (26). Do-
prowadza to do zmniejszenia odtwarzania RuBP, co ogranicza zar6wno
fotosynteze jak wytwarzanie i przemiany kwasu glikolowego.

V. Substraty odtwarzania RuBP

Podczas fotosyntezy przebiegajacej w warunkach zblizonych do nor-
malnych RuBP jako akceptor C02i bezposredni substrat w reakcji wy-
twarzania glikolanu jest w peini odtwarzany z aktualnie asymilowanego
wegla. Szybki obrét tego metabolitu powoduje, ze w doswiadczeniach
z C02 jego pula juz po krdétkim czasie zostaje wysycona znacznikiem.
Atomy wegla glikolanu osiagajg rowniez szybko radioaktywno$¢ wiasciwa
takg jakg ma asymilowany 4C02 (29, 56). Po czasie 5—10 min ulegajg wy-
syceniu izotopem MC pule glicyny i seryny (57).

Z drugiej strony jednak, wytwarzanie glikolanu oraz fotooddychanie
przebiegaja z podobnym natezeniem jak podczas normalnej fotosyntezy
rowniez w lisciach znajdujgcych sie w atmosferze niemal catkowicie po-
zbawionej C02 a wiec przy braku asymilacji C02netto (37, 49). Sugeruje
to, ze substratami w tych procesach mogg by¢ nie tylko aktualnie wytwa-
rzane wczesne produkty fotosyntezy, lecz takze uprzednio nagromadzone
w komorkach lisci asymilaty (21). Sugestie takg potwierdza zmniejszanie
sie radioaktywnos$ci nagromadzonych wcze$niej w lisciach koAcowych pro-
duktéw asymilacji 14C02 podczas ekspozycji lisci na Swietle w atmosferze
pozbawionej C02 (58) oraz stwierdzana w takich warunkach doswiadczal-
nych niska radioaktywnos$¢ witasciwa C02 wytwarzanego w fotooddycha-
niu (59).

Badania, w ktérych w lisciach fasoli pobierajagcych a-HPMS oznaczano
asymilacje MC02 gromadzenie sie glikolanu oraz wigczanie 4C do tego
zwigzku przy roznych stezeniach C02i 0 2dostarczyty przekonujacych do-
wodow zuzywania w syntezie glikolanu i w fotooddychaniu nagromadzo-
nych wczes$niej w komorkach materiatéw zapasowych (47). W doswiadcze-
niach tych asymilacja C02wykazywata typowg zalezno$¢ od stezen CO02
i 02 W zakresie stezen 0,01—0,1% CO02 obserwowano wyrazny efekt
Warburga, a przy zawartosci 1% CO02w atmosferze proces ten praktycznie
nie zalezat od stezenia 0 2 (Ryc. 6A). Najwieksze gromadzenie sie glikolanu
w lisciach (Ryc. 6B) i wigczanie asymilowanego 1C do tego metabolitu
(Ryc. 6C) miato miejsce przy stezeniach 0,03% COzi 21% 0 2 Potwierdza
to, ze atmosferyczne stezenia tych gazéw stwarzajg najlepsze warunki dla
funkcjonowania szlaku kwasu glikolowego in vivo. Wprawdzie przy obni-
zonym stezeniu C02 w kwasie glikolowym odnajdywano jeszcze nieco
wiekszy procent asymilowanego MC, to jednak przy tym malata bezwzgled-
na ilos¢ wytwarzanego 4C-glikolanu (Ryc. 6C).
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Tabela 1.

Radioaktywny wegiel wigczony do kwasu glikolowego w lisciach fasoli podczas asymilacji 14C 02
przy réznych stezeniach C02 i 02 (47).

% catkowitej ilosci 14C zwigzanego w fotosyntezie

Stezenie
02 Stezenie C02 (%)
(%) 1 01 0,03 0,01
2 116 2,00 4,60 5,90
yil 120 3,30 23,00 27,80
100 1,30 2,80 16,40 16,30

Licie pobieraty roztwér 10“* M a-HPMS; czas asymilacji #4COa wynosit 30 min. Srednie wyniki 6 pomiaréw.

Wyniki przedstawione na rycinach 6A, 6B i 6C oraz zamieszczone
w tabeli 2 wskazujg, ze w zaleznos$ci od aktualnych stezen C02i 02 do
wytwarzania kwasu glikolowego podczas fotosyntezy sg wykorzystywane
rézne zrodta wegla. Przy stosunku stezen C0202takim jak w naturalnej
atmosferze lub wyzszym, to jest w warunkach korzystnych dla asymilacji
MUC02(Ryc. 6A), gromadzenie sie glikolanu w lisciach (Ryc. 6B) odpowiadato
wigczaniu MC do tego zwigzku (Ryc. 6C). W takich warunkach radioaktyw-
nos¢ wilasciwa atomow wegla w czasteczce kwasu glikolowego byta zbli-
zona do radioaktywnos$ci wiasciwej asymilowanego 4C02 (Tab. 2). Nato-
miast przy warto$ciach stosunku C0202 nizszych od atmosferycznego,
ktore sprzyjaja oksygenacji RuBP, gromadzenie sie glikolanu w lisciach
przewazato nad wigczaniem MC do glikolanu. Tym samym, produkt ten
wykazywat znacznie obnizong radioaktywno$¢ wiasciwg.

Przytoczone wyniki $wiadczg, ze przy niekorzystnym dla fotosyntezy
stosunku stezen C0202w wytwarzaniu glikolanu, jego prekursoréw i pro-
duktéw przemian, uczestniczg uprzednio nagromadzone w komorkach lisci
zwiagzki. Wytwarzanie RuBP ze zwigzkéw zapasowych zostato wykazane
bezposrednio w doswiadczeniach z izolowanymi chloroplastami (55).

Tabela 2.

Stosunek radioaktywnosci wiasciwej atoméw wegla kwasu glikolowego nagromadzonego w Ilis-
ciach fasoli do radioaktywnos$ci wiasciwej 14C 02 asymilowanego przy réznych stezeniach CO02
i 02 (47).

Stosunek radioaktywnos$ci wiasciwych

Stezenie
02 Stezenie C02 (%)
(%) 1 01 0,03 0,01
2 081 0,95 0,97 0,37
yil 0,85 1,06 1,00 0,27
100 0,86 0,9 0,44 02

Objasnienia jak przy tabeli 1.
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V1. Dziatanie tlenu przy podwyzszonym stezeniu COz i intensywnym
Swietle

W warunkach podwyzszonego stezenia C02i intensywnego o$wietlenia
zmiana stezenia 02 z okoto 0,5—2°0 na 21°/o, zamiast hamowania, moze
powodowa¢ zwiekszenie natezenia fotosyntezy. Ma to miejsce jedynie
wtedy, gdy aparat fotosyntetyczny jest w peini rozwiniety i ma duza
aktywnos$é. Zjawisko to nie jest na pewno powodowane wptywem 02 na
stan aparatéw szparkowych lisci (60-64), byto bowiem stwierdzane nie tylko
w doswiadczeniach z catymi lisémi roslin ré6znych gatunkéw C3 (60-63,
65-71) lecz rowniez w dosSwiadczeniach z izolowanymi chloroplastami (71).
Dotychczas nie udato sie rozstrzygna¢ czy jest ono tylko krotkotrwatym
efektem przejSciowym (69, 70) czy zmiang trwatg (61, 66).

Hipoteza ttumaczgca stymulacje fotosyntezy przez tlen zwigkszonym
odtwarzaniem RuBP jest og6lnie akceptowana (60, 65). Wedtug jej zatozen,
w warunkach nadmiaru COz i energii $Swietlnej oraz niskich stezen 02
fotosynteze ogranicza regeneracja NADP w procesie redukcji PGA. Kon-
sekwencjg wysokiego poziomu NADPH jest hamowanie wytwarzania ATP
w fosforylacji niecyklicznej, co z kolei hamuje odtwarzanie RuBP. W ta-
kich warunkach podwyzszenie stezenia 0 2umozliwia synteze dodatkowych
ilosci ATP na drodze fosforylacji pseudocyklicznej (72, 73) lub fosforylacji
cyklicznej (74, 75) i w ten sposéb wzmaga odtwarzanie RuBP i asymilacje
CO02 Hipoteze te potwierdzajg dane wskazujace, ze stezenie 21°/0 0 2 jest
zblizone do optymalnego dla odtwarzania RuBP w procesie fotosyntezy
(69).

Nasuwa sie jednak przypuszczenie, ze jedng z przyczyn stymulowania
przez tlen fotosyntezy, tak jak efektu Warburga, moga byé wzmozone
przemiany asymilowanego wegla w szlaku kwasu glikolowego, ktéry funk-
cjonuje nawet przy znacznie podwyzszonych stezeniach C02 (36—38).
Przemiany te, zwiagzane z odptywem asymilatéw z chloroplastéw do cyto-
plazmy oraz peroksysomow i mitochondriéw, przy nadmiarze COzi energii
Swietlnej moga wptywac pozytywnie na natezenie fotosyntezy.

VII. Fizjologiczne znaczenie dziatania tlenu w procesie fotosyntezy

We wczedniejszych pracach procesy wytwarzania i przemian kwasu
glikolowego traktowano wytacznie jako biologicznie niekorzystng konsek-
wencje wystepowania 21% 02 w atmosferze ziemskiej (76). Zwracano
uwage na zwigzang z nimi strate znacznej czeSci asymilowanego wegla,
wyrazajacg sie obnizeniem natezenia asymilacji COz netto (77) oraz wy-
dajnosci kwantowej fotosyntezy (78, 79). Spodziewano sie tez osiggniecia
praktycznych korzysci z ograniczenia lub catkowitej ich eliminacji metoda-
mi chemicznymi lub genetycznymi u uprawnych roslin C3 (77, 80). Ocze-

8 Postepy Biochemii 3/84 *
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kiwania takie uzasadniatlo wystepowanie intensywniejszej fotosyntezy
i wiekszej produkcji biomasy u roslin C4 u ktoérych nie ma zewnetrznych
przejawow fotooddychania.

Najbardziej skuteczng droga do osiggniecia takiego celu wydawato sie
znalezienie sposob6éw umozliwiajagcych zmiane stosunku obu aktywnosci
karboksylazy/oksygenazy RuBP, gtéwnego enzymu regulacyjnego cyklu
Calvina i fotooddychania. Doniesiono o odmiennym wplywie na nie szere-
gu czynnikow chemicznych. W wiekszosci badan aktywnos$ci enzymu byty
jednak oznaczane oddzielnie i w réznych warunkach, co stawia pod zna-
kiem zapytania wyciggane na ich podstawie wnioski (10). Mozliwos¢ taka
potwierdza natomiast selektywne hamowanie oksygenazy RuBP in vitro
przez hydroksylamine, wytwarzang w lisciach jako pos$redni produkt re-
dukcji jondw azotanowych (81) oraz odmienny wptyw na obie aktywnosci
enzymu jonow Mn2+ (82). U krzyzédwek Nicotiana stwierdzono takze zmia-
ny stosunku tych aktywnos$ci spowodowane réznym skiadem podjedno-
stkowym enzymu (83). Znaleziono zwigzki dos$¢ specyficznie hamujace wy-
twarzanie (49, 57) i przemiany (50, 83—89) kwasu glikolowego. Doniesienia
0 réwnoczesnym wzmaganiu fotosyntezy przez niektdre z tych zwigzkéw
(49, 50, 54, 84) nie zostaly jednak potwierdzone, co sugeruje, ze efekt taki
moze zaistnie¢ tylko w szczeg6lnych warunkach doswiadczalnych. Uzy-
skano mutanty pozbawione niektdrych enzymow szlaku kwasu glikolo-
wego. Okazaly sie one jednak niezdolne do wegetacji w Srodowisku zawie-
rajgcym tlen (90—93).

Obecnie coraz bardziej uzasadniony staje sie poglad, ze funkcjonowa-
nie szlaku kwasu glikolowego jest niezbedne dla prawidtowego rozwoju
rosliny w ésrodowisku naturalnym (4, 19, 35, 53, 79, 94, 95).

Przemiany kwasu glikolowego, ktdry moze byé takze wytwarzany
z nagromadzonych w komérkach lisci materiatow zapasowych, stanowig
wewnetrzne zrodto C02 Przy zahamowanym doptywie C02z zewnetrznej
atmosfery (np. przez zamkniecie sie aparatow szparkowych wskutek defi-
cytu wodnego) przemiany te zapewniajg funkcjonowanie fotosyntezy i wy-
twarzanie wszystkich jej posrednich produktéw. Mogg tez stanowié do-
datkowg droge odptywu nadmiaru energii fotochemicznej i w ten sposéb
zabezpiecza¢ centra aktywne fotouktadéw przed Swietlng inaktywacjg (19,
34, 96—99). Wykazano bowiem, Ze podczas oswietlania lisci w stezeniu
C02kompensacyjnym, reasymilacja wytwarzanego w fotooddychaniu C02
zuzywa az okoto potowy tej ilosci ATP i NADPH jaka jest niezbedna dla
fotosyntezy o normalnym natezeniu (19, 100). Przy niskich stezeniach
C02 natezenie fotosyntezy catkowitej, obliczone jako suma oznaczonych
wartosci fotosyntezy netto i fotooddychania, moze by¢ przy stezeniu
21% 02— w warunkach sprzyjajacych wytwarzaniu COz na $wietle —
nawet wyzsze niz w atmosferze pozbawionej tlenu (97).

Dziatanie 0 2 jest zwigzane z transportem zwigzkéw wegla pomiedzy
chloroplastami i cytoplazma oraz innymi organellami. Wysunieto hipoteze,
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ze jedng z funkcji szlaku kwasu glikolowego jest odprowadzanie asymilo-
wanego wegla z chloroplastow do miejsc syntezy sacharozy (25, 101—103).

Kwas glikolowy wytwarzany w wyniku dziatania tlenu moze by¢ dono-
rem elektronéw dla fotosystemu | gdy ograniczony lub zahamowany jest
normalny przeptyw elektronéw pomiedzy fotosystemami (104— 109). Utle-
nianie glikolanu moze tez dostarcza¢ NADH dla redukcji azotanéw w li$-
ciach (25, 110). Jedna z branych pod uwage funkcji szlaku kwasu glikolo-
wego jest ewentualne hamowanie cyklu kwaséw trdjkarboksylowych
w fotosyntetyzujacych komdrkach przez wytwarzanie w ich mitochon-
driach NADH w reakcji przeksztatcania glicyny w seryne (19).

Chociaz zadna z tych hipotetycznych funkcji nie zostata dotad po-
twierdzona w chwili obecnej nie ma watpliwosci, ze przebiegajace z udzia-
tem 0 2reakcje wytwarzania i przemian kwasu glikolowego stanowig ele-
ment regulacji fotosyntezy i proceséw z nig zwigzanych. Jest oczywiste, ze
szlak kwasu glikolowego, tak jak inne biochemiczne mechanizmy bedace
wyrazem przystosowania fotosyntezy do niekorzystnych warunkéw $rodo-
wiskowych (np. szlak C4 oraz wystepujgcy u roslin gruboszowatych), wy-
maga dodatkowego zuzycia energii. DoSwiadczalnie wykazano, ze fotooddy-
chanie podwyzsza kwantowe zapotrzebowanie fotosyntezy o okoto 30%
(19, 78, 79). Bioragc jednak pod uwage to, ze w uprawach polowych roéliny
wykorzystuja zaledwie okoto 1% padajagcego na liscie fotosyntetycznie
aktywnego promieniowania stonecznego (79) nalezy sadzié, ze podwyzszenie
to nie ma praktycznie znaczenia dla produkcji masy roslinnej, a osiggniete

ewolucyjnie z tego procesu korzysci przewazajg nad stratami z nim
zZwigzanymi.

Cze$¢ badan przedstawionych w artykule wykonano w ramach problemu mie-
dzyresortowego MR.IL.7.

Zaakceptowano do druku 15.03.1984
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l. Wstep

Wyniki badan wykonanych w uktadach modelowych pozwalajg lepiej
zrozumie¢ budowe i funkcje barwnikéw fotosyntetycznych in vivo. Indu-
kowane zmiany witasnosci fizykochemicznych barwnikéw fotosyntetycz-
nych otrzymane przez odpowiedni dob6r parametrow uktadu modelowego
miaty przypominaé¢ analogiczne zmiany zachodzace w btonach tylakoiddw.
Wiasciwosci i funkcja barwnikéw chlorofilowych i karotenoidowych zaleza
w duzej mierze od ich oddziatywan z najblizszym otoczeniem. Sposrdd
wielu teoretycznie mozliwych typdw oddzialywan miedzy czasteczkami
barwnikéw fotosyntetycznych a okre$lonymi skiadnikami lameli chloro-
plastdw najlepiej poznano oddziatywania miedzy réznymi czasteczkami
chlorofilu prowadzace do powstania dimerow lub oligomeréw (1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9). W badaniach tych wyjasniono nie tylko budowe agregatéw, ale
takze role form oligomerycznych chlorofilu w przenoszeniu energii wzbu-
dzenia elektronowego.

Dotychczas nie udato sie stworzy¢ podobnego uktadu modelowego,
ktéry wyjas$niatby réznice we wiasnoSciach barwnikéw karotenoidowych
wystepujacych w antenach i centrach reakcji. Najwiecej kontrowersji
wzbudza wcigz budowa formy natywnej tych barwnikéw, a zwilaszcza
mozliwo$¢ ich potaczenia z biatkami i lipidami oraz agregacji. Prowadzo-
ne sg takze intensywne badania mechanizméw przekazywania energii
wzbudzenia elektronowego na poziomie stanéw singletowych i trypleto-
wych z udziatem karotenoidéw. Majg one na celu wyjasnienie antenowej
i ochronnej funkcji karotenoidéw in vivo.*]

Il. Agregacja karotenoidow w uktadach modelowych

Proces agregacji barwnikdw karotenoidowych rejestruje sie oznaczajac
zmiany w widmach absorpcyjnych i dichroizmu kotowego oraz rezonanso-
wego efektu Ramana. Charakterystyka spektralna zagregowanej formy
okreslonego karotenoidu nie zalezy od uktadu w ktérym ona powstata,
chociaz obecno$¢ chlorofilu lub innych zwigzkéw moze spowodowaé zaha-
mowanie procesu agregacji.

#® Aktualny stan wiedzy o funkcji karotenoidow w obragbie aparatu fotosynte-
tycznego opisano w ,Postepach Biochemii” (9a).
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I1-1. Agregacja karotenoidow w uwodnionych rozpuszczalnikach organicznych

Widma absorpcyjne lykopenu oraz karotenoidéow z grupami karbony-
lowymi (luteina, zeaksantyna, neoksantyna, wiolaksantyna) ulegaja cha-
rakterystycznym zmianom przy stopniowym zwiekszaniu zawartosci wody
w roztworze etanolowym, metanolowym, acetonowym lub izopropanolo-
wym (10, 11, 12). Zmiany te polegajg na zanikaniu struktury wibracyjnej
widma absorpcyjnego oraz jego przesunieciu z regionu charakterystyczne-
go dla karotenoidéw w rozpuszczalnikach organicznych w kierunku fal
krotszych (Ryc. 1). Poniewaz zmiany te sg odwracalne uwaza sie, ze do-
danie wody powoduje odwracalng agregacje czasteczek barwnika (10).
Podczas procesu agregacji wymienionych karotenoidéw zachodza takze
zmiany w widmie dichroizmu kotowego (Ryc. 2). Podwyzszenie tempera-
tury lub dodanie detergentu (Triton X-100, Tween 80) do roztworu etano-
lo-wodnego luteiny powoduje zanik szczytu w czesci krétkofalowej widma
absorpcyjnego i spadek sygnatu dichroizmu kotowego co moze sugerowac,
ze wzrost oddziatywanh hydrofobowych odpowiedzialny jest za stabilizacje
agregatow (13). Poréwnujgc rezonansowy efekt Ramana roztworu etano-
lo-wodnego luteiny lub acetono-wodnego zeaksantyny z rezonansowym
efektem Ramana tych samych karotenoidéw w bezwodnych rozpuszczalni-
kach organicznych stwierdzono, ze dodanie wody prowadzi do przesuniecia
pasma 1525 cm-1 zwigzanego z drganiami rozciggajacymi C=C, o0 6 cm-1
w strone nizszych czestoSci oraz do obnizenia jego wzglednej intensywno-

10 T T T T T T T
£
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Ryc. 1. Wptyw zawarto$ci wody na wid- Ryc. 2. Wptyw zawartosci wody na wid-
ma absorpcyjne zeaksantyny w roztwo- mo dichroizmu kotowego etanolowego
rze etanolowym (10): 1 — 2% wody, 2— roztworu luteiny (13): --------- 55% wody,

43% wody, 3—50% wody, 4—66% wo- = e 60% wody,----------- 80% wody
dy
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$ci (12). Zmiany te sg prawdopodobnie spowodowane tym, ze podczas agre-
gacji zwigksza sie udzial oddziatywan typu van der Waalsa miedzy cza-
steczkami (12).

Woprowadzenie luteiny rozpuszczonej w etanolu do wodnego zbuforo-
wanego (bufor fosforanowy, pH 7,0) roztworu albuminy, owoalbuminy lub
P-laktoglobuliny, a nastepnie oddializowanie rozpuszczalnika organicznego
prowadzi do identycznych zmian w widmie absorpcyjnym i dichroizmu
kotowego jak w przypadku agregacji barwnika w roztworze etanolo-wod-
nym (14, 15). Luteina wigze sie z biatkiem tworzgc kompleks przy czym
stosunek molowy barwnika do biatka nie jest staty lecz waha sie w gra-
nicach 8-35 w zaleznosci od wyjsciowych ilosci obu sktadnikéw. Kompleks
ten moze wystepowaé w formie rozpuszczalnej lub w postaci precypitatu.
Wzrost ilosci dodanej luteiny w stosunku do ilosci wyjsciowego biatka
a takze obnizenie pH ponizej punktu izoelektrycznego powoduje powsta-
wanie precypitatu (14, 15). Jezeli stosunek molowy luteiny do owoalbu-
miny w kompleksie nie wytrgconym jest rowny 8, a orientacyjnie wy-
znaczony ciezar czgsteczkowy wynosi okoto 720 000 to nalezy przypuszczad,
ze czasteczki biatka asocjuja w roztworze wodnym i przez to ochraniaja
zwigzang luteine przed kontaktem z wodg a utworzony kompleks jest
rozpuszczalny w wodzie (15).

11-2. Wiasnosci spektralne karotenoidéw w warstwach monomolekularnych

Analizujagc zmiany widm absorpcyjnych ~-karotenu oraz mieszaniny
(3-karotenu i chlorofilu w monomolekularnej warstwie na powierzchni wo-
dy w zalezno$ci od stezenia barwnikéw stwierdzono, ze ~-karoten moze
wystepowa¢ w tych warstwach w trzech ,,formach” o maksimach absorp-
cyjnych: 460 (C460 — forma monomeryczna), 500 i 520 nm (C500, C520 —
formy zagregowane lub mikrokrystaliczne) (16, 17). W warstwie mono-
molekularnej zbudowanej z P-karotenu i chlorofilu w warunkach gdy
Chi/Car =3:1 P-karoten wystepuje wytgcznie w formie C500 z czego
wynika, ze chlorofil sprzyja agregacji (3-karotenu, ale hamuje tworzenie
wiegkszych agregatow (17). W monomolekularnej warstwie lecytyny fl-karo-
ten (18) lub luteina (19) tworzag tylko formy monomeryczne, co moze
Swiadczy¢ o tym, ze w takim uktadzie fosfolipid jest ,idealnym rozpusz-
czalnikiem” tych barwnikdéw.

11-3. Agregacja karotenoidéw w dwuwarstwowych btonach lipidowych

Dwa czynniki wptywajgce na organizacje bton lipidowych tzn. stezenie
fosfolipidu i temperatura inkubacji w widoczny spos6éb oddziatywujg na
stopien agregacji wprowadzonych barwnikéw karotenoidowych (20, 21).
Widmo absorpcyjne zeaksantyny w liposomach DPPC (dipalmitylofosfa-
tydylocholiny) ponizej temperatury topnienia przesuwa sie w kierunku
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dtuzszych fal wraz ze wzrostem stosunku molowego fosfolipidu do karo-
tenoidu, co zwigzane jest z rozpadem agregatow tego barwnika do formy
monomerycznej. W liposomach DSPC (distearylofosfatydylocholiny) nie
zaobserwowano tego zjawiska (20). Zmiany w widmie absorpcji zeaksan-
tyny lub |[3-kryptoksantyny zwigzane z przejSciem formy zagregowanej
do monomerycznej mozna rowniez indukowaé w liposomach DSPC lub
DPPC podwyzszajac temperature inkubacji powyzej punktu topnienia
(20, 21). Proces deagregacji karotenoidow mozna takze $ledzi¢ poprzez
zmiany rezonansowego efektu Ramana. Stwierdzono, ze intensywnos$¢
pasma 1160 cm-1 zwigzanego z drganiami rozciggajacymi C—C jest zalez-
na od ilosci formy monomerycznej zeaksantyny, a skokowy wzrost inten-
sywnosci tego pasma pokrywa sie z temperaturg topnienia fosfolipidu (20).

11-4. Budowa zagregowanych form karotenoidow

Stosunkowo nieznaczne réznice w rezonansowym efekcie Ramana karo-
tenoidéw bedacych w formie monomerycznej lub zagregowanej moga
Swiadczy¢ o tym, ze w czasie agregacji zachodzag mate zmiany w elektro-
nowym stanie podstawowym tych barwnikdw. Przesuniecie maksimum
absorpcji i zmiana w strukturze wibracyjnej widma absorpcyjnego wska-
zuje na to, ze znaczne oddziatywania miedzy monomerami zachodzg
w elektronowym stanie wzbudzonym agregatu (12). Tego typu zmiany
mozna wyjasni¢ na podstawie teorii ekscytonu.

Istota wzbudzenia ekscytonowego polega na rozszczepieniu poziomu
wzbudzonego monomeru na taka liczbe podpozioméw jaka odpowiada licz-
bie czasteczek w agregacie co wynika z oddziatywan momentéw dipolo-
wych zagregowanych czasteczek (22, 23). Badajac zmiany widma absorp-
cyjnego etanolowego roztworu lykopenu po dodaniu wody stwierdzono, ze
tworzeniu form zagregowanych tego barwnika towarzyszy pojawienie sie
szczytu w rejonie 350—360 nm (24). Song i Moore (24) uwazajg, ze
zmiany te spowodowane sg oddziatywaniami ekscytonowymi w dimerach
lykopenu, ktore prowadzg do rozszczepienia pierwszego wzbudzonego po-
ziomu singletowego monomeru (Ryc. 3). Zaktadajac, ze maksimum absorp-
cji formy monomerycznej przy 472 nm i maksimum absorpcji formy di-
merycznej przy 355 nm zwigzane sg odpowiednio z przejSciami ‘B <-JA
i B+<- ‘A (Ryc. 3) obliczono, ze takie rozszczepienie moze sie pojawic
wéwczas, gdy odlegtos¢ miedzy Srodkami mas dwoch czasteczek lykopenu
bedzie réwna 7,2 A. Autorzy ci podkreslajg jednak, ze wielko$¢ i charak-
ter zmian zalezg nie tylko od odlegtosci, ale takze od uktadu geometrycz-
nego czasteczek w dimerze.

Rozpatrujagc hipotetyczny linearny uktad czterech czasteczek Kash a
(25) wyro6znit cztery mozliwe utozenia ich indukowanych momentéw dipo-
lowych (Ryc. 4A). Zgodnie z regutami wyboru dozwolone przej$cia absorp-
cyjne uktadu 1 i IV przedstawia rycina 4B. Z diagramdw tych wynika, ze
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monomer  dimer

Ryc. 3. Ekscytonowe

rozszczepienie pasma v

IB o« 1A na pasma Ryc. 4. A) utozenie indukowanych S$wia-
iB+2"A i IB_«<*A w ttem momentdw dipolowych w hipotetycz-
dimerach lykopenu przy nym agregacie sktadajgcym sie z czterech
uwzglednieniu oddziaty- liniowo utozonych czasteczek (25), B) re-
wan typu dipol-dipol; guty wyboru dla przejs¢ powstatych w wy-
1A oznacza stan podsta- niku ekscytonowego rozszczepienia pozio-
wowy, JB pierwszy sin- mu wzbudzenia (E) w linearnych agrega-
gletowy stan wzbudzony tach oznaczonych jako | i IV na Ryc. 4A
monomeru (24). (25).

w ukitadzie | (ang. head-to-tail) nastapi przesuniecie widma absorpcyjnego
agregatow w strone fal dtuzszych, natomiast w uktadzie IV (ang. card-pack)
w strone fal krotszych w poréwnaniu z widmami absorpcyjnymi monome-
row. Drugi z wspomnianych ukiadéw moznaby uwaza¢ za model agregacji
ksantofili w przyjetej konwencji.

Zaktadajac, ze agregaty barwnikéw maja strukture pseudokrystaliczng
i indukowane momenty dipolowe monomeréw lezg w plaszczyznie agrega-
tu to w wyniku agregacji powinno nastgpi¢ przesuniecie widma absorpcji
w strone fal diuzszych. Natomiast jezeli momenty te sa utozone prosto-
padle do ptaszczyzny agregacji to powinno nastgpi¢ przesuniecie widma
absorpcyjnego w strone fal krotszych (23, 26). Obserwowanie tego zjawiska
jest mozliwe przy odpowiedniej orientacji wektora elektrycznego Swiatta
wzbudzajgcego wzgledem piaszczyzny agregacji. Interpretacja widm
adsorpcyjnych agregatéw nie jest jednak prosta, nawet przy zatozeniu, ze
maja one budowg pseudokrystaliczng, poniewaz wielko$¢ i ksztatt agregatu
wywierajg takze wptyw na charakter widma absorpcyjnego (27).

Oprécz widm absorpcyjnych i zmian rezonansowego efektu Ramana
réznice w natezeniu luminescencji sg rowniez wykorzystywane w bada-
niach proceséw agregacji barwnikéw. Z rozwazan teoretycznych (28) wy-
nika, ze powinny wystepowaé¢ zmiany w kwantowej wydajnosci fluorescen-
cji i fosforescencji na skutek przejscia form monomerycznych w formy za-
gregowane. Metoda ta nie jest jednak wykorzystana w badaniach struk-
tury zagregowanych karotenoidow, poniewaz barwniki te nie wykazujg
mierzalnej fluorescencji i fosforescencji (24).
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Badajgc zalezne od temperatury zmiany w widmach absorpcji karo-
tenoidéw w liposomach Yamamoto (21) zaproponowat model organi-
zacji karotenoidow w bionach lipidowych bedacych w stanie zelu lub
ciektego krysztatu (Ryc. 5). Wysunieto jednak wiele zastrzezeh do tego
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Ryc. 5. Model organizacji karotenoidow w podwdjnej warstwie lipidowej w stanie
A) zelu, B) ciekto-krystalicznym. Ciemne koétka oznaczajg grupy hydroksylowe (21).

modelu. Na przyktad wyniki badan nad rozmieszczeniem (5-karotenu w po-
dwojnej warstwie lipidowej bedacej w stanie ciekto-krystalicznym wska-
zuja na to, ze niezaleznie od grubosci btony p-karoten nie penetruje w giagb
lecz orientuje sie dtuzszg osig prostopadle do tancuchéw kwaséw ttuszczo-
wych lipidu (29). Ponadto agregacja zeaksantyny nie jest prawdopodobnie
zwigzana z réwnoczesng izomeryzacja tego barwnika (12, 20) jak to wy-
nikatoby z zatlozer proponowanego modelu (Ryc. 5).

I11. Przekazywanie energii wzbudzenia elektronowego z udziatem karo-
tenoidow

I11-1. Tworzenie trypletowych stanéw wzbudzonych karotenoidéw

Oswietlenie karotenoidéw w rozpuszczalnikach organicznych prowadzi
do powstania wzbudzonych stanéw singletowych tych barwnikéw. Nie
wykrywa sie w tych warunkach trypletowych stanéw wzbudzonych ze
wzgledu na niskg wydajno$¢ przejscia miedzysystemowego S-"T i krétki
czas zycia pierwszego wzbudzonego stanu singletowego (24, 30). Wzbudze-
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nie karotenoidéw do standéw trypletowych jest mozliwe przy zastosowaniu
techniki btyskowej radiolizy lub fotolizy (30, 31, 32, 33, 34).

Metoda biyskowej radiolizy pozwala na wzbudzenie karotenoidéw do
stanéw trypletowych bez udziatlu specjalnych uczulaezy. W przypadku
btyskowej radiolizy (3-karotenu w n-heksanie majg zachodzi¢ nastepujace
reakcje prowadzgce do powstania wzbudzonych stanéw trypletowych barw-
nika (30):

CH14->e + CHi4

CeHid+ Car -> CHi4+ Car+

e +Car->Car-
e + Car+->Car* (Si/lub T)

CeHid+ Car- -> CeH M+ Car* (Si/lub T)

Car++ Car- -> 2 Car* (S i/lub T)

Zmiany w widmie absorpcyjnym zwigzane z przejsciem T—T p-karotenu

w n-heksanie po naswietleniu btyskiem 50—100 ns, dawkag 1—2 kradow
przedstawiono na rycinie 6. Technika ta pozwala na bezposredni pomiar

M T T T T T T
0,04 4

0,03 | JATEEN !

440 40 480 500 520 virmos
Hyc. 6. Zmiany w widmie absorpcyjnym zwigzane z przejsciem T-T p-karotenu
w n-heksanie po naswietleniu btyskiem 50—100 ns dawkag 1—2 kradéw z uwzglednie-
niem zaniku wzbudzonego stanu singletowego (30).

czasu zycia trypletowego stanu wzbudzonego karotenoidow; czas ten w
przypadku |3-karotenu wynosi 8 ms (30), a w przypadku innych karotenoi-
déw miesci sie w granicach 3,4-9,4 ns (Tabela 1). Stwierdzono réwniez, ze
czas zycia wzbudzonego stanu trypletowego karotenoidéw maleje wraz ze
wzrostem liczby wigzan podwoéjnych w czasteczce (31).

Stosujgc radiolize lub fotolize bityskowa karotenoidéw w obecnosci
uczulacza (naftalen, antracen, bifenyl) obserwuje sie przekazywanie energii
wzbudzenia elektronowego ze stanu trypletowego sensibilizatora na cza-
steczke karotenoidéw. W benzenowym roztworze P-karotenu i 0,01M
naftalenu pulsowe naswietlenie (10 ns) dawka 7,6 kradéw wywotuje na-
stepujacy tancuch reakcji (32):
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N ->TN
N —N
CarfTN -> TCar+N
TCar -> Car
TCa*r-f TCar -> 2Car

Maksimum absorpcji zwigzane z przejSciem T—T fi-karotenu w uktadzie
benzen-naftalen wystepuje przy 530 nm (32) podczas gdy w ukladzie
n-heksan-antracen przy 515 nm (31). Analiza widm absorpcyjnych tryple-
tow innych karotenoidéw (zeaksantyna, echinenon, kantaksantyna. asta-
ksantyna, dwuhydroksylykopen, P-apo-8’-karotenal) wzbudzonych metodg
fotolizy btyskowej w uktadzie heksan-antracen (31) lub metoda radiolizy
btyskowej w uktadzie benzen-naftalen (35) wskazuje, ze potozenia maksi-
mum absorpcji zwigzane z przejSciami T—T przesuwajg sie w strone fal
dtuzszych wraz ze wzrostem liczby podwdjnych wigzan w czasteczce
(Tabela 1), a energia wzbudzonych stanéw trypletowych (ET) jest liniowg
funkcja energii singletowych stanéw wzbudzonych (Es):

Et = KEg+ Kj

k, kj — state réwne 6,0 i 7,2 kJ/mol
Poniewaz energia wzbudzonych stanow singletowego i trypletowego wy-
nosi odpowiednio 181 i 128 kJ/mol w przypadku chlorofilu a oraz 248
i 88 kJ/mol w przypadku (5-karotenu (32) istnieje mozliwo$é przekazywania
energii wzbudzenia elektronowego z chlorofilu na karoten na poziomie

Tabela 1.
Charakterystyka singletowych i trypletowych stanéw wzbudzonych karotenoidéw
Maksimum absor- Czas
Karotenoid pcji dla przejsé zycia Ti Odnosnik
Si<—So t2%-t, (ics)
/9-karoten 464 530 5,0 (bz2) 32, 33
515 9,0 (hx) 30, 31
luteina 450 518 8,9 (dg) 64
zeaksantyna 457 520 6,5 (bz) 35
9,4 (bz) 37
astaksantyna 478 580 6,2 (bz) 35, 37
kantaksantyna 473 555 3,8 (bz) 35, 37
echinenon 464 550 5,2 (bz) 37
3,4 (b2) 35
dihydroksylykopen 533 540 7,9 (bz) 37

bz - oznaczenie wykonano w benzenie,

hx - oznaczenie wykonano w heksanie,

dg-jedyny przypadek, w ktérym otrzymano trypletowe stany wzbudzone karotenoidu w micelach detergentu
(digitoniny).
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stanow trypletowych. Wykazano (36) ze tego typu przekazywanie jest
mozliwe w rozpuszczalniku organicznym przy zastosowaniu techniki foto-
lizy btyskowej gdy chlorofil a petni role sensibilizatora.

Wzbudzone stany trypletowe Kkarotenoidéw mozna takze otrzymac
w reakcji z tlenem singletowym (37, 38, 39):

s0 2+ Car-> 0 2+ TCar

W reakcji z tlenem singletowym cze$¢ karotenoidow ulega utlenieniu (40).
Wydajno$é wygaszania tlenu singletowego przez karotenoidy rosnie ze
wzrostem liczby podwdéjnych wiagzan w uktadzie sprzezonym w czasteczce
(41), a obecnos$¢ grup OH nie wptywa na szybko$é tego procesu (42).

Podczas powstawania wzbudzonych stanéw trypletowych (3-karotenu
w roztworze n-heksanu w nieobecnos$ci uczulacza zachodzi rdwnoczes$nie
czesciowa izomeryzacja barwnika do formy cis, co wyraza sie obnizeniem
transmisji przy 340 nm (30). Badania kinetyki zmian w rezonansowym
efekcie Ramana w czasie otrzymywania trypletowych stanéw wzbudzo-
nych (5-karotenu metoda pulsowej radiolizy w obecnosci uczulacza, a takze
zmian potozenia i intensywnos$ci pasm w zaleznosci od dawki napromienio-
wania wskazujg na to, ze w trypletowym stanie wzbudzonym ~-karoten
wystepuje w konformacji 15, 15’-cis (33). Pomimo, ze hipoteza ta nie jest
w peini udowodniona (35) istnieje coraz wiecej faktow Swiadczacych na
jej korzys$¢. Miedzy innymi wykazano przy zastosowaniu techniki rezo-
nansu Ramana, ze réznice miedzy 15-cis i catkowicie-trans (3-karotenem
istniejgce w stanie podstawowym zanikajg po wzbudzeniu tych barwni-
kéw do stanow trypletowych (34). Tym tlumaczy sie fakt izomeryzacji
15-cis P-karotenu do formy catkowicie-trans w czasie fotolizy w roztworze
benzen-aceton zawierajgcym 2XIO-5 M chlorofilu a W tych samych
warunkach catkowicie-trans (5-karoten ulega izomeryzacji nie tylko do
formy 15-cis, ale rowniez do form 9- i 13-cis (34).

111-2. Ochronna rola karotenoidéw

Wzbudzenie chlorofilu a w rozpuszczalnikach organicznych w obec-
nosci tlenu prowadzi do fotodestrukcji tego barwnika. Po wprowadzeniu
karotenoidéw do tego ukiadu zachodzi wygaszanie trypletowego stanu
wzbudzonego chlorofilu oraz singletowego tlenu (Ryc. 7) przez co chlorofil
nie ulega fotooksydacji (42, 43, 44). Aby odpowiedzie¢ na pytanie, ktory
z tych procesow w gtdwnej mierze odpowiedzialny jest za witasnosci
ochronne barwnikéw karotenoidowych przeprowadzono badania modelo-
we na syntetycznie otrzymanych karotenoido-porfirynach (Ryc. 8). Stosu-
jac radiolize btyskowa stwierdzono, ze potgczenie tych dwoch chromo-
foréw nie powoduje zmiany widm absorpcyjnych a takze wspétczynnikow
ekstynkcji stanow trypletowych karotenoidu (45). Okazato sie, ze po
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Car Car
Sen-~Sen -~"Sen————-Sen

302
—=Sen + 02

Car Car

+Car
Car-02

Ryc. 7. Udzial korotenoidow (Car) w wydaszaniu stanéw trypletowych uczulacza
(*Sen) i dezaktywacji tlenu singletowego (102) w uktadach modelowych; 1Sen oznacza
singletowy stan wzbudzonego uczulacza, ar — trypletowy stan wzbudzony karote-
noidéw (65).

oSwietleniu roztworu bifenylowego Chrll, Chrlll lub Chrl+ 0-karoten
(Ryc. 8) ilos¢ utworzonego w tych roztworach tlenu singletowego wzrasta
najintensywniej w obecnosci Chrl+ P-karoten, mniej intensywnie w obec-
nosci Chrlll a w roztworze Chrll nie wykryto go w ogdle (45). Dalsze
badania wykazaty, ze w karotenoido-porfirynach, zwtaszcza w Chrll za-
chodzi efektywne wygaszanie trypletowych stanéw wzbudzonych pierscie-
nia porfirynowego. Réznice w wydajnosci wygaszania wzbudzonych sta-
néw trypletowych uktadu porfirynowego miedzy Chrll i Chrlll wynikaja
z roznicy w ich zdolnosciach do zmian konformacyjnych: w Chrll pier-

‘0 o
Chr |l Ry =G, tH3 Ry H -~
)
A
1 Ry=H
Chrll Ry~ 1
=3 " Y
:-3
Chr Il Ry- ety R
R

0
Chr IV R,:-QM Ry H

Ryc. 8. Schemat budowy karotenoido-porfiryn Chrl — Chr IV (45, 62).

9 Postepy Biochemii 384
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Scieh jononowy karotenoidu moze przyja¢ takie utozenie (Ryc. 9), w kto-
rym znajduje sie on w piaszczyznie roéwnolegtej do ptaszczyzny ukiadu
porfirynowego w odlegtosci okoto 4 A. W tych warunkach ma miejsce
najefektywniejsze oddziatywanie miedzy zewnetrznymi powlokami elek-
tronowymi obu pierscieni. Naturalnym odpowiednikiem modelu Chrll jak
wykazano metoda dichroizmu liniowego jest oddziatywanie diugofalowej
formy chlorofilu a z P-karotenem w PSI (46).

Ryc. 9. Konformacja karoteno-porfiryny Chrll z Ryc. 8 (45).

Wiasnosci ochronne karotenoidow badano gtéwnie w rozpuszczalni-
kach organicznych gdzie barwniki te znajdujg sie w formie monomerycz-
nej. Znana jest jednak zdolno$¢ P-karotenu do ochrony lipiddw przez pero-
ksydacjg. OSwietlenie liposoméw w obecnosci uczulacza (btekitu toluidy-
nowego) i tlenu prowadzi do peroksydacji lipidow (47). Procesy te sg zaha-
mowane w liposomach, do ktérych wprowadzono (5-karoten lub kantaksan-
tyne. W tych warunkach zachodzi wygaszanie tlenu singletowego i de-
zaktywacja wzbudzonego stanu trypletowego biekitu toluidynowego przez
wbudowany karotenoid. Po przekroczeniu stezenia 10 mM karotenoidu
na mol fosfatydylocholiny nastepuje spadek zdolnosci ochronnych karo-
tenoidéw, co ma by¢ potgczone z agregacjg tych barwnikoéw (47). Dane
otrzymane przez L i n d i g (48) wskazujg takze na to, ze forma zagre-
gowana P-karotenu w micelach SDS nie jest zdolna do wygaszania tlenu
singletowego.

I11-3. Mechanizm dezaktywacji wzbudzonych stan6éw trypletowych karotenoidéw

Mechanizm dezaktywacji wzbudzonych stanow trypletowych karote-
noidéw nie zostat jeszcze doktadnie poznany. Najczesciej uwaza sie, ze jest
on zwigzany z bezpromienistym rozproszeniem energii. Wzbudzone stany
trypletowe fl-karotenu moga by¢ wygaszane przez tlen czasteczkowy w sta-
nie podstawowym (37):

TCar+ Oz->Car+03
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Najnowsze badania (32) wskazujg na to, ze mozliwa jest takze anihi-
lacja typu tryplet-tryplet prowadzgaca do powstania najnizszego singleto-
wego stanu wzbudzonego (i-karotenu sAg, ktérego energia bytaby o okoto
42 kJ/mol nizsza od pierwszego singletowego stanu wzbudzonego *Bu (49).

I11-4. Przekazywanie energii z udzialem wzbudzonego stanu singletowego Kkaro-
tenoidéw

Przekazywanie energii z singletowego stanu wzbudzonego karotenoi-
doéw (P-karoten, luteina, zeaksantyna, fukoksantyna) na chlorofil badano
w uktadach modelowych, w ktérych mozliwe jest osiggniecie duzego lo-
kalnego stezenia barwnik6w i réwnoczesnie okreslonego ich uporzadko-
wania tzn. w jednoczasteczkowej warstwie na powierzchni wody, liposo-
mach lub micelach detergentu. Nie obserwowano tego procesu w bezwod-
nych rozpuszczalnikach organicznych gdzie barwniki karotenoidowe wy-
stepujg wyltgcznie w formie monomerycznej (50). We wszystkich przypad-
kach wydajno$¢ przekazywania energii z singletowego stanu wzbudzonego
karotenoidow na chlorofil zalezala od stezenia barwnikéw. Efektywnos$¢
przekazywania energii z luteiny na chlorofil a wbudowanych w mieele
detergentu (stosunek stezenia luteiny do chlorofilu a wynosit jak 1:1) byta
odwrotnie proporcjonalna do trzeciej potegi odlegto$ci miedzy czastecz-
kami obu barwnikpw (51). Jak widaé na rycinie 10 liniowy przebieg krzy-
wej w przypadku bardzo matych odlegtosci jest zaburzony prawdopodob-
nie na skutek procesu agregacji barwnikéw. W tych warunkach efektyw-
no$¢ przekazywania energii na chlorofil jest najwieksza (osigga 15°0).
Podobng warto$¢ otrzymano w przypadku mieszaniny P-karotenu i chloro-
filu (3:1) w monomolekularnej warstwie na powierzchni wody (17). Inte-
resujacy jest fakt, ze maksymalng efektywno$¢ przekazywania energii

o~

(n/m1 /u

o

4 n
: Inr/A/
Ryc. 10. Zalezno$¢ wydajno$ci przenoszenia energii wzbudzenia elektronowego (ii)

od odlegtosci (r) miedzy luteing i chlorofilem a wbudowanych w micele detergentu
(52).
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wzbudzenia elektronowego wykryto miedzy formg zagregowang fi-karotenu
0 maksimum absorpcji pr7y 500 nm a chlorofilem a posiadajgcym maksima
absorpcji przy 669—672 nm. W tym samym uktadzie energia z wzbudzo-
nego stanu singletowego fukoksantyny na chlorofil a byta przenoszona
w okoto 50%>. Nie zaobserwowano natomiast przenoszenia energii z P-karo-
tenu na chlorofil a wbudowanych w liposomy (50, 52).

I11-5. Mechanizm przenoszenia energii wzbudzenia elektronowego z karotenoidéw
na chlorofil

Opisano dwa mechanizmy przenoszenia energii z karotenoidéw na
chlorofil w uktadach modelowych: jeden opiera sie na teorii Forstera
(53, 54, 55), a drugi na zatozeniach opracowanych przez Dexter a (56).

Wedtug teorii Forstera w przekazywaniu energii wzbudzenia elek-
tronowego z czasteczki donora D na czasteczke akceptora A istotng role
odgrywajg: wielko$¢ energii ich wzajemnego oddziatywania (E), r6znica
wartosci energii miedzy kolejnymi poziomami oscylacyjnymi w danym
przejsciu elektronowym (AE) oraz szeroko$¢ poziomu oscylacyjnego (AE’).
Rozr6znia sie nastepujace typy oddziatywan (53, 54):

E> AE oddziatywania silne
AE> E > AE’ oddzialywania stabe

AE’> E oddziatywania bardzo stabe

Typowe przekazywanie energii zgodne z mechanizmem postulowanym
przez Forstera zachodzi dla oddziatywan bardzo stabych. W tym przy-
padku efektywno$¢ rezonansowego przenoszenia energii (Ker) zalezy od
stopnia pokrywania sie widma fluorescencji donora z widmem absorpcji
akceptora (Q) (55):

Ker = Ak2£ikoR-6 wzoér |

gdzie:

R — odlegto$é donora od akceptora,

ko — stata szybkosci promienistego zaniku wzbudzenia D

k — stata zalezna od orientacji D i A

A — wielko$¢ stata
Poniewaz karotenoidy w rozpuszczalnikach organicznych nie fluoryzuja
przypuszcza sie (49, 57), ze energia jest przekazywana z najnizszego wzbro-
nionego singletowego stanu wzbudzonego karotenoiddw sAg; energia zwig-
zana z bezpromienistym przejsciem z sAg do stanu podstawowego pokrywa
sie zwidmem absorpcyjnym chlorofilu w rejonie 15 000 cm-1.*

* Song i wsp. (58, 59) uwazajg, ze rozszczepienie ekscytonowe pierwszego
wzbudzonego stanu singletowego “Bu) zagregowanych karotenoidéw powoduje lepsze
dopasowanie energii przejscia JBu-> A do widma absorpcyjnego chlorofilu (Ryc. 11).
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Z wielu danych wynika jednak, ze przenoszenia energii z karotenod-
déw na chlorofil a w uktadach modelowych nie mozna opisaé w oparciu
0 typowe rezonansowe oddziatywania. W przypadku bardzo stabych od-
dziatywan efektywno$¢ przekazywania energii powinna by¢ zgodnie z te-
zami Forstera odwrotnie proporcjonalna do szostej potegi z odle-
gtosci miedzy donorem a akceptorem (wzér 1). Natomiast stwierdzona
doswiadczalnie wydajno$¢ przekazywania energii z luteiny na chlorofil
jest odwrotnie proporcjonalna do trzeciej potegi z odlegtosci miedzy cza-
steczkami barwnikéw wbudowanych w micele detergentu (51). Uwaza sie
obecnie, ze jezeli miedzy czasteczkami wystepujg silne oddziatywania to

i g { 1
I e
“"_—B‘:W -~ Q:
9 Qy
A -
monomer dimer chia
karotenoid

Ryc. 11. Diagram poziomow energetycznych monomeru i dimeru karotenoidu oraz
chlorofilu a (59).

w przekazywaniu energii duzg role moga odgrywaé réwniez sity odpo-
wiedzialne za agregacje czasteczek. Zjawisko to obserwuje sie na przy-
ktad w uktadzie gdzie luteina i chlorofil wbudowane sg w micele detergen-
tu (51). Zaktadajagc nawet, Zze najnizszy singletowy stan wzbudzony karo-
tenoidéw sAg bytby donorem energii to w oparciu o wzor | niska wydaj-
nos$¢ kwantowa fluorescencji karotenoidéw uniemozliwia przekazywanie
energii zgodnie z opisem Forstera (60). Podobny wniosek mozna
wysnu¢ z fotochemicznych badan karoteno-porfiryn przedstawionych na
rycinie 8 (61, 62). Stwierdzono mianowicie, ze przekazywanie energii
wzbudzenia elektronowego z karotenoidu na ukiad porfirynowy (Chrlll)
nie wystepowato chociaz odlegtos¢ miedzy barwnikami byta mniejsza od
krytycznej. W tych warunkach tylko niska wydajno$¢ kwantowa fluores-
cencji mogta uniemozliwi¢ przekazywanie energii. Jezeli do pierscienia
porfirynowego przytagczono fluoryzujacy karotenoid (ChrlV) wydajnosé
ta wzrosta az do 80°/o (61).

Dopasowanie energii bezpromienistego przejscia sAg do stanu podsta-
wowego w karotenoidach do widma absorpcyjnego chlorofilu moze prefe-
rowaé mechanizm przekazywania energii opisany przez Dextera (60).
Wedtug teorii Dextera (56) stata szybkosci przekazywania nie zalezy
od wielkoSci momentow dipolowych przej$s¢ zwiagzanych z emisjg i absorp-
cja energii a efektywnos$¢ przenoszenia energii jest niezalezna od kwan-
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towej wydajnosci emisji. Migracja energii jest wynikiem elektrostatycz-
nych oddziatywan elektrondw rozmieszczonych na zewnetrznych pokry-
wajacych sie chmurach elektronowych donora i akceptora (56). Prawdo-
podobienstwo migracji energii Kd. mozna opisa¢ nastepujgcym rownaniem
(za 63):

00

Ker= -~S-e-2Rh[ f(v)<p(v)dv wzor i
0
gdzie:
f(v), cp(v) — uktad widmowy fluorescencji donora i absorpcji akceptora
unormowane do jednosci
h — stata Plancka
R — odlegto$¢ miedzy wzbudzonym donorem i niewzbudzonym akcep-
torem
Q — wartos$é stata

Warto$¢ Ker zalezy ekspotencjalnie od odlegto$ci miedzy czgsteczkami (R).
Ten typ przekazywania energii jest mozliwy tylko przy odlegtosciach
mniejszych niz 15 A. W uktadzie modelowym opisanym na str. 12 udato
sie zblizy¢ pierscien porfirynowy do karotenoidu (Chrll) na odlegto$¢ 4 A
i okazato sie wdéwczas, ze 25°/0 energii ulega przeniesieniu z singletowego
stanu wzbudzonego niefluoryzujgcego karotenoidu na uktad porfirynowy
(poréwnaj na str. 16). Jezeli odlegtos¢ miedzy chromoforami wynosita nie
4 A ale 25 A to w podobnym uktadzie barwnikéw nie obserwowano prze-
kazywania energii z donora na akceptor (62).

IV. Podsumowanie

Agregacja barwnikow karotenoidowych in vitro zachodzi na skutek
zwiekszenia oddziatywan typu van der Waalsa lub (i) hydrofobowych
miedzy czasteczkami barwnikéw w stanie podstawowym i silnego sprze-
zenia ekscytonowego w stanie wzbudzonym. Obie formy karotenoidow
(monomeryczna i zagregowana) roznig sie w efektywnosci przenoszenia
energii na poziomie trypletowego i singletowego stanu wzbudzonego.
Funkcja ochronna karotenoidéw zwigzana jest z efektywnym wygasza-
niem trypletowego stanu wzbudzonego sensibilizatora (w tym chlorofilu)
i dezaktywacjg tlenu singletowego; w uktadzie in vitro bardziej efek-
tywne w tym procesie sg formy monomeryczne karotenoidéw. Forme za-
gregowang karotenoidow charakteryzuje natomiast duza wydajnos¢ prze-
noszenia energii z singletowego stanu wzbudzonego na chlorofil. Przeka-
zywanie energii z karotenoidéw na chlorofil zachodzi przypuszczalnie
z najnizszego singletowego stanu wzbudzonego sAg, a w przypadku agre-
gatbw z ekscytonowo-rozszczepionego pierwszego singletowego stanu
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wzbudzonego (‘Bu). Przekazywanie energii z karotenoidow na chlorofil
odbywa sie prawdopodobnie zgodnie z mechanizmem opisanym przez
Dextera.

Autorka skitada serdeczne podziekowania Pani Prof. dr hab. Danucie Frackowiak za
krytyczng ocene niniejszego artykutu oraz uwagi dotyczgce stosowanej terminologii.
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Wykaz stosowanych skrotéw: PS | (II) — I(Il) uktad fotosyntezy, MGDG— mono-
galaktozylodiacyloglicerol, DGDG — digalaktozylodiacyloglicerol, LHCP — kompleks
chlorofil a/b — biatko, zbierajacy energie (light harvesting chlorophyll protein
complex), DCIP, DCIPH2 — utleniona i zredukowana forma 2,6-dichlorofenoloindo-
fenolu, PG — fosfatydyloglicerol, PC — fosfatydylocholina, DPC — difenylokarbazyd,
CFi — chloroplastowy czynnik sprzegajacy (coupling factor), BSA — albumina suro-
wicy wotu, KT — kwasy tluszczowe, MV — metylowiologen, PCy — plastocyjanina,
TMPD — N-tetrametylo-p-fenylodiamina, ATP — adenozynotrifosforaa
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I. Wstep

Btony chloroplastéw tak jak inne btony biologiczne, majg charakter
lipoproteinowy o stosunku ilosciowym biatek do lipidow 1:1 (1). W$rod
lipidbw dominujg galaktolipidy: monogalaktozylodiacyloglicerol i digalak-
tozylodiacyloglicerol, stanowigce 53—70% lipidow bton tylakoidéw. W
mniejszych iloSciach wystepujg: fosfolipidy (12—18%), sulfolipid (10—
18%) i kwas fosfatydowy (0—19%) (2, 3) (Tabela 1). W chloroplastach
wystepuja takze w niewielkich ilosciach (0,9—3,2 |xmola/mg chlorofilu)
wolne kwasy tluszczowe (4).

W badaniach lipidéw chloroplastow szczegdlnie pomocne okazato sie za-
stosowanie technik mikroskopowych (5—7) i enzymow lipolitycznych

Tabela 1.
Sktad lipidowy bton tylakoidow
Kukurydza
Szpinak . Ryz (Z. nrelys)
Lipidy (5. olera- (Gs°r1naax) (0. sa- Pochwa
Ce0) ' Zlva) Mezofil  okoto-
wigzkowa
Monogalaktozylodiacyloglicerol 38 39 44 40 30
Digalaktozylodiacyloglicerol 29 28 24 30 23
6-Sulfochinowozylodiacyloglicerol 18 14 17 14 10
Fosfatydyloglicerol 1 1 8 10 10
Fosfatydylocholina 3 3 1 6
Fosfatydyloinozytol 1 2 1
Fosfatydyloetanoloamina ND ND T ND 2
Kwas fosfatydowy T 3 3 4 19

ND — nie stwierdzono, T — ilosci $ladowe. Wszystkie wartosci podano w % catkowitej ilosci lipidow (3)
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(8—15), pozwalajacych na usuniecie z bton danej grupy lipidéw i obser-
wacje efektéw wywotanych ich brakiem. Wykorzystanie tych i innych
metod doswiadczalnych pozwolito na ustalenie, ze lipidy w chloroplastach
odgrywaja role strukturalng (5, 16), wptywaja na aktywnos$ci fotoche-
miczne tych organeli (7, 13, 14, 17—19), fotofosforylacje (5, 20, 21) i reak-
cje ciemne fotosyntezy (20).

Il1. Ptynnosé bton a aktywnosci chloroplastéow

Niezwykle istotnym czynnikiem dla aktywno$ci chloroplastow jest ptyn-
no$¢ bton uwarunkowana ich sktadem lipidowym (22—24). Od niej zaleza
m.in. przepuszczalnos$¢ bton i aktywnosci fotochemiczne (24). Jej wplyw
na aktywnos$ci chloroplastow mozna badaé stosujac zwiagzki bezpos$red-
nio ograniczajace ruchliwos$é lipidéw np. mielityne (24) lub zmieniajac
sktad lipidowy bion np. przez uwodornienie kwaséw ttuszczowych wcho-
dzacych w skiad lipidéw btonowych (22, 23). Mielityna (polipeptyd bedacy
sktadnikiem jadu pszczét) reagujac z monowarstwami lipidowymi bion
chloroplastow, ogranicza ich ruchliwo$¢. Konsekwencja jej zwiagzania
z btonami jest zahamowanie aktywnosci fotochemicznych, zmniejszenie
zdolno$ci wytwarzania gradientu elektrochemicznego w poprzek btony,
rozprzezenie i uwolnienie plastocyjaniny (24). Podobny efekt wywotuje,
na skutek zmniejszenia ptynnosci, uwodornienie podwoéjnych wigzan w
czasteczkach kwasdw ttuszczowych. Jest to proces zachodzacy stopniowo
(np. Ci83->C182 Cni-> C180. Uwodornienie 30—40°/0 podwéjnych wig-
zahn nie jest wystarczajagce dla zmodyfikowania aktywnosci fotochemicz-
nych chloroplastow. Dopiero nasycenie 50—60°/0 wigzan jest powodem
zahamowania aktywnosci PS Il i stymulacji aktywnosci PS | (23). Spad-
kowi ptynnosci bton towarzyszy tez zmniejszenie ich przepuszczalnosci (24).

Obecnie badania lipidéw chloroplastow sg przeprowadzane w bardziej
szczegOtowym aspekcie. Koncentrujg sie na okresleniu wspotzaleznos$ci po-
miedzy galakto-, fosfo- i sulfolipidami oraz wolnymi kwasami ttuszczowy-
mi a aktywnos$ciami chloroplastow.

I1l. Galaktolipidy
I11-1. Charakterystyka ogélna

Do galaktolipidow bion tylakoidow (Rye. 1) zalicza sie przede wszyst-
kim monogalaktozylodiacyloglicerol i digalaktozylodiacyloglicerol (25, 26)
oraz wystepujace w $ladowych ilosciach trigalaktozylodiacyloglicerol i te-
tragalaktozylodiacyloglicerol (25—27). Acylogalaktolipidéw (Ryc. 2): acylo-
MGDG, acylo-DGDG i acylo-lizo-MGDG nie stwierdzono in vitro. Wy-
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stepuja jedynie w homogenatach lisci (28—30). Stad ich powstawanie
przypisuje sie procesom uszkodzenia organeli (28).

Poziom galaktolipidow w roslinach” jest cechg gatunkowg (4). Wyka-
zano zalezno$¢ zdolnosci do fotosyntezy i poziomu galaktolipidow (25).

ch2oh

H9J— o0.?-ch 2
HC-0-COR,
OH H2C-O-COR2

Monogalaktozylodiacyloglicerol  (MGDG)

1,2-diacylo - 3-0-p-D-galaktopiranozylo - sn-glicerol

CHoOH
HO J—n
OH

ho° -ch2

hc- o-coRi
h2c-o-cor?2
Digalaktozylodiacyloglicerol  (DGDG)

1,2-diacylo -3-0-(o(-D-galaktopiranozylo -(1*6 )*0-3-D-galaktopiranozylo)-sn-glicerol

ch2oh

hoho 0
OH

HO°-F H2

HXO[(i9? HOB-coRi
hoh2c- o- cor?2

Trigalaktozylodiacyloglicerol (TGDG)
1,2- diacylo - 3-0-(«-D-galaktopiranozylo- (1*6)*«-D-galaktopiranozylo- (1*6)- 0-JB-D- galddo-
piranozylo)-sn- glicerol
Ryc. 1. Galaktolipidy roslinne (25).
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H2C-O-COR1

H 0 v-G2
HC-O-COR?
HO 1
MU h2c- o- cor3

6-0-Acylomonogalaktozylodiacyloglicerol

_1-0-COR1
HO,
OHO

0—CH
wo 012

HO4+—0.C-cH2
OH

hc-o- cor2

HO

h2c- o- cor3
6-0-Acylodigalaktozylodiacyloglicerol
Ryc. 2. Acylogalaktolipidy roslinna (25).

Wyrazem tego jest charakterystyczna dla bton chloroplastéw przewaga
ilosciowa monogalaktozylodiacyloglicerolu w poréwnaniu z digalaktozylo-
diacyloglicerolem (3, 25) oraz wyzszy poziom galaktolipidow niz w tkan-
kach niefotosyntetyzujacych, gdzie ponadto wystepuje odwrocenie pro-
porcji galaktolipidow na korzy$¢ digalaktozylodiacyloglicerolu (31, 32).
W chloroplastach roslin chtodowrazliwych w poréwnaniu z chtodoodpor-
nymi nie stwierdzano istotnych réznic w poziomie galaktolipidéw. Wska-
zuje to na brak zaleznosci pomiedzy reakcja roslin na obnizong tempera-
ture a zawartoscig galaktolipidéw w ich chloroplastach (4) (Tabela 2).

Tabela 2.

Poziom galaktozylodiacylogliceroli w chloroplastach roslin chtodoodpornych i chtodowrazliwych (4)
Przedstawione wyniki (w pimolach/mg chlorofilu) sg srednimi arytmetycznymi + odchylenie stan-
dardowe, obliczonymi na podstawie 3-5 do$wiadczen

) Suma
Zrodto MGDG DGDG MGDG + Stosunek
galaktolipidéw DGDG MGDG/DGDG

2 £ szpinak 1,06+0,03  0,650,14 171 1.6
° N (5. oleracea)
Z % Groch 1,7240,27  0,78+0,06 2,50 2,2
B S (p. sativum)

u Fasola 0,72+0,04 0,25+0,03 0,97 2,9

8§  (p. wulgaris)

g B6b 0,79+0,13  0,68+0,03 1,47 1,2
3 (V. faba)

38 Kukurydza 15240,20 0,83 £0,20 2,35 18
S (z. mays)

£ pomidor 2,09£0,17  1,13%0,17 3,22 1,9
¥ \L. esculentum)
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111-2. Kwasy ttuszczowe w galaktolipidach

Dla galaktolipidéw chloroplastéw znamienny jest wysoki stopiei nie-
nasycenia kwasow ttuszczowych (33—37). Ponad 90°/0 stanowia kwasy
nienasycone, przy czym wystepuja réznice miedzygatunkowe dotyczace
ich sktadu. Rosliny, ktére z wielonienasyconych kwasdw ttuszczowych za-
wierajg jedynie kwas linolenowy nazwano ro$linami Ci83 np. rodziny
Asteraceae, Fabaceae (38, 39), a te ktore oprécz kwasu linolenowego za-
wierajg tez heksadekatrienowy nazwano ro$linami C163 m.in. rodziny
Solanaceae, Rannunculaceae, Chenopodiaceae, Apieceae i Brassicaceae
(38, 39).

Dzieki zastosowaniu specyficznych enzymow hydrolizujgcych znana
jest nawet pozycja kwaséw ttuszczowych w czasteczkach galaktolipidéw
(40—42). Kwas linolenowy najczesciej znajduje sie w pozycji C-l glice-
rolu. W roslinach C163 w monogalaktozylodiacyloglicerolu w pozycji C-2
towarzyszy mu naog6t kwas heksadekatrienowy, a w digalaktozylo-
diacyloglicerolu palmitynowy. Natomiast w ros$linach Ci83 w monogalak-
tozylodiacyloglicerolu w pozycji C-2 wystepuje gtéwnie kwas linolenowy,
a w digalaktozylodiacyloglicerolu linolenowy lub palmitynowy (25, 39).

I11-3. Galaktolipidy a struktura bion tylakoidéw

Z przewagi ilosciowej galaktolipidow nad innymi sktadnikami lipido-
wymi w btonach tylakoidow wynika przypuszczenie o ich roli struktural-
nej (35, 43). Potwierdzajg jg obserwacje mikroskopowe chloroplastéw trak-
towanych galaktolipaza (5), w ktérych obserwuje sie zaktocenie regularnej
struktury gran.

Wydaje sie, ze monogalaktozylodiacyloglicerol i digalaktozylodiacylo-
glicerol tworzg dwuwarstwowa, ptynng matriks bton tylakoidéw. Potwier-
dzajg to doSwiadczenia przeprowadzone in vitro (44, 45). Monogalaktozy-
lodiacyloglicerol w $rodowisku wodnym tworzy jedng z charakterystycz-
nych dla lipidéw strukture tzw. heksagonalng Il (44), a digalaktozylodia-
cyloglicerol lamelarng (44). Tworzenie przez czasteczki lipidow w wodzie
roznych struktur molekularnych wynika z ich polarnej budowy (Ryc. 3).
Lipidy o zblizonych rozmiarach grup polarnych i hydrofobowych, jak fos-
fatydylocholina, fosfatydyloglicerol, digalaktozylodiacyloglicerol #fatwo
tworzg struktury dwuwarstwowe zgodne z przyjmowanym modelem bton
biologicznych. Czasteczki lipidéw o niewielkich rozmiarach grup polar-
nych np. nienasycona fosfatydyloetanoloamina, monogalaktozylodiacylo-
glicerol, kardiolipina w obecnos$ci Ca2+ przyjmuja konfiguracje heksagonal-
ng Il tj. tworza cylindry, w ktérych polarne czesci sg skierowane do $rodka.
Czasteczki lipidow, w ktérych czesci polarne dominujg np. lizolecytyny,
gangliozydy tworzg struktury heksagonalne I tj. cylindry z czesSciami po-
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Struktura

stan

k¥ ﬁ ?g m Mg M[! 3/ ciektokrystaliczny

AT stan
lamelarna yyé/g/ég/wc//é/w# zelu

® &
—& %6

heksagonalna ;}?‘:4-. 2
Hy

Ryc. 3. Struktura lipidow btonowych poddanych rozproszeniu w S$rodowisku wod-
nym (46).

larnymi skierowanymi na zewnatrz (46). Skiad kwaséw ttuszczowych w
czgsteczkach determinuje ich konfiguracje. Wzrost nasycenia wywotany
przez uwodornienie wigzan podwojnych redukuje zdolno$¢ monogalakto-
zylodiacyloglicerolu do tworzenia struktur innych niz struktura dwu-
warstwy lipidowej (ang. non-bilayer) (47). Gdy monogalaktozylodiacylogli-
cerol i digalaktozylodiacyloglicerol podda sie réwnocze$nie dyspersji w wo-
dzie w stosunkach molowych takich, w jakich wystepujag w btonach to
obserwuje sie regularng strukture dwuwarstwowga, a pomiedzy dwiema
warstwami lipidow odwrocone micele (7) (Ryc. 4). Z obserwacji mikro-
skopowych bton chloroplastow poddanych freeze-fracture wynika ponad-
to, ze obecnos$¢ innych lipidow obdarzonych tadunkiem wptywa dodatko-
wo na modyfikacje struktury (45) np. kwasne lipidy: fosfotydyloglicerol
i sulfolipid uniemozliwiajg tworzenie struktur innych niz dwuwarstwa
lipidowa.

Ostatnio duzo uwagi poswieca sie badaniom dotyczagcym asymetryczne-
go rozmieszczenia lipidow w btonach biologicznych. Jest to mozliwe dzieki
zastosowaniu wyrafinowanych technik wspotczesnej biologii bton m.in.
enzyméw specyficznych wobec okresSlonych lipidow oraz selektywnego
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znakowania sktadnikow btonowych. Asymetryczne rozmieszczenie galak-
tolipiddw wykazano m.in. w bionach tylakoidéow sataty (1). Tylko 20%
monogalaktozylodiacyloglicerolu jest tatwo trawione przez lipaze z Rhizo-
pus. Fakt, ze mniejsza cze$¢ monogalaktozylodiacyloglicerolu jest poto-
zona po zewnetrznej stronie bton tylakoidow potwierdza tez Radunz
w doswiadczeniach z zastosowaniem przeciwciat wobec monogalaktozylo-
diacyloglicerolu (1, 48). Natomiast digalaktozylodiacyloglicerol jest roz-
mieszczony réwnomiernie w poprzek btony ().

Ciekawa hipoteze dotyczacg struktury bton tylakoidow z uwzglednie-
niem nie tylko potozenia sktadnikéw btonowych, w tym galaktolipidow
w poprzek btony, lecz i asymetrie wzdtuz btony tylakoidow przedstawit
ostatnio Murphy (49) (Ryc. 5). Jesli wyobrazi¢ sobie pojedynczy tyla-
koid gran jako wydtuzony pecherzyk otoczony podwdjng btong, to ze
wzgledéw termodynamicznych jest niemozliwe, aby biatka znajdowaty
sie w czesSciach brzeznych, zakrzywionych. W zwigzku z tym w cze$ciach
skrajnych wystepuja wytacznie lipidy. We wklestej czesSci btony znajduja
sie czasteczki monogalaktozylodiacyloglicerolu o ksztalcie stozkowym, na-
tomiast w wypukiej klinowate czasteczki digalaktozylodiacyloglicerolu.
Okoto 1/3 catkowitej ilosci monogalaktozylodiacyloglicerolu wystepuje
w brzegowych czesciach tylakoidéw, pozostate 2/3 jest sktadnikiem tzw.
odwréconych miceli, stabilizujgc deformacje indukowane obecnoscig bia-
tek. Warto przy tym doda¢, ze Costes role stabilizujgcg przypisuje
digalaktozylodiacyloglicerolowi (50).

Wykazano, ze galaktolipidy sg zwigzane w btonach tylakoidéw z czg-
steczkami chlorofilu. Wydaje sie, ze diugotaricuchowe, weglowodorowe
reszty galaktolipidéw sa miejscem wigzania fitolowej czesci chlorofilu
(51). Z oznaczen ilosciowych wynika jednak, ze tylko 15—20°/o galaktoli-

Ryc. 4. Mikrofotografia elektronowa (metoda freeze-fracture) mieszaniny MGDG
i DGDG (2:1) poddanej dziataniu ultradzwiekéw w srodowisku wodnym (7).
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Ryc. 5. Schemat struktury tylakoidu w przekroju poprzecznym (49). MGDG — mono-
galaktozylodiacyloglicerol (czasteczka o ksztatcie stozka), DGDG — digalaktozylodia-
cyloglicerol (czasteczka o ksztatcie klinu).

pidow jest zwigzanych z kompleksami chlorofil-biatko (36, 52), a stosunek
zwigzanych galaktolipidéw do chlorofilu wynosi 1:4,5 (36). Oddziatywa-
nie to ma prawdopodobnie charakter niespecyficzny.

IH-4. Galaktolipidy a funkcjonowanie chloroplastéw
Oprécz roli strukturalnej wiele jest danych przemawiajgcych za udzia-
tem galaktolipidow w funkcjonowaniu chloroplastéw. Erwin i Bloch

10 Postepy Biochemii 384
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(53) postulowali bezposredni udziat galaktolipidéw w fotosyntetycznym
wydzielaniu tlenu, a nienasyconym kwasom ttuszczowym przypisywali
funkcje przenos$nikéw elektronéw (25, 53). Wprawdzie stwierdzono, ze
dziatanie egzogennej galaktolipazy na biony chloroplastow jest przyczyna
zahamowania aktywnosci fotochemicznych (43, 54, 55), jednakze czynni-
kami hamujacymi sg uwolnione kwasy ttuszczowe (por. VI).

Wedtug Bensona (25 56) galaktolipidy biorg ponadto udziat w
transporcie cukréw przez btony (25). Glukoza ulega epimeryzacji do galak-
tozy, ktora wigczona do monogalaktozylodiacyloglicerolu tatwo moze prze-
nikng¢ przez blone otoczki. Nastepnie dzieki dziataniu galaktozydazy cu-
kier ulega uwolnieniu z czasteczki galaktolipidu. Hipoteza ta nie znalazia
jednak potwierdzenia w badaniach izotopowych Roughana (57).

IV. Fosfolipidy
IV-1. Charakterystyka ogélna

Fosfolipidy bton tylakoidéw (Ryc. 6) sg reprezentowane gtéwnie przez
fosfotydylocholine i fosfatydyloglicerol oraz w sladowych ilosciach fosfa-
tydylodnozytol i fosfatydyloetanoloamine, co razem stanowi okoto 15%
lipidéw bton tylakoidow (2, 3). Fosfolipidy wystepuja na powierzchni bton

(IZ H7-0- CoR1 Ogolny wzor
CH-0 - COR2 fosfolipidow
| 0
ch2-o0-p-0x
L ]
0
X = -H Kwas fosfatydowy (PA)
X = -CH2-CH2-N (CH3)3- fosfatydylocholina (PC )
X= -CH2-CH2-NH2 fosfatydyloetanoloamina (PE)
X= -glicerol fosfatydyloglicerol ( PG)
X = -inozytol fosfatydyloinozytol (Pl )

Ryc. 6. Fosfolipidy bton tylakoidow (58).
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(2, 59). Nie budzi tez watpliwos$ci asymetria ich rozmieszczenia. Stosujac
trawienie fosfolipazg A2 z trzustki wykazano, ze okoto 70% fosfatydylo-
glicerolu i 35% fosfatydylocholiny znajduje sie po zewnetrznej, a pozo-
stata ich czes¢ po wewnetrznej stronie bton tylakoidéw (1, 11, 14).

1V-2. Kwasy tluszczowe w fosfolipidach

Giownym sktadnikiem fosfatydylocholiny w tylakoidach jest kwas
linolowy oraz w mniejszych ilosciach palmitynowy, oleinowy i linolenowy
(58). Mniej natomiast wiadomo na temat pozycyjnego rozmieszczenia kwa-
sow ttuszczowych. Wykazano jedynie, ze w pozycji C-1 glicerolu dominuja
-nasycone kwasy ttuszczowe (58).

W czasteczkach fosfatydyloglicerolu najczesciej wystepuje kwas pal-
mitynowy i 3-trans-heksadekanowy stanowigc okoto potowy kwasow
ttuszczowych wchodzacych w jego skiad (33, 60). Znaczne ilosci kwasu
3-trans-heksadekanowego wystepujg poza tym jedynie w kardiolipinie
z bobu (Vicia faba) i triacyloglicerolach z rodziny Compositeae (58). W fos-
fatydyloglicerolu kwas ten wystepuje w pozycji C-2 glicerolu (61, 62).
W pozycji C-1 najczesciej towarzyszy mu kwas linolenowy (61, 62). Wy-
daje sie, ze wrazliwos$¢ roslin na przemarzanie zalezy od skiadu kwaséw
tluszczowych w czgsteczkach fosfatydyloglicerolu. Z poréwnania bowiem
9 gatunkdéw roslin chtodowrazliwych z 12 gatunkami ro$lin chtodoodpor-
nych wynika, ze w czasteczkach fosfatydyloglicerolu suma fosfatydylogli-
cerolu zawierajagcego wytgcznie kwas palmitynowy oraz fosfatydyloglice-
rolu zawierajgcego w C-I glicerolu reszty kwasu palmitynowego, a w C-2
3-trans-heksadekanowego wynosi 6-65% w pierwszej grupie roslin, nato-
miast 3-19% w drugiej z nich. Jest to tylko jedna z r6znic pomiedzy
roslinami obu grup (63).

Wysunieto przypuszczenie odnos$nie znaczenia charakterystycznego dla
fosfatydyloglicerolu kwasu 3-trans-heksadekanowego. Dos$wiadczenia z za-
stosowaniem fosfolipazy Az wykazaly niezbedno$¢ fosfatydyloglicerolu
zawierajagcego ten kwas dla wydajnosci aparatu zbierajacego Swiatto
i aktywnosci puli plastochinonu (64).

Ponadto wykazano, ze fosfatydyloglicerol zawierajgcy kwas 3-trans-
heksadekanowy jest specyficznie zwigzany z oligomeryczng formg kom-
pleksu lipoproteinobarwnikowego LHCP tzw. LHCP1 (65, 66). W skfad
tego kompleksu obok fosfatydyloglicerolu wchodzg monogagalaktozylo-
diacyloglicerol i digalaktozylodiacyloglicerol (65). Jednak tylko usuniecie
(np. przez dziatanie fosfolipazy A2 fosfatydyloglicerolu zawierajgcego
kwas 3-trans-heksadekanowy powoduje przeksztatcenie formy oligome-
rycznej LHCP 1w monomeryczng LHCP 8 (67). Mozliwa jest rekonstruk-
cja formy oligomerycznej przez zmieszanie formy monomerycznej z lipo-
somami utworzonymi z fosfatydyloglicerolu zawierajagcego kwas 3-trans-

10*
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heksadekanowy (66). To samo zjawisko stwierdzono in vivo w liscieniach
Picea abies w ciemnosci, gdzie obserwowano jedynie LHCP 8i brak kwasu
3-trans-heksadekanowego. Dopiero w Swietle biatym pojawiat sie ten kwas
(66, 68). Zaobserwowano zalezno$¢ utozenia tylakoidéw w regularne stosy
2wane granami, od syntezy tego zwigzku (65).

IV-3. Fosfolipidy a fotosyntetyczny transport elektrondw

Obecnie znana jest juz zaleznos$¢ aktywnos$ci fotochemicznej chloro-
plastow od sktadu fosfolipidowego ich bton. Analogiczny ksztatt krzy-
wych: hydrolizy fosfatydylocholiny i zmian aktywnosci HzO —»DCIP
w obecnosci fosfolipazy A2$wiadczy o niezbednosci fosfatydylocholiny dla
aktywnos$ci PS Il (14). Dodatkowym potwierdzeniem tej obserwacji jest
doSwiadczenie, w ktérym btony tylakoidéw poddawano dziataniu enzy-
mow o odmiennej specyficznosci substratowej: fosfolipazy A2 z trzustki
i z jadu zmiji Vipera russelli (Ryc. 7). Wiadomo, ze fosfolipaza trzustko-
wa wykazuje znaczng wybiorczo$é wobec fosfatydyloglicerolu, a fosfolipa-
za z jadu zmiji wobec fosfatydylocholiny. Przy takiej samej szybkosci
hydrolizy fosfatydyloglicerolu przez fosfolipaze trzustkowa mniejszej hy-
drolizie fosfatydylocholiny przez fosfolipaze trzustkowg odpowiada mniej-
sza inhibicja aktywnosci PS Il (14). Ponadto stwierdzono udziat w aktyw-
nosci PS 1l tylko tej czesci fosfatydylocholiny, ktdra znajduje sie po we-
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Ryc. 7. Por6éwnanie dziatania fosfolipazy A2 z trzustki i jadu
zmiji Vipera russelli na aktywnos$¢ PS Il (A) i hydrolize fosfoli-
pidéw (B) jako funkcja czasu inkubacji (14). A) Aktywnos¢ PS 11
(HODCI1P) w obecnosci trzustkowej fosfolipazy A2 (¢) oraz
w obecnosci fosfolipazy A2z Vipera russelli (O), B) Zawartos$¢
fosfolipidow: PG w obecnosci fosfolipazy A2 z trzustki (A) i z

Vipera russelli (A), PC w obecno$ci fosfolipazy A2z trzustki (£)
i z Vipera russelli (O).
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wnetrznej stronie bton tylakoidéw (14). W warunkach hydrolizy tylko
zewnetrznej puli fosfatydylocholiny (krotkie czasy dziatania fosfolipazy)
nie obserwowano zahamowania aktywnosci PS Il (14). Dopiero hydroliza
wewnetrznej puli fosfatydylocholiny wywotuje inhibicje tego uktadu.

Fosfatydyloglicerolowi przypisuje sie role regulacyjng w aktywnosci
PS | (14). Hydrolizie tego fosfolipidu towarzyszy wzrost aktywnosci PS 1.
Stymulacja jest maksymalna, gdy hydrolizie poddaje sie obie — ze-
wnetrzng i wewnetrzng pule fosfatydyloglicerolu (14). Zwiekszenie aktyw-
nosci PS | w obecnosci fosfolipazy nie wynika z rozprzezenia i nie jest
zwigzane z dziatarriem kwasow ttuszczowych uwolnionych przez fosfo-
lipaze (13). Mozna jg natomiast przypisa¢ tworzeniu lizozwigzkdw. W obec-
nosci lipolitycznej acylohydrolazy, uniemozliwiajacej nagromadzanie sie
lizofosfolipidow powstajacych w wyniku dziatania fosfolipazy, obserwo-
wano inhibicje aktywnosci PS | (13). Wydaje sie, ze dwuwarstwowa
struktura bton nie ulega naruszeniu na skutek hydrolizy fosfolipidow.
Indukuje natomiast wzrost przepuszczalnosci btony. Wzrost aktywnosci
PS | moze zatem wynika¢ ze zwiekszenia przepuszczalnosci bton dla
donoréow elektronéw (13). Natomiast przypuszczenie Duvala i wsp. (64)
0 udziale fosfatydyloglicerolu w aktywnosci PS Il wydaje sie btedne,
poniewaz autorzy zaniedbali fakt szerokiej specyficznosci substratowej
stosowanej fosfolipazy z jadu zmiji. Zatozyli, ze w czasie jej dziatania po-
ziom fosfatydylocholiny jest staly, a hydrolizie ulega tylko fosfatydylo-
glicerol, co zdaniem Rawylera i Siegenthalera jest duzym
uproszczeniem (14).

Podsumowujac: w tancuchu fotosyntetycznego transportu elektronow
stwierdzono istnienie dwoch miejsc dziatania fosfolipazy A2 miejsce
inhibicji w PS 1l pomiedzy miejscem donorowym DPC a plastochinonem
1 miejsce stymulacji pomiedzy miejscem donorowym DCIPH2 a pierwot-
nym akceptorem PS | (14).

V. Sulfolipidy
V-l. Charakterystyka og6lna

Sulfolipidy sa reprezentowane w btonach tylakoidéw przez sulfochino-
wozylodiacyloglicerol (Ryc. 8). Zawiera on przede wszystkim kwas linole-

chasd®
HO, o
ooy T2
H?-O-C(’Ri
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Sulfochinowozylodiocytogliicerol

Ryc. 8. Struktura sulfolipidu roslinnego (58).
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nowy i palmitynowy (8, 69, 70). W pozycji C-l glicerolu wystepuje naj-
czesciej kwas linolenowy, a w C-2 palmitynowy (69). Sulfolipid jest poto-
zony w btonach powierzchniowo (71). Wystepuje gtownie po wewnetrznej
stronie bton (1).

V-2. Sulfolipid a fotosynteza

W tkankach niefotosyntetyzujacych wystepuje znacznie mniej sulfo-
lipidu niz w fotosyntetyzujgcych (70, 72), co sugeruje jego niezbednos¢
w procesie fotosyntezy. U Euglena oraz w ro$linach wyzszych stwier-
dzono, ze syntezie chlorofilu i galaktolipidow towarzyszy synteza sulfo-
lipidu (70). W hodowanej heterotroficznie tkance Ochromonas danica za-
warto$é sulfolipidu jest 5—6-krotnie nizsza niz w warunkach wzrostu
autotroficznego (73). Wysunieto szereg przypuszczen tlumaczacych jego
udziat w fotosyntezie. Niewykluczone, ze sulfolipid zawierajgcy kwas lino-
lenowy i palmitynowy wptywa na utozenie czgsteczek chlorofilu w btonach,
zapewniajace duzag wydajnosé dziatania barwnika. Przeciwciato przeciwko
sulfolipidowi hamuje fotosyntetyczny transport elektrondw w PS 1 (8, 69).
Usuniecie sulfolipidu z bton tylakoidéw przez ekstrakcje heptanem powo-
duje zahamowanie aktywnos$ci PS | i fotofosforylacji (74). Egzogenny
sulfolipid przywraca te aktywnos$¢ tylko czeSciowo. Najbardziej efektywne
w reaktywacji PS | sg nasycajace ilosci plastocyjaniny. Poza tym sul-
folipid w wiekszym stopniu niz galakto- i fosfolipidy chroni czynnik CFj
przed inaktywacjag wywotang chtodem (75). Sulfolipid jest tez niezbedny
w reakcjach ciemnych fotosyntezy (70, 76). Chlorella pyrenoidosa hodo-
wana w ciemnosci nie zawiera sulfolipidu (70) i w tych warunkach zaha-
mowana jest aktywnos$¢ fosforybulozokinazy (70, 76). Poniewaz sulfolipid
nie wptywa na aktywnos$¢ wyizolowanego enzymu przypuszcza sie, ze jest
on in vivo miejscem wigzania enzymu (70, 76).

V1. Wolne kwasy ttuszczowe

VI-1. Oddziatywanie kwaséw ttuszczowych z btonami

Egzogenne kwasy tluszczowe wptywajg wprawdzie na strukture i funk-
cje chloroplastow, ale nie sg one tak efektywne jak endogenne, uwalniane
przez lipazy (77, 78). Prawdopodobnie jest to spowodowane trudniejszg do-
stepno$cig zwiazku podanego z zewngtrz w poréwnaniu z endogennym.
Tylko kwasy tluszczowe co najmniej 12-weglowe moga oddziatywac
z btonami chloroplastéw, przy czym najbardziej efektywny jest kwas
linolenowy (79—84). Dla skuteczno$ci dziatania istotne jest nie tyle ste-
zenie kwasu tluszczowego, co stosunek molowy kwas ttuszczowy/chlorofil,
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a wiasciwie zwigzany z btonami kwas ttuszczowy/chlorofil (81, 83). Wig-
zanie to ma charakter kooperatywny, poniewaz zdolno$¢ chloroplastow
do wigzania kwaséw ttuszczowych ro$nie ze wzrostem iloSci zwigzanego
juz kwasu tluszczowego (83). Asocjacja kwasu z btong moze mieé charak-
ter oddziatywania elektrostatycznego. Prawdopodobnie kwas tluszczowy
najpierw asocjuje z powierzchnig btony, a potem przenika do jej wnetrza
(83).

Przed destrukcyjnym wptywem kwaséw ttuszczowych na strukture
i funkcje chloroplastéw zabezpiecza je albumina (11, 18, 80). Efektywnos¢
jej dziatania maleje ze wzrostem stezenia kwasdw (83). Natomiast niecat-
kowita odwracalno$¢ przez albumine zmian w strukturze organeli i ich
aktywnosciach, wynika z niecatkowitego zwigzania kwaséw ttuszczowych
przez to biatko (83). Skuteczno$¢ dziatania albuminy jest wieksza gdy jej
dodanie poprzedza dodanie kwastow ttuszczowych (81, 85). Podobny efekt
obserwuje sie w przypadku dziatania endogennych kwaséw ttuszczowych
uwolnionych przez galaktolipaze. Efektywnosé dziatania albuminy zwiek-
sza sie, gdy jej dodanie poprzedza dodanie enzymu (19) lub gdy zmniejszy
sie szybkos¢ uwalniania kwasow tluszczowych dodajgc kolejno mate ilosci
galaktolipazy zamiast te samg ilos¢ enzymu jednorazowo (5). Prawdopo-
dobnie w przypadku dodania enzymu w pierwszej kolejnosci, albumina ma
lepsze mozliwosci wspdtzawodniczenia z btonami o uwolnione kwasy ttusz-
czowe (86). Wydaje sie bowiem, ze dziatanie albuminy polega na wigzaniu
kwaséw ttuszczowych, uniemozliwiajgcym im oddziatywanie na btony (86).
W zwiagzku z tym hamujacy wptyw egzogennych kwasow ttuszczowych jest
tatwiej odwracany przez albumine niz spowodowany przez endogenne
kwasy tluszczowe (5).

VI-2. Kwasy tluszczowe a struktura chloroplastow

W obecnos$ci kwaséw ttuszczowych w miare wzrostu stosunku kwasu
ttuszczowego/chlorofilu obserwowano stopniowe naruszanie struktury
chloroplastow — pecznienie tylakoidéw (6, 81, 87), a nastepnie zanik
struktury gran (6, 81). Albumina wigzagc kwasy tluszczowe w znacznym
stopniu przywraca regularng strukture chloroplastéw (85) (Ryc. 9).

VI-3. Kwasy tluszczowe a fotosynteza

Zarowno PS I, jak i PS | jest wrazliwy na dziatanie kwaséw ttusz-
czowych (88, 89), jednak oba uktady fotosyntezy charakteryzuje rézna
wrazliwos¢ (18, 19, 90). Do zahamowania aktywnos$ci PS 1l w 50% w opty-
malnych warunkach wystarcza stosunek kwas ttuszczowy/chlorofil = 1.
natomiast dla PS | 16,5 (90). W PS Il stwierdzono dwa miejsca dziatania
kwasow ttuszczowych: w kompleksie rozszczepiajgcym wode oraz za miej-
scem donorowym DPC (18, 19). Dziatanie kwaséw ttuszczowych na kom-



Ryc. 9. Wplyw egzogennego kwasu linolenowego na strukture chloroplastéw szpi-
naku. Chloroplasty inkubowano w temperaturze pokojowej w ciggu 30 min. z réz-
nymi stezeniami kwasu tluszczowego (6). A) Kontrola (bez kwasu linolenowego), pow.
30000 X. B) Kwas linolenowy :chlorofil = 1:5, pow. 14000 X. C) Kwas linoleno-
wy :chlorofil = 1:2, pow. 14000 X, D) Kwas linolenowy :chlorofil = 1:1, pow.
14000 X. E) Kwas linolenowy :chlorofil = 1:1, BSA 2 mg/ml, pow. 14000 X.
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pleks rozszczepiajgcy wode polega na indukowaniu uwalniania z bton
tylakoiddw jednego z jego sktadnikéw tj, manganu luzno zwigzanego
z blonami (18, 91—93). Dziatanie takie jest charakterystyczne zaréwno
dla kwaséw egzogennych (Ryc. 10), jak i endogennych uwalnianych w wy-

o= ; _ 5 —
Czas inkubacji (h)

Ryc. 10. Wptyw kwasu linolenowego na zawarto§¢ manganu w chloroplastach szpi-
naku (93). W doswiadczeniach stosowano chlorofil: KT w zakresie 1:2—1:10.

http://rcin.org.pl
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niku dziatania egzogennej galaktoiipazy (Ryc. 11) (93) lub nagromadzaja-
cych sie w czasie przechowywania lisci roslin chtodowrazliwych w chio-
dzie (0°C) i ciemnosci (91—94). Wydaje sie, ze czynnikiem uwalniajgcym
kwasy tluszczowe jest dziatanie endogennej galaktoiipazy w tych rosli-
nach, co potwierdza fakt niskiej aktywnos$ci tego enzymu w roslinach

-ENZYM
100
4800
._é
g 80+
X
s {600
a 60} + ENZYM
2
2
o i 4400
g +ENZYM
2
2 20
g 4200
~ -ENZYM
I S g O 0|
2 20 40 60

Czas inkubacji (min)

Ryc. 11. Wptyw galaktoiipazy na poziom wolnych kwaséw tluszczowych i manganu
w chloroplastach szpinaku (93). *

Rodliny  chtodowrazliwe

Bbb

° 44 Pomidor
N | Fasola
2 Rosliny

2,0  chtodoodporne
. Kukurydza
X
— 10 Groch
Q
© Szpinak .

Rys. 12. Poréwnanie aktywnos$ci galaktoiipazy w chloroplastach roslin chtodowrazli-
wych i chtodoodpornych (4).
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chtodoodpornych (4) (Ryc. 12), w ktérych nie obserwowano nagromadza-
nia sie kwasow ttuszczowych w analogicznych warunkach (93, 94). Wolne
kwasy ttuszczowe sg czynnikiem indukujgcym uwalnianie manganu z bton
i w konsekwencji zahamowanie reakcji Hilla (93). Reaktywacje zapewnia
naswietlanie lisci w ciagu 2 godzin (94), czemu towarzyszy ponowne whu-
dowanie manganu i kwaséw tluszczowych w btony tylakoidéw.

Wptyw kwasow ttuszczowych na PS | jest bardziej zr6znicowany (18).
Przy niskich stezeniach tj. stosunku kwas ttuszczowy/chlorofil = 1:10 —
1:1 obserwuje sie stymulacje transportu elektronéw, natomiast przy wyz-
szych 1.1 — 2:1 spadek (Ryc. 13). Wzrost aktywnos$ci moze wynikac¢ z roz-

1 T T T

400

100

gmole Cp x mg chlorofilu™! x h~!

'
10 50 100 180
Stezenie kwasu o« -linolenowego (uM]

Ryc. 13. Wptyw kwasu linolenowego na aktywnos$ci fotochemiczne chloroplastéw
szpinaku (18).

przezenia transportu elektronéw (81, 83, 85). W duzym stopniu bowiem
efekt ten jest znoszony w obecnosci zwigzku rozprzegajacego, metyloaminy
(83). Indukowana przez kwasy ttuszczowe zmiana struktury btony powo-
duje ponadto zwiekszenie reaktywnosci wobec sztucznych donordw elek-
tronow (18). Natomiast spadek aktywnosci PS | przy wyzszych stezeniach
kwasow ttuszczowych wynika z usuniecia z bton plastocyjaniny. Dodanie
jej powoduje bowiem reaktywacje (18). Analogiczne zjawisko stwierdzono
w przypadku dziatania endogennych kwaséw ttuszczowych uwolnionych
przez galaktolipaze. Przeprowadzono w tym przypadku probe przywro-
cenia aktywnosci przez egzogenne galaktolipidy (17) (Tabela 3} Jednak
dodanie monogalaktozylodiacyloglicerolu lub digalaktozylodiacyloglicerolu
(w stosunku ilosciowym do chlorofilu 2,5) do liofilizowanych chloroplastow
trawionych galaktolipazg lub ekstrahowanych heptanem (95) przywraca
tylko czesciowo aktywnos$¢ PS | (17). Dopiero dodanie nasycajgcych ilosci
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plastocyjaniny przywraca te aktywnos$¢ prawie catkowicie, co sugeruje, ze
dziatanie galaktolipazy na aktywno$¢ PS | polega na usunieciu plastocyja-
niny z bton tylakoidéw (17, 96). Latwos¢ przywracania aktywnos$ci PS |
Swiadczy o niewielkim uszkodzeniu btony. Ponadto czeSciowa rekonstruk-
cja aktywnosci PS | w chloroplastach traktowanych enzymem zachodzi
bez wzgledu na obecno$¢ kwaséw tluszczowych uwolnionych w czasie
trawienia (17).

Tabela 3

Przywracanie aktywnos$ci PS | przez galaktozylodiacyloglicerole i plastocyjanine w liofilizowanych
chloroplastach szpinaku trawionych galaktolipazg (17)

Aktywno$é: TMPD-*MV

+ MGDG Iub DGDG (i¢mole 0 2xmg
(i¢mole/mg chlorofilu) ([(;mole. 0 2xmg % kgn- chlorofilu-1 x h-1) % kF)n—
chlorofilu-1 x h-1) troli +PCy troli
_ 483 100
0 a 124 26 269 56
» | 2,5 MGDG 199 41 379 78
0 a 25 DGDG 199 41 380 79
i~ 25 MGDG + 212 44 396 82

H DGDG

Na dziatanie egzo- i endogennych kwasoéw ttuszczowych wrazliwa jest
rowniez synteza ATP (5 21, 90). Hamowanie cyklicznej i niecyklicznej
fotofosforylacji przez kwasy tluszczowe wynika z ich wtasciwosci rozprze-
gajacych na ten proces (81, 83, 85) oraz zahamowania transportu elektro-
néw z powodu uwolnienia manganu (92, 93) i plastocyjaniny (17) z bion
tylakoiddw.

Znany jest takze wptyw egzogennych kwasow ttuszczowych na reakcje
ciemne fotosyntezy (20). Wptywajg one bowiem hamujaco na karboksylaze
rybulozo-1,5-bisfosforanu, fosfataze-1,6-bisfosforanu i sedoheptulozo-1,7-
bisfosforanu oraz na skutek zahamowania fotofosforylacji, na kinaze ry-
bozo-5-fosforanu i reakcje syntezy sacharozy i polisacharydéw z cukrow
prostych (20).

VII. Uwagi koncowe

W fotosyntetyzujacych roslinach zielonych lipidy sga aktywnymi me-
tabolitami (10, 97). Ich biosynteza i degradacja jest kontrolowana przez
szereg czynnikow m.in. przez warunki Swietlne, temperature, dostepnosé
tlenu i ATP (81). Wydaje sie, ze na strukture i funkcje chloroplastow
wptywajg gtéwnie zmiany poziomu lipidéw, a wiasciwie stosunku
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chlorofil/(galakto)lipidy/wolne kwasy ttuszczowe (84). Szczegblnie wyrazne
sg one podczas starzenia izolowanych chloroplastéw (77—80, 91, 98—103)
i w czasie przechowywania lisci roslin chtodowrazliwych w chlodzie i ciem-
nosci (91—93, 104, 105). Procesowi temu towarzyszy m.in. ubytek galakto-
lipiddw i wyrazny wzrost poziomu wolnych, zwilaszcza nienasyconych
kwaséw ttuszczowych (92, 93, 94). Na skutek nagromadzania sie kwas6w
thuszczowych spowodowanego hydroliza lipidéw btonowych zachodzg zmia-
ny analogiczne do opisanych wczes$niej. Sg to zardwno zmiany struktu-
ralne, jak i dotyczace transportu elektronow, syntezy ATP i cyklu Calvina.
(Bardziej szczegb6towy opis zmian zachodzacych w chloroplastach w czasie
ich starzenia znajdzie czytelnik w opublikowanym przed kilku laty arty-
kule przegladowym Wolinskiej (106).)

Pragne wyrazi¢ serdeczne podziekowania Panu Prof. Zbigniewowi Kaniudze
za zachecenie mnie do napisania niniejszej pracy oraz cenne uwagi podczas jej
przygotowania.

Cze$¢ badan przedstawionych w artykule wykonano w ramach problemu wezto-
wego nr 10.2.10. i miedzyresortowego MR-II/15 oraz MR-II/7.

Zaakceptowano do druku 21.03.1984
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I. Wstep

Czasteczka glikosfingolipidu zbudowana jest z kwasu tluszczowego,
dtugotancuchowej zasady organicznej sfingozyny oraz fragmentu sacha-
rydowego (2—4). Sfingozyna razem z kwasem ttuszczowym tworzy cze$é
zwang ceramidem (Ryc. 1). Glikosfingolipidy tworzg liczng i niejednorodng

kwas ttuszczowy

CHoOH NH G- (CH2)22-7 3
0-CH-, -CH
\
OH i ch-ch=ch-(ch?2)i2-ch3
OH OH
glukoza sfingozyna

Ryc. 1. Struktura chemiczna glukozyloceramidu, jednego z najprostszych glikosfingo-
lipidow

grupe Zwigzkéw réznigcych sie miedzy sobg cigezarem czasteczkowym,
sktadem i strukturg. Ze wzgledu na budowe tancuchoéw cukrowych gliko-
sfingolipidy zwierzece dzieli sie na glikosfingolipidy obojetne, gangliozydy
i glikosfingolipidy siarczanowe (sulfatydy). Glikosfingolipidy obojetne za-
wiera¢ mogg w czasteczce glukoze, galaktoze, N-acetyloglukozoamine, N-
acetylogalaktozoamine i fukoze. Gangliozydy charakteryzujg sie dodatko-
wo obecnoscig kwasu sjalowego, za$ sulfatydy obecnosciag reszt siarczano-
wych. Ostatnio zalecana klasyfikacja glikosfingolipidéw bierze pod uwage
strukture chemiczng tetraglikozyloceramidow (Tab. 1).

Glikosfingolipidom przypisuje sie wazne funkcje biologiczne. Przy-
puszcza sie, ze zwigzki te jako skiadniki btony plazmatycznej biorg udziat
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Tabela 1.
Struktura chemiczna tetrasacharydoceramidéw  glikosfingolipidow ,,ganglio”,
,,globo”, ,,globoizo”, ,,lakto” i ,,laktoneo”
Nazwa Struktura chemiczna
glikosfingolipidu tetraglikozyloceramidu
»ganglio” Gal[3(I—3)-GaINAc(3(l—4)-Gaip(l—4)-Glc-Cer
,.globo” GalNAc(3(1- 3)-Gala(l*)-Gaip(l1*)-Glc-Cer
,,globoizo” GaINAcp(l—3)-Gala(l—3)-Galp(l—4)-Glc-Cer
,,lakto Gaip(l—3)-GIcNAcp(l - 3)-Gal[3(I -4)-Glc-Cer
,,laktoneo” GalB(1—4)-GIcNAc@3(1—3)-Gal8(1—4)-Glc-Cer

W tabeli wymieniono grupy glikosfingolipidéw omawiane w tej pracy. Doktadng klasyfikacje
glikosfingolipidéw znajdzie czytelnik w pracy Sweeleya i Siddiqui (2).

w przekazywaniu informacji ze srodowiska zewnetrznego do wnetrza ko-
morek. Wiele sposrdod glikosfingolipidéw erytrocytéw cztowieka opisanych
zostato jako powierzchniowe antygeny grupowe (4). Szereg gangliozydow
petni funkcje receptoréw takich substancji jak toksyny (5, 6), hormo-
ny (7, 8), interferon (9), fibronektyna (10) czy biatka wirusa grypy (11).
Znane sa prace wskazujgce, ze gangliozydy btony plazmatycznej biorg
udziat w procesie rozpoznawania sie komérek (12). W tkance nerwowej
zwigzki te wigzac jony wapnia uczestniczg przypuszczalnie w transmisji
synaptycznej (13). Prowadzone sg aktualnie badania nad rolg gangliozy-
dow w transformacji limfocytéw (14, 15), a takze nad udziatem glikosfin-
golipidow w procesie cytolizy komoérek obcych przez ukiad limfocytarny
organizmow zwierzecych (16-18).

Biosynteza glikosfingolipidow rozpoczyna sie utworzeniem fragmentu
lipidowego, do ktérego dotgczane sa kolejno pojedyncze reszty cukrowe.
Ostateczna struktura chemiczna glikosfingolipidow uwarunkowana jest
specyficznoscig oraz kolejnoscig dziatania enzymow syntetyzujacych. Ni-
niejsza praca poswiecona zostata biosyntezie glikosfingolipidow. W roz-
dziatach Il i Il omdwione zostang reakcje enzymatyczne zwigzane z po-
wstawaniem oraz glikozylacjg ceramidu. W rozdziatach 1V, V i VI przed-
stawione zostang najnowsze poglady na przebieg biosyntezy glikosfingoli-
pidbw w zywej komdrce, omdéwiony zostanie takze problem transportu
glikosfingolipidéw z miejsca biosyntezy do btony komdérkowej oraz prob-
lem regulacji biosyntezy.

Il. Biosynteza ceramidu

W latach 50-tych zaobserwowano, ze sfingolipidy powstaja przy udziale
octanu i seryny (19, 20). Brady i Koval (21) byli pierwszymi, kto-
rym udato sie przeprowadzi¢ biosynteze diugotancuchowej zasady orga-
nicznej w preparatach bezkomérkowych. P6zZniej stwierdzono, ze komorki
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drozdzy wykorzystujg w biosyntezie sfingozyn kwas palmitynowy (16:0)
i seryne (22—26). Reakcja opisana zostata w sposéb nastepujacy:
PalmityloCoA + Seryna —3-dehydrosfinganina + CoA

NADPH
3-dehydrosfinganina----------- >sfinganina

Jesli w tancuchu weglowodorowym syntetyzowanego zwigzku wytworzo-
ne zostanie wigzanie podwdjne, zamiast sfinganiny (Ryc. 2, wzor 1) po-
wstaje sfingenina (Ryc. 2, wzoér IlI). Wytworzenie podwoOjnego wigzania
zachodzi albo na etapie palmityloCoA (23, 24, 27), albo tez po przytaczeniu
seryny (28). Seryna i kwas tluszczowy sg takze prekursorami sfingozyn
w tkankach zwierzecych (29—31). Sfingozyna zawierajgca 20 atomoéw
wegla w czasteczce (Ryc. 2, wzor I1l) powstaje z seryny i kwasu tluszczo-
wego osiemnastoweglowego (31—33). Wiele prac poswieconych zostato po-
wstawaniu sfingozyny zawierajacej dodatkowo grupe hydroksylowg przy
weglu 4 (4-hydroksysfinganiny), znanej pod nazwg fitosfingozyny (Ryc. 2,
wzér 1V), (34—37). Dotychczasowe prace wskazujg, ze dolgczenie grupy
OH do wegla 4 zachodzi badz drogg hydroksylacji sfinganiny, przebiega-
jacej w obecnosci tlenu (02, badz tez drogg przytaczenia czasteczki wody
do czasteczki sfingeniny w miejscu wyznaczonym przez wigzanie po-
dwdjne (37).

ch2oh CH"H
hc-nh2 ~HCI: -NHo CH™H
ch2oh H?-OH H(I:-OH h (I:-n h2
he-nh2 l-ﬁ I-C“ HT:—OH
HC-CH CH H HC-OH
(Gi2) 4 (ch212 (CH2)u (Cr'|2)i3
=4 ch3 CHB. ch3
| n m v
Sfinganina 4 sfingeriina 4 - ikozasfingenina AD-hydroksysfinganma

/ sfingozyna C-20/ [frtosfingozyna /

Ryc. 2. Wzory chemiczne najbardziej znanych sfingozyn

W czasteczce ceramidu sfingozyna potaczona jest z kwasem thuszczo-
wym wigzaniem amidowym (Ryc. 1). Kwasy tluszczowe wystepujace
w glikosfingolipidach zwierzecych zawierajg od 16 do 26 atomdw wegla
w czasteczce (3, 38). Sg to pochodne nasycone lub nienasycone, niektore
z nich wykazujg obecno$¢ grup hydroksylowych. Do kwaséw odnajdy-
wanych w najwiekszych iloSciach nalezg: kwas lignocerynowy (24:0),
nerwonowy (24:1), palmitynowy (16:0), behenowy (22:0) oraz kwas o0 nie-
parzystej liczbie atomdéw wegla w czasteczce, 23:0. W niektérych gliko-
sfingolipidach dominujg kwasy a-hydroksylowe.
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Uwaza sie obecnie, ze gtowng reakcjg w ktérej powstaje ceramid jest
przeniesienie kwasu ttuszczowego na sfingozyne przy udziale koenzymu A
(39—42):

AcyloCoA + sfingozyna —»ceramid+CoA

Wykazano, ze tempo biosyntezy ceramidu zalezy od struktury kwasu
tluszczowego dotgczanego do sfingozyny. W moézgu wykryto cztery rézne
transferazy reszt acylowych réznigce sie specyficznoscig substratowg (41).
W innych pracach stwierdzono, ze biosynteza ceramidu przebiegac
moze przy udziale ceramidazy drogg odwrdcenia reakcji hydrolizy (43):

Kwas ttuszczowy+ sfingozyna ceramid+HzO

Ostatnie badania wskazujg jednak, ze przemiana ta je$li w ogéle zachodzi
w komarkach jest reakcjg nieistotng z punktu widzenia iloSciowego (42, 44).

Niedawno opisano w preparatach moézgowych enzym r6znigcy sie od
opisanej uprzednio transferazy kwasow ttuszczowych i ceramidazy (45).
Enzym wykorzystuje jako substrat dtugotancuchowy kwas lignocerynowy,
wymaga obecnosci nukleotydu pirymidynowego i jest hamowany przez
inhibitory tancucha oddechowego. ATP i CoA nie przyspieszajg powsta-
wania ceramidu, jednak autorzy nie wykluczajg mozliwosci aktywacji
kwasu tluszczowego przy udziale innych, nieznanych obecnie czynnikéw
jako warunku reakcji ze sfingozyng.

I11. Glikozylacja ceramidu

Biosynteza taricuchéw cukrowych glikosfingolipidow przebiega droga
przytaczania pojedynczych reszt cukrowych do zwigzkdw akceptorowych
przy udziale specyficznych glikozylotransferaz (3). Pierwszy cukier prze-
noszony jest na wolng lub zwigzang z kwasem tluszczowym sfingozyne
Do powstatego glikosfingolipidu dotgczane sg kolejno nastepne reszty
sacharydowe az do wytworzenia produktu koncowego. Przyjmuje sie, ze
transferazy cukrowe dziataja w bionowych kompleksach wieloenzyma-
tycznych. Cukry przed wejsciem w reakcje ulegaja aktywacji przy udziale
nukleotydéw. Nukleotydylocukry (UDP-Gal, UDP-Glc, UDP-GIcNAc,
UDP-GalNAc, GDP-Fuk, CMP-NANA) sg bezpo$rednimi donorami reszt
sacharydowych.

I11-1. Biosynteza monoheksozyloceramidow

Badania prowadzone przez Basu i wsp. (46—48) wykazaty, ze w moz-
gach embriondw kurzych monoheksozyloceramidy powstajg przez przy-
taczenie cukru do ceramidu. Opisano reakcje prowadzace do powstania
glukozylo i galaktozyloceramidu:
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UDP-Glc+ Ceramid ->Glukozyloceramid+ UDP
UDP-Gal+ Ceramid ->Galaktozyloceramid+UDP

W innych pracach stwierdzono, ze reszty cukrowe mogg by¢ przytgczane
taKze bezposrednio do sfingozyn (49, 50). Zaproponowano nastepujgcy me-
chanizm biosyntezy galaktozyloceramidu w mdzgu szczura (49):

Sfingozyna+ UDP-Gal -> Galaktozylosfingozyna+ UDP (ij
(Psychozyna)
Psychozyna+AcyloCoA -> Galaktozyloceramid+CoA (II)

Poniewaz w obecnosci enzymoéw tkankowych wolna sfingozyna jest w
znacznie wiekszym stopniu przeksztatcana w ceramid niz w psychozyne,
wydaje sie ze przedstawiony powyzej schemat (reakcje | i Il) nie stanowi
gtdwnej drogi biosyntezy glikosfingolipidéw (50).

Dwa gtéwne monosacharydoceramidy komorek zwierzecych to gluko-
zylo i galaktozyloceramid (2). W ludzkiej tkance nowotworowej opisano
nietypowy zwigzek zawierajacy fukoze przytgczong bezposrednio do ce-
ramidu (51). Monosacharydoceramidy, mimo iz stuzg w biosyntezie gliko-
sfingolipidéw jako akceptory nastepnych reszt cukrowych, moga wystepo-
wa¢ w komdrkach w postaci wolnej.

I11-2. Biosynteza ztozonych glikosfingolipidéw

W wyniku przytgczenia czasteczki galaktozy do glukozyloceramidu
powstaje laktozyloceramid (46, 52, 53):

Gic (81 — 1/Cer+ UDP-Gal —»Gal p/l — 4/Glc P/ — 1/Cer+ UDP

Laktozyloceramid wystepuje powszechnie w tkankach i ptynach ustrojo-
wych ludzi i zwierzat (2). Jest to zwigzek kluczowy w biosyntezie gliko-
sfingolipidéw. Laktozyloceramid jest prekursorem glikosfingolipidéw typu
»ganglio”, ,,globo”, ,,globoizo”, ,,lakto” i ,,laktoneo™ (2, 3), (Tabela 1).

Do glikosfingolipidow typu ,,ganglio” zaliczana jest liczna rodzina gan-
gliozydéw, z ktérych najbardziej znane sg gangliozydy GM3, GM2, GM1,
GDla, GDIb i GT1 (54, 55). Gangliozydy grupy ,,ganglio” wystepuja gtéw-
nie w mozgu, cho¢ wykrywa sie je takze w innych tkankach. Do najbar-
dziej rozpowszechnionych gangliozydéw tkanek pozamézgowych nalezg
GM3 i GD3 (2, 56).

Hipotetyczny schemat biosyntezy gangliozydéw moézgowych zapropo-
nowany zostat po raz pierwszy przez grupe Rosemana (57, 58). Przed-
stawiono cigg reakcji w ktorym GM3 przeksztatcany byt w GM2, a GM2
w GM1. Sugerowano, ze GD3 jest prekursorem GD2, a GD2 prekursorem
GDI. GM1 przeksztatcat sie nastepnie w dwusjalozylogangliozyd GDla,
zas GDIb w trojsalozylogangliozyd GTIb. Szczegétowe prace wykazaty,
ze enzymy biorgce udzial w proponowanych reakcjach obecne sg w ko-
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morkach médzgowych (59—70) oraz pozamoézgowych (71—73) r6znych
zwierzat. Wykryto takze sjalozylotransferaze przeksztatcajgcg gangliozyd
GDla w GTla (69) oraz enzym dotaczajacy kwas sjalowy do gangliozydu
GTIlb z wytworzeniem gangliozydu GQIb (70), (Ryc. 3).

W komorkach zwierzecych obecne sg rowniez, cho¢ w niewielkich
ilosciach, glikosfingolipidy ,ganglio” nie zawierajagce kwasu sjalowego
(74—76). Enzymatyczne przytgczenie N-acetylo-galaktozoaminy do lakto-
zyloceramidu z wytworzeniem gangliotréjheksozyloceramidu przeprowa-
dzili in vitro Basu i wsp. (77). Takze inni autorzy (78, 79) wykryli
enzymy biorgce udziat w biosyntezie asjalogangliozydéw takich jak asjalo

GalJ3(1—A)Glc-Cer

CMP-NANA (6670,72)
CMP-NANA N
GalJ3(1-*-4)Glc-Cer (57.70.72) Galfl(1-*4)Glc-Cer
(GM3) 31 (GD3)
3 2
ocNANA ocNANA8— 2o0cNANA
UDP-GalNAc 57.58.63, UDP-GalNAc (57,61)
165.70,72"

GalNACJ3(1-»-4)GalfM1-»4)Glc-Cer GalNACJ3(1  4)GalB(1-*A)Glc-Cer

3i (GM2) 3i (GD2)
2 2'
etNANA OtNANA— ocNANA
vpP-cal ubP-Gal (57,6162)
GalJ?(1-3)GalNAcJI3(U4)Gaip(1*A)Glc-Cer---------- -»GaLPi(1-*3)GalNAcI3(1—A)GalJ3(1-4)Glc-Cer
GD1b;
54 (@) (60) (GD1b)
OotNANA 0cNANAG— i-ocNANA
CMP-NANA _5760,64. CMP-NANA
166,70.72' (60)

GalJ3(U3)GalNAcJi(1*A)GalJ3(1*4)Glc-Cer

GalJi(1-3)GalNAcJB(UA)Gaip(U4)Glc-Cer

31 31 (GD1a) 3i (GT1b)
2 21 2l
ot NANA ot NANA NANA OtNANA"N— - ot-NANA
CMP-NANA CMP-NANA

(68) (69)

GalJ3(1-*3)GalNAcJI}(U4)Galj3(W4)Glc-Cer

Gal B(1:>3)Gal NACT3 (1 ¢ AGHTA(L*AGlo-Cer

3| 3. (GT1a) 3] (GQUbt
2l Vel
«.NANA — -<*NANA ocNANA NANA-NANA OtNANA -— 2cw:NANA

Ryc. 3. Biosynteza gangliozydéw moézgowych. Strzatki oznaczaja kierunek reakcji.
W nawiasach podano odnos$niki literaturowe do prac, w ktérych poszczeg6lne reakcje
zostaty opisane. Linia przerywana oznacza szlak hipotetyczny. Cyfry umieszczone przy
liniach tgczacych jednostki cukrowe okre$lajg atomy wegla w pier$cieniu cukrowym
biorgce udziat w wytwarzaniu wigzan glikozydowych. Litery greckie a i p oznaczajga
konfiguracje wigzan glikozydowych.
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GM2 (GA2), czy asjalo GM1 (GAI). Opisano réwniez transferaze kwasu
sjalowego przeksztatcajgcg GAIl do gangliozydu GMIb (80, 81) oraz trans-
feraze fukozy syntetyzujaca fukozylo-GAIl (76). Schemat biosyntezy gliko-
sfingolipidow typu ,,ganglio” przebiegajacej przy udziale asjalogangliozy-
doéw przedstawia ryc. 4. Wszystkie enzymy tego szlaku znaleziono w szpi-
ku kostnym krélika (76).

GalJd3(U4)Gtc-Cer
UDR-Gal NAc
(75,76,77)

GalNAC]3(1- 4)Gald(1e Glc-Cer (GA 2)
UDP-Gal

\\ (75,78)

GalJ3(U3)GalNAcJI3(U4)Gall3[U4)Glc-Cer (GA1L)

GDP-Fuk / CMP-NANA
/(752 (75,79,80)
T
Gal 3(1 *3) Gai NAcj3 (1—4) GalJ3(U 4)G Ic-mCer GalJ3(1*3)GalNAcjM1-4)Gall3(1*4)Glc-Cer
| (Fuk - GA1) 31
Fuk 2 (GM1 b)
0ocNANA

Ryc. 4. Biosynteza glikosfingolipidow ,,ganglio” przebiegajgca droga asjalogangliozy-
déw. Oznaczenia jak na ryc. 3.

Glikosfingolipidy zaliczane do grupy ,,globo” i ,,globoizo” (tabela 1)
sq szeroko rozpowszechnione w komorkach ludzkich i zwierzecych (2).
Globotetraglikozyloceramid jest gtownym glikosfingolipidem erytrocytow
cztowieka (82, 83) i Swini (84). Zwigzek ten opisany zostat jako krwinkowy
antygen grupowy P (85—87). Jego prekursor globotrojheksozyloceramid
charakteryzuje sie aktywnos$cig grupowga Pk (85—87). Znanym glikosfingo-
lipidem typu ,,globo” jest takze antygen Forssmana wykrywany w Kko-
morkach wielu zwierzat. Antygen Forssmana jest gtdéwnym glikosfingoli-
pidem krwinek czerwonych owcy (89) i kozy (90). Globoizotetraglikozyl-
ceramid znaleziono w nerce szczura (91) oraz w tkance nowotworowej
wywodzacej sie z komorek szczura (92). Biosynteze trojheksozyloceramidu
przeprowadzili in vitro Hilderbrandt i Hauser (53), stosujgc
jako Zrédto enzymu homogenaty $ledziony szczura. W reakcji tej trans-
feraza galaktozy przenosita reszte galaktozy na laktozyloceramid. Typu
wigzan w otrzymanym produkcie nie ustalono.

UDP-Gal+ Gal-Glc-Cer Gal-Gal-Glc-Cer+UDP

P6zniej wykazano, ze mikrosomy S$ledziony i szpiku kostnego szczura za-
wierajg enzym dotaczajacy galaktoze do laktozyloceramidu wigzaniem
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a(l—3), (93). W mikrosomach nerki szczura wykryto enzymy syntetyzuja-
ce zarowno ,,globo” jak i ,globoizo” tréjheksozyloceramid zawierajgce
wigzanie pomiedzy terminalng i wewnetrzng galaktozg typu (1—4) i (1—3),
(94). Transferaze przenoszaca N-acetylogalaktozoamine na globotrojhek-
sozyloceramid z wytworzeniem wigzania glikozydowego typu beta znale-
ziono w mdzgu embrionéw kurzych (95). W wyniku przytaczenia reszty
N-acetylogalaktozoaminy do globotetraglikozyloceramidu z wytworzeniem
wigzania a powstaje antygen Forssmana. Reakcje syntezy antygenu Forss-
mana odtwarzano in vitro wielokrotnie (96—100). Schemat biosyntezy gli-
kosfingolipidow typu ,,globo” i ,,globoizo” przedstawia ryc. 5.

GalB5(1-4) Gic-Cer\ UDP-Gal
UDP-Gal =K
(52,93) Bk (92,93]
’ -
Galot,(1-*-4)GalJ3[1»4)Glc -Cer Galo<(1-*3 ) GalJ3(1-*-4)Glc-Cer
UDP-Gal NAc

(94,96,97)

GalNAcJNU3)Galoc.(1-A)Galj3(1-*A)Glc-Cer
UDP-Gal NAc
' (95-99)

GalNAcoc(1-*3)GalNAcJ3(1-*3)Gal«t(1-*A)Gaip(UA)Glc-Cer
(antygen Forssmana)

Ryc. 5. Biosynteza glikosfingolipidow ,,globo” i ,,globoizo”. Z lewej strony ryciny
przedstawiono reakcje prowadzgce do powstania glikosfingolipidow ,,globo™, z pra-
wej — ,,globoizo”. Oznaczenia jak na ryc. 3.

Do grupy ,lakto” i ,,laktoneo” (tabela 1) zalicza sie glikosfingolipidy
charakteryzujgce sie aktywnos$ciami serologicznymi ABH, Lea, Leb (101),
P! (102) oraz li (103, 104). Wiekszo$¢ z nich to fukoglikosfingolipidy. Wsréd
glikosfingolipidéw ,,laktoneo™ znajduja sie gangliozydy zawierajgce w tan-
cuchu cukrowym N-acetyloglukozoamine (105) oraz poliglikozyloceramidy
charakteryzujace sie obecnoscig w czgsteczce od 20 do 60 reszt sacharydo-
wych (103, 104, 106). Biosynteze trojheksozyloceramidu oraz tetraglikozy-
loceramidu przeprowadzili in vitro Basu iwsp. (107) oraz Basu i Ba-
su (108). Doktadnej struktury wigzan glikozydowych w otrzymanych pro-
duktach nie udato sie autorom ustalic. W surowicy ludzkiej Zielenski
i Koscielak (109) wykryli transferaze przenoszaca galaktoze na lakto-
tréjheksozyloceramid z wytworzeniem wigzania P(1—4). Enzym ten ziden-
tyfikowany zostat jako komponenta A syntazy laktozy (EC 2.4.1.90).
Transferazy biorgce udziat w biosyntezie glikosfingolipidow grupowych
uktadu ABO i Lewis opisano w kilku laboratoriach. W szpiku kostnym
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krolika a takze w innych tkankach zwierzecych znaleziono enzym prze-
noszacy reszte galaktozy na terminalny cukier laktotetraglikozylocerami-
du z wytworzeniem wigzania glikozydowego typu a (110—113). Powsta-
jacy w tej reakcji pentaglikozyloceramid, mimo braku fukozy wykazuje
aktywnos¢ grupowa B. Biosynteze glikosfingolipidu grupowego H prze-
Sledzono w innych pracach. Transferaze fukozy przenoszaca fukoze na
terminalng galaktoze laktoneotetraglikozyloceramidu z wytworzeniem
wigzania a(l — 2) znaleziono, w tkankach ludzkich i zwierzecych (112,
114—116). Przez przytaczenie fukozy wigzaniem a(l — 2) do przedostat-
niej galaktozy laktoneopentaglikozyloceramidu otrzymano glikosfingoli-
pid grupowy B (117). Antygeny A i B zsyntetyzowano takze przenoszac
enzymatycznie odpowiednio reszte N-acetylogalaktozoaminy i galaktozy na
terminalng galaktoze glikosfingolipidu grupowego H (118).

Komorki zwierzece zawierajg oprocz a(l — 2) fukozylotransferazy bio-
ragcej udziat w tworzeniu antygenéw grupowych ABH, enzymy dotgczajg-
ce fukoze do N-acetyloglukozoaminy zwigzkdw akceptorowych. Antygeny
Lewis (Lea i Leb), ktére zaliczane sg do grupy ,lakto” charakteryzuja sie
obecnoscig fukozy przy weglu 4 N-acetyloglukozoaminy (4, 119, 120).
Zwigzki te otrzymano przenoszgc enzymatycznie fukoze na glikosfingoli-
pidy izolowane z krwinek ludzkich (121). Znane sg takze przypadki przy-
taczania fukozy do N-acetyloglukozoaminy glikosfingolipidéw grupy ,,lak-
toneo” z wytworzeniem wigzania (1 — 3), (114, 117, 122). Schemat biosyn-
tezy glikosfingolipidéw ,,lakto™ i ,,laktoneo™ przedstawiajg ryc. 6 i 7.

Odrebng grupe glikosfingolipidéw stanowig sulfatydy zawierajgce w
tancuchach cukrowych reszty siarczanowe (2, 123). Najbardziej znanym
sulfatydem jest siarczan galaktozyloceramidu obecny w duzych ilosciach

Galj3(1*4)Glc-Cer
,L)P-GIcNAc
' (106)

GIcNAcJ3fUu3)GalJ3(1-4)Glc-Cer
UDP-Gal
(107)

GalJ3(1-3)GIcNAcJ3(1»3)GalJ3(1*4)Glc-Cer
UDP-Gal GDP-Fuk
(109.110) \ (120)

Galot—Gaip(1 #3)GIcNAcjM1-*3)GatJ3(1*4)Glc-Cer

Gaip(1-3)GIcNAcJ3(1-3)GatJ3(1-4)Glc-Cer GalJ3(1-»3)GIcNACcJI3(1~3)GalJi(1*4)Glc-Cer
H H 1
il il W

«¢Puk otFuk (Lg™) eCFuk (Lea)

Ryc. 6. Biosynteza glikosfingolipidow ,,lakto”. Oznaczenia jak na ryc. 3.
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GalJ3(1-4)Glc-Cer

UDP* GIcNAC
(106)

GIcNACJ3(1-»3)Gall3(1-»4)Glc-Cer  ------- Gj3P'* uk > GIcNACcfl(1-3)Gald3(1-4)Glc-Cer
1107,108)
Gaip(1-»A)GIcNAcp(1-»3)Gall3(1-*4)Glc-Cer Gal «U 1*3)Gall5(1-*A)GIcNACJ3(1-*3)Gall ?(1-»A)Glc-Cer
GDP-Fuk GDP-Fuk (1 GDP-Fuk \ GDP-Fuk
H13I
Gatd3(1-4)GIeNACJI(1-»3)GQI3(UAIGIC-Cen (115115 (we)
Galfl(1-4)GtcNAcp(1-»3)Gatl3(1~4)Glc-Cer GaU(1-3)Gal3(1w,)GIcNAcJi(1-3)Goip(1*4)Gle-Cei
2 . . .
likosfingolipid H (115.1161 L,.
(9 golip ) UOP-Gal
«.Puk
UDP-GaIlNAc [/ (117) (115117}
GalNAcoc(1-»3)Galdi(1-»4)GIcNAcp(1-»3)Gaip(1-*4)Glc-Cer Galot(U3)Gaip(1~4)GIcNAcJ}(1*3)Gall3(1*4)Glc-Cer
(glikostmgolipid A) (glikosfingolipid 6)
«cFuk «Fuk

Ryc. 7. Biosynteza glikosfingolipidéw ,,laktoneo™. Oznaczenia jak na ryc. 3.

w mobzgu cztowieka i zwierzat (2, 123, 124) oraz w gruczotach solnych
ptakow (125). Komorki zwierzece zawierajg takze sulfatydy bedace po-
chodnymi dwu i tréjheksozyloceramidéw. W nerce psa wykryto siarczan
dwugalaktozyloceramidu (126). Z narzagdéw migzszowych cztowieka wy-
izolowano siarczan laktozyloceramidu (127). Bogatym zrédiem sulfatydow
jest Sluzéwka zotgdka $wini, ktora obok siarczanu mono i dwuheksozylo-
ceramidu zawiera siarczan trojheksozyloceramidu o budowie (128):

(SO0H  3)-Gal-/l — 4/-Gal-/l — 4/-Glc/l — 1/-Cer

W biosyntezie sulfatydéw bierze udziat sulfotransferaza, ktéra prze-
nosi reszte siarczanowg na wegiel 3 terminalnej galaktozy zwigzku akcep-
torowego. Siarczan nieorganiczny przed wejsciem w reakcje ulega akty-
wacji przy udziale ATP. Powstajacy 3-fosfoadenozylo-5-fosfosiarczan jest
bezposrednim donorem reszt siarczanowych. Reakcje opisano na przy-
ktadzie glikosfingolipidow zawierajagcych jedng i dwie reszty cukrowe
w czasteczce (129—132):

cqg2- ATP

Gal-fwl — 1/-Cer _ 4’ (SOH 3);Ga|-(3/| — 1/-Cer

Odrebny problem stanowi biosynteza glikosfingolipidéw wysokoczga-
steczkowych. Duzo uwagi posSwieca sie aktualnie enzymom rozgateziajg-
cym ztozone tancuchy cukrowe do ktorych nalezg (51 — 3) i @31 — 6)
glukozoaminylotransferazy (133—139). Basu i wsp. (134) dotgczyli enzy-
matycznie N-acetyloglukozoamine do laktoneotetraozyloceramidu otrzymu-
jac dwa pentaglikozyloceramidy zawierajgce terminalne sekwencje cukro-
we GIcNAc P(1 — 3)-Gal i GIcNAc (31 — 6)-Gal. ldentyczne struktury
cukrowe uzyskali Zielenski i KoScielak (138) przy zastosowa-
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niu laktozy jako substratu. Ci sami autorzy zsyntetyzowali enzymatycz-
nie czterocukier o budowie GIcNAc (i( — 6)-[GIcNAc |51 — 3)]-Gal P-(I —
4)-Glc (139). Zwigzek ten zawiera rozgatezienie typowe dla ztozonych gli-
kosfingolipidow.

Wydaje sie, ze wydtuzanie tancuchdw cukrowych droga przytaczania
pojedynczych reszt sacharydowych obowigzuje w biosyntezie glikosfingo-
lipiddw niezaleznie od ciezaru czasteczkowego tworzacego sie zwigzku.
Wykazano, ze transferaza galaktozy przenoszaca galaktoze na glukozo-
amine z wytworzeniem wigzania (51 — 4), obecna w surowicy ludzkiej
wykorzystuje jako substrat nie tylko niskoczasteczkowy laktotréjheksozy-
loceramid, ale takze poliglikozyloceramid, w ktérym chemicznie usunigto
koncowe ugrupowania cukrowe (109). Nie mozna jednak wykluczy¢ mozli-
wosci biosyntezy tancuchéw oligosacharydowych poliglikozyloceramidéw
lub ich fragmentow przy udziale zwigzkow posredniczacych. Wiadomo,
ze w biosyntezie pewnych glikoprotein (patrz rozdziat 1V.5) tahAcuchy
cukrowe przenoszone sg na peptydy w postaci gotowych fragmentéw oli-
gosacharydowych, syntetyzowanych przy udziale fosforanéw dolicholi
(140—142). Ciekawe bytoby zbadanie, czy poliglikozyloceramidy i poligli-
kozylopeptydy (143—145) syntetyzowane sg przez te same kompleksy enzy-
matyczne.

Innym zagadnieniem jest udziatl glikozydaz w biosyntezie taficuchdéw
cukrowych glikokoniugatéw. Wiadomo, ze hydroliza enzymatyczna wigza-
nia glikozydowego jest reakcjg odwracalng. W zaleznosci od warunkdéw
reszta cukrowa moze by¢é przenoszona przez enzym badz na czasteczke
wody, badz tez na inny cukier. Aktywnos$¢ transferazowa glikozydaz opi-
sano na przyktadzie szeregu enzymoéw (146, 147). W mozgu szczura znale-
ziono P-galaktozydaze, ktéra wykorzystujac jako donory rézne P-galakto-
zydy przenosita reszte galaktozy na ceramid (147). W Swietle wspoicze-
snych badan nie wydaje sie jednak, by transglikozylacja katalizowana
przez enzymy hydrolityczne odgrywata znaczacg role w biosyntezie gliko-
sfingolipidow.

IV. Miejsce biosyntezy glikosfingolipidéw w komdérce oraz transport gli-
kosfingolipidéw do biony plazmatycznej
.

Przedstawione w rozdziatach Il i 11l szlaki biosyntezy glikosfingolipi-
déw ustalano na podstawie badan enzymatycznych prowadzonych gtdwnie
przy zastosowaniu homogenatow tkankowych oraz frakcji subkomdrko-
wych. W wielu laboratoriach pracuje sie obecnie nad poznaniem zjawisk
towarzyszacych biosyntezie glikosfingolipidow w zywej komoérce. W tym
ujeciu biosynteza glikosfingolipidéw staje sie zagadnieniem bardzo szero-
kim, powigzanym bezposrednio z problemem biogenezy biony plazma-
tycznej.
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IV-1. Rozmieszczenie glikosfingolipidow w komdrce

Obszerna literatura wskazuje, ze glikosfingolipidy wystepuja w ko-
morce na powierzchni btony komorkowej (148—154). Fragmenty cerami-
dowe stuzg zakotwiczeniu glikosfingolipidéw w btonie, podczas gdy reszty
oligosacharydowe wystaja do S$rodowiska zewnetrznego tworzgc razem
z innymi glikokoniugatami warstwe, za posrednictwem ktérej komorka
kontaktuje sie z otoczeniem (153, 154).

Badania nad subkomdrkowym rozmieszczeniem gangliozydéw w ko-
madrkach hodowanych in vitro wykazuja, ze okoto 70-80% tych zwigzkéw
znajduje sie w btonie plazmatycznej (155). Powierzchniowe umiejscowienie
gangliozydow wykazano znakujgc bezposrednio btone plazmatyczng nad-
jodanem oraz neuraminidaza, a takze droga posrednich wyliczed opartych
na reakcji wigzania toksyny cholery przez gangliozyd GM1. Wydaje sie,
ze glikosfingolipidy btony plazmatycznej nie stanowig sztywnych struktur
lecz mogg ulega¢ przemieszczaniu w pitaszczyznie horyzontalnej tworzac
mniejsze lub wieksze skupiska (tzw. patches i caps, 14). Jest takze praw-
dopodobne, ze podatnos¢ glikosfingolipiddw na dziatanie czynnikow ze-
wnetrznych moze sie zmienia¢ dzieki obecnosci glikoprotein maskujgcych
(156—158). Niedawno wykazano, ze egzogenny gangliozyd GM1 wiaczany
do btony plazmatycznej komdrek neuroblastoma ulega endocytozie (159).
Pozostaje sprawa niejasng, czy receptory glikosfingolipidowe wnikajg do
wnetrza komérek razem z ligandami i czy sg wielokrotnie wykorzystywane
do celéw transportowych. Proces ten opisano na przyktadzie receptoréw
biatkowych (160, 161).

Niewielkie ilosci glikosfingolipidow wystepuja stale we wnetrzu ko-
morek. W komdrkach NIL glikosfingolipidy obojetne oraz hematozyd zna-
leziono nie tylko w btonie plazmatycznej, lecz takze w jadrach komorko-
wych, mitochondriach i siateczce endoplazmatycznej (162). W watrobie
szczura gangliozydy wykryto w siateczce endoplazmatycznej w mitochon-
driacli, w aparacie Golgiego i w cytosolu (163). Gangliozydy cytosolowe
opisano w komorkach mézgowych szczura i cielecia (164, 165). Metodami
histochemicznymi stwierdzono obecno$¢ galaktozyloceramidu w cytoplaz-
mie Kilku réznych linii komoérkowych (166). Przypuszcza sie, ze glikosfin-
golipidy wewngatrzkomorkowe sg odzwierciedleniem proceséw biosyntezy
i degradacji, by¢ moze jednak iz petnig one jaka$ specyficzng funkcje bio-
logiczng.

IV-2. Rozmieszczenie transferaz cukrowych w komorce
Transferazy cukrowe biorgce udziat w budowie taricuchéw cukrowych

glikosfingolipidow zlokalizowano gtownie w btonach wewngtrzkomorko-
wych (3, 167). W najwiekszych ilosciach wystepuja one w siateczce endo-
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plazmatycznej i w aparacie Golgiego, ktéry uwazany jest za gtdwne miej-
sce glikozylacji. Tu znaleziono enzymy zwigzane z biosyntezg glikosfingo-
lipidow obojetnych, gangliozydow i glikosfingolipidéow siarczanowych.
Aparat Golgiego watroby szczura zawiera wszystkie transferazy niezbed-
ne do przeksztatcenia laktozyloceramidu w gangliozyd GDIla (71, 72) oraz
sjalozylotransferaze dotgczajgca kwas sjalowy do gangliozydu GM3 z wy-
tworzeniem gangliozydu GD3 (168). Komplet enzymoéw syntetyzujgcych
gangliozyd GDIla z laktozyloceramidu wystepuje takze w aparacie Golgie-
go tarczycy wotowej (73). Z tym samym przedziatem komérkowym zwig-
zane sg enzymy szlaku biosyntetycznego glikosfingolipidu grupowego B
(169) oraz pochodnej siarczanowej galaktozyloceramidu (170). W aparacie
Golgiego komdrek nowotworowych znaleziono enzymy biorgce udziat
w biosyntezie antygenu Forssmana (98). Z drugiej strony w tarczycy wo-
towej enzym przenoszacy kwas sjalowy na gangliozyd GM3 wystepuje
we frakcjach komdrkowych nie zawierajgcych aparatu Golgiego (73). Po-
dobne spostrzezenia zanotowano odnosnie enzymu przenoszacego galakto-
ze na ceramid w nerce szczura (171). Wydaje sie, ze glikozylacja gliko-
sfingolipidéw zachodzi¢ moze w kilku miejscach komarki.

Niewielkie ilosci transferaz cukrowych wystepujg na powierzchni ko-
morek (172). Transferazom powierzchniowym przypisuje sie role regulato-
rowg. Stwierdzono, ze aktywno$¢ powierzchniowa galaktozylotransferazy
w jelicie szczura wzrasta w komorkach dzielgcych sie (173). Wykazano
takze, ze powierzchniowe galaktozylotransferazy uczestniczg w procesie
aglutynacji komorek (174, 175). Wedtug Rosemana (176) enzymy btony
plazmatycznej poprzez interakcje z akceptorami cukrowymi komorek sa-
siadujgcych biorg udziat w takich procesach jak adhezja komérkowa czy
utrata hamowania kontaktowego w komérkach nowotworowych. Nie
wydaje sie by transferazy cukrowe btony plazmatycznej uczestniczyty
w biosyntezie. Sprawg kontrowersyjng pozostaje takze biosynteza ganglio-
zydéw w synaptosomach. Transferazy reszt cukrowych w btonach synap-
tycznych komorek nerwowych opisywano w roznych laboratoriach (64,
177, 178). Ng i Dain (68) uwazajg jednak, ze obecnos$¢ tych enzymow
we frakcjach zawierajgcych btony synaptyczne wynikaé moze z niedo-
skonatosci metod frakcjonowania komérkowego.

IV-3. Biosynteza glikosfingolipidow w komorce

Najczesciej stosowang metoda badania biosyntezy glikosfingolipidéw
w zywej komorce jest znakowanie glikosfingolipidow radioaktywnymi
prekursorami i nastepnie ich analiza.

Maccioni i wsp. (179) podawali mtodym szczurom znakowang N-
acetyloglukozoamine i $ledzili wzrost radioaktywno$ci w gangliozydach
moézgowych. Nie zaobserwowano, by gangliozydy o nizszych masach cza-
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steczkowych pojawity sie w komorkach wczesniej niz gangliozydy o wyz-
szych masach czgsteczkowych. Whrew oczekiwaniom wykazano wcze$niej-
sze wihaczanie znaku do gangliozydow bardziej ztozonych. Nie stwierdzono
takze roznic we wzroscie radioaktywnosci witasciwej wewnetrznej i ter-
minalnej reszty kwasu sjalowego w dwusjalozylogangliozydach. Desjaliza-
cja gangliozyddw ktérg uzyskiwano dziatajac neuraminidazg na preparaty
btonowe nie zmieniata endogennej zdolnosci bton do przytaczania grup
sjalowych (180). Na podstawie tych i innych wynikéw sugerowano, ze
gangliozydy syntetyzowane sg przy udziale kompleksow enzymatycznych
w sposob uniemozliwiajgcy mieszanie sie nowo powstatych gangliozydow
prekursorowych z gtéwng pulg gangliozydéw obecng w btonie plazmatycz-
nej (179, 181). Eksperymenty wskazywaly takze, Ze biosynteza rdznych
gangliozydow przebiega¢ moze przy udziale réznych komplekséw enzy-
matycznych (155, 179, 181). Nieco inne wyniki uzyskano po podaniu ko-
morkom neuroblastoma NB14A radioaktywnej mannozoaminy (182). Zna-
kowany gangliozyd GM3 pojawial sie po czasie krétszym niz 10 minut,
gangliozyd GM2 wykrywano po 30 minutach od momentu podania radio-
aktywnego prekursora, za$ gangliozyd GM1 odnajdywano po 60—90 mi-
nutach.

Dodatkowych danych wskazujacych na obecno$¢ wewnatrzkomoérko-
wej puli gangliozydéw prekursorowych nie mieszajgcych sie z gangliozy-
dami btonowymi dostarczyty badania nad wewngtrzkomoérkowym trans-
portem gangliozydéw. Stwierdzono, ze w komdrkach nerwowych nowo
powstate gangliozydy pojawiajg sie najpierw w perikarionie, po czym we-
drujg do wypustek nerwowych (183). W innej serii badan wykazano, ze
nowo powstate gangliozydy pojawiajg sie we wnetrzu komdrek, nastepnie
za$ w btonie komdrkowej (184).

IV-4. Transport gangliozydéw z miejsca glikozylacji do powierzchni komorki

Transport gangliozydéw z miejsca biosyntezy do biony komdrkowej
badany byt w komérkach glioma C6 i neuroblastoma NI8. Opracowano
metode powierzchniowego znakowania gangliozydéw dzigki ktorej mozli-
we byto $ledzenie wiagczania radioaktywnej galaktozy jednocze$nie do
gangliozydow wewnatrz i zewnatrzkomdrkowych (184). Wykazano, ze
wzrost radioaktywnoséci w obu frakcjach przebiegat w poczatkowym okre-
sie inkubacji w sposo6b liniowy z przesunieciem w czasie okoto 20 minut.
Gangliozydy pojawiaty sie najpierw we wnetrzu komoérek, po czym w
spos6b ciggty dostarczane bytly do btony plazmatycznej. Szybko$¢ ujaw-
niania sie réznych gangliozydéw na powierzchni komoérek obu badanych
linii byta podobna. Obliczenia matematyczne sugerowaly statg szybkos$¢
transportu. Mechanizm transportu glikosfingolipidéw z miejsca biosynte-
zy do btony plazmatycznej pozostaje nieznany, wiele danych wskazuje

12 Postepy Biochemii 384
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jednak, ze jest on podobny do mechanizmu transportu innych elementow
btony. Problem ten omdéwiony zostanie szerzej w nastepnym rozdziale.

IV-5. Biogeneza btony biologicznej i mechanizm transportu sktadnikéw btonowych
z miejsca biosyntezy do powierzchni komérki

Najbardziej rozpowszechniona obecnie koncepcja powstawania btony
plazmatycznej jest hipoteza znana pod nazwg ,membrane jlow model”
{185). Zaktada ona, ze btona plazmatyczna tworzy sie wewngatrz komorek
w siateczce endoplazmatycznej i w aparacie Golgiego, po czym w postaci
gotowych fragmentow transportowana jest ku powierzchni komorki. Hipo-
teza ,,membrane flow model” znajduje poparcie w badaniach nad biosyn-
tezg biatek bedacych istotnym skfadnikiem biony plazmatycznej. Ryc. 8
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rybosom endoplazmatyczna Golgiego transportowy plazma-
tyczna

Ryc. 8. Schemat wewngtrzkomdérkowego transportu glikoprotein btonowych i sekre-
cyjnych (wg 140, 198, 202).

podsumowuje obecne koncepcje dotyczace biosyntezy i transportu we-
wnatrzkomdrkowego glikoprotein zawierajacych potaczenia cukrowo-biat-
kowe typu glukozoamina-asparagina. Biosynteza rozpoczyna sie na wol-
nych rybosomach (a). Wedtug wynikéw prac Blobela i Dobber-
steina (186, 187) N-koncowy fragment rosnacego polipeptydu zawiera
tzw. sekwencje sygnatowg, ktdra powoduje zwigzanie rybosomu z btong
siateczki endoplazmatycznej w miejscu wyznaczonym przez odpowiednie
receptory (b). Polipeptyd przeciska sie przez kanat wytworzony w btonie
do wewnetrznych przestrzeni siateczki endoplazmatycznej, gdzie naste-
puje wstepna glikozylacja biatka (188—191) przy udziale fosforanéw do-
licholi (140—142), (c). Na tym etapie do polipeptydu dotgczane sg reszty
glukozy, N-acetylogukozoaminy i mannozy. Po wstepnej glikozylacji czes¢
reszt cukrowych ulega odszczepieniu (tzw. processing), (192, 193), po czym
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biatko przemieszcza sie do aparatu Golgiego (d). W aparacie Golgiego na-
stepuje koricowa glikozylacja glikoproteiny, tzn. przytgczenie odpowiednio
reszt N-acetyloglukozoaminy, galaktozy i kwasu sjalowego (194—196)
i biatko transportowane jest do btony plazmatycznej (e, f). Przedstawiony
schemat biosyntezy proponuje sie zaré6wno dla biatek btonowych jak i se-
krecyjnych przy zatozeniu, ze biatka sekrecyjne oddzielajg sie na pewnym
etapie od struktur btonowych co umozliwia ich wydzielenie z komérki.
Przyjmuje sie, ze transport zachodzi przy udziale pecherzykdéw btonowych,
ktére zlewajg sie z btong na powierzchni komorki droga fuzji. Wewnatrz-
komorkowy transport w pecherzykach bitonowych jest obecnie dobrze
udokumentowany dla biatka wirusa VSV (197).

Aparat Golgiego wykazuje budowe niesymetryczng (198—202). Gliko-
zylotransferazy biorgce udziat w koncowych glikozylacjach glikokoniuga-
téw zlokalizowane sg w tzw. fragmencie ,,trans”. Fragment ,,cis” obecno-
Scig wielu enzymow przypomina sktad bton siateczki endoplazmatycznej.
Wedlug Rothmana (202) nowo utworzone bhiatka btonowe (a takze
sekrecyjne, lizozomowe i inne) transportowane sg z bton siateczki endo-
plazmatycznej do aparatu Golgiego razem z calg. masg biatek towarzyszg-
cych badz dotaczonych przypadkowo, badz tez stanowigcych materiat
no$ny. Podczas przechodzenia przez kolejne cysterny aparatu Golgiego
biatka przeznaczone do dalszego transportu ulegaja zageszczeniu i oczysz-
czeniu, pozostate za$ wracaja do bton siateczki endoplazmatycznej. Hipo-
tetyczny proces oczyszczania sie zwigzkéw w aparacie Golgiego poréwnuje
Rothman do destylacji frakcyjnej. W czesci ,,trans” aparatu Golgiego
nastepuje koncowa glikozylacja oraz sortowanie biatek. Nastepnie frag-
menty bton o odpowiednio uformowanym skiadzie odrywajg sie od apa-
ratu Golgiego i wedrujg do miejsca swego przeznaczenia. Niedawno przed-
stawiono wyniki sugerujace, ze w komdrkach nerwowych zaby wszystkie
biatka przemieszczajagce sie do wypustek nerwowych przechodza przez
aparat Golgiego (203). Wykazano, ze jonofor monensyna blokujgcy we-
wnatrzkomorkowy transport glikoprotein na poziomie aparatu Golgiego
(204—207) hamuje aksonalny transport wszystkich nowo utworzonych
biatek w jednakowym stopniu.

Zaktadajgc stuszno$¢ hipotezy o wewngtrzkomdrkowym montazu bto-
ny plazmatycznej, losy tworzacych sie glikosfingolipidéw powinny pozo-
stawa¢ w S$cistym zwigzku z biosyntezg pozostatych elementéw btony.
Wydaje sie, ze biosynteza glikosfingolipidow podobnie jak biatek rozpo-
czyna sie w blonach siateczki endoplazmatycznej. Tu bowiem wystepuje
wiele enzymow katalizujgcych biosynteze lipidow, w tym takze sfingoli-
pidéw (208, 209). Cho¢ przyjmuje sie, ze tancuchy cukrowe glikosfingoli-
pidow powstajg w aparacie Golgiego, szereg danych wskazuje, ze poczat-
kowa glikozylacja ceramidu zachodzi¢ moze w innym miejscu komorki.
@) rozmieszczeniu transferaz cukrowych we frakcjach subkomodrkowych
pisano w rozdziale 1V-2. Niedawno wykryto, ze wiele zwigzkéw zakioca-
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jacych wewnatrzkomdrkowy transport glikoprotein powoduje w komor-
kach glioma i neuroblastoma nagromadzanie sie glukozyloceramidu i spa-
dek ilosci glikosfingolipidow o wyzszych masach czgsteczkowych (Mil-
ler-Podraza i Fishman, praca przygotowywana do druku).
Wykazano takze szybsze pojawianie sie w komaérkach glukozyloceramidu
w poréwnaniu z innymi, bardziej ztozonymi glikosfingolipidami (210). Za
hipoteza ,,membrane jlow model” przemawia takze fakt, ze nowo utworzo-
ne gangliozydy nie przechodzg w komodrkach do cytosolu, lecz pozostajg
zwiazane z frakcjami btonowymi (210). Znamienne jest i to, ze czas trans-
portu gangliozydéw z miejsca biosyntezy do btony komérkowej obliczony
na ok. 20 minut (184) zblizony jest do czasu transportu innych zwigzkéw
przenoszonych ku powierzchni btony. Obliczono na przykiad, ze 50%
glikoproteiny wirusa VSV przemieszcza sie z aparatu Golgiego do btony
komérkowej w czasie 45 minut (197). W watrobie transport sjalowych
glikoprotein z miejsca glikozylacji do powierzchni komdrki zajmuje 20—
30 minut (211). W makrofagach glikoproteiny przebywajg droge z ryboso-
moéw do btony komdrkowej w czasie 36—55 minut (212). W podobnym
tempie odbywa sie takze transport sulfatydow w komérkach nerki (170).

Z drugiej strony szereg prac wskazuje, ze wewnatrzkomdérkowy trans-
port prekursoréw bionowych zachodzi¢ moze indywidualnie przy udziale
zwiazkéw nosnikowych. Na przyktad Sonnino i wsp. (164) sugeruja,
ze gangliozydy transportowane sg do btony plazmatycznej w postaci roz-
puszczalnych komplekséw lipidowo-biatkowych. Kompleksy takie wyizo-
lowano z frakcji cytosolowej maézgu cielecia. Rozpuszczalne biatka cyto-
solowe przyspieszajace transport pomiedzy btonami biologicznymi opisano
na przyktadzie fosfolipidow (213—219) oraz glikosfingolipidow obojetnych
i kwasnych (220—222). By¢ moze, ze glikosfingolipidy prekursorowe prze-
bywajg droge pomiedzy punktami biosyntezy w formie rozpuszczalnej,
za$ w peini uformowane zwigzki transportowane sg do powierzchni ko-
morek w pecherzykach blonowych. Nie mozna wykluczy¢ takze i tego,
ze rézne organizmy rozwigzujg problem wewngtrzkomaérkowego transpor-
tu zwigzkéw w rézny sposob.

V. Regulacja biosyntezy glikosfingolipidow

W determinowaniu struktury chemicznej glikosfingolipidow gtéwng
role petnig enzymy syntetyzujace, ktérych obecnos¢ w komorce jest wy-
razem informacji genetycznej zawartej w chromosomach. O roli transferaz
przenoszacych kwasy tluszczowe na sfingozyne i ich specyficznosci sub-
stratowych wspomniano w rozdziale Il. Enzymy rozpoczynajace biosynteze
tancuchoéw cukrowych glikosfingolipidow rozpoznaja okreslone struktury
we fragmencie lipidowym. W mo6zgu embrionéw kurzych transferaza prze-
noszaca galaktoze na ceramid wykorzystuje tylko te akceptory ktore za-
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wierajg a-hydroksykwasy C18:0 i C18:1 (47). W przypadku enzymoéw prze-
noszacych reszty cukrowe na zwigzki o wyzszych masach czasteczkowych
specyficzno$¢ ogranicza sie prawdopodobnie do koncowych ugrupowan
cukrowych. Badania nad substancjami grupowymi krwi wskazujg, ze te
same enzymy mogga bra¢ udziat w biosyntezie glikolipidéw i glikoprotein
(223). Specyficzno$¢ odnosnie terminalnego cukru tworzgcego sie glikoko-
niugatu wydaje sie by¢ jednak bardzo wysoka. Wiele danych wskazuje,
ze w biosyntezie tannicuchéw cukrowych glikosfingolipidéw kazdej reakcji
transferu odpowiada oddzielny enzym. Stwierdzono na przykiad, ze a i 3
galaktozylotransferazy $ledziony szczura biorgce udziat w biosyntezie lak-
tozyloceramidu i tréjheksozyloceramidu roznig sie wrazliwoscig na dzia-
tanie temperatury i wykazujg inne wymagania odnos$nie jondéw metali
(53). Dwie rozne galaktozylotransferazy z ktorych jedna przenosita galak-
toze na trojheksozyloceramid, a druga na tetraglikozyloceramid wykryto
w szpiku kostnym krdlika (110). a(l — 2) i a(l — 3) fukozylotransferazy
surowicy ludzkiej sg tez odrebnymi biatkami (114), podobnie jak a i 6
galaktozoaminylotransferazy syntetyzujgce antygen Forssmana (99). Z dru-
giej strony w mdzgu embriondw kurzych ta sama transferaza przenosi
reszte N-acetylogalaktozoaminy na ‘globotréjheksozyloceramid, laktozylo-
ceramid i gangliozyd GM3 (95). W S$ledzionie wotowej opisano enzym do-
taczajacy fukoze do laktoneotetraozyloceramidu i pentaglikozylocerami-
du B (115).

Wedtug koncepcji Rosemana (176) transferazy cukrowe wystepuja
w blonach biologicznych w formie kompleksdw wieloenzymatycznych.
Istnieje szereg prac, ktdre te koncepcje popierajg. Stwierdzono na przy-
ktadzie gangliozyddw, ze endogennie syntetyzowany zwigzek jest lepszym
prekursorem w hiosyntezie niz glikosfingolipid dodany z zewnatrz do mie-
szaniny reakcyjnej (62). Badania nad biosynteza antygenu Forssmana
w komérkach chomika NIL wykazaty, ze a i fi galaktozoaminylotransferazy
przeksztalcajg globotrdjheksozyloceramid w tempie sugerujagcym wspot-
dziatanie enzymodw (99). Wydaje sie, ze glikosfingolipidy prekursorowe
pozostajg w trakcie biosyntezy zwigzane z btonami w ktérych przestrzen-
ne rozmieszczenie transferaz cukrowych umozliwia nieprzerwang gliko-
zylacje az do uzyskania produktu koncowego. Niedawno Kannagi
i wsp. (224) zwr6cili uwage na mozliwg role ceramidu w regulacji biosyn-
tezy tancuchéw cukrowych glikosfingolipidow. Autorzy zaktadajg, ze
fragmenty lipidowe omawianych zwigzkéw poprzez oddziatywania hydro-
fobowe zmieniajg stopien powigzania glikosfingolipidow z kompleksami
enzymatycznymi wplywajagc w ten sposdb na przebieg glikozylacji. Po-
wyzsze rozumowanie oparte zostato na obserwacji, ze w pewnych tkan-
kach wystepuje zalezno$¢ pomiedzy strukturg ceramidu i budowg tancu-
chow cukrowych glikosfingolipidéw. Z drugiej strony Kos$cielak
i wsp. (225) sugeruja, ze odmienno$¢ w budowie ceramiddw réznych gliko-



398 H. MILLER-PODRAZA [20]

sfingolipidéw moze byé wynikiem r6znych miejsc biosyntezy i réznej do-
stepnosci poszczegoOlnych kwasow tluszczowych w réznych tkankach.

llo$¢ glikosfingolipidéw komoérkowych zmienia¢ sie moze w organizmie
pod wptywem réznych czynnikéw. Bezposrednio wptywajg na aktywnosé
transferaz cukrowych nukleotydy (226, 229). UDP na przyktad aktywuje
P-galaktozoaminylotransferaze bioragcg udziat w biosyntezie globotetragli-
kozyloceramidu i jednocze$nie hamuje a-galaktozoaminylotransferaze ka-
talizujgcg synteze globopentaglikozyloceramidu (antygenu Forssmana),
(229). Poziom transferaz cukrowych w komoérce zalezy od stezenia pew-
nych hormonéw. Testosteron zmienia w komorkach myszy aktywnos$¢
enzymu przenoszacego galaktoze na ceramid (230). Cortisol przyspiesza
biosynteze sulfatydu w komorkach glioma (231). Znany jest wplyw po-
chodnych kwasu mastowego. Maslan sodowy w komdrkach HelLa zwiek-
sza aktywnos$¢ transferazy kwasu sjalowego biorgcej udziat w biosyntezie
gangliozydu GM3 (232, 233). Badania nad biosyntezg innych zwigzkéw
cukrowcowych wykazaty, ze réwniez pewne biatka mogag petni¢ funkcje
regulatorowe w reakcjach glikozylacji. Przykladem moze by¢é wplyw
a-laktoalbuminy na synteze laktozy (234).

V1. Biosynteza glikosfingolipidéw w organizmach rozwijajgcych sie oraz
w tkankach nowotworowych

Poziom aktywno$ci transferaz cukrowych zmienia sie w cyklu komar-
kowym oraz w rozwoju osobniczym zwierzat. W ludzkich komérkach KB
biosynteza glikosfingolipidow przebiega najintensywniej pod koniec cyklu
komdrkowego (235). Zsynchronizowanym komoérkom podawano radioak-
tywna galaktoze i badano w czasie witgczanie izotopu do glikosfingolipi-
déw obojetnych oraz gangliozydéw. Radioaktywno$¢ specyficzna obu grup
zwigzkéw wzrastata gwattownie w fazie M i GI. Podobne badania prowa-
dzono stosujac jako model eksperymentalny komdérki chomika NIL (236).
Wiaczanie radioaktywnych prekursoréw do glikosfingolipidow zachodzito
we wszystkich fazach cyklu komorki, jednak biosynteza pewnych gliko-
sfingolipidéow wzrastata w fazie Gl i w poczatkach fazy S.

Aktywnos$ci enzyméw syntetyzujgcych glikosfingolipidy zmieniajg sie
w rozwijajacych sie mozgach zwierzecych (237). W mézgu kurczecia mak-
symalng aktywnos$¢ transferazy galaktozy zwigzanej z biosyntezg galakto-
zyloceramidu obserwowano pomiedzy 17 i 2f dniem zycia embrionalnego
(47). Najwyzszy poziom transferazy glukozy przenoszacej glukoze na ce-
ramid wykryto w 13 i 14 dniu rozwoju (48). Stwierdzono roznice w tempie
biosyntezy gangliozydéw cytosolowych i btonowych. W médzgu krélika
maksimum biosyntezy gangliozydéw cytosolowych obserwowano w 21 i 22
dniu rozwoju, za$ maksimum biosyntezy gangliozydéw btonowych stwier-
dzano pomiedzy 29 i 31 dniem, to znaczy w ostatniej fazie zycia ptodowego
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(165). Wykazano, ze biosynteza galaktozyloceramidu w rozwijajgcych sie
moézgach zwierzecych zbiega sie z faza mielinacji (238), podobnie jak bio-
synteza gangliozydu GDla (239) i biosynteza sulfatydéw (130, 238).

Biosynteza glikosfingolipidow ulega zakloceniu w komdrkach nowo-
tworowych. W poréwnaniu z tkankami normalnymi tkanki nowotworowe
wykazujg zazwyczaj podwyzszony poziom glikosfingolipidow zawieraja-
cych krotkie tanicuchy cukrowe przy obnizonym poziomie glikosfingolipi-
déw o wyzszych masach czasteczkowych. Zmiany te powodowane sg bra-
kiem lub obnizeniem aktywnosci pewnych transferaz cukrowych, co pro-
wadzi do gromadzenia sie w komdrkach zwigzkéw prekursorowych. W my-
sich komorkach nowotworowych obserwowano blok w biosyntezie ganglio-
zydu GM2 (240). W komodrkach chomika BHK poddanych transformacji
nowotworowej zarejestrowano obnizony poziom transferazy przenoszacej
kwas sjalowy na laktozyloceramid (241). Znane sa przypadki supresji
enzymow biorgcych udziat w biosyntezie gangliozydu GM1 (242), a takze
gangliozydéw zawierajacych dwie reszty sjalowe w czasteczce (242, 243).
Przyktadow uproszczonego obrazu glikosfingolipidow w komorkach nowo-
tworowych jest bardzo wiele (244—250), znane sa jednak przypadKki
zwiekszonej syntezy glikosfingolipidéw zawierajagcych rozbudowane tan-
cuchy cukrowe. Przyktadem mogg by¢ komorki 3T3sv-A26 i 3T3sv-CE56,
ktére syntetyzujg duze ilosci gangliozydu GDIla kosztem gangliozydu GM3
(151). Pozostaje sprawg nierozstrzygnietg, czy zmiany w biosyntezie gliko-
sfingolipidéw obserwowane w komorkach nowotworowych powodowane
sg utratg kontroli nad tymi komdrkami przez organizm, czy tez sg odbi-
ciem nieodwracalnych zmian genetycznych.

V1. Podsumowanie

Do chwili obecnej opisano szlaki biosyntetyczne catego szeregu gliko-
sfingolipidow obojetnych i kwasnych. W wielu laboratoriach pracuje sie
nad poznaniem procesOw towarzyszacych biosyntezie glikosfingolipidow
w komoérkach zywych. Wiekszo$¢ uzyskanych informacji dotyczy ganglio-
zyd6éw. Ustalono, ze w biosyntezie tych zwigzkdw bierze udziat niewielka
wewnatrzkomdérkowa pula gangliozydow prekursorowych, ktéra nie miesza
sie z pulg gtéwna obecng w btonie plazmatycznej. Na podstawie rozmiesz-
czenia subkomorkowego enzymow syntetyzujgcych stwierdzono, ze aparat
Golgiego jest gtdwnym miejscem glikozylacji glikosfingolipidéw. Biosyn-
teza rozpoczyna sie prawdopodobnie w btonach siateczki endoplazmatycz-
nej. Transport glikosfingolipidéw z miejsca glikozylacji do btony plazma-
tycznej przesledzono w komorkach glioma i neuroblastoma. Czas transpor-
tu obliczono na ok. 20 min. Mechanizm transportu pozostaje niewyjasniony.
Analiza literatury dotyczacej biosyntezy glikoprotein pozwala dostrzec
szereg analogii pomiedzy biosyntezg tych zwigzkow i biosyntezg glikosfin-
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golipidéw. Pozostaje to w zgodzie z hipotezg zaktadajagca wewngtrzkomor-
kowy montaz btony plazmatycznej. Dalsze badania nad biosyntezg i we-
wnatrzkomérkowym transportem glikosfingolipidéow przyczyni¢ sie moga
do wyjasnienia biogenezy btony plazmatycznej.

Zaakceptowano do druku 26.03.1984
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I. Wstep

Singer i Nicolson [1, 2, 3] z poczatkiem lat siedemdziesigtych
przedstawili model molekularnej organizacji lipidéow i biatek w btonach
biologicznych uwzgledniajgcy ich termodynamiczne wiasciwosci. Model
ptynnej, podwdéjnej warstwy lipidowej, w ktéra wnikajg w r6znym stop-
niu biatka integralne nie uwzgledniat jednak miedzy innymi ich ograni-
czonej ruchliwosci dyfuzyjnej. Warunkuje ona zmiany rozmieszczenia re-
ceptorow powierzchniowych oraz witasciwosci mechanicznych biony [4],
Szeroki przeglad tych zjawisk znajdzie czytelnik w Kklasycznych juz dzi-
siaj artykutach Nicolsona [5 6]. Niektére zagadnienia dotyczgce
mechanicznych witasciwosci btony erytrocytow i roli szkieletu komérko-
wego przedstawili Ralston [7] i Kirkpatrick [8]. Udziat biatek
peryferyjnych w kontroli witasciwosci i funkcji btony skupit uwage na
poznaniu ich struktury i oddziatywan z podwOjng warstwg lipidowg
i biatkami integralnymi. Szczegdblnie przydatng do takich badan okazata
sie btona erytrocytdw. Jednym z elementdw szkieletu komdrkowego erytro-
cytu jest spektryna, ktdéra odgrywa wazng, aczkolwiek niewyjasniong
w peini role. W badaniach jej struktury i wystepowania zanotowano ostat-
nio znaczny postep,

Il. Spektryna gtownym biatkiem peryferyjnym btony erytrocytu

Na przetomie lat szescdziesigtych i siedemdziesigtych pojawito sie kilka
doniesieA o zastosowaniu roztworéw o niskiej sile jonowej do ekstrakcji
biatek z bton erytrocytéw [9—18]. Biatka wyciggu rozdzielaty sie podczas
elektroforezy w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS na Kkilka
frakcji, wsrod ktérych byty dwie frakcje o matej ruchliwosci elektrofo-
retycznej okre$lane jako wielkoczgsteczkowe frakcje polipeptydowe 11 2
(lub tez a i P) oraz aktyne (frakcja 5) [13, 14]. W zaleznosci od warunkéw
ekstrakcji wycigg zawierat réwniez inne biatka [13, 16], ale zawsze wiek-
szos¢ stanowity wielkoczasteczkowe polipeptydy 1i 2. Biatko sktadajace sie
z obydwu tancuchéw polipeptydowych zostato nazwane przez jednych au-
torow [10] spektryng, a przez innych tektyng A [12, 18]. PoZniej okazato
sie, ze tektyna A jest identyczna ze spektryng [19] i wystepuje w erytro-
cytach wszystkich przebadanych gatunkow [20].

Zgodnie z piSmiennictwem dotyczacym szkieletu komdérkowego cza-
steczke spektryny ztozong z dwu taficuchow polipeptydowych nazywamy
dimerem, ztozong z czterech — tetramerem, a bardziej zlozone — wyz-
szymi oligomerami [21]. Jak dotad nie ustalono, ktory z oligomerow sta-
nowi funkcjonalng i strukturalng cato$é. Prawdopodobnie jest nig tetra-
mer spektryny.
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Spektryna jest drugim iloSciowo biatkowym sktadnikiem btony ery-
trocytu po gtownym biatku integralnym (polipeptyd 3, biatko 3 pasma
elektroforetycznego). Spektryna stanowi okoto 25% wszystkich biatek
btony [10—12]. W pojedynczym erytrocycie wystepuje okoto 220 000 ko-
pii kazdego z polipeptydow [20, 23]. Nicolson i wsp. [24, 25] przy pomocy
przeciwciat antyspektrynowych sprzezonych z ferrytyng wykazali, ze spek-
tryna znajduje sie po cytoplazmatycznej stronie btony komdérkowej. Spek-
tryna w erytrocytach, w przeciwienstwie do izolowanych, przepuszczalnych
cieni nie ulega znakowaniu radioaktywnym jodem w reakcji laktopery-
oksydazowej [26—28],

I11. Struktura i wasciwosci spektryny

I11-1. Wyodrebnianie spektryny

Krétka ekstrakcja cieni erytrocytow roztworami o niskiej sile jono-
wej w 37°C daje spektryne o masie czgsteczkowej 450 000 a dtuzsza, kilku-
nastogodzinna, w 0—4°C pozwala uzyskaé spektryne o masie czgsteczko-
wej okoto 900 000 [29—30]. W poczatkowym okresie stosowano do eks-
trakcji spektryny bufory o pH 8.0—9.5 zawierajgce EDTA [11, 14, 31],
gdyz uwazano, ze kationy dwuwartosciowe ekranujac ujemne tadunki
w spektrynie umozliwiajg jej wigzanie z btong. Jak sie po6Zniej okazato,
znacznie mniej zanieczyszczone hemoglobing preparaty uzyskuje sie w roz-
tworach o pH okoto 7 [32, 33]. Dodatek EDTA do buforu nie wplywa na
uwalnianie spektryny z btony erytrocytu a nawet, jak podaja
niektérzy, obecnos¢ 1 mM Ca2+ lub Mg2+ nie przeszkadza w jej eks-
trakcji [19]. EDTA hamuje natomiast zalezng od jonow wapnia endogenng
proteaze [34—36],

Oczyszczanie spektryny sprowadza sie do sgczenia molekularnego wy-
ciggu z cieni erytrocytow na kolumnach wypetnionych zelami agarozo-
wymi [30, 37]. Pierwsza frakcja zawiera kompleks spektryny z aktyng
oraz polipeptydami 2.1 i 4.1, druga, w zaleznos$ci od temperatury ekstrak-
cji, dimer lub teramer spektryny, a trzecia inne polipeptydy btony erytro-
cytu oraz hemoglobine. Do oczyszczania spektryny stosuje sie rowniez
ultrawirowanie w gradiencie gesto$ci sacharozy [38]. Natomiast rozdzie-
lenie polipeptydow 1i 2 przysparza duzo trudno$ci. Polipeptydy te mocno
ze sobg oddziatujg i nie réznig sie istotnie wielkos$cig i tadunkiem. Do roz-
dzielania polipeptydéw 1 i 2 stosuje sie preparatywng elektroforeze [39],
sagczenie molekularne [40] oraz chromatografie na kolumnie z hydroksy-
apatytu [41] w obecnosci SDS lub mocznika.

13*
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I11-2. Charakterystyka czasteczki spektryny

Sktad aminokwasowy spektryny oznaczono w Kkilku laboratoriach
[11, 19, 42]. Na uwage zastuguje wzglednie duza zawarto$¢ kwasu gluta-
minowego (okoto 20 M°/o) i asparaginowego (okoto 11 M°/o) oraz leucyny
(14 M°/o). Monomer spektryny zawiera 21 reszt cysteiny [19], ktdre w wa-
runkach fizjologicznych nie tworzg mostkéw dwusiarczkowych. Wewnatrz-
komorkowy glutation utrzymuje wiekszos$¢ grup sulfhydrylowych w sta-
nie zredukowanym [43]. W cieniach erytrocytow grupy sulfhydrylowe
stajg sie podatne na utlenianie. Podczas inkubacji cieni erytrocytow w pH
45—5.0 spektryna ulega spontanicznemu sieciowaniu z innymi biatka-
mi biony [44] poprzez mostki dwusiarczkowe. Pod wptywem odczynni-
koéw utleniajgcych, takich jak czterotionian lub dwuamid *] [45—47] spek-
tryna w erytrocytach ulega sieciowaniu oraz wigze glutation [43],

Skiad aminokwasowy polipeptydéw 1 i 2 jest bardzo podobny [19, 40].
Analizy map peptydowych uzyskanych réznymi metodami [40, 42, 48—51]
wykazaty jednak, ze polipeptyd 2 nie jest modyfikacjg potranslacyjng po-
lipeptydu 1, a zatem oba polipetydy sg produktami odrebnych gendw
[48, 52].

Oznaczenia aminokwasow N-koAcowych wskazywaly na to, ze spek-
tryna zbudowana jest z wiecej niz dwoch polipeptydéw [19, 53—55]. Dane
te moga wynika¢ z obecno$ci zanieczyszczeh innymi biatkami, lub z en-
dogennej proteolizy. Zewnetrzne odcinki polipeptydéw tworzacych spek-
tryne sg wrazliwsze na proteolize niz wewnetrzne [43, 52]. Sugeruje sie
[79], ze N-koncowe grupy aminowe w obu polipeptydach sg zablokowane.
Zastosowanie reakcji transaminacji pozwolito na iloSciowe oznaczenie tyl-
ko N-konicowej grupy aminowej taficucha polipeptydowego spektryny [56].
Aminokwasy N-koricowe spektryny nie zostaty nadal zidentyfikowane.

Spektryna jest biatkiem kwasnym, wytrgcajgcym sie w poblizu punktu
izoelektrycznego w pH 4.5—5.5 [32, 57, 58]. Stosujac metode izoelektrycz-
nego ogniskowania uzyskano dwie waskie frakcje spektryny w przedziale
pH 5.0—5.2 [40]. Wcze$niejsze dane dotyczace reszt aminokwaséw N-kon-
cowych, punktu izoelektrycznego [53—55] oraz wieloznaczne wyniki uzy-
skane za pomocg krzyzowej immunoelektroforezy [59—61] budzity wiele
watpliwosci co do jednorodnos$ci polipeptydéw 1 i 2. Pdzniejsze badania
przemawiajg jednak za jednorodnoS$cia obu polipeptydow [20, 48, 52].

Masy czgsteczkowe polipeptydow 1 i 2 oznaczono za pomocg elektrofo-
rezy w zelu poliakryliamidowym w obecnosci SDS i wykazano, ze masa
czasteczkowa polipeptydu 1 wynosi 240 000, a polipeptydu2 — 220 000 [12].
Wyniki te zostaty nastepnie potwierdzone innymi metodami [19, 32]. Zadna
proba rozdzielenia polipeptydéw 1 i 2 na mniejsze podjednostki nie po-
wiodta sie [11, 14, 19], sa one przeto jednymi z najwiekszych polipep-
tydow w komdrkach eukariontow [22]. W zwigzku z tym, ze polipeptydy

* dwuamid — bisdimetyloamid kwasu diazynodikarboksylowego
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1i 2 stanowig jedyne skiadniki spektryny nie ulegajgce dalszej dysocjacji
mozna je okresla¢ jako podjednostki spektryny.

Jak juz wspomniano, spektryna traci rozpuszczalno$¢ w poblizu punk-
tu izoelektrycznego. Precypitacje charakteryzuje bardzo duza ostro$é, gdyz
juz przy zmianie pH o 0,1 jednostki nastepuje catkowite wytracenie spek-
tryny [32]. Dodatek jonéw wapnia (10 mM) przesuwa pH precypitacji do
wyzszych wartosci. Scista zaleznoéé precypitacji od pH wynika z bieguno-
wego rozmieszczenia jednoimiennych tadunkdéw w tancucach polipeptydo-
wych, ktore agregujg ze sobg na zasadzie oddzialywan polianion-polika-
tion [32]. Wyodrebniona spektryna wytrgca sie w obecnosci zasadowych
polipeptydéw — polilizyny i histonu bogatego w lizyne [57, 58], Wplyw
kationbw dwuwartoSciowych a szczeg6lnie Ca2+ uwaza sie za efekt nie-
swoisty [21]. Pierwotnie, tworzenie agregatéw [35] w obecnosci jondw
wapnia ttumaczono udziatem tych jonow w wigzaniu spektryny z fosfoli-
pidami biony. Jednakze stosowane wtedy preparaty spektryny zanieczysz-
czone byty aktyng i innymi polipeptydami, a stezenia jonow wapnia prze-
kraczaty znacznie jego stezenia fizjologiczne [62]. Nie wykryto réwniez
dodatkowej grupy gamma karboksylowej w resztach kwasu glutamino-
wego [20], ktéra utawialaby wigzanie fosfolipidow w obecnosci jonéw wa-
pnia. Modyfikacja taka znana jest w przypadku niektérych biatek osocza
biorgcych udziat w krzepnieciu krwi. Wiadomo, ze witamina K stymuluje
reakcje y-karboksylacji, w wyniku ktorej reszty kwasu glutaminowego
zyskuja drugg grupe karboksylowg w pozycji gamma [63]. Modyfikacja ta
utatwia wigzanie fosfolipidéw, prawdopodobnie poprzez tworzenie ,,most-
kéw wapniowych”. Jak dotad nie stwierdzono takiej modyfikacji w cza-
steczce spektryny.

111-3. Modyfikacje potranslacyjnc

Spektryna, podobnie jak inne biatka btony erytrocytu ulega fosfory-
lacji [64—66] przy pomocy niezaleznych od cAMP kinaz biatkowych ery-
trocytow [65, 67—72], Moze ona ulega¢ rowniez defosforylacji pod wpty-
wem endogennej fosfatazy [71]. Podjednostka 2 spektryny ulega fosfo-
rylacji podczas inkubacji z Y-[P& ATP zaréwno erytrocytow jak i cieni
erytrocytow [73—77]. Liczba kowalencyjnie zwigzanych przez spektryne
reszt fosforanowych zostata ostatnio oceniona na 4 mole na mol podjed-
nostki 2 [76—79]. Kinetyka fosforylacji i defosforylacji wskazuje na row-
norzedno$¢ wszystkich miejsc fosforylacji [79—80]. W spektrynie erytrocy-
tow 90°/0 miejsc fosforylacji jest zajetych przez reszty fosforanowe a po-
zostate daja sie enzymatycznie ufosforylowaé. W erytrocytach wystepuje
nieswoista kinaza kazeiny hamowana przez jony wapnia w stezeniu wyz-
szym od 10 mM [67, 72] oraz kinaza spektryny i polipeptydu 3 aktywo-
wana przez jony wapnia i regulowana przez kalmoduline [81—83]. Ta osta-
tnia aktywnos¢ jest rowniez stymulowana przez norepinefryne [83],
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Mapowanie peptydow powstatych po trawieniu znakowanej radioak-
tywnym [3P] fosforanem spektryny [79, 84] wykazato, ze trzy peptydy
zawierajg cztery grupy fosforanowe. Peptydy te sg fragmentami C-kon-
cowego polipeptydu o masie czasteczkowej 20 000 powstatego z podjedno-
stki 2 po fragmentacji spektryny bromocyjanem [79]. Jeden z trzech fosfo-
peptydéw trypsynowych zawiera zardwno fosfoseryne jak i fosfotreonine,
a pozostate tylko fosfoseryne [79],

Fosforylacja spektryny, jak sadzono [75] ma odgrywac istotng role
w zmianach ksztattu erytrocytéw, jak i ich podatnosci na deformacje.
Jednakze ostatnie doniesienia wskazujg, ze te wiasciwosci erytrocytow wig-
73 sie raczej z poziomem ATP, a nie ze stopniem ufosforylowania spektry-
ny [85], Sa dane [86] wskazujgce na to, ze spektryna ulega takze fosfo-
rylacji zaleznej od cAMP.

Wielko$¢ podjednostek spektryny oraz wystepowanie w jej hydroliza-
tach dwupeptydu, glutamylo-lizyny wskazywaty na obecno$¢ kowalencyj-
nych wigzan £-(Y-glutamylo) lizynowych. Poczatkowo zaktadano, ze
dwupeptyd ten tgczy mniejsze fragmenty w podjednostki spektryny, po-
dobnie jak to ma miejsce w fibrynie [88—90]. Nie stwierdzono jednak ta-
kich wigzan w izolowanych podjednostkach spektryny [19].

Obecnie wiadomo, ze w erytrocytach wystepuje latentna, aktywowa-
na przez jony wapnia transamidaza (transglutaminaza) [91—93]. Zwiek-
szenie przepuszczalnosci btony erytrocytu dla jondw wapnia przy pomocy
jonoforu prowadzi do powstawania potgczonych kowalencyjnie agregatow
biatkowych o masie czasteczkowej przekraczajgcej 1X10°. Wigzania ko-
walencyjne katalizowane transglutaminazg powstajg w btonach zaréwno
pomiedzy podjednostkami spektryny jak i pomiedzy spektryng i innymi
polipeptydami bton, takimi jak polipeptyd 3, aktyna, lub polipeptyd 4.1
[91]. Potraktowanie cieni erytrocytow roztworami zawierajgcymi jony
wapnia wywotuje réwniez formowanie takich agregatow [91—93]. Sie-
ciowanie biatek w izolowanych btonach erytrocytéw zachodzi rowniez pod
wptywem transamidazy z watroby Swinki morskiej (transglutaminaza)
[94—96] lub osocza ludzkiego (fibrynoligaza — aktywny czynnik XIII)
[96]. Siefring i Lorand [91] postawili hipoteze, iz aktywowane
przez jony wapnia sieciowanie biatek szkieletu komérkowego prowadzi
do usztywnienia btony, utraty elastycznosci erytrocytow i staje sie sygna-
tem do usuniecia takiej komorki z krazenia. Sa to bowiem komorki, ktore
nie produkuja juz wystarczajacej ilosci ATP koniecznej do wypompowa-
nia jonéw wapnia z komorki.

I11-4. Oligomer utworzony z heterodimeréw formga natywnej spektryny

Wiele uwagi poswiecono oddziatywaniu podjednostek spektryny w ko-
mérce. Szukano mianowicie odpowiedzi na dwa pytania: czy podjednostki
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tworzg hetero-, czy homodimery oraz czy w komoérce spektryna wystepuje
w formie dimeréw, tetrameréw, czy tez bardziej ztozonych oligomerdw.
Stosujgc odczynniki sieciujgce [przeglad poz. 97] spodziewano sie uzyskac
odpowiedZz na postawione pytania. Znikanie obu podjednostek po siecio-
waniu [98—100] oraz pojawianie sie ich po roztozeniu wigzan sieciujgcych
[99—102] wskazuje na to, iz dimer spektryny tworza obie podjednostki
1i 2 Inaczej zinterpretowano wyniki sieciowania solg miedziowa fenan-
troliny [23, 103], zaktadajac ze spektryna moze tworzy¢ dwa rodzaje homo-
dimeréw ,1—1" i ,2—2”. Za istnieniem w komédrkach heterodimeréw
przemawiaja nastepujace dane: obie podjednostki wystepujg w réwno-
molarnych ilosciach [12, 14], oraz wiekszo$¢ wynikow uzyskano przy uzy-
ciu odczynnikow sieciujagcych [99—102]. Szczeg6lnie przekonujaco przema-
wia za wystepowaniem heterodimeréw udana rekonstrukcja spektryny
z wyodrebnionych podjednostek 1 i 2. Renaturowane podjednostki 1 i 2
zmieszane ze sobg tworzg heterodimer o cechach natywnej spektryny [41].
Renaturowana podjednostka 1 nie tworzy homodimerdéw, ani nie agreguje,
podczas gdy podjednostka 2 agreguje wprawdzie do wyzszych oligomerow,
ale nie tworzy homodimerdw.

Liczba heterodimeréw wchodzacych w skilad czasteczki natywnej
spektryny erytrocytow wzbudza, jak juz wspomniano wiele kontrowersji.
Wiadomo, ze zaréwno izolowany dimer jak i tetramer reasocjuja z btona
pozbawiong spektryny [38, 104]. Z kolei najtagodniejsza ekstrakcja w 4°C
daje tetramery przechodzgce w 37°C w dimery [21, 33]. Badania z zasto-
sowaniem odczynnikéw sieciujgcych wskazujg na wystepowanie tetrame-
ru spektryny w btonie erytrocytu [105, 106], Na podstawie dostepnych
danych uwaza sie obecnie, ze formg spektryny wystepujaca w erytrocy-
tach jest tetramer utworzony z dwoéch heterodimeréw [107]. W prepara-
tach tetramero6w moga wystepowaé niewielkie ilosci nieliniowych, hek-
samerycznych form spektryny [108], a nawet wyzsze oligomery. Wykaza-
no mianowicie w roztworach spektryny o stezeniu 10—20 mg/ml obecnos¢
oligomerow zawierajagcych az do 11 dimerow [109]. Wyzsze oligomery za-
wierajace wylacznie spektryne wyodrebniono z btony erytrocytow [110].
Takie oligomery spektryny w btonach erytrocytow obserwowano juz wcze-
$niej w badaniach z zastosowaniem odczynnikéw sieciujgcych [97, 105,
106].

I11-5. Oddziatywania spektryny z innymi sktadnikami erytrocytu

Jak juz wspomniano, spektryna oddziatuje z blong erytrocytu gtow-
nie poprzez polipeptyd 2.1 — ankiryne (Ryc. 1) [38, 87, 104]. Stata powi-
nowactwa kompleksu z ankiryng wynosi 1—5X107M-1 1[87]. Miejsce wia-
zania ankiryny znajduje sie w podjednostce 2 [41]. Jedna czasteczka te-
trameru spektryny w roztworze wigze maksymalnie dwie czgsteczki an-
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Ryc. 1. Struktura btony erytrocytéw — rozmieszczenie i wzajemne oddziatywania
biatek. A — w plaszczyznie poprzecznej i B. — w plaszczyznie lateralnej btony ery-
trocytow (bez zachowania proporcji wielkosci biatek integralnych).

A. — oznaczenia poszczeg6lnych biatek odpowiadajg elektroforetycznym frakcjom polipepty-
dowym [23]; 1 — podjednostka 1 spektryny, 2 — podjednostka 2 spektryny; 21 — ankiryna;
3 — polipeptyd 3 (biatko 3 pasma elektroforetycznego, biatko transportujgce aniony); GFA —
glikoforyna A (PAS 1, sialoglikoproteid a); GFC — glikoforyna C (PAS 2, sialoglikoproteid |i,
glikonektyna); 41 — polipeptyd 4.1; 42 — polipeptyd 4.2; 5 — aktyna; 6 — dehydrogenaza alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego; B. — oznaczenia poszczegélnych biatek btony: (1, 2)n — spektryna,
(n «=2, 3, 4) tetramer, heksamer, oktamer; (3)2— polipeptyd 3, dimer; (3)4 — polipeptyd 3, tetra-
mer; (GFA)2 — glikoforyna A, dimer; GFC — glikoforyna C; 41 — polipeptyd 4.1; (5)0 — aktyna,
dekamer; 21 — ankiryna. Na rycinie zaznaczono schematycznie wazniejsze oddziatywania: poli-
peptyd 3 w formie tetrameru bedacego w réwnowadze z dimerem [111] tworzy kompleks z di-
meryczng glikoforyng A bedaca w réwnowadze z wolnym dimerem [112—114]. Tetramer poli-
peptydu 3 wigze tetramer polipeptydu 4.2 oraz pollpeptydu 6 [23, 115 116]. Okoto 40"/o tetrameru
polipeptydu 3 oddziatuje z ankiryng [117, 118]. Ankiryna tgczy sie ze spektryng wystepujaca
w postaci heterotetrameréw i wyzszych oligomeréw [87, 105 106, 108, 109]. Spektryna oddziatuje
z dekamerem aktyny [119]. W pofaczeniach spektryny z aktyna posredniczy polipeptyd 4.1 [120,
122]. Polipeptyd ten bierze réwniez udzial w potaczeniach spektryny z glikoforyng C [123, 124].
Spektryna oddziatuje réwniez z fosfolipidami cytoplazmatycznej warstwy btony wykazujac po-
winowactwo do fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolaminy [125]. Na schemacie nie zaznaczo-
no wyzszych niz oktamery oligomeréw spektryny ani wyzszych niz dekamery polimeréw ak-
tyny [126].



[9] SPEKTRYNA ERYTROCYTOW 417

kiryny. Ze stezenia ankiryny i spektryny wynika, ze w erytrocytach je-
den heterotetramer spektryny wigze jednag czasteczke ankiryny (Ryc. 1).
Fragmenty ankiryny (polipeptydy 2.2, 2.3... 2.6, syndeiny), powstate w wy-
niku endogennej proteolizy réwniez wigzg spektryne [127]. Ankiryna wia-
ze sie réwniez z cytoplazmatycznym odcinkiem polipeptydu 3. Tworzg one
w roztworze kompleks o statej powinowactwa 1.3—2X 107 M-1 [117, 118].
Z poréwnania ilosci czasteczek polipeptydu 3 i ankiryny w erytrocytach
wynika, ze okoto 40°/0 polipeptydu 3 wiaze sie ze szkieletem komorkowym
poprzez ankiryne [117, 118].

Spektryna dystalnymi koricami tetrameru wigze sie z aktyna, drugim
biatkiem strukturalnym szkieletu komérkowego [119]. Aktyna btony wy-
stepuje w postaci dekameréw o dtugosci okoto 26 nm [119]. Nalezy dodag,
ze ostatnio pojawity sie dane o wystepowaniu aktyny w bionie erytro-
cytdbw w postaci polimerycznej [126]. Kompleks spektryny z aktynag po-
wstaje w obecnosci polipeptydu 4.1 o masie czasteczkowej 78 000 [120—
122]. Dodatek tego biatka aktywuje wigzanie F-aktyny z pecherzykami
bton erytrocytdw pozbawionych uprzednio spektryny i aktyny [128—
130]. Obydwie podjednostki spektryny niezbedne sa do utworzenia kom-
pleksu z aktynag i polipeptydem 4.1 [41]. Kazdy heterotetramer zawiera
dwa miejsca wigzace polipeptyd 4.1 [120]. Polipeptyd 4.1 odgrywa takze
role w wigzaniu spektryny w bionie erytrocytu. Tworzy on mianowicie
kompleks z glikoforyng C (Rys. 1) [123, 124] (sialoglikoproteid P, PAS 2)
nazywang glikonektyng. Ze wzgledu na matg iloS¢ glikonektyny [13] w bto-
nie erytrocytéw ilos¢ takich kompleksdw jest znacznie mniejsza niz kom-
plekséw spektryny z ankiryng i polipeptydem 3.

Oprocz oddziatywan z biatkami integralnymi spektryna oddziatuje row-
niez z fosfolipidami btony erytrocytow [125]. W uktadach modelowych ob-
serwuje sie interakcje spektryny z liposomami sporzadzonymi zaréwno
z dodatnio jak i ujemnie natadowanych fosfolipidow. Oddziatywanie spek-
tryny z dodatnio natadowanymi liposomami jest natury elektrostatycznej,
gdyz zanika pod wptywem podwyzszonej sity jonowej. Oddziatywanie
spektryny z ujemnie natadowanymi fosfolipidami jest natury hydrofobo-
wej, gdyz nie eliminuje go podwyzszenie sity jonowej [132, 133]. Oddziaty-
wania elektrostatyczne dodatnich grup obecnych w czgsteczce spektryny
z ujemnie natadowanymi resztami fosfolipidow odgrywajg jednak pewng
role, gdyz zobojetnienie ujemnych tadunkéw spektryny (obnizenie pH)
zwieksza jej wnikanie do monowarstwy lipidowej w uktadzie modelo-
wym [134]. 1lo$¢ wigzanej spektryny zwieksza sie wtedy, gdy zamiast lipo-
soméw z czystej fosfatydyloseryny zastosuje sie jej mieszanine z innym
fosfolipidem. Liposomy sporzadzone z mieszaniny fosfatydyloseryny z fos-
fatydyloetanolaming wigzg najwiecej spektryny [135]. Oddziatywanie
spektryny z fosfolipidami jakkolwiek znacznie stabsze (stata powinowac-
twa dla fosfatydyloseryny wynosi 1.4X 10® M“11 [135]) od oddziatywania
z biatkami integralnymi ma istotne znaczenie w ksztaltowaniu struktury
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i funkcji btony. Wigzanie spektryny z pecherzykami bton erytrocytéw,
pozbawionych jej uprzednio, wptywa na wzrost uporzgdkowania warstwy
lipidowej [137]. Badania nad sieciowaniem spektryny w erytrocytach przy
uzyciu dwuamidu i czterotionianu wykazaty, ze spektryna oddziatuje z fo-
sfolipidami wewnetrznej warstwy btony i wptywa na witasciwosci calej
btony. Interakcja spektryny z fosfolipidami jest czynnikiem utrzymuja-
cym ich asymetryczne rozmieszczenie w btonie [47, 125, 138]. Fosfatydylo-
etanolamina, fosfolipid charakterystyczny dla wewnetrznej warstwy bto-
ny, po utlenieniu grup -SH spektryny staje sie dostepna dla dodanej do za-
wiesiny catych erytrocytow fosfolipazy [138]. Utrate asymetrii poprzedza
znaczny wzrost ruchliwosci poprzecznej (transwersalnej, flip-flop) lipi-
déw [139]. Asymetria tych lipidow zanika takze po usunieciu spektryny
z btony erytrocytow [140]. Usieciowanie spektryny wptywa takze na wzrost
ptynnoSci zewnetrznej warstwy btony spowodowany zapewne wzrostem
ilosci fosfatydyloetanolaminy w tej warstwie [141]. Innymi efektami usie-
ciowania spektryny w erytrocytach sa: wyrazne usztywnienie erytrocy-
téw [142], spadek ruchliwosci lateralnej biatek integralnych [143], agre-
gacja czastek wewnatrzbtonowych [144, 145] oraz utworzenie ,porow”
wodnych [146].

Potraktowanie erytrocytow difluorodinitrobenzenem, odczynnikiem sie-
ciujacym grupy aminowe powoduje zwigzanie spektryny z fosfatydylose-
ryng i fosfatydyloetanolaming [147]. W wyniku sieciowania czasteczka
spektryny wigze kowalencyjnie 38 czasteczek fosfolipidow [147]. Za cze$-
ciowym wnikaniem spektryny do wnetrza warstwy lipidowej przemawia
znakowanie jej w erytrocytach hydrofobowymi znacznikami — aryloizo-
tiocyjanianami [148, dane wtasne niepublikowane]. Uwaza sie, ze powino-
wactwo spektryny do fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolaminy w bto-
nie erytrocytow wynika z wiekszej od innych fosfolipidow ,scisliwosci”
wynikajgcej z wiekszej powierzchni zajmowanej przez te fosfolipidy w bto-
nie, a spowodowanej znacznym nienasyceniem ich sktadowych kwaséw ttu-
szczowych [134].

Podjednostka 1 spektryny zawiera obszar wigzacy podjednostke 2.
Ograniczona proteoliza spektryny trypsyng pozwala otrzymac stabilny
fragment o masie czasteczkowej okoto 80 000, pochodzacy z podjednostki 1
[149, 150]. Fragment ten tworzy kompleksy zaréwno z dimerem, jak i z te-
tramerem spektryny oraz hamuje jej tetrameryzacje [149—151]. Sadzi sie
[151], ze podjednostka 1 zawiera niewysycone miejsce mogace wigza¢ wie-
cej niz jedng podjednostke 2. W dimerze moze ona wigza¢ nastepny dimer
tworzac tetramer, a ten z kolei nastepny tworzgc heksamer.

Spektryna w obecnosci jonéw wapnia wigze kalmoduline [152—154],
a miejsce jej wigzania znajduje sie w podjednostce 1 spektryny. Szczeg6-
towy opis struktury i funkcji kalmoduliny znajdzie czytelnik w artykule
Kuznickiego i Drabikowskiego [155], Nie znany jest wptyw
kalmoduliny na spektryne. Wiadomo, ze spektryna jest zdolna zwigzac
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okoto 97% kalmoduliny erytrocytu, podczas gdy zalezna od jonéw wapnia
Ca2+-ATP-aza, ktéra ulega aktywacji w obecnosci kalmoduliny, pozostate
3% [153]. Nie wiadomo jednak czy w komorce, gdzie stezenie jonéw wa-
pnia jest bardzo niskie (ponizej 1 mM) spektryna wigze kalmoduline.

By¢ moze wigzanie kalmoduliny stanowi funkcjonalne potgczenie szkie-
letu komdrkowego z ,,pompg wapniowg”. W erytrocytach wystepuje Ca2+-
ATP-aza aktywowana przez spektryne, a niezalezna od kalmoduliny
i ,pompy wapniowej”. Spektryna tworzy kompleks z tg ATP-azg w sto-
sunku 1:1 [156, 157].

Spektryna zawiera takze 14 miejsc wigzacych 2,3-dwufosfoglicerynian.
Stata powinowactwa tego kompleksu wynosi 1,2X104 M-1 1 [158]. Uwaza
sie, ze interakcja ta utatwia transport tlenu. Metabolit ten hamuje fosfo-
rylacje spektryny [159].

111-6. Réwnowaga heterodimer-heterotetramer spektryny

Heterotetramer spektryny o masie czasteczkowej okoto 900 000 i statej
sedymentacji SAW 11.5—12.2 [37] w roztworach o niskiej sile jonowej
w 37°C przechodzi w heterodimer o masie czgsteczkowej okoto 460 000
i statej sedymentacji S2W okoto 9,5 S [21, 33], W niskiej temperaturze
i w roztworach o umiarkowanej sile jonowej zarébwno heterotetramer jak
i heterodimer sg wzglednie stabilne i wykazujg niewielkg tendencje do
wzajemnych przejs¢ [21, 33]. Przejscie heterotetrameru w heterodimer
w 37° osigga rownowage po okoto 30 minutach w roztworze o umiarko-
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Ryc. 2. Schemat struktury heterodimeréw (D) i heterotetramerow (T) spektryny.
Dimer (D) stanowi podwdjng spirale utozonych réwnolegle do siebie podjednostek 1 i 2 o dhu-
gosci okoto 100 nm [107, 177, 179]. Heterotetramer o dilugosci dwa razy wiekszej tworzg dwa
heterodimery tgczac sie liniowo wedtug symetrii ,,glowa—gtowa” [179]. Na schemacie zaznaczono
miejsca wigzania ankiryny (2.1), polipeptydu 41 i aktyny (5 [107, 179]. W roztworze, w 37°C
i niskiej sile jonowej dimer jest sktadnikiem uprzywilejowanym. W temperaturze 255—31°C
i umiarkowanej sile jonowej dimer asocjuje do tetrameru [21].
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wanej sile jonowej (0.15 M NaCl) (Ryc. 2). Dysocjacja tetrameru do di-
meru spetnia warunki reakcji | rzedu. Asocjacja dimeru do tetrameru za-
chodzi w temperaturze 25,5—31°C w obecnosci 0.15 M NaCl. Szybkos$¢ tej
reakcji zalezy od stezenia substratow i spetnia warunki reakcji Il rzedu.
Stata réwnowagi tego przejscia w 0.15 M NaCl w temperaturze 29,5°C
wynosi 1,5X10-8 M-1. Wysoka energia aktywacji tego procesu (okoto 290
kJmol-1) wskazuje na zmiany konformacji spektryny podczas asocjacji.
Szybkos$¢ asocjacji dimer — tetramer zmniejsza sie wraz z obnizaniem sity
jonowej. Stad w niskiej sile jonowej dimer staje sie formg uprzywilejowa-
ng (Ryc. 2). Stala robwnowagi przejscia tetramer — dimer w 37°C i niskiej
site jonowej jest duzo mniejsza niz 1X10-4 M-1. Na réwnowage ukitadu
dimer-tetramer nie wptywa stan ufosforylowania podjednostki 2 spektry-

ny [21].

I11-7. Struktura przestrzenna spektryny w roztworze — spektryna niepodobna do
miozyny

W obecnosci detergentéw lub mocznika wyodrebniony heterodimer
spektryny daje monomery o statej sedymentacji 4.4 S [32] lub 55 S (w de-
zoksycholanie) [160]. Wyodrebnione w obecnosci mocznika lub SDS [39—
41] podjednostki, po usunieciu czynnika denaturujgcego, odzyskujg struk-
ture spiralng w stopniu przypominajagcym strukture heterodimeru, co
Swiadczy o tym, ze ich interakcja nie decyduje o strukturze natywnej
spektryny. Z przebiegu denaturacji dimeréw spektryny mocznikiem wyni-
ka, ze dysocjacja podjednostek znacznie wyprzedza ich rozfatdowanie
[161].

Spektryna w roztworze wykazuje w wiekszosci (okoto 70°/0) strukture
spiralng [32, 162], z tym ze tetramer zawiera jej nieco wiecej niz dimer.
Nie wykazano obecnosci struktury beta. Wspdiczynniki sedymentacji i za-
warto$¢ struktury alfa spiralnej [162, 163] obnizajg sie w roztworach o nis-
kiej sile jonowej wskazujgc na rozprostowanie i wydtuzenie czasteczki.

Biatko to w roztworze o niskiej sile jonowej charakteryzuje sie przej-
Sciem temperaturowym (20—50°C) obserwowanym zar6wno w rotacji op-
tycznej jak i kalorymetrii réznicowej. W 0.15 M NaCl przejScie to jest
oetre w temperaturze 49°C [162]. Nalezy doda¢, ze podobnie ostre przejs-
cie temperaturowe obserwuje sie w erytrocytach [164].

Poczatkowo doszukiwano sie podobienstw zarébwno w strukturze jak
i funkcji spektryny i miozyny mie$niowej. Uwazano, ze czasteczka spek-
tryny wykazuje strukture pateczkowatg [165—171]. Pojawito sie nawet do-
niesienie o stabej, aczkolwiek swoistej reaktywnos$ci spektryny z przeciw-
ciatami antymiozynowymi [169], a takze o duzym podobieAstwie wiasnosci
hydrodynamicznych i optycznych obu biatek [166]. Badania poréwnawcze
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map peptydowych [50], jak tez struktury przestrzennej nie potwierdzity
tych przypuszczen. Wiasciwosci fizyczne hetero-dimer6w i heterotetrame-
row (Tabela 1) wykazaty, ze sg to czasteczki o niskiej lub umiarkowanej

Tabela 1.
Niektére wihasciwosci fizyko-chemiczne spektryny erytrocytow
Wiasciwos¢ Monomer Dimer | Tetramer Piémien-
1 nictwo
Absorpcja w UV, E~go’ 10°P 115 [29]
Masa czasteczkowa x 103 240%) 220**) 460—470 960—970 [12, 32, 33, 3711
Stata sedymentacji 4.4 9.3 12.2 [29, 32, 33,
S20W [S] 37, 162, 163]
Promient Stokesa — 115—140 195—201 [29, 163]
(Al
Stosunek osi a/b — 7.2 4.0 [29, 1631

*) podjednostka 1
**) podjednostka 2

asymetrii: stosunek osi w dimerze wynosi 7 [128] a w tetramerze 4 [29].
Tetramer zbliza sie w swej asymetrii do czasteczki albuminy surowicy wo-
tu. W czasteczce miozyny stosunek osi wynosi okoto 100 [172]. Witasnosci
hydrodynamiczne dimeru nie odpowiadajg ani czasteczce globularnej ani
czasteczce o formie sztywnej pateczki [163]. Badania rozpraszania $wiatta
[173] wskazujg, ze promien zyracji dimeru 22 nm po obnizeniu stezenia
soli do okoto 1 mM wzrasta do okoto 40 nm, co wskazuje na to, ze dimery
spektryny sg elastycznymi, wydtuzonymi czgsteczkami o dtugosci 76—
140 nm. Dane te potwierdzajg réwniez pomiary dwojtomnosci elektrycz-
nej [174—176]. Na podstawie fizycznych witasnosci dimerébw Dunbar
i Ralston [163] wnioskujg, ze struktura spektryny odpowiada mode-
lowi elastycznej lub skreconej pateczki. Preparaty dimeréow sporzadzo-
ne technika niskokgtowego, rotacyjnego cieniowania obserwowane w mi-
kroskopie elektronowym wykazaty obecnos¢ wielu réznych struktur, co
potwierdza dane o elastycznosci czasteczki [177], Oczekiwana dtugos¢ di-
meru spektryny wynikajgca z istnienia struktury alfa spiralnej w ozna-
czonej proporcji powinna przekracza¢ 200 nm. Dalsze badania przy uzyciu
mikroskopu elektronowego wskazuja, ze heterodimer spektryny jest asy-
metryczng czasteczka o dtugosci tylko 100 nm utworzona z dwéch utozo-
nych réwnolegle do siebie i skrecajgcych sie w luzng podwdéjng spirale
monomerow. Stosunek osi dimeru wyznaczony ta metodg wynosi okoto 5
[177—179]. Przebieg denaturacji dimeru wskazuje na obecno$é¢ niezalez-
nie od siebie rozwijajgcych sie domen przedzielonych odcinkami o struktu-



422 A. SIKORSKI [14]

rze elastycznej i nieglobularnej [161]. Odcinki te charakteryzujg sie duza
wrazliwos$cig na proteolize [48, 52]. Widma wysokorozdzielczego protono-
wego rezonansu jadrowego wykazaty, ze okoto jedng piatg czasteczki spek-
tryny charakteryzuje znaczny stopien hydrofobowos$ci [161]. Znaczny
wplyw sity jonowej na promien Stokes’a przemawia rowniez za takg struk-
turg dimeru. Prawdopodobnie odcinki hydrofobowe w spektrynie nie sg
rownomiernie roztozone wzdtuz czasteczki, ale skupiajg sie w kilku miej-
scach zawierajgcych reszty tryptofanu i wigzagce bromowane kwasy ttusz-
czowe, za czym przemawia wygaszanie fluorescencji wszystkich reszt tryp-
tofanu [180].

Mapowanie peptydow uzyskanych po trawieniu spektryny trypsyna
w 0°C pozwala wnioskowaé, ze czasteczka spektryny zawiera 9 r6znych do-
men wzglednie niewrazliwych na proteolize (podjednostka 1 — pie¢, a pod-
jednostka 2 — cztery domeny [181]). Domeny zorientowane sg przypusz-
czalnie réwnolegte do diugiej osi czasteczki, o czym $wiadczg niekowalen-
cyjne oddziatywania pomiedzy wyodrebnionymi fragmentami obu pod-
jednostek. Domeny rdznig sie od siebie opornoscig na trawienie trypsyna.
W dalszych badaniach [182] uzyskano serie monoklonalnych przeciwciat
dla podjednostki 1, przy pomocy ktérych potwierdzono wystepowanie pie-
ciu réznych domen w tej podjednostce.

Badania hydrodynamiczne tetrameru spektryny wskazujg, ze jest on
czasteczkag bardziej symetryczng od dimeru [29, 163]. Stad zaktadano, ze
tetramer ma strukture ,krzyza” [7, 30]. Badania przy uzyciu mikroskopu
elektronowego jednakze wykazaty, ze tetramer powstaje z dwéch dimeréw
potaczonych ze sobg wedtug symetrii ,,gtowa-gtowa”. Tworzy on czgstecz-
ke o diugosci okoto 200 nm [178, 179]. Kompleksy z ankiryng i polipepty-
dem 4.1 pozwolity ustali¢, ze miejsca wigzania ankiryny leza w kazdym
heterodimerze w odlegtosci okoto 20 nm od $rodka heterotetrameru a miej-
sca wigzania polipeptydu 4.1 i aktyny znajdujg sie przy obu kohcach
tetrameru [179] (Ryc. 2). Nie wyjasniong sprawg pozostaje wzrost symetrii
tetrameru w stosunku do dimeru obserwowany w badaniach hydrody-
namicznych [163]. Uwaza sie, ze dluzsza czasteczka staje sie podatniejsza
na zgiecia i skrecenia co zwieksza jej symetrie. Domieszka drobnych ilosci
nieliniowych, wyzszych oligomeréw [108—110] bedzie réwniez wptywaé
na oznaczany wzrost symetrii czgsteczek spektryny.

IV. Polipeptyd o masie czgsteczkowej 240 000 sktadnikiem biatek szkie-
letu komdrkowego

Do niedawna uwazano, ze spektryna jest swoistym biatkiem erytrocy-
téw [184, 185]. Zwracano uwage na podobienistwa jakie zachodzg pomiedzy
spektryng i innymi biatkami wigzgcymi aktyne takimi jak filamina, czy
biatko makrofagow wigzgce aktyne [186—189]. Biatka te wykazujg pewne
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podobienstwa strukturalne do spektryny — czasteczki ich sg réwniez wy-
dtuzone, spiralne i elastyczne [188]. PodobiefAstwo to jest jednak bardzo
ograniczone. Biatka te zbudowane sg z jednego rodzaju podjednostek
0 masie czasteczkowej okoto 250 000. Majg one strukture pojedynczej spi-
rali [188—190] i nie wigzg kalmoduliny [190]. Przeciwciata antyfilamino-
we reaguja z biatkiem wigzacym aktyne z makrofagéw [191] a nie reaguja
ze spektryng [190],

W ostatnim czasie pojawito sie jednak kilka doniesien sktaniajagcych do
weryfikacji pogladow o wystepowaniu spektryny wytgcznie w erytro-
cytach. Przeciwciata uzyskane przeciw podjednostce 1 spektryny erytro-
cytow kurczecia reagujg ze spektryng erytrocytdw ssakéw [192]. Badania
immunofluorescencyjne wykazaly, ze przeciwciata te reagujg z biatkami
potozonymi blisko cytoplazmatycznej powierzchni btony komdérkowej ko-
morek réznych organéw kurczat [192]. Podobnie przeciwciata skierowane
przeciw spektrynie erytrocytow ludzkich reagujg z biatkami o podobnej
masie czasteczkowej bton komoérkowych nerek, watroby, jader i moézgu
swini [193]. Embrionalne miocyty serca kurczecia, mysie fibroblasty linii
3T3, transformowane wirusem SV-40 fibroblasty 3T3 oraz komérki hepa-
toma szczura zawierajg biatko zbudowane z dwdch polipeptydéw o masie
czasteczkowej 230 000 i 240 000 wykazujace znaczne podobienistwo w struk-
turze pierwszorzedowej do spektryny [194].

Frakcje bton komérkowych moézgu sg najbogatszym Zrédtem nazwanej
przez Bennetta i wsp. [193] ,,spektryny moézgowej”. Prawdopodobnie
tego samego biatka dotyczg doniesienia méwigce o fodrynie, kalspektynie
lub biatku wigzacym kalmoduline [194—203]. Spektrynopodobne biatka
ekstrahujg sie z bton komérkowych moézgu zarbwno roztworami 0 wyso-
kiej jak i niskiej sile jonowej [193, 198, 203] i podobnie jak spektryna nie
ekstrahujg sie roztworami Tritonu X-100 [198]. Fodryna i kalspektyna zbu-
dowane sg z dwdéch podjednostek o masie czasteczkowej 240 000 i 235 000
[193, 196—198, 203]. Przeciwciata uzyskane przeciw zdenaturowanej fod-
rynie pozwolity na jej lokalizacje w korowej strefie cytoplazmy neuronéw
technikg immunofluorescencji [192]. Dalsze badania wykazaly, ze jest ona
w okoto 70% zwigzana z btonami komdérek nerwowych, a w okoto 30%
wystepuje w cytozolu [197, 198], Najbogatszym Zrédiem kalspektyny sa
synaptosomy, a w szczego6lnosci ich btony [196, 202].

Innym biatkiem spektryno-podobnym jest tzw. biatko TW 260/240
komorek nabtonka jelita z rgbkiem pragzkowanym (nabtonka szczoteczko-
wego). Biatko to jest jednym z gtdwnych sktadnikdéw siateczki granicznej
(terminal web) komérek nabtonka jelita. Szkielet mikrokosmkoéw stano-
wig uporzadkowane wigzki filamentéw rdzeniowych potaczonych lezacymi
ponizej nich filamentami siateczki granicznej. Biatko TW 260/240 jest
heterotetramerem zbudowanym z dwoéch rodzajéw podjednostek o masie
czasteczkowej 260 000 i 240 000 [190].

Fodryna i TW 260/240 majg wiele cech wspdlnych ze spektryng (Ta-
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bela 2). Stanowig bowiem réwnomolarny kompleks dwéch podobnych pod-
jednostek, wigzg i sieciujg F-aktyne. W mikroskopie elektronowym struk-
turalnie przypominajg spektryne; wykazuja strukture elastycznych, po-
dwojnie spiralnych czasteczek rdznigcych sie diugoscig. Dimery w tetra-
merze, podobnie jak w spektrynie tacza sie wedtug symetrii ,,gtowa—gto-
wa” [190, 197, 198, 203], Podjednostki fodryny majg podobny do spektryny
sktad aminokwasowy [203]. Spektryna mozgowa wigze sie z btonami ery-
trocytow w miejscu wigzania spektryny wykazujgc jednak okoto dwu-
krotnie mniejsze powinowactwo [193]. Tetramer fodryny wykazuje sztyw-
niejszg strukture na co wskazuje nizszy w poréwnaniu ze spektryng wspot-
czynnik sedymentacji — okoto 11 S [198, 203]. Tetramer fodryny wyka-
zuje takze wiekszg stabilno$¢ w porownaniu z tetramerem spektryny,
gdyz przechodzi w dimer podczas inkubacji w 37°C w obecnosci 1 M NaBr
[193] lub 0.6 M KC1 [198].

Kalspektyna podobnie jak spektryna ulega w btonach synaptycznych,
niezaleznej od cAMP endogennej fosforylacji. W wyodrebnionych btonach
tylko podjednostka 2 o masie czgsteczkowej 235 000 ulega fosforylacji
[204]. Obie podjednostki sg fosforylowane w dodanej kalspektynie [205].
Dwie kinazy fosforylujgce obie podjednostki kalspektyny wyodrebniono
z bton komoérkowych mdzgu. Jedna z nich o masie czgsteczkowej 800 000
jest aktywna w obecnos$ci jondw wapnia i kalmoduliny, a druga o masie
80 000 jest aktywna niezaleznie od kalmoduliny i jonéw wapnia, ale do-
datek jondw wapnia zwieksza jej aktywno$¢ [205]. Roznice w fosforylacji
kalspektyny zwigzanej z btonami i izolowanej wynikajg z przestrzennego
usytuowania podjednostek i réznic w dostepnosci dla kinaz [205].

Reaktywno$¢ tych biatek z przeciwciatlami antyspektrynowymi jest
réznie interpretowana. Jedna z hipotez [193] zaklada, ze homologia spek-
tryny erytrocytéw i jej moézgowego analogu jest rzedu 20%, na co wska-
zuje ograniczona reaktywnos$¢ z przeciwciatami antyspektrynowymi oraz
poréwnanie map peptydowych obu biatek. Ograniczona homologia moze
by¢ jedng z przyczyn niepowodzeh w wykrywaniu analogéw spektryny
w innych komorkach [193]. Spektryny stanowig wielogenowa rodzine bia-
tek o wspbélnym pochodzeniu [193]. Spektryna erytrocytow jest najbardziej
oddalona ewolucyjnie ze wzgledu na funkcjonalng specjalizacje erytrocy-
tow [193]. Wedtug innej, lepiej udokumentowanej hipotezy biatka te za-
wierajg wspolng podjednostke o masie czasteczkowej 240 000 [154, 203].
Przeciwciata uzyskane przeciw fodrynie i TW 260/240 reagujg krzyzowo
z podjednostkami o masie czgsteczkowej 240 000 obu biatek a takze z pod-
jednostkg 1 spektryny [154]. Podjednostka ta wigze kalmodulinge [154,
190, 196—198]. Druga podjednostka kazdego z tych biatek jest przy-
puszczalnie swoista dla typu komorki (154, 203). W tabeli 2 poréwnano nie-
ktore wiasciwosci tych biatek. Ograniczong homologie z podjednostkg 1
spektryny wykazuje réwniez biatko 2 izolowane z mobzgu, wigzace sie
z mikrotubulami (MAP2) [206, 207]. Nie poznano, jak dotad, ani udziatu
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biatek spektryno-podobnych innych komoérek w tworzeniu szkieletu ko-
morkowego, ani takze ich interakcji z btona komérkowga. Nie wszystkie
cechy tych bialek sg wspdlne. Rozbieznosci w ocenie zawartosci biatek
spektryno-podobnych i stopnia ich homologii ze spektryng erytrocytow
nasuwajg watpliwosci, czy biatka mdézgu przypominajace spektryne sg
identyczne.

V. Spektryna erytrocytow pacjentéw z niektérymi anemiami hemolitycz-
nymi

Niektore anemie hemolityczne objawiajgce sie miedzy innymi nienor-
malnym ksztattem erytrocytdw sg prawdopodobnie uwarunkowane uszko-
dzeniami czasteczek biatek tworzgcych szkielet komorkowy [208].

Spektryna oséb z eliptocytozg jest podatna na denaturacje cieplna [209]
oraz wykazuje zaburzong asocjacje dimer-tetramer [210]. Spektryna krwi-
nek tych os6b wykazuje zwiekszong wrazliwo$¢ na trypsyne [211]. W nie-
ktorych przypadkach (typ 1) uzyskuje sie zmienione mapy peptydowe
w wyniku strawienia spektryny trypsynag [212, 213]. Obserwuje sie wzrost
zawartosci fragmentu o masie czgsteczkowej 73 000 i réwnocze$nie spadek
ilosci fragmentu o masie czasteczkowej 80 000. U pacjentki z dziedziczng
eliptocytoza wykryto obecno$¢ wariantu podjednostki 2 spektryny o masie
czasteczkowej 214 000 wystepujgcej obok normalnej podjednostki 2 [213].
Obecnos$¢ tej zmienionej podjednostki (wariant beta — Le Puy) nie ule-
gajacej fosforylacji powoduje zmieniong interakcje dimeréw [213].

Dziedziczna pyropoikiloza jest rzadkim schorzeniem, ktére charakte-
ryzuje nieprawidtowy ksztalt erytrocytéw i ich wzmozona podatno$¢ na
fragmentacje pod wptywem podwyzszonej temperatury [214] spowodo-
wang prawdopodobnie dziedzicznie uszkodzong spektryng [215, 216].
Spektryna krwinek os6b z tym schorzeniem wykazuje rowniez zwigkszo-
ng podatno$¢ na denaturacje cieplng [216].

Inng anemiag z tej grupy jest dziedziczna sferocytoza. Btony erytrocy-
tbw myszy z ostrg anemig sferocytyczng spowodowang obecnoscig alleli
recesywnych wykazujg obnizong zawarto$¢ spektryny [217]. W opisanych
dwoch przypadkach ostrej sferocytozy btony erytrocytéw zawieraty naj-
wyzej potowe normalnej ilosci spektryny, z tym ze ubytek podjednostki 1
byt nieco wiekszy niz podjednostki 2 [218]. Erytrocyty charakteryzowata
bardzo duza wrazliwo$¢ osmotyczna. Przypadki ostrej, homozygotycznej
sferocytozy sa bardzo rzadkie. Przypuszcza sig, ze nawet mate obnizenia
ilosci spektryny spowodowane defektami genetycznymi prowadzgcymi
badZ do obnizenia syntezy, badz do modyfikacji potranslacyjnej moze po-
wodowac caty wachlarz zmian obserwowanych w dziedzicznej sferocytozie
[218]. Sporo danych dotyczy innych uszkodzen szkieletu komdérkowego
[208, 219, 220], na przyktad obnizenia ilosci ankiryny lub polipeptydu 4.1.
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V1. Podsumowanie

Za spektryne uwaza sie biatko bton erytrocytéw zbudowane z tancu-
chéw polipeptydowych 1 i 2 analizowanych elektroforetycznie w zelu
poliakryloamidowym w obecnosci SDS. Masa czasteczkowa podjednostek
spektryny wynosi 240 000 i 220 000. Punkt izoelektryczny podjednostek
1i 2 miesci sie w przedziale pH 5.0-5.2. Podjednostka 2 spektryny ulega
niezaleznej od cAMP fosforylacji. W podjednostce tej znajduje sie miejsce
wigzace ankiryne. W podjednostce 1 znajduje sie miejsce wigzace pod-
jednostke 2 odpowiadajgce za tworzenie oligomerow spektryny. Podjed-
nostka 1 wigze kalmoduling. Obydwie podjednostki niezbedne sg do utwo-
rzenia kompleksu z aktyng i polipeptydem 4.1. W natywnych komdrkach
wystepujg tetramery i wyzsze oligomery spektryny utworzone z heterodi-
meréw. Spektryna, zaréwno tetrameryczna jak i dimeryczna jest elastycz-
ng czasteczkg o strukturze podwojnej spirali i umiarkowanej asymetrii.
Spektryna wystepuje w erytrocytach wszystkich zbadanych gatunkéw
zwierzat. Podjednostka 1 spektryny okazata sie biatkiem bardzo podobnym
lub nawet identycznym z podjednostkami o masie czgsteczkowej 240 000
biatek szkieletu komérkowego innych komérek. W przypadkach niekt6-
rych anemii hemolitycznych stwierdza sie wystepowanie w erytrocytach
zmienionej podjednostki 2 lub znaczne zmniejszenie iloSci spektryny.

Autor serdecznie dziekuje Pani Profesor dr Wandzie Mejbaum-Katzenellenbogen za
pomoc w redakcji tej pracy oraz za zyczliwe uwagi i dyskusje a dr A. Kozubkowi
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I. Wstep

Juz od dawna z hodowli mikroorganizmoéw izolowano niskoczasteczko-
we zwigzki, tworzace barwne kompleksy z zelazem. Rola ich nie byta
znana. Niektdre z nich, jak wykrytg juz w 1912 r., jako czynnik wzrosto-
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wy Mycobacterium paratuberculosis, mykobaktyne (1) zbadano dokiadnie
dopiero w roku 1965 (2). Zwrotnym punktem, ktdry pozwolit potgczyé po-
zornie odlegte spostrzezenia w spoOjng catos¢, byto wyizolowanie krysta-
licznego kompleksu zelaza, zwanego ferrichromem =z kultury grzyba
Ustilago sphaerogena w roku 1952 (3). W tym samym czasie w laborato-
rium firmy Lederle stwierdzono, ze inny szczep grzybow Pilobolus kleinii
wymaga do wzrostu ekstraktu nawozowego, lub jak p6zniej scisle okreslo-
no, koprogenu — kompleksu zelaza, zawartego w kulturze Pénicillium (4).
Jednoczes$nie w Kanadzie pracowano nad czynnikiem wzrostowym, okre-
Slonym jako artrobaktyna (5), a w Anglii izolowano inny czynnik —
pierwszg z grupy mykobaktyn. Siedem lat po6zniej grupa Keller-
Schierleina rozpoczeta prace nad ferrioksaminami — rodzing zwigz-
kow zawierajagcych zelazo (6). Zwigzki te okazaty sie antagonistami anty-
biotykéw znanych jako syderomycyny * W roku 1960 Neilands wy-
kryt w czasteczce ferrichromu obecno$¢ wigzania N-hydroksyamidowego
(7) a grupa Keller-Schierleina (8, 9) potwierdzita to odkrycie,
stwierdzajac, ze zarowno ferrichrom, jak i ferrioksamina B sg kompleksa-
mi zelaza i kwasu trihydroksamowego. Obserwacjag Neilandsa o fun-
damentalnym znaczeniu byto stwierdzenie, ze wysokie stezenie jonu zelazo-
wego w pozywce zmniejsza synteze ferrichromu (10). Dalszy rozwdj badan
pozwolit na stworzenie obecnie do$¢ juz przejrzystej catosci, obejmujacej
sprawy dotyczace transportu zelaza do komorki drobnoustrojéw. Zasad-
nicze elementy tej konstrukcji logicznej sg przedmiotem niniejszego arty-
kutu.

Wiadomo, ze zelazo jest niezbednym elementem proces6éw biochemicz-
nych, a enzymy zawierajace ten pierwiastek biorg udziat w wielkich cyk-
lach biochemicznych, w catej gamie organizméw zywych, od najprostszych
do bardzo ztozonych. Zelazo jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych
pierwiastkéw skorupy ziemskiej. Tylko tlen, krzem i glin sg bardziej
pospolite. Wprawdzie w krystalicznej strukturze skal wystepuje ono w
postaci jonu zelazawego i zelazowego, jednakze w roztworach wodnych
i osadach poddanych dziataniu tlenu atmosferycznego wystepuje jedynie
jako zelazo na trzecim stopniu utlenienia: Ten stan rzeczy zwigzany jest
ze stopniowg przemiang atmosfery ziemskiej z beztlenowej w utleniajgcg,
co miato miejsce 3-4*10® lat temu. Zelazo w wodzie najczesciej spotyka sie
w postaci stabilnego koloidu lub hydrosolu, zdyspergowanego jako uwod-
niony wodorotlenek zelaza Fe(0OH)3*nH2. lloczyn rozpuszczalnosci tego
potaczenia jest skrajnie niski, K = 10~8% (11). W przeciwieistwie do tego,
zwiagzki zelaza dwudodatniego sg lepiej rozpuszczalne. Stopniowa przemia-
na jondw zelazawych w zelazowe w biosferze ziemskiej prowadzita, w toku
ewolucji, do coraz trudniejszego przyswajania zelaza przez komaorki drob-
noustrojow. Proste, pierwotne systemy transportu zelaza musialy prze-

* Poréwnaj rozdziat Il
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ksztatci¢ sie w ztozony, wysokospecyficzny system umozliwiajacy uzyski-
wanie zelaza ze skrajnie trudno rozpuszczalnych substratéw.

Obecnie ustalono, ze system ten obejmuje: biosynteze niskoczgsteczko-
wego, specyficznego dla jonéw zelazowych ligandu, zwanego dalej side-
roforem, dyfuzje jego poza komérke, kompleksowanie jonu zelaza przez
siderofor i aktywny transport tego jonu do wnetrza komérki z wykorzy-
staniem specyficznych receptoréw biatkowych btony komdrkowej. Poni-
zej bedg omowione poszczegdlne elementy tego uktadu ze szczegdlnym
uwzglednieniem sideroforéw.

Il1. Jon Zelazowy

Przyczyna szczeg6lnej roli zelaza w biokatalizatorach jest fakt jego
wystepowania na dwoch trwatych stopniach utlenienia, ze stosunkowo
szerokim zasiegiem potencjatu utleniajgco-reaukujagcego okoto 1 Volt.
Moze on sie wahaé bowiem od +300 mV w cytochromach typu A do
—500 mV w ferredoksynach (12). Preferowang geometria komplekséw
zelazowych jest koordynacja oktaedryczna, gdzie centralnie potozony jon
zelaza jest otoczony przez sze$¢ atomow. Zelazo jako pierwiastek przej-
sciowy ma niewypetnione orbitale d. Ligandy wchodzac w sfere koordy-
nacji rozszczepiajg zdegenerowany poziom d na dwa poziomy. Ze stabymi
donorami elektrondw jak np. z jonami chlorkowymi tworzy sie tzw.
kompleks wysokospinowy, ktory zawiera pie¢ niesparowanych elektronow.
Odmiennie — ligandy o silnym polu dajg kompleksy niskospinowe, zawie-
rajace w przypadku zelaza jeden elektron niesparowany. Siderofory, jako
ligandy, tworzg z zelazem kompleksy wysokospinowe d5 (13) o niskiej
energii stabilizacji pola krystalicznego, ktére nie maja dozwolonych przejs$¢
typu d-d. Widma UV tych kompleksdw charakteryzujg sie intensywnymi
pasmami przeniesienia tadunku przy 400-420 nm.

Ryc. 1. Oktaedryczna koordynacja i kompleks jonu zelazowego.
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Interesujgca jest rowniez stereochemia komplekséw oktaedrycznych
zelaza. W wypadku ligandu dwukleszczowego, lecz niesymetrycznego, tj.
zawierajgcego dwa atomy A i B lub dwie jednakowe lecz nieréwnocenne
grupy (np. dwie grupy fenolowe kwasu 2,3-dihydroksybenzoesowego) —
moze powsta¢ teoretycznie az 16 rdéznych izomerow geometrycznych
i optycznych. Zwykle jednak ta mnogo$¢ jest ograniczona a izomery o ma-
tym stopniu symetrii, typu trans — przewaznie nie wystepujg. Bardzo
istotne sg natomiast izomery optyczne. Jak wykazaly badania chiralo-
optyczne — CD (14), kompleksy siderofor6w moga mieé na atomie zelaza
dwie odmienne konfiguracje, ktére odpowiadajg lewo i prawoskretnej
trojlopatkowej Srubie. Tego typu chiralne uktady o osi symetrii C3 ozna-

/! 5 \!\

trans cis

B A— np.: ﬁNd
Ryc. 2. l1zomeryczne kompleksy cis i trans jonu zelazowego z dwukleszczowym,
niesymetrycznym ligandem. Konfiguracja wokdt zelaza A

0, 02 Ugand i jego nierbwnocenne atomy tlenu

Ryc. 3. Enancjomeryczna para komplekséw cis: A i A o przeciwnej konfiguracji
wokot zelaza.
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czane jako Ai A, mozna tatwo okre$la¢ przez badanie krzywej CD w za-
kresie 400—500 nm. Konfiguracja A charakteryzuje sie ujemng, a A do-
datnig krzywg CD (15).

Inny punkt widzenia na trwatos¢ kompleksdw zelaza daje teoria
Pearsona (16), preferujgca jako najbardziej trwate pary: twardy-twardy
lub miekki-miekki. | tak jon zelazowy, jako twardy, bedzie preferowac
twardy atom tlenu w sideroforze, a po redukcji bardziej miekki jon zela-
zawy tworzy¢ bedzie stabilniejsze kompleksy z atomem siarki w uktadach
wewnatrzkomorkowych.

I1l. Terminologia

Nazwa siderofor, wybrana dla specyficznego jonoforu jonow zelazowych
(zelazoforu), wywodzi sie od greckiej nazwy zelaza — sidero. Termin si-
derofor *, wprowadzony ostatecznie w roku 1973 przez Lankforda
(17), zastapit wczesniej uzywany i jednoznaczny z nim termin syderochrom
(18) oraz wchtongt proponowane przez grupe Kellera-Schierlei-
na (6) pojecia: syderamin i syderomycyn, stosowane uprzednio odpo-
wiednio do czynnikéw wzrostowych typu amin oraz do antybiotykdw.
Niestety w literaturze spotyka sie jeszcze czesto dowolnosci terminologicz-
ne, np. kompleks z zelazem jakim jest ferrichrom nazywa sie tez niekiedy
sideroforem. Lecz w tej pracy okre$lenie siderofor bedzie konsekwentnie
uzywane jedynie w odniesieniu do ligandu pochodzenia naturalnego spe-
cyficznego dla jonu zelazowego. Desferri-ferrichrom (czasteczke ferri-
chromu bez jonu zelaza) wygodniej bedzie nazwa¢ ligandem ferrichromu.

IV. Klasyfikacja sideroforow

Obecnie mozna zasadniczo siderofory zaliczy¢ do dwdch gtéwnych klas:
pochodnych fenoli i kwaséw hydroksamowych (18). Obie te klasy groma-
dza zwigzki bedace stabymi kwasami (pKa = 9) i w ich kompleksach
zwykle tylko atomy tlenu sg w sferze koordynacyjnej zelaza. Najbardziej
typowymi przedstawicielami tych obu grup sa: ligand ferrichromu (tab. 4)
i enterobaktyna (wzor I). Klasyfikacja ta jest uproszczona, bowiem przy-
ktadowo: mykobaktyna (wzér XXIII) jest hybrydem, w ktérym ligand
koordynuje zelazo zaréwno ugrupowaniem kwaséw hydroksamowych, jak
i atomami tlenu reszt fenolowych, a ponadto atomem azotu ukiadu
oksazoliny.

*

Autor $wiadomie wprowadza nazwg polska najbardziej zblizong do oryginatu
(ang.: siderophore), uwzgledniajagc wymogi wspoétczesnych systemoéw informatycznych.
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Ryc. 4. Dwukleszczowe fragmenty ligandow (sideroforow) w sferze koordynacyjnej
zelaza.

V. Biosynteza sideroforéw

Jednym z najistotniejszych czynnikéw, wptywajacych na proces two-
rzenia sie sideroforéw jest niskie stezenie zelaza w $rodowisku. Opty-
malnie wynosi ono 10-7 gat/dcm3 Wzrost jego poziomu do okoto 10-5
gat/dcm8 powoduje stopniowe zahamowanie syntezy ligandu sideroforo-
wego (18). Catkowity brak zelaza wstrzymuje jednak rowniez wzrost
drobnoustrojéw. Drogi biosyntezy sideroforow zalezg od typu ich budo-
wy. Synteza sideroforow pochodnych fenoli zwigzana jest ze szlakiem
metabolicznym aromatycznych aminokwas6w, opartym na syntezie kwasu
choryzmowego. Ten ostatni izomeryzuje do kwasu izochoryzmowego,
z ktérego tworzy sie kwas 2,3-dihydroksydehydrobenzoesowy, bezposredni
prekursor kwasu 2,3-dihydroksybenzoesowego, ktorego reszty acylowe sg
popularne wsrdd ligandéw sideroforowych (19). Kwas izochoryzmowy jest
rowniez prekursorem kwasu salicylowego, waznego sktadnika budowy
sideroforow (20).

Interesujacy jest problem biosyntezy wigzania N-hydroksyamidowego,
charakterystycznego dla siderofor6w — kwaséw hydroksamowych. Fawo-
ryzowana termodynamicznie mozliwos$¢ utlenienia grupy aminowej do
pochodnej hydroksyloaminy, obserwowana w biosyntezie ferrichromu
i hadacydyny (21, 22), konkuruje z logicznie bardziej akceptowang mozli-
woscig utlenienia wigzania amidowego, ktorg obserwuje sie na przykia-
dzie kwasu aspergilowego (23). W procesie pierwszym, koncowym etapem
jest oczywiscie acylowanie pochodnej hydroksyloaminy. Doktadniej zba-
dano (24) biosynteze kwasu rodotorulowego, stosujgc spektrometrie maso-
wa. Stwierdzono przy uzyciu izotopu tlenu, ze enzymatyczne utlenienie
zachodzi przy udziale tlenu atmosferycznego. Stwierdzono, ze (o-acetylo-co-
N-hydroksyornityna jest prekursorem wielu sideroforéw z grupy diketo-
piperazyn i ferrichroméw (25).
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kwas shikimowy
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kwas choryzmowy kwas izochoryzmowy kwas salicylowy
1
COOH
kwas NOH
2,3 - dihydroksy -
dehydrobenzoesowy OH siderofory

COOH
kwas OH
2,3 - dihydroksy -
benzoesowy OH

Ryc. 5. Droga biosyntezy sideroforé6w pochodnych fenoli.

Jest pewne, ze prawie wszystkie typy aerobowych i czeSciowo aerobo-
wych komoérek drobnoustrojow wytwarzaja siderofory lub korzystaja
z sideroforéw. Jedynie u takich beztlenowcéw jak Clostridia, czy bakte-
rie kwasu mlekowego — nie wykryto tych zwigzkéw (26). Siderofory
z grupy fenoli, wytwarzane sg gtéwnie przez komorki prokariotyczne.
U prokariontow spotyka sie réwniez siderofory z grupy kwaséw hydro-
ksamowych, pochodne kwasu cytrynowego. Organizmy z pogranicza bak-
terii i grzybdw jak: Actinomycetes i Streptomycetes postugujg sie Ugan-
dami ferrioksamin — N-hydroksyamidami kwasu bursztynowego, podczas
gdy u drozdzy i grzybéw przewazaja siderofory typu peptydowego —
ligandy ferrichromdw i fuzaryniny, stanowigce pochodne co-N-acylo-L-co-
N-hydroksy-L-ornityny. Wyzszy homolog tego aminokwasu to-N-hydroksy-
L-lizyna wystepuje w mykobaktynach z Mycobacterium, i w aerobakty-
nie z Aerobacter aerogenes (27). W Swietle tych faktow nie jest dziwne,
ze siderofory wykrywa sie zarowno w glebie (28), jak i w dolnych partiach
przewodu pokarmowego zwierzat wyzszych (29).

-r R—NHOH
R-NH, R-1jl-CO-R’
\ R-NH-CO-R'~ OH

Ryc. 6. Mozliwosci biosyntezy kwaséw hydroksamowych.

15 Postepy Biochemii 384
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Wystepowanie sideroforéw

Mikroorganizm

Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Bacillus megaterium
Mycobacteriae
Micrococus denitrificans
Cyanobacteriae
Streptomyces sp.
Ascomycetes
Basidiomycetes
Aspergilli

Neurospora

Penicillia

Fusaria

a) kompleksy sideroforéw z zelazem

[8)

Tabela 1.

Siderofor

enterobaktyna
enterobaktyna
schizokinen
mykobaktyny
parabaktyna
schizokinen
ferrioksaminya>
ferrichromy*)
ferrichromy
ferrichromy
ferrichromy
ferrichromy
fuzaryniny

VI. Kompleksy sideroforow

Wiekszos$¢ badan nad kompleksami sideroforéw prowadzit Raymond
(30, 31, 32). Wazng, lecz niekorzystng, cechg wysokospinowych komplek-
séw zelaza jest bardzo duza szybko$¢ wymiany jonu centralnego (33), co
utrudniato badania. Dlatego tez w poczatkowym okresie postuzono sie
kinetycznie inertnymi, modelowymi, kompleksami sideroforé6w z chro-
mem (30). Kompleksy sideroforéw moga byé obdarzone potrojnym tadun-
kiem ujemnym, jak w kompleksie enterobaktyny, lub by¢ jego pozbawione,
jak w ferrichromie. Nie tadunek jednak determinuje role kompleksu side-
roforu. Najwazniejszg cechg tych komplekséw sg ich state trwatosci, ktdre
osiggajg niezwykle wysokie wartosci 1030 a nawet, jak w przypadku kom-
pleksu enterobaktyny 10“. Sg to najtrwalsze, znane kompleksy zelaza. Ta
cecha pozwala na wigzanie jonéw zelazowych przez siderofory wydzielane
przez komérke do $rodowiska zewnetrznego (osocze, woda morska, gleba),

Tabela 2.

State trwatosci komplekséw z zelazem wybranych sideroforéw (31)

Siderofor Ig statej trwatosci
enterobaktyna 52,0%)
ferrioksamina B 30,6
ferrichrom 29,1
aerobaktyna 22,9
kwas rodotorulowy 31,2
kwas acetylohydroksamowy 22,9

a) kompleks pochodnej fenolu
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nawet gdy zawarte w nim zelazo znajduje sie w bardzo trudno dostepnej
formie. Przykiady statych trwatoSci wybranych komplekséw sideroforow
ilustruje tabela 2, w ktérej widac, ze kompleksy kwaséw hydroksamowych
majg nizsze state, niz kompleksy fenoli. Rozwazania nad statymi trwatosci
majg szczegOlny sens w odniesieniu do biatkowych komplekséw zelaza,
jak ferrytyna i transferyna (34). Wiagze sie to bowiem z mozliwoscig usu-
wania zelaza z transferyny przez bakterie, wydzielajgce w osoczu sidero-
fory, lub przez podawanie do organizmu sideroforopodobnych lekéw. Taka
terapie sideroforowg stosuje sie przy niekorzystnych stanach przetadowa-
nia zelazem, wystepujacych po czestych transfuzjach u ludzi cierpigcych na
tzw. anemie Cooley’a. W uzyciu klinicznym znalazta zastosowanie s6l
ligandu ferrioksaminy B (35). Réwniez usuwanie aktynowcdw z organiz-
mu, przy uzyciu syntetycznych analogéw sideroforéw, stato sie przedmio-
tem obszernych programow badawczych (36).

Kompleksy sideroforéw z zelazem sg barwne. Barwa zmienia sie od
ztoto-z6tej do purpurowo-czerwonej a zalezy od ligandu, pH i skiadu
kompleksu. Ta absorpcja jest znaczna w Swietle widzialnym i w ultra-
fiolecie.

Proces tworzenia kompleksu wigze sie z gtebokimi zmianami konfor-
macji sideroforowego ligandu, ktéry przechodzi od nieuporzadkowanej
struktury do postaci stabilizowanej niekiedy kilkoma mostkami wodoro-
wymi, jak to np. ustalono, badajgc rentgenograficznie strukture krysztatu
ferrichromu A (37). Tg technikg badano réwniez kilka innych komplek-
sow siderofordw jak: ferrichryzyne (38), ferrioksamine E (39) oraz kom-
pleksy triacetylofuzaryniny (40) i mykobaktyny P (41). Niezwykle istotng
sprawg stata sie mozliwo$¢ ustalenia konfiguracji ligandéw woko6t atomu
zelaza. W zwigzkach grupy ferrichromu okre$lono jg jako cis A. Ustale-
nia rentgenograficzne staty sie jedng z podstaw do prawidtowych odczy-
téw chiralno$ci z krzywych CD (32). Tak udato sie okreslic kompleksy
kwasu rodotorulowego (15) i enterobaktyny, jako cis A (42). Ostatnio po-
dano, ze konfiguracja wokot atomu zelaza wigze sie w sposéb wyraZzny
z aktywnoscig biologiczng (43). Kompleks o uktadzie A utworzony z agro-
baktyng i parabaktyng nie pobudza wzrostu E. coli, a wptywa na wzrost

P. denitrificans. Odwrotnie, kompleks enterobaktyny: A pobudza wzrost
E. coli.

VII. Funkcja biologiczna

Funkcje biologiczng sideroforow oraz ich udziat w aktywnym trans-
porcie zelaza przez btone komdrkowga przedstawia Neilands (44). Po-
daje on, ze przy stosunkowo wysokich stezeniach jonéw Zzelaza drobno-
ustroje korzystajg z niespecyficznych proceséw jego przyswajania, ktére
sq malo zbadane. Natomiast przy niskich stezeniach gtéwng role w pro-
cesie asymilacji zelaza odgrywa wysokospecyficzny, sideroforowy system

15*
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transportowy. System ten udoskonalit sie w toku ewolucji, pozwalajac na
przezycie mikroorganizmow w $rodowiskach o niskich stezeniach zelaza,
np. w wodzie morskiej lub w glebach. Jak wspomniano, ten system trans-
portu sktada sie z dwdch zasadniczych czesci: liganddéw, zwanych sidero-
forami oraz specyficznych dla kompleksu: siderofor — jon zelazowy, biat-
kowych receptorow btony komdrkowej. Obecne prace nad wyizolowa-
niem i identyfikacjg tych biatek receptorowych prowadzi sie gtéwnie na
bakteriach E. coli i Salmonella typhimurium (45). U E. coli, ktéra nie
wytwarza ferrichromu, lecz korzysta z enterobaktyny stwierdzono dwa
rozne receptory: receptor ferrichromu, bialko o masie czasteczkowej
78 000 (kodowane przez gen ton A lub fhu A (46) oraz dos¢ labilny receptor
enterobaktyny o masie czgsteczkowej 81 000 (gen cbr lub fep A (47). Re-
ceptor ferrichromu jest tez receptorem fagéw Tj, T5 0 80, kolicyny M
oraz antybiotyku albomycyny.

Przypuszcza sie, ze biosynteza enterobaktyny ma negatywng regula-
cje ekspresji gendw. Przy duzym stezeniu zelaza w komérce, spowodowa-
nym transportem aktywnym przy udziale sideroforu, tworzy sie kom-
pleks: zelazo — aporepresor. Blokuje on operon gendéw, wstrzymujac
transkrypcje i synteze biatek enzymatycznych, niezbednych do syntezy
sideroforu. Synteza sideroforu zmniejsza sie lub ustaje. W toku obecnie
prowadzonych prac ustala sie potozenie gendéw, kodujgcych enzymy en-
terobaktyny, w chromosomie E. coli (44).

Dotad nie sg catkowicie wyjasnione wszystkie sprawy zwigzane z me-
chanizmem sideroforowego transportu zelaza. Siderofor, wydzielony na
zewnatrz komarki, wytwarza kompleks, wykorzystujac trudno dostepne
zrédto zelaza. Kompleks przytacza sie do receptora. Dalsze etapy trans-
portu zelaza réznig sie w zaleznosci od ligandu. Ferrichrom wnika do ko-
marki poprzez btone, zwykle z udziatem permeaz. Wewnatrz komérki na-
stepuje redukcja jonu zelazowego. Kompleks rozpada sie, a siderofor

S ST
jon zelazow
! & 4 —‘Cnet_rz—e komorki
l receptor

O — & TG

kaTnpleks \ enz. i bialkawigz. zelazo

O O biosynteza

l l ligand sideroforowy

Ryc. 7. Wysokospecyficzny system transportu jonéw zelazowych poprzez btong bio-
logiczna.
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zostaje ponownie uzyty (48). Mozna by sadzi¢, ze ten mechanizm jest
typowy dla wiekszosci sideroforow. W przypadku jednak kwasu rodotoru-
lowego, kompleks przekazuje zelazo na powierzchni komérki, ale sidero-
for jest tez ponownie uzyty (49). Uwolnienie zelaza taczy sie z jego reduk-
cjag gdyz kompleksy zelazawe sideroforéw nie sg trwate. Dlatego tez
okreslono potencjaty redoksowe komplekséw kilku sideroforéw, ktdre
z wyjatkiem kompleksu enterobaktyny (—750 mV), znajduja sie w za-
siegu reduktorow komaérkowych (50). Najbardziej dyskusyjny jest mecha-
nizm transportu z udziatem enterobaktyny. Nie naruszony kompleks wni-
ka do komérki. Z uwagi na niski potencjat dawniej przyjmowano lize
ligandu esterazg (51) i nastepnie redukcje. Obecnie jednak ta koncepcja
jest podwazana (52), tym bardziej, ze i cykliczne analogi enterobaktyny
bez wigzania estrowego wykazujg tez aktywnos$¢ sideroforowa. Ligand
enterobaktyny uzyty jest jednorazowo.

Od kilkunastu lat panuje opinia, ze nadmiar tatwo osiggalnego zelaza
w organizmach zwierzecych sprzyja infekcjom (53). Stezenie nie wigzanego
zelaza w osoczu jest bardzo niskie (10-+ “Molowe) i dlatego tez tylko bak-
terie zdolne do syntezy sideroforow moga mnozy¢ sie w organizmie go-
spodarza i uzyskiwac¢ zelazo z transferyny (54). Znamienne jest, ze pato-
genne szczepy E. coli nie korzystajg z enterobaktyny, ale stosujg do
transportu zelaza aerobgktyne (55).

*

VIIl. Budowa, wiasciwosci i syntezy chemiczne sideroforow

Jak wspomniano, siderofory moga by¢ pochodnymi fenoli lub kwasami
hydroksamowymi. Niezaleznie od tego nalezy omoéwi¢ siedem grup zwiaz-
kéw: fenole, grupe ferrichromow, grupe kwasu rodotorulowego, pochodne
kwasu cytrynowego, fuzaryniny, mykobaktyny oraz ferrioksaminy.

Tabela 3.
Klasyfikacja sideroforow
Pochodne fenoli Kwasy hydroksamowe
enterobaktyna ferrichromya>
agrobaktyna, parabaktyna kwas rodotonilowy, dimerowy
i wibriobaktyna i koprogen
poch. aminokwaséw fuzaryniny A, B, C
aerobaktyna, schizokinen
mykobaktyny

ferrioksaminy*)
a) kompleksy z zelazem

VI1II-1. Siderofory fenolowe

Ta grupa sideroforéw jest stosunkowo mato liczna i obejmuje entero-
baktyne (wzér 1), pochodne 2,3-dihydroksybenzoilowe kilku aminokwasdw
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Ryc. 8. Siderofory — pochodne fenoli.

oraz takiez pochodne spermidyny: agrobaktyne, parabaktyne (wzory Il
i 1) i wibriobaktyne.

Cyklodepsipeptyd tri-(2,3-dihydroksybenzoilo-N-seryng) — wyizolo-
wano niezaleznie: jako enterobaktyne (56) i jako enterocheline (19). Zwig-
zek ten jest popularnym sideroforem bakterii jelitowych i wystepuje
u Escherichia coli, Salmonella typhimurinm, Aerobacter aerogenes, Ente-
robacter cloacae i Klebsiella pneumoniae. Nierozpuszczalny w wodzie
ligand mozna uzyska¢ przy niskim pH przez prostg ekstrakcje brzeczki
octanem etylu. Pomiary chiralooptyczne komplekséw enterobaktyny wy-
kazaty, ze 12 cztonowy policykliczny ester uktada sie w konfiguracje A
wokot atomoéw chromu i zelaza (42). Przez analize widm elektronowych
i technika Ramana udowodniono, ze zelazo jest koordynowane wylgcznie
przez uktady wicynalnych dioli tego sideroforu (57).

Badania przy uzyciu 13 NMR — izostrukturalnego wobec kompleksu
zelaza, trwatego kompleksu galu wykazaty drastyczne zmiany konforma-
cji czasteczki enterobaktyny w tym kompleksie (58). Technikg spektro-
skopii Mdssbauera potwierdzono mozliwo$¢ istnienia kompleksu entero-
baktyny, zaréwno z jonami zelazowymi, jak i zelazawymi. Dlatego przy-
puszcza sie, ze redukcja jondw zelazowych kompleksu moze by¢ koniecz-
na dla jego przejscia przez bione cytoplazmatyczng (59). Znane sg dwie
ztozone syntezy enterobaktyny (60, 61). Otrzymano réwniez jej enancjo-
mer (61), ktérego kompleks o odwrotnej tj. A konfiguracji nie jest wyko-
rzystywany przez E. coli. Celem lepszego zrozumienia wptywu elementéw
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Ryc. 9. Budowa kompleksu enterobaktyny.
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budowy enterobaktyny na state trwatosci jej komplekséw i dziatanie,
otrzymano jej aktywny analog karbocykliczny (62). Inne cykliczne synte-
tyki, oparte budowa na uktadzie pierScienia benzenowego (63, 64), tworzg
kompleksy z zelazem o bardzo wysokich statych trwatosci 108i sa zdolne
do usuwania zelaza z transferyny. Otrzymano tez serie analogow z do-
datkowg grupg sulfonowg i stwierdzono ich przydatno$¢ do usuwania ak-
tynowcdw z organizmu (36).

Z réznych kultur bakteryjnych hodowanych przy niskim stezeniu
zelaza wyodrebniono caty szereg prostych pochodnych aminokwasow.
I tak, kwas itoikowy: (wzdr 1V) wyodrebniono jako pierwszy siderofor
fenolowy z Bacillus subtilis (65), z E. coli wyizolowano N-2,3-dihydroksy-
benzoiloseryne (wzér V) a z Klebsiella oxytoca takagz pochodng treoniny
(wzér VI) (66, 67). a-N-tt>-N-di(2,3-dihydroksybenzoilo)-lizyna (wzor VII)
jest prawdopodobnie sideroforem Azobacter vinelandii (68). Biorac to pod
uwage otrzymano analog sideroforu (wzér VIII), z szeScioma grupami che-
latujgcymi, ktéry jednak okazat sie nieaktywnym (69).

DHBA
DHBA - Gly IV DHBA — Lys v
DHBA -Ser V DHBA  DHBA
DHBA -Thr WV DHBA — Lys — Lys Wil
DHBA = Co —
H i

Ryc. 10. Pochodne 2,3-dihydroksybenzoilowe (DHBA) aminokwaséw.
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Niektére pochodne spermidyny tez moga dziataé jako siderofory.
Z Mikrococcus denitrificans wyodrebniono (70) parabaktyne, okreslajgc
pierwotnie jej budowe jako N1N8bis-/2,3-dihydroksybenzoilo-/-N4/salicy-
loilotreonilo/-spermidyne, jednakze Neilands skorygowat te strukture
stwierdzajagc obecno$¢ pierScienia oksazolinowego (71). Ta korekta suge-
rowana byta ustaleniem przez tego autora (72) budowy agrobaktyny, side-
roforu izolowanego z Agrobacterium tumefaciens, organizmu powodujace-
go ,,rakopodobne” zmiany u roslin. Agrobaktyna, podobnie jak parabakty-
na — tworzy kompleks typu A z udziatem pary elektron6w azotu oksazo-
liny i tlenu grupy fenolowej, odpowiednio reszty 2,3-dihydroksybenzoilu
lub salicyloilu. Badania rentgenograficzne wykazaty, ze ptaska czgsteczka
kompleksu agrobaktyny o grubosci 3,8 A ma konformacje stabilizowang
piecioma wewnatrzczastkowymi mostkami wodorowymi (73). Ostatnio
ustalono budowe wibriobaktyny — sideroforu Vibriocholerae (69, 73a).

Vm-2. Siderofory — kwasy hydroksamowe

Grupe ferrichromu trzeba uzna¢ za jedng z najwazniejszych grup
komplekséw sideroforéw, zaréwno z uwagi na podkreslone juz znaczenie
historyczne, jak i na wielka ilo$¢ prac jej posSwieconych. Klasyczny ,,pro-
totyp” wszystkich komplekséw sideroforow — ferrichrom zostat wyod-
rebniony z grzyba Ustilago sphaerogena (3) za$ inne zwigzki tej grupy
spotyka sie u Ascomycetes, Basidiomycetes i Fungi imperjecti. Ferrichro-
my i zwigzki podobne izolowano tez z kultur Aspergillus, Pénicillium
(w tym iz Pénicillium requejorti), Neurospora, Ustilago. Nalezy podkreslic,
ze heksapeptydéw ferrichromowych nie wyodrebniano z komédrek proka-
riotycznych.

Tabela 4»
Budowa ligandéw grupy ferrichromu
Nazwa Cykloheksapeptyd

ferrichrom (18) cyklo-Gly-G ly-Gly-Orn'-Orn'-Ornl-
ferrichrom A (8) cyklo-Ser-Ser-Gly-Orn,~Orny-Orn,-
ferrirubina (8) cyklo-Ser-Ser-Gly-Oml-Ornt-Orn*-
ferrirodina (8) cyklo-Ser-Ser-Gly-Ornz-Ornt,-Orn1-
ferrichryzyna (75) cyklo-Ser-Ser-G ly-Orn*-OrnxOrn#-
ferrikrocyna (18) cyklo-Gly-Ser-Gly-Orn*-Ornx-Orn’t
barwnik wina Sake (76) cyklo-Ser-Ala-Gly-OrnxOrn*-Ornx
ferrichrom C (76) cyklo-Gly-Ala-Gly-OrnxOrnxOrn*-
malonichrom (74) cyklo-Gly-Ala-Gly-OrnmOrnn-Ornm

pozycja 3 2 1 6 5 4

gdzie: x = to-N-OH- to-N-acetyl
y = w-N-OH. to-N-trans-HOOC-CHjCHjC(CH3)= CH-CO-
z = ¢0-N-OH- 6i-N-trans-HO-CH2CH2C (CH3)= CH-CO-
z’ = c0-N-OH- co-N-cis- jak wyzej
m = u-N-OH- to-N-cis-HOOC-CH = CH-CO-
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Ferrichromy sg kompleksami z zelazem cyklicznych heksapeptyddw,
zawierajacych, co jest dla nich charakterystyczne, nastepujace po sobie
3reszty 0o-N-acylo-N-hydroksyornityny. Acylem moze by¢ acetyl, maleinyl
(74) lub acyl kwasu trans-P-metyloglutakonowego (7). Pozostatymi trzema
resztami aminokwas6w sg reszty glicyny, alaniny i seryny. Obecnos¢
reszty glicynowej w pozycji 1 jest niezbedna dla zapewnienia wiasciwej
konformacji catej czasteczki kompleksu sideroforu. Badania rentgenogra-
ficzne krysztatu ferrichromu A (37, 77) wykazaty, ze kompleks ten za-
wiera pierscien heksapeptydowy z charakterystyczng dla peptydéw gli-
cyny petla konformacyjna ((3-zgiecie), spiety tylko jednym, bardzo krdt-
kim transanularnym mostkiem wodorowym, pomiedzy grupa karbonylowa
reszty seryny w pozycji 3 a protonem wigzania amidowego glicylo-N-
hydroksy-ornityny. Drugi wewnatrzczasteczkowy mostek wodorowy taczy
azot amidowy drugiej reszty oo-N-hydroksyornityny z tlenem N-hydroksy-
amidu tego aminokwasu. Podobne wyniki otrzymano, badajac krysztaty
ferrichryzyny (38) i ferrichromu (78) oraz roztwory kompleksow glinu
ligandu ferrichromu technikg NMR (79, 80). Sam ligand ferrichromowy
ma odmienng od kompleksu ptaskg konformacje, typowa dla cykloheksa-
peptydu, stabilizowang dwoma transanularnymi mostkami wodorowymi
(79). Ostatnio w oparciu o analize widm dichroizmu kotowego uwaza sig,

®
g
& %}ﬁé‘ o870
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N

R=CH, OH b

Ryc. 11. Budowa czasteczki ferrichromu A (37).
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ze ferrichromy moga dodatkowo kompleksowaé jon magnezowy, dziatajac
jako jonofory tego jonu (81). Ferrichromy doczekaly sie trzech syntez.
Pierwsza przeprowadzono budujac heksapeptyd z reszt oo-nitrowaliny
(wzor 1X) i stosujac redukcje (82). Druga synteza oparta byta na pracy
z resztg 0)-N-tozylo-0)-N-benzyloksyornityny (wzér X) (83). W syntezie
trzeciej otrzymano enancjoferrichrom poprzez oksazirydyny (wzdr XI)



450 A. CHIMIAK

IX X Xl
Tos oV
| nCHCG6Hb
NOj N-OBzl
| | |
(CH2)3 (CH23 (CH23
| | |
-NH—M—CO— -NH-CH-CO- -NH-CH-CO-
Tos - p-toluenosulfonyl B zl—benzyl

Ryc. 12. Reszty aminokwasow uzyte do syntez ferrichromu.
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(84). Badania ferrichromu wykazaty, ze jon zelazowy jest koordynowany
w uktadzie cis A (78). Enancjoanalog tworzy kompleks o odwrotnej kon-
figuracji A ktéry wykazywat niskg aktywnos$é biologiczng wobec grzy-

bow (85).

Z uwagi na wystepowanie w czasteczce reszt to-N-hydroksyornityny,
kwas rodotorulowy, dimerowy, koprogen (wzory XII, XIII i XIV) i trior-
nicyna sg najbardziej zblizone budowg do ferrichroméw. Kwas rodotoru-
lowy wyizolowano jako produkt metabolizmu Rhodotorula pilimariae
i z innych drozdzy, co zadecydowato o jego nazwie. Jego budowe che-
miczng ustalono przez degradacje do ornityny, redukcje do znanej diketo-
piperazyny co-N-acetylo-L-ornityny oraz na podstawie widma NMR (86).

\
Ao-NHCHA”*N "o

H OH
0 (CH”~-N-Ac
kw rhodotorulowy Ac = COCH3 Xl
kw  dimerowy Ac = Ac, X
H
ACrN-ICHAMK™NO
H
T H CH. >
Ac— N—CH"Y v _

CHj CO—NH-CH—00—0—(CHa), XH

koprogen  XIV CH~ Q-

Ac=  HO-iCHN  "H

Ryc. 13. Siderofory z grupy kwasu rodotorulowego.
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Kwas rodotorulowy jest diketopiperazyng oo-N-acetylo-L-w-N-hydroksyor-
nityny, krystalizujgcg bezposrednio po oddzieleniu komoérek i zageszczeniu
brzeczki. Fermentacja pozwala otrzymac bardzo znaczne ilosci tego zwigz-
ku (3—4 g/dem8 brzeczki). Biosynteza kwasu rodotorulowego przebiega
przez stadium N-hydroksyornityny, ktéra moze cyklizowac¢ na piperydon
(wzbr XV) przy niskim pH (87). Kompleksy zelazowe kwasu rodotorulo-
wego badat Raymond (15). Stwierdzit on, ze w zakresie pH 4—11
istnieje obojetny kompleks wielordzeniowy, zbudowany z dwéch jondw
zelazowych i trzech czasteczek ligandu. Przy pH nizszym od 4 dysocjuje
on na jednododatni monomeryczny kation, w ktorym dwie grupy hydro-
ksyamidowe koordynujg jeden atom zelaza. Badanie krzywych CD obojet-
nego kompleksu wykazato, ze ma on absolutng konfiguracje A wokét jonu
zelaza. Byt to pierwszy znany tego typu neutralny kompleks w grupie

chbcon OH
|
OH (CK),
| |
XV orn orn - » NHj—CH—COOH
H \w . rhodotorutowy
0
+
NH,

Ryc. 14. Biosynteza kwasu rodotorulowego.

sideroforow. Dotychczas opisano trzy syntezy kwasu rodotorulowego,
wszystkie poprzez cyklizacje odpowiedniego dipeptydu. W pierwszej z nich
stosowano redukcje nitropochodnej (88), dwie inne wprowadzajg ugrupo-
wanie hydroksyloaminowe z benzyloksyaminy (89, 90). Najprostsza po-
chodng oo-N-hydroksyornityny wyodrebniono (91) ze szczepu Fusarium
roseum, nazywajac ja cis-fuzaryning (wzor XVI). Zwigzek ten nie ma ani
witasnosci czynnika wzrostowego ani tez wiasnosci antybiotycznych, ale
jest prawdopodobnie prekursorem bardziej ztozonych sideroforéw. Side-
roforem okazat sie natomiast kwas dimerowy, izolowany obok fuzaryniny
z Fusarium dimerum, bedacy diketopiperazyng trans-fuzaryniny (92).
Budowe jego potwierdzita synteza (88). Innymi zblizonymi strukturalnie
i metabolicznie czynnikami transportujgcymi zelazo sg jego kompleksy:
koprogen B (92) i koprogen (4) — estry kwasu dimerowego i fuzaryniny,
badz acetylofuzaryniny, znalezione w kulturach Penicillia i Neurospora
crassa. Koprogen wystepuje tez u Epicoceum pupurasceus wraz z inhibi-
torem komoérek rakowych, prostszym sideroforem triornicyng, w ktdrej
acetyl zastepuje ztozony acyl (93).
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Sideroforami sg réwniez proste, nietrwate di- i tridepsipeptydy, za-
wierajgce dwie lub trzy reszty cis-fuzaryniny, potgczone wigzaniami estro-
wymi, ktére wyodrebniono z Fusarium i oznaczono jako fuzarynine A,
B, C (wzory XVII, XVIII, XIX) (94). Sadzi sie, ze ostatnia z nich, zwana
fusigenem — jest jonoforem zelaza u Fusarium, roseum (95). Obecnos¢
a,P-nienasyconej reszty acylowej w serii wymienionych zwigzkéw po-
twierdzity widma UV i wyodrebnienie nienasyconego 6-laktonu. Sidero-
forem jest takze N,N’,N”-triacetylofuzarynina C (triacetylofusigen), wy-
izolowana jako trwate indywiduum chemiczne z Pénicillium nieokreslonego
szczepu (96). Analiza rentgenograficzna jej kompleksu z jonem zelazo-
wym wykazata, ze jest to czasteczka prawie ptaska o grubosci ok. 4,5 A.
Wszystkie grupy acetylowe lezag w plaszczyznie pierscieni, a wigzania
N-hydroksyamidowe sa réwniez ptaskie. Konfiguracja na atomie zelaza
jest cis A tylko w krysztale otrzymanym z mieszaniny etanol-benzen.
Krystalizacja z chloroformu daje diastereoizomer o konfiguracji A Zna-
mienne jest, ze kinetycznie labilny kompleks w roztworze wodnym ulega
przemianom A A z przewaga formy A (40).

/' H
c=cC

H- —olIcHv XC 0-fj/
(@ T ™H oo

OH /CO—NH-?H-(CH)n N-C-CH,

NH—EH-O——oH CH, )H OH O
NCO-NH-CH-(CH”-n- c- ch3
R

Cis fuzarynina n=1 XV

fuzarynina A, dimer n=2 XVl aerobaktyna R=COOH n =4 XX

fuzarynina B, trimer n=3 XVIII arthrobaktyna R=H n=4 XXl

fuzarynina C, cykliczny trimer XIX schizokinen R=H n=2 XXl

Ryc. 15. Fuzaryniny. Ryc. 16. Pochodne kwasu cytrynowego.

Siderofory — symetryczne pochodne kwasu cytrynowego to aerobak-
tyna, artrobaktyna i schizokinen (wzory XX, XXI, XXII). Pierwsza
z nich — aerobaktyna — wyizolowana z Aerobacter aerogenes (97) jest
pochodng co-N-acetylo-co-N-hydroksy-L-lizyny. Oznaczone potencjome-
trycznie warto$ci pKa 3.11, 3.48, 4.31 — odpowiadajg grupom karboksylo-
wym, a 8.93 i 9.44 — protonom wigzan N-hydroksyamidowych (98). Sy-
metryczng budowe ma rOwniez artrobaktyna (5), zawierajagca dwie
reszty l-amino-5-N-acetylo-N-hydroksyaminopentanu. Kompleks zelazo-
wy artrobaktyny znany byt dawniej jako ,terregens factor”. Znacznie
krétsze odlegtosci pomiedzy chelatujacymi grupami wystepujg w schizoki-
nenie (99). Zwigzek ten wyodrebniono z Bacillus megatherium, lecz takze
z sinicy Anabena sp. (100), co wskazuje na znaczng role sideroforéw
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w morzu. Podano dokiadniejszg charakterystyke kompleksu aerobaktyny
(98), okreslajac elektrochemicznie jej potencjat redoksowy przy pH 7 na
—336 mV, ustalajgc konfiguracje absolutng na jonie zelazowym jako A,
oraz podajac state trwatlosci obserwowanych czterech rdwnowag metal-
ligand. Wykorzystujgc pochodne 1,3-dioksolan-4-onu, otrzymano niedaw-
no aerobaktyne (101), a z estrow kwasu cytrynowego schizokinen (102).
Mykobaktyny sa najdawniej badang i jedng z najliczniejszych grup
sideroforow. Obszerny jej opis podal Snow (103). Dziewie¢ gtdéwnych
mykobaktyn (wzér og6lny XXII1) oznaczanych od rodzajoéw szczepow lite-
rami P, T, M, N, A, F, H, R i S — jest zwykle mieszaning dwéch lub
trzech homologéw, nie zawsze wyizolowanych w stanie czystym. Dobrze
scharakteryzowano gtéwny siderofor Mycobacterium phlei — mykobak-
tyne P-18-cis-A2 Hydroliza jedynego wigzania estrowego u réznych myko-
baktyn daje rézne kwasy mykobaktynowe i alkohole: kobaktyny. Précz
hydroliz i badan NMR bardzo uzyteczne okazaly sie widma masowe glino-
wych kompleksow mykobaktyn. Ustalono, ze mykobaktyny mozna podzieli¢
na dwa typy. Typ P zawiera kwasy mykobaktynowe, zbudowane z reszt
kwasu salicylowego lub 6-metylo-salicylowego, seryny lub treoniny, oo-N-
hydroksylizyny tworzacej N-hydroksy-e-laktam i a,(i-nienasyconej reszty
kwasu tluszczowego. W mykobaktynach typu M zamiast tej ostatniej, wy-
stepuje acetyl lub priopionyl. Kobaktyny, oprocz drugiej reszty co-N-hy-
droksylizyny, tworzacej N-hydroksy-E-laktam, zawieraja amidowo zwig-
zany Y-metylo-P-hydroksy-kwas, ktéry w mykobaktynach typu M ma dosé
dtugi tafncuch boczny. Struktura kompleksu mykobaktyny P byta badana
rentgenograficznie (41). Jon zelazowy koordynowany jest przez dwa wig-
zania N-hydroksy-amidowe, tlen fenolowy i atom azotu oksazoliny, po-

iy
o B R, co XXl
Q | |

| A /\0 CI-‘R,

OH
: / CHR,
C R3 \

0 OH
R,—é—l\ll—(CHZ)— dH—coo

R2 Rsi R5=H Ilub CH,
szczeg6ty budowy R,iRjxitrz  (34)

Ryc. 17. Wzér ogdélny mykobaktyn.
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wstatej biogenetycznie z reszty salicylo-serynowej lub treonilowej. Myko-
baktyny mozna formalnie zaliczy¢ do grupy kwaséw hydroksamowych,
jak i do grupy sideroforow fenolowych. Cechg charakterystyczng myko-
baktyn sg reszty kwasow tluszczowych. Znaczna lipofilowo$¢é czgsteczki
w poréwnaniu do innych sideroforow obniza wprawdzie ich rozpuszczal-
no$¢ w wodzie (15 ng/cm8 przy 20°C), ale jest cechg niezmiernie istotng
dla okrytych otoczkg woskowag komorek Mycobacterium, ktore korzystajg
z tych sideroforéw. Ostatnio sugeruje sie, ze mykobaktyny dziataja jako
etap posredni w powigzaniu z innymi egzokomdérkowymi chelatorami zela-
za 0 nieznanej budowie — egzochelinami (104). Mykobaktyny nie docze-
katy sie jeszcze peinej syntezy. Trzeba tylko odnotowa¢ udang synteze
zwigzku modelowego mykobaktyny S 2, opartg na wydajnym N-alkilowa-
niu kwasu hydroksamowego (105).

Ferrioksaminy zaliczane wcze$niej do grupy czynnikow wzrostowych,
tzw. syderamin — izolowano z kultury Actinomycetes, przy okazji badan
nad antybiotykiem ferrimycyng A. Prawie wszystkie wczes$niejsze bada-
nia nad tymi czerwono-brazowymi kompleksami zelaza opisat Keller-
Schierlein (6). Ferrioksaminy wystepuja niemalze u wszystkich
szczepéw Actinomycetes a ponadto u Streptomycetes i Nocardia. Stosujac
rozdziat przeciwpradowy i kationity oczyszczono nie tylko gtowny skiad-
nik tej grupy: ferrioksamine B (wzér XXIV) ale i 8 innych jej sktadni-
kéw. Grupa ferrioksamin sktada sie: z zasad — ferrioksaminy Aj (wz6r
XXV), A2 B (wzoér XXIV), C, F, ferrioksamin neutralnych D2 E (wzo-
ry XXVI, XXXI, XXX) oraz amfoterycznej G (wzdr XXVII). Dtugotancu-
chowy ligand ferrioksaminy B oplatuje jon zelazowy, koordynujac go trze-
ma ugrupowaniami N-hydroksyamidowymi. W tancuchu wystepuja prze-
miennie trzy reszty l-amino-5-N-hydroksyloaminopentanu i dwie kwasu

CO -N H CO— NH
/ \ / \
ICH,), ICH,), (CH,)2 (CH25
/"0 HAN, /™o HO/N\
Cc
A 'OH \ / N>soh ol \
(CH,)S (C H\ A (cHa)3 (ch; a
R-NH OH co NH J <H Ico
R-C -N—(CHj)nNH/ CO-(CHJ a-C-N-tCHJn— NH

femoksamina B R=H n=5 R'=CH3 XXIV ferrioksamina E n=5 XXX
ferrioksamina A, R=H n=4 R=CHj XXV ferrioksamina Dt n=4 XXXI
femoksamina D« R=COCH3 n=5 R=CH3 XXVI
ferrioksamina G R=H n=5 r™oucooh Xxn
modyfikowane R =salicyl XXVIII
ferrioksaminy B  R=DHBA (patrz rys. 10. XXIX

Ryc. 18. Ligandy ferrioksamin.
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bursztynowego, przy czym koncowa grupa hydroksyloaminowa jest N-ace-
tylowana. Symetryczny uktad dwéch wigzan amidowych i trzech N-hydro-
ksyamidowych potwierdzita synteza (106). Okres$lono rentgenograficznie
(39) budowe krysztatu ferrioksaminy E kompleksu zwigzku cyklicznego.
Okazato sie, ze ligand jest identyczny z Nocardaming, izolowang nie-
zaleznie wczesniej z Nocardia (107), a ostatnio z Pseudomonas stutzeri
(108). Ptaska czgsteczka ferrioksaminy E o grubosci tylko 3,6 A ma 3 wia-
zania amidowe w uktadzie trans, lezgce w plaszczyznach nieomalze prosto-
padtych do ptaszczyzny czgsteczki. Kompleks ten wystepuje jako miesza-
nina izomeréw cis A i cis A Udato sie rozdzieli¢ kompleksy chromowe
ligandu ferrioksaminy B na izomery cis i trans (109). Stwierdzono, ze
w ferrioksaminach Axi A2oraz D2w miejsce pochodnej pentanu wstepuja
reszty l-amino-4-N-hydroksyloaminobutanu. Ligand ferrioksaminy B do-
czekat sie doskonatej chemicznie syntezy, opartej na wykorzystaniu po-
chodnej I,2-oksazyno-3,6-dionu (110). Jednak firma Ciba produkuje ligand
ferrioksaminy taniej, poprzez fermentacje. Wprowadzono go na rynek
w postaci soli z kwasem metanosulfonowym, pod nazwg desferalu, jako
lek w stanach przetadowania zelazem. Otrzymano dwa analogi ligandu
ferrioksaminy B (wzory XXVIII i XXIX), spodziewajgc sie zwiekszonych
statych trwatosci ich komplekséw (110a). Badania nad ferrioksaminami
utatwity ustalenie struktury antybiotyku ferrimycyny A, ktdrej czes¢ cza-
steczki ligandu okazata sie identyczna z ligandem ferrioksaminy B (6).

IX. Uwagi koncowe

Badany od kilkudziesieciu lat wysokospecyficzny, sideroforowy system
transportu zelaza przybiera forme kompletnej catosci. Prace z tej dziedziny
stanowia doskonaty przyktad badania szczegétdw aparatu transportowego
komoérek bakteryjnych. W chemii, siderofory spetnity role ztozonych mo-
deli do rozwiniecia metod okre$lania konfiguracji na atomie zelaza w kom-
pleksach i byty przyktadem zwigzkéw naturalnych najstaranniej badanych
wszystkimi mozliwymi metodami spektroskopowymi. Chemia komplekséw
zostata uzupetniona grupa zwigzkdw o niespotykanych dotad statych trwa-
tosci. Poznanie budowy ligandéw sideroforowych i préby ich otrzymania
pozwalajg na doskonalenie metod syntezy tych trudnych do otrzymania
uktadéw, jakimi sg kwasy hydroksamowe i katechole. Niezbyt wiele ze-
spotow zajeto sie dotad tym problemem. Badania podstawowe doprowa-
dzity do praktycznego zastosowania siderofordw w terapii. Powszechne
wystepowanie sideroforow w mikroorganizmach, takze patogennych, przy
braku ich w komérkach organizméw zwierzecych — stworzyto mozliwos¢
syntezy lekéw o selektywnym dziataniu (111). Wykrycie dominujacej roli
organizmdw wytwarzajacych siderofory w ekosystemach wodnych (112) —
otworzyto kuszaca mozliwos¢ regulacji réwnowagi ekologicznej w wodzie
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lub w glebie, przy uzyciu sideroforow lub im podobnych syntetykow. Po-
jawiajg sie juz obecnie prace o wyodrebnianiu z ro$lin zwigzkéw komplek-
sujgcych zelazo (113, 114) a nie odpowiadajgcych opisanej tu klasyfikacji.
Poniewaz niedobor zelaza u roslin jest kluczowo wazny dla agrotechniki —
spodziewaé sie nalezy, ze bedzie to niedtugo centralny punkt omawianego
problemu. Wystepowanie sideroforéw u bakterii glebowych i fakt, ze
zwiazki te kompleksujg tez aktynowce — wigzgace sie z realng grozbag wpro-
wadzenia przez nie radioaktywnych nuklidéw do taficucha pokarmowego,
tym bardziej, ze odnotowano juz wystepowanie sideroforow w winie (76)
i serze (115).

Literatura dotyczgca naturalnych kwaséw hydroksamowych, sidero-
foréw naturalnych i ich syntetycznych analogéw oraz transportu zelaza
w mikroorganizmach jest bardzo obszerna. Pojawito sie juz okoto trzy-
dziestu artykutow przgladowych z tej dziedziny (6, 12, 17, 18, 27, 28, 30—
32, 34—36, 44, 53, 54, 79, 103, 106, 111, 116—129). Cze$¢ z nich jednak
zestawia juz dane nieaktualne, za$ starsze prace oryginalne szybko ule-
gaja zapomnieniu.

Dlatego przy opracowywaniu niniejszego artykutu napotkano istotng
sprzecznos$¢. Trudno jest bowiem jednocze$nie poda¢ krdtko cato$é zagad-
nienia i uscislic jg wspétczesnymi danymi.

Autor serdecznie dziekuje prof. J. B. Neilandsowi za umozliwienie dostepu
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I. Wstep

Enzymy z grupy niespecyficznych kwasnych fosfomonoesteraz
(E.C.3.1.3.2)) budza zainteresowanie biologéw od wielu lat, poniewaz mimo
powszechnego wystepowania w $wiecie organizméw zywych ich funkcja
metaboliczna nie zostata w peini poznana. Prace dotyczace obecnosci tych
enzymow w tkankach roslin wyzszych pojawity sie w latach dwudzies-
tych naszego stulecia [1]. Badania z lat szesédziesiatych dotyczyty gtéw-
nie wystepowania w komaérce i przypuszczalnej funkcji tych enzyméw [2,
3, 4], w mniejszym za$ stopniu préb molekularnej charakterystyki [5, 6,
7, 8]. Przeglad witasciwosci fosfataz kwasnych z tego okresu uwzgledniajg-
cy kilka enzymow z tkanek roslin wyzszych omoéwiony zostat w Poste-
pach Biochemii w 1973 r. [9]. Doniesienia z ostatnich dziesieciu lat przy-
noszag materiat, umozliwiajagcy podjecie proby scharakteryzowania pod
wzgledem biochemicznym tej zréznicowanej grupy enzymoéw.

Il. Polimorfizm kwasnych fosfataz roslin wyzszych

Wspolng cechg kwasnych fosfataz, nie tylko pochodzenia roslinnego,
jest ich wystepowanie pod postacig izozymdw, stwierdzane w badaniach
elektroforetycznych, chromatograficznych lub w izoelektrycznym ognis-
kowaniu [10—22]. Wystepowanie populacji biatek o aktywnosci fosfatazy
kwasnej réznigcych sie strukturg czasteczki moze by¢ uwarunkowane ge-
netycznie, lub moze by¢ wywotane procesami posttranslacyjnymi.

Zmienno$¢ uwarunkowana genetycznie wyraza sie synteza enzymu
pod kontrolg kilku niezaleznych loci genetycznych lub wieloallelicznoscia
genu. Niezalezne geny fosfatazowe produkujg izozymy, ktére w warun-
kach elektroforezy zelowej ulegajg dobremu rozdzieleniu, a wyrazem
wieloallelicznosci gendw moze by¢ mikroheterogennos¢ elektroforetyczna.

W kilku przypadkach genetyczne podtoze heterogennosci fosfataz jest
dobrze udokumentowane. Fosfatazy kwasne dwoch odmian ryzu [10], rzod-
kiewnika [11], figowca [12] i traw z rodzaju Aegilops [13] syntezowane s3
pod kontrolg od dwdch do czterech niezaleznych genéw, z ktdrych wiek-
szos$¢ jest wieloalleliczna. Allele sa kodominujace. Heterozygoty w obrebie
strefy odpowiadajacej fosfatazom produkowanym przez dany gen posia-
dajg pasma charakterystyczne dla obu form rozdzicielskich oraz pasmo
hybrydowe o ruchliwosci posredniej. Obecno$¢ pasma hybrydowego jest
uwazana za odzwierciedlenie dimerycznej struktury biatka. Wydaje sie, ze
genetyczne uwarunkowanie heterogenno$ci, jeszcze stabo poznane, moze
by¢ powszechniejsze niz $wiadczy o tym liczba opublikowanych donie-
sien.

Posttranslacyjne zmiany w strukturze czasteczki dotyczg z reguty nie-
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biatkowej czesci enzymu. Wiele sposréd opisanych kwasnych fosfataz za-
licza sie do glikoproteidow [15, 18—20, 22—28]. Lorenc-Kubis iin.
[19] stwierdzili wystepowanie w nasionach traw kilku form tego enzymu,
réznigcych sie sktadem i wielkos$cig reszty cukrowej. Odmienno$¢ struk-
tury sktadnika cukrowego stwierdzono na podstawie rdéznej zdolnosci
wigzania ConA i innych lektyn. Yamagata iin. [20] opisujg inter-
konwersje izozymow fosfatazowych, pochodzacych z warstwy aleuronowej
ziarniakow ryzu, pod wptywem dziatania enzymoéw glikolitycznych. Z obu
tych prac wynika, ze drobne nawet réznice w wielkosci i sktadzie reszty
cukrowej moga powodowaé heterogennos$¢ enzymu.

Inng przyczyng heterogennosci fosfataz kwasnych jest odwracalna aso-
cjacja enzymu z endogennym czynnikiem regulatorowym. Przyktadem te-
go rodzaju heterogennosci jest fosfataza kwasna wyizolowana ze szpilek
sosny [29]. Enzym ten wystepuje pod postacig dwoch form réznigcych sie
punktem izoelektrycznym. Forma kwasna powstaje z zasadowej po przy-
faczeniu czynnika regulatorowego, ktéry zidentyfikowano jako oligorybo-
nukleotyd.

I11. Witasciwosci molekularne roslinnych fosfataz kwasnych

I11-1. Masa molekularna i struktura podjednostkowa

Sposréd kwasnych fosfataz roslin wyzszych zaledwie nieliczne zostaty
oczyszczone i dobrze scharakteryzowane (Tab. 1). Masy czasteczkowe tych
enzyméw sg bardzo zréznicowane i wynoszg od 16 000 do 400 000. Wyste-
powanie niskoczasteczkowych fosfataz roslinnych o masach do 40 000
stwierdzono w nasionach traw [18, 30], rzesie wodnej [25], hypokotylach fa-
soli [21] ora*z zarodkach zyta ]27[. Fosfatazy o masie do okoto 70 000 za-
zwyczaj nie wykazujg struktury podjednostkowej [18, 28, 31]. Strukture
dimerowga Kkilku ros$linnych fosfataz kwasnych wykazano na podstawie
analizy wzglednych wartosci masy czasteczkowej uzyskanych metodami
sgczenia molekularnego i elektroforezy w zelu poliakryloamidowym w obe-
cnosci SDS (tab. 1, [22, 32, 33]). Ostatnio wykazano, ze fosfataza kwasna
z zarodkéw zyta jest agregatem dwoéch form enzymu o masach 35 000
i 60 000 [27]. W trzech zaledwie przypadkach stwierdzono wystepowanie
w tkankach roslin wyzszych fosfataz kwasnych o masach powyzej 200 000.
Wyizolowana przez Fujimoto iin. [34] fosfataza nasion soi jest tetra-
merem o0 masie 240 000, zbudowanym z jednakowych podjednostek. Masy
czasteczkowe szesciu form fosfataz wyosobnionych ze scian komdrkowych
bulw ziemniaka [35] wahajg sie w granicach od 250 000 do 400 000 i praw-
dopodobnie majg strukture podjednostkowg. Sugeruje sie takze ztozong
oligomerowa strukture fosfatazy kwasnej rzesy wodnej [25].
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I11-2. Glikoproteidowy charakter fosfataz kwasnych roslin wyzszych

Wiekszos$¢ znanych fosfataz kwasnych pochodzenia roslinnego jest gli-
koproteidami o ro6znej zawartosci sktadnika cukrowego. Reszta cukrowa
fosfatazy kwasnej z wiechliny tgkowej stanowi 40% masy enzymu [18].
Znacznie nizszg zawarto$¢ cukréw obojetnych stwierdzono w fosfatazach
bulw ziemniaka [26] i nasion soi [34] (13%, Tab. 1) oraz z kietkdw fasoli
[36], bulw batata [24] i zarodkéw zyta ]27[ (8 do 9%). Fosfataza kwasna
bulw ziemniaka zawiera 5,6% mannozy, 2,5% glukozy, 1,5% galaktozy
i 3,6% galaktozaminy. Pentoza stanowi okoto 25% sktadnika cukrowego,
podobnie jak w czasteczce fosfatazy wyizolowanej z zarodkéw zyta. W fo-
sfatazie nasion wiechliny tgkowej zawarto$¢ pentoz siega 50% skiadnika
weglowodanowego. Fosfataza z bulw batata oprécz mannozy, galaktozy,
fukozy i glukozaminy zawiera takze ksyloze i arabinoze. Na podstawie
tych danych mozna sadzi¢, ze przynajmniej czes¢ weglowodanowej reszty
fosfataz kwasnych roslin wyzszych stanowia tarficuchy typu ztozonego,
charakteryzujace sie znaczng zawarto$cig pentoz.

111-3. Mangan jako skitadnik niektérych fosfataz roslinnych

W ostatnim dziesiecioleciu duze zainteresowanie wzbudzity izolowane
przez badaczy japonskich kwasne fosfatazy o zabarwieniu fioletowym
(,,violet-colored phosphatases™). Roztwory tych biatek wykazuja absorpcje
promieniowania widzialnego o maksimum w zakresie od 530 do 560 nm
[15, 22, 31, 32, 34] (Tab. 1). Utrata zabarwienia, spowodowana dziataniem
chelatoréw, wywotuje utrate aktywno$ci enzymatycznej. Metodami spek-
troskopii atomowej stwierdzono obecno$¢é manganu we wszystkich fiole-
towo zabarwionych fosfatazach. Charakterystyka widma absorpcyjnego
pozwala sadzi¢, ze mangan znajduje sie na trzecim stopniu utlenienia. Po-
twierdzajg to badania EPR fosfatazy z batatéw [24], w ktérych charakte-
rystyczny dla Mn+2 sygnat uzyskano wyitgcznie po zastosowaniu warun-
kéw redukcyjnych.

Dotychczas tylko w przypadku fosfataz ,fioletowych” stwierdzono
udziat metalu w strukturze czasteczki enzymu. Wiadomo jednak, ze nie-
ktére roslinne fosfatazy sg aktywowane przez jony metali dwuwartos-
ciowych — Mg2+ i Mn2+ [17, 26, 37, 38] i hamowane w-obecnosci chelato-
row [18, 30, 37]. By¢ moze i w tych przypadkach metal bierze udziat w re-
gulacji aktywnosci enzymu.

IV. Wiasciwosci katalityczne
IV-l. Optimum pH

Optimum pH dziatania wiekszosci roslinnych fosfataz kwasnych wobec
pNPP przypada w granicach od 4,5 do 5,8 (Tab. 1). Opisano réwniez fosfa-
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tazy aktywne w Srodowisku bardziej kwasnym [8] lub bliskim obojetne-
go [35]. W przypadku wielorakich form fosfataz stwierdza sie identyczne
[21, 39] badz rézne [8, 14, 21, 35] optima pH dla poszczeg6inych form.
Kwasna fosfataza ze szpilek sosny zasocjowana z oligorybonukleotydem
wykazuje dwa optima pH o wartosciach 4,8 i 4,75. Enzym izolowany z li$-
ciem Vigna mungo wykazuje rozne optima pH w zaleznosci od rodzaju
substratu. Optimum pH hydrolizy pNPP wynosi w tym przypadku 5,6,
a ATP i kwasu fitynowego 5,0 [40].

IV-2. Mechanizm reakcji enzymatycznej

Mechanizm dziatania kwasnych fosfataz i kinetyka enzymatycznej hy-
drolizy pNPP zostaty dobrze poznane i opisane juz w latach sze$édziesia-
tych [5, 6]. Ogolnie przyjety schemat reakcji wedtug Hsu i in. [6] zaktada
sekwencyjne uwalnianie produktéw (Ryc. 1). Jako pierwszy uwalniany

a P 0
ki \<2 ka ki k5 k7 kg

E (EA-EPO) EQ k6 EQ E
Ryc. 1. Mechanizm reakcji hydrolizy estréw fosforanowych katalizowanej przez fos-
fataze kwasng [6j.

A — substrat reakcji, P — pierwszy, alkoholowy produkt reakcji, Q — drugi produkt reakcji —
fosforan, E — enzym, EA — kompleks enzymu z substratem, EPQ — kompleks enzymu z oby-
dwoma produktami reakcji, EQ — kompleks enzymu z drugim produktem, EQ' — kompleks
enzymu z drugim produktem po izomeryzacji, kt—ks — state szybkos$ci poszczegoélnych etapéw
reakcji.

jest produkt alkoholowy, ktéry badz nie hamuje enzymu [41], badZz tez
hamuje go niewspétzawodniczo [6], Po uwolnieniu produktu alkoholowego
nastepuje izomeryzacja kompleksu EQ (enzym-fosforan). Uwalniany w
drugiej kolejnosci produkt, fosforan nieorganiczny, jest kompetycyjnym
inhibitorem enzymu [6, 41],

IV-3. Specyficzno$¢ substratowa

Niespecyficzne fosfatazy kwasne roslin wyzszych charakteryzujg sie
duzg aktywnos$cig wobec pNPP, fenylofosforanu, a-naftylofosforanu i P-gli-
cerofosforanu.

Przyblizone warto$ci statej Michaelisa, okres$lajgce powinowactwo fos-
fataz wobec pNPP — najczesciej stosowanego substratu, wahaja, sie od
0,068 mM do 2,85 mM (Tab. 1). I1zozymy fosfatazowe poza nielicznymi wy-
jatkami réznig sie powinowactwem wobec tego substratu [14, 21, 35]. Do-
brze rozktadanym nieorganicznym zwigzkiem jest rowniez pirofosforan.
Prawie wszystkie roslinne fosfatazy wykazujg wysokg aktywnos$¢ wobec
ATP, siegajaca przecietnie 60—80°/0 aktywnosci w poréwnaniu z ich ak-
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tywnos$cig wobec pNPP. Inne mono- i dinukleotydy purynowe oraz piry-
midynowe sa w réznym stopniu hydrolizowane przez opisane fosfatazy.
Tego typu zwigzkdw nie hydrolizujg enzymy izolowane z warstwy aleuro-
nowej ziarniakéw ryzu [31] i cytosolowa forma enzymu z bulw ziemnia-
kéw [26]. Inne formy fosfataz, izolowane z kultur tkankowych ryzu i Scia-
ny komdrkowej bulw ziemniaka wykazujg aktywnos$¢ katalityczng wobec
tych nukleotyddw.

Aktywnosé fosfataz roslinnych wobec fosforanowych estréw monosa-
charydéw jest dos¢ staba i wynosi na ogot zaledwie kilka procent aktyw-
nosci okreslanej wzgledem pNPP. Wyzszg aktywno$¢ wzgledng wobec
fosforan6w monosacharyddéw, siegajagca 40—60°/0, wykazujg niektére for-
my enzymu otragb ryzowych [14], hypokotyli fasoli [21] oraz fosfataza na-
sion soi [23]. Fosfatazy bulw pochrzynu [37] i ziemniaka [26] nie hydroli-
zuja estrow cukrowych. W tkankach tych estry fosforanowe cukréw sg hy-
drolizowane przez inne formy enzymu, zwigzane z blonami jak to ma
miejsce w przypadku pochrzynu, badZz ze $ciang komérkowa w przypadku
ziemniaka [35]. Tam, gdzie udato sie wyizolowac i poréwnac¢ kilka form
molekularnych enzymu, wykazano istotne réznice w specyficznosci sub-
stratowej [14, 18, 21, 39]. Zmiany specyficznosci fosfataz stwierdza sie tak-
ze w sytuacjach gtodu fosforanowego (w uprawch pozbawionych fos-
foranu) [42] oraz podczas indukcji enzymu kwasem giberelinowym [43].

Fosfatazy kwasne batatow [44], ryzu [14, 31], r6znych gatunkdéw fasoli
[40, 45] i zarodkow zyta [27] hydrolizujg heksafosforan inozytolu (kwas
fitynowy), zwiazek stanowigcy gtdwng rezerwe fosforanowg nasion. Wzgle-
dna aktywno$¢ wspomnianych fosfataz wobec kwasu fitynowego okresla-
na w stosunku do stopnia hydrolizy pNPP wynosi od 1 do 10% a ktyw-
no$¢ fosfatazy z warstwy aleuronowej ziarniakOw ryzu wobec estrow
inozytolu zawierajgcych od 2 do 5 reszt fosforanowych wynosi od 8 do 30°/o
[31], Przyblizona warto$é statej Michaelisa wobec estréw fosforanowych
inozytolu wzrasta wraz ze spadkiem ilosci zestryfikowanych grup —OH
w czasteczce substratu. Najnizsza warto$¢ Kmréwna 0,43 mM uzyskana
dla heksafosforanu jest czterokrotnie nizsza od wyznaczonej dla pNPP.
Fosfataza kwasna liscieni fasoli [45] wykazuje nieco wyzsze powinowac-
two do kwasu fitynowego niz do pNPP, jednak maksymalna szybkos$¢
hydrolizy tego estru jest ponad 40-krotnie mniejsza. Enzym z zarodkéw
zyta wykazuje dziesieciokrotnie nizszg szybko$¢ hydrolizy kwasu fityno-
wego niz pNPP przy pieciokrotnie mniejszym powinowactwie do kwasu
fitynowego. Nie mozna wykluczyé, ze réznice parametréw Kkinetycznych
hydrolizy kwasu fitynowego zwigzane sa z réznorodnos$cig tkanek, z kto-
rych izolowano enzymy.

i

IV-4. Inhibitory roslinnych fosfataz kwasnych

Najdawniej znanym, typowym inhibitorem fosfataz kwasnych jest jon
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fluorkowy [30, 31, 35, 38, 47]. Hamowanie aktywnos$ci enzymatycznej
w obecnosci fluorkéw ma charakter niekompetycyjny [14, 27, 46].

Produkt reakcji hydrolizy, jon fosforanowy, jest kompetycyjnym in-
hibitorem enzymu [6, 46, 47], inne wielowartosciowe aniony kwaséw nie-
organicznych i organicznych, takie jak arsenian, molibdenian, winian
i szczawian, zblizone pod wzgledem wielkos$ci i rozktadu tadunku do jonu
fosforanowego, sg takze inhibitorami fosfataz kwasnych [27, 35, 37, 38, 47].
W niektorych przypadkach stwierdzono kompetencyjny charakter hamo-
wania [14, 27, 46].

Aktywno$¢ omawianych enzymow spada gwattownie w obecnosci jo-
néw metali ciezkich [14, 27, 30, 31, 44]. W kilku przypadkach stwierdzono
rownocze$nie hamujace dziatanie pCMB [14, 17, 27, 46]. Zwigzki te mogg
oddziatywac¢ na zasadzie blokowania wolnych grup sulfhydrylowych, a ha-
mowanie moze w tym przypadku Swiadczy¢ o istotnym znaczeniu grup
—SH dla zachowania aktywnosci katalitycznej enzymu [27].

V. Fizjologiczna rola fosfataz kwasnych roslin wyzszych

Wystepowanie w organizmach roslinnych izozymow fosfataz kwas-
nych, réznigcych sie strukturg, wiasciwosciami katalitycznymi oraz loka-
lizacjg subkomorkowa moze Swiadczy¢é o zréznicowanej funkcji tych en-
zymoOw. Rd6znorodnos$¢ hydrolizowanych substratéw powoduje trudnosci
w przypisaniu fosfatazom S$cisle okreslonej funkcji metabolicznej. Wiecej
Swiatta na role tych enzyméw rzucajg badania fizjologiczne, dotyczace
Sledzenia zmian aktywnos$ci fosfatazowej w rozwoju ontogenetycznym
rosliny oraz wywotanych modyfikacjami warunkoéw srodowiskowych.

W fazie imbibicji i we wczesnych stadiach kietkowania nasion jeczmie-
nia i pszenicy obserwuje sie wzrost aktywnos$ci fosfatazowej [43, 48—52].
Proces ten, zwigzany z pojawianiem sie nowej formy enzymu i jego wy-
dzielaniem na zewnatrz komorki jest stymulowany obecnoscig kwasu gi-
berelinowego. W kietkujgcych nasionach grochu [53] wzrostowi aktyw-
nosci fosfatazowej towarzyszy mobilizacja rezerwy fosforanowej nasion,
wystepujacej w warstwie aleuronowej pod postacig fitynianu. Wysokie po-
winowactwo kwasnych fosfataz warstwy aleuronowej ziarniak6w ryzu
i liscieni Vigna mungo do fitynianu [31, 45] wskazuje na to, ze enzymy
te odgrywajg istotng role w regulowaniu gospodarki fosforanowej roz-
wijajagcych sie tkanek roslinnych.

Udziat fosfataz kwasnych w kontrolowaniu ilosci pobieranego fosfo-
ranu obserwuje sie réwniez w pdzniejszych stadiach rozwojowych rosliny.
W hodowlach tkankowych tytoniu na pozywkach nie zawierajgcych fos-
foranu stwierdzono wzrost aktywnosci fosfatazowej w komorkach na
skutek syntezy enzymu de novo, a w nastepstwie tego wzrost ilosci en-
zymu wydzielanego do $rodowiska [42, 54]. Sekrecja fosfatazy jest sty-
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mulowana przez dwuwarto$ciowe kationy Ca2+ i Mg2+ i przebiega dwu-
etapowo. W pierwszej fazie zwalniany jest do $rodowiska enzym obecny
w $ciane komdrkowej. W drugiej fazie nastepuje aktywny transport fos-
fatazy z wnetrza komérki poprzez bariere energetyczna, jakg stanowi
plazmalema [55]. Podobne zachowanie aktywnos$ci fosfatazowej obser-
wowano podczas rozwoju pomidoréw uprawianych w warunkach niedo-
boru fosforanu [56, 57]. W tkankach, w ktérych poziom fosforu spada
ponizej okreslonej normy nastepuje gwattowny wzrost aktywnosci fosfa-
tazy kwasnej w Scianie komdrkowej i plazmalemie. Charakterystyczne jest,
ze deficyt fosforu ujawnia sie najwczesniej w tkankach w peini dojrza-
tych (rozwiniete liscie) i tam tez nastepuje gwattowny wzrost aktyw-
nosci fosfatazowej. Mozliwe jest, ze w warunkach gtodu fosforanowego
rezerwy fosforanu w dojrzatych czesciach ros$liny sg powtdrnie mobilizo-
wane i dostarczane do mitodych, rozwijajacych sie organow.

Fosfatazy zewnatrzkomoérkowe, znajdujgce sie w $cianie komorkowej,
zwitaszcza w poblizu wigzek przewodzgcych, lub wydzielane do medium,
mogg hydrolizowa¢ inne substraty niz formy wewnatrzkomoérkowe. Nie-
ktérzy autorzy przypuszczajg, ze zmiana w specyficznosci substratowej
wigze sie z udziatem fosfataz w aktywnym transporcie cukrow [2, 4, 58].
Kwasnym fosfatazom przypisuje sie udziat w réznicowaniu struktur we-
wnatrzkomorkowych [3] i rozwoju piastydéw [59].

Wyrazne zmiany aktywnosci fosfatazowej wystepujg w okresie starze-
nia sie tkanek roslinnych [25, 60—63]. Wzrost aktywnosci moze byé zwig-
zany ze zmiang stopnia agregacji czasteczki [25], lub z syntezg enzymu de
novo kontrolowang przez fitohormony [61, 63]. Zmiany w aktywnosci en-
zymu mozna tlumaczy¢ udziatem fosfatazy w autolizie komorek, poprze-
dzonej zmianami przepuszczalnos$ci bton i uwalnianiem enzymu ze struk-
tur lizosomalnych do cytoplazmy [61, 63, 64]. Subletalne procesy lityczne,
manifestujgce sie miedzy innymi wzrostem aktywnosci fosfatazowej, moga
powodowaé nekroze tkanek, zwigzang z odrzuceniem niezgodnych tkan-
kowo miedzyrodzajowych przeszczepdw [64]; moga takze powodowacl
zmiany prowadzace do wtérnych podziatbw komdrkowych i gojenia sie
zranionej tkanki (formowanie kallusa, [65]). Uwalnianie fosfataz do cyto-
solu w nastepstwie infekcji bakteryjnej lub wirusowej jest réwniez zwig-
zane z ich udziatem w procesach litycznych komaorki [66, 67].

Wydaje sie, ze aktywnos$¢ kwasnych fosfataz jest zwigzana z waznymi
etapami rozwoju organizmu, a jej poziom oraz zakres dziatania pozostajg
pod kontrolg fitohormon6éw oraz czynnikéw $rodowiskowych.

VI. Regulacja aktywnosci fosfataz kwasnych roslin wyzszych

Aktywnos$¢ fosfataz kwasnych zaangazowanych we wczesnych proce-
sach rozwojowych ros$lin pozostaje pod kontrolg hormondéw ros$linnych.



470 M. FERENS, B. MORAWIECKA [10]

Obecnos¢ kwasu giberelinowego, produkowanego przez rozwijajacy sie za-
rodek, stymuluje synteze enzymu de novo i jego wydzielanie na zewnatrz
komérki [43, 48—52, 68]. Fosfataza, zwigzana poczatkowo z btonami reti-
kulum endoplazmatycznego [51, 68], jest transportowana przez blonowe
cysterny w kierunku plazmalemy, a nastepnie do $ciany komorkowej.
W nieobecnosci kwasu giberelinowego enzym magazynowany jest w blis-
kich plazmalemy warstwach $ciany komdérkowej [68]. W badaniach nad
stymulacjg syntezy kwasnych fosfataz w nasionach pszenicy stwierdzono,
ze kwas giberelinowy wzmaga synteze jednego tylko z dziewieciu obec-
nych w tkance izozyméw [48, 49]. Zastosowanie inhibitoréw biosyntezy
biatka wskazuje na to, ze stymulacja zachodzi na etapie procesu trans-
lacji.

Stymulacja syntezy fosfatazy kwasnej w obecnosci kwasu giberelino-
wego jest kontrolowana dodatkowo przez inny fitohormon — kwas ab-
scysynowy [50]. Jego obecnos$¢ blokuje wydzielanie indukowanej przez
kwas giberelinowy fosfatazy poza komérke. Fitohormony kontrolujg takze
synteze fosfatazy w starzejgcych sie tkankach roslinnych. W tych przy-
padkach obecno$¢ kwasu abscysynowego przyspiesza wzrost aktywnosci
enzymu [61, 63], moze tez powodowac dysocjacje oligomeréw fosfatazy
i zmiany w skladzie reszty cukrowej enzymu [25].

Regulacja aktywnos$ci fosfataz poprzez synteze enzymu de novo oraz
uwalnianie go na zewnatrz komorki ma miejsce takze w warunkach gtodu
fosforanowego roslin [42, 54, 55].

Opisane zjawiska wskazujg, ze aktywno$¢ fosfataz kwasnych w istot-
nych procesach fizjologicznych znajduje sie pod wyrazng kontrolg wie-
loetapowego mechanizmu regulacji hormonalnej. Zmiany aktywnosci fos-
fatazowej sg takze wyrazem reakcji organizmu na drastyczne zmiany wa-
runkéw Ssrodowiskowych.

W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie regulacja aktywnosci fos-
fataz kwasnych na poziomie molekularnym. Opisano zmiany aktywnosci
kwasnej fosfatazy lisci szpinaku zalezne od potencjatu oksydoredukcyjne-
go [69]. Enzym wykazuje kilkakrotnie wyzszg aktywno$¢ w obecnosci
utlenionego glutationu lub dehydroaskorbinianu; aktywacji towarzyszy
rozszerzenie zakresu pH dziatania enzymu do warto$ci obojetnych oraz
zmiany specyficznosci substratowej, przejawiajgce sie proporcjonalnie wy-
sokim wzrostem aktywnosci w stosunku do estrow fosforanowych mono-
sacharydow. Dziatanie zredukowanej formy glutationu powoduje przy-
wrdécenie pierwotnych wiasciwosci enzymu. Opisano spadek aktywnosci
fosfatazy kwasnej nasion soi [70] w obecnosci cysteiny i innych zwigzkéw
sulfhydrylowych o duzej sile redukcyjnej, brak jednak danych na temat
zmian we wiasciwosciach katalitycznych w tych warunkach.

Fosfataza kwasna wydzielona ze szpilek sosny wystepuje pod postacig
dwoch form ulegajacych interkonwersji [29], Zasadowa forma enzymu o pi
w zakresie od 8,5 do 9,5 przechodzi w kwasng o pi od 3,0 do 4,2 po przy-
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tagczeniu oligorybonukleotydu o masie okoto 1500—3000. Obie formy maja
zblizong specyficzno$¢ substratowga, powinowactwo do pNPP oraz wrazli-
wos$¢ na inhibitory. Optimum pH dziatania formy zasadowej wynosi 4,7;
forme kwasna cechuje podwdéjne optimum o wartosci 4,7 i 4,85. Mozna
sadzié¢, ze odmienna jonizacja stwarza inne mozliwosci interakcji nukleo-
proteidowej czasteczki ze strukturami wewnatrzkomorkowymi.

W ostatnich latach stwierdzono wptyw lektyn na aktywno$¢ kwasnych
fosfataz. W badaniach in vitro oraz w immunoelektroforezie krzyzowej
Lorenc —Kubis i Bog-Hansen stwierdzili istotny wzrost akty-
wnosci kwasnej fosfatazy z nasion wiechliny tgkowej w obecnosci kon-
kanawaliny A i lektyny soczewicy [71]. Podobne zmiany aktywnos$ci pod
wptywem ConA wykazywaty fosfatazy z nasion innych traw: Agrostis alba,
Phleum pratense i Triticum vulgare [19]. Fosfataza ziemniaka nie jest ak-
tywowana przez ConA, lecz wykazuje wzrost aktywnosci w obecnosci en-
dogennej lektyny ziemniaczanej [72]. Aktywno$¢ fosfatazy z zarodkéw
zyta wzrasta zarobwno w obecnosci egzogennych lektyn soi, soczewicy,
ziemniakow, zarodkow pszenicy i Canavalia ensiformis, jak i w obecnoSci
lektyny endogennej, ktdrej aktywnos$¢ stwierdzono w ekstrakcie z zarod-
kéw [73]. Jedyng jak dotychczas fosfatazg ulegajacg inaktywacji w obec-
nosci ConA jest enzym z nasion kupkdwki pospolitej [72].

Interakcja glikoproteidowych fosfataz kwasnych z lektynami wyka-
zujacymi specyficznos¢ wobec cukrowych receptorow pozwala przy-
puszczaé, ze istotng role w tym oddziatywaniu odgrywa weglowodanowy
sktadnik enzymu. O stusznoSci tego przypuszczenia Swiadczy rewersja ak-
tywacji fosfatazy zarodkéw zytnich lektynami w obecnosci specyficznych
dla lektyny monosacharydow [73].

Niektére wiasciwosci katalityczne fosfataz kwasnych ulegajg modyfi-
kacji pod wptywem lektyn. W przypadku enzymdéw z nasion wiechliny
i kupkdwki stwierdzono rozszerzenie i przesuniecie w strone oddziatywa-
nia kwasnego optimum pH fosfatazy a takze wzrost jej termostabilnosci
i pH-stabilnosci [72]. Przyblizona warto$¢ statej Michaelisa wobec pNPP
wyznaczona dla fosfatazy kwasnej z nasion wiechliny lakowej ulega
w obecnosci ConA dwudziestokrotnemu obnizeniu. Tak duzy wzrost po-
winowactwa enzymu do substratu autorzy ttumaczg mozliwoscia zmian
sterycznych centrum aktywnego enzymu, spowodowanych przytgczeniem
lektyny [71]. Spadek wartosci Km wobec pNPP pod wpltywem ConA wy-
kazuje takze fosfataza z zarodkow zyta [27]; jednocze$nie wzrasta wartos¢
Vnax. Podobne wyniki uzyskaty Morawiecka i Arabska [74] ba-
dajac zachowanie fosfatazy kwasnej ziemniaka w obecnosci ziemniacza-
nej lektyny. Stwierdzono przesuniecie optimum pH z 56 do 5,0, zmniej-
szenie wartosci Kmwobec pNPP o0 20% oraz wzrost termostabilnosci en-
zymu. W tym ostatnim przypadku zwraca uwage fakt, ze enzym i lektyna
pochodzg z tych samych tkanek. Interakcje fosfatazy z endogenng lektyng
stwierdzono takze w ekstrakcie z zarodkow zyta [73]. Wystepowanie obok
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siebie biatek, ktore wzajemnie modulujg swoje wiasciwos$ci in vitro, su-
geruje mozliwos¢ wystgpienia podobnych oddziatywan takze in vivo.

VII. Uwagi koncowe

Kwasne fosfatazy stanowiag zréznicowana grupe enzymoéw. Cze$é z nich
jest zbudowana z pojedynczych taricuchéw biatkowych badZz glikoprotei-
dowych, inne majg strukture podjednostkowg. Wydaje sie, ze biatka te
posiadajg duzg zdolno$¢ do interakcji z innymi czagsteczkami biatkowy-
mi [71—74], nukleotydowymi [29] lub polifenolowymi [36]. Z jednej stro-
ny utrudnia to procedure oczyszczania i charakterystyke enzymu, z dru-
giej za$ strony wydzielenie enzymu w stanie homogennym moze pozba-
wi¢ go natywnego czynnika regulatorowego.

Funkcja fizjologiczna fosfataz kwasnych trudna jest do ustalenia ze
wzgledu na niespecyficznos$¢ substratowg enzymu, jednakze wzrost aktyw-
nosci fosfatazowej w stanach zmniejszonej dostepnos$ci fosforu [42, 56, 57],
badz tez zwiekszonego zapotrzebowania na ten pierwiastek [31, 53] suge-
ruje, ze fosfatazy biorg udziat w regulacji gospodarki fosforanowej roslin.
Brak kompletnych danych kinetycznych, ktdre umozliwityby poréwna-
nie wartosci statych Michaelisa i statych katalitycznych wobec réznych
substratow i w roznych stanach zapotrzebowania na fosfor nie pozwala na
analize tego problemu od strony czysto biochemicznej.

Problemem, ktéry wymaga dalszych badan jest tez regulacja aktyw-
nosci fosfataz na poziomie molekularnym. Wydaje sie, ze blizsze poznanie
struktury weglowodanowej cze$ci enzymow mogtoby przyczynié sie do wy-
jasnienia interakcji glikoenzyméw z wewngtrzkomadérkowymi receptorami
badz lektynami. Zagadnienia te, tacznie z fizjologiczng rolg cukrowego
sktadnika glikoproteidow, sg w odniesieniu do roslin wyzszych ciagle
jeszcze stabo poznane.

Zaakceptowano do druku 19.01.1954
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MINI-REVIEW

BARBARA OKONIEWSKA *\ HALINA AUGUSTYNIAK **

Genom organeli roslin wyzszych

Organellar genome of higher plants.

Systematyczne badania dziedziczenia pozajagdrowego okreslanego réw-
niez jako dziedziczenie pozachromosomowe, cytoplazmatyczne lub niemen-
dlowskie, podjeto w latach sze$édziesigtych po wykazaniu obecnosci DNA
w chloroplastach i mitochondriach. Zainteresowanie pozajgdrowym DNA
wynika nie tylko ze wzgledéw ogolno-poznawczych, ale takze z faktu,
ze cytoplazmatyczne geny majag wptyw na produktywnos$¢ roslin. Budzi to
nadzieje, ze manipulacje organelowym materiatem genetycznym mogg by¢
wykorzystane do celéw praktycznych.

Chloroplasty i mitochondria zawierajg wszystkie podstawowe skiad-
niki niezbedne dla przebiegu replikacji, transkrypcji i translacji. Organe-
lowy aparat biosyntezy biatek jest r6zny od cytosolowego, a wielko$¢ or-
ganelowego DNA wystarcza do kodowania co najmniej stu polipepty-
dow.

Ostatnie lata przyniosty szczegolnie duzo danych dotyczgcych budowy
genomu chloroplastowego roslin, a takze genomu mitochondrialnego nie-
ktorych zwierzat i grzybow. Okazato sie, ze dwuniciowy mtDNA komorek
zwierzecych wystepuje w formie kolistej, zawiera 15—18 kpz, a jego prze-
cietna dtugos¢ obwodu wynosi okoto 5 m-m. U grzybdw czgsteczki mtDNA
sg kilkakrotnie wieksze i wystepujg przewaznie w formie kolistej. Liniowy
DNA znaleziono dotychczas w mitochondriach Hansenula mrakii oraz
w mitochondriach pierwotniakéw: Tetrahymena pyriformis i Paramecium
aurelia. Mitochondrialny DNA komérek zwierzecych koduje dwa rRNA,
dwadziescia dwa tRNA i trzynascie biatek. Mitochondrialny DNA droz-

* mgr, Zaktad Biochemii Biopolimeréw UAM, ul. Fredry 10, 61-701 Poznanh
*> doc. dr hab., Miedzyuczelniany Instytut Biochemii AR, ul. Wotynska 35,
60-637 Poznan

Wykaz skrotow: ctDNA — chloroplastowy DNA, mtDNA — mitochondrialny DNA,
cms — rosliny cytoplazmatycznie mesko sterylne, pz — pary zasad, kpz — kilo par
zasad.
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dzy zawiera geny dwudziestu szesciu tRNA, dwoch rRNA, trzech podjed-
nostek oksydazy cytochromowej, dwéch podjednostek ATP-azy wrazliwej
na oligomycyne i jednej podjednostki cytochromu b. W mtDNA komérek
zwierzecych i drozdzy wystepuje ponadto kilka diugich sekwencji za-
wierajgcych w tej samej fazie odczytu kodon inicjujgcy i terminujacy i mo-
gacych teoretycznie kodowaé biatka o nieznanej funkcji (ang. open reading
frame).

Mitochondrialny DNA ros$lin wyzszych jest znacznie wigkszy i zawiera
od 160 do 2500 kpz (1). W przypadku mtDNA ro$lin mamy do czynienia
z duzym zré6znicowaniem nie tylko rozmiaréw (od 0,5 do powyzej 30 M-m)
ale i form fizycznych, gdyz wystepuje on w postaci czasteczek zaréwno
kolistych jak i liniowych, przy czym w r6znych mitochondriach proporcje
tych form sag rézne. Duze zréznicowanie wielkosci czasteczek mtDNA daje
sie zauwazy¢ nawet u roslin blisko ze soba spokrewnionych, np. mtDNA
melona (2500 kpz) jest ponad siedmiokrotnie wiekszy od mtDNA arbuza
(343 kpz) (1). Niektorzy autorzy przyjmuja, ze ro$linne mitochondrie moga
pobiera¢ obce DNA i wprowadzaé je do swego genomu co czesciowo thu-
maczytoby duze rozmiary mtDNA (2).

Trawienie mtDNA roslin enzymami restrykcyjnymi prowadzi do uzy-
skania duzej liczby fragmentéw wystepujacych w zmiennej stechiometrii.
Suma mas czasteczkowych tych fragmentéw jest z reguty wieksza niz
masa czasteczkowa mtDNA oszacowana na podstawie badan mikroskopo-
wych lub kinetyki renaturacji. Niezgodnos$¢ te prébowano ttumaczyé mo-
dyfikacjg (np. metylacja zasad) czesci miejsc restrykcyjnych rozpoznawa-
nych przez okreslone enzymy, ale sugestii tej eksperymentalnie nie po-
twierdzono. Obecnie uwaza sie, ze skomplikowane wyniki trawienia
mtDNA enymami restrykcyjnymi sg odzwierciedleniem raczej hetero-
gennosci populacji mtDNA w obrebie pojedynczych mitochondriow niz
réznic miedzymitochondrialnych. Sprawa ta wymaga jednak dalszych
badan.

Ostatnio dzieki zastosowaniu klonowania w kosmidach opracowano
mape fizyczng mtDNA kukurydzy. Okazato sie, ze zawiera on duze po-
wtarzajgce sie sekwencje, ktérych nie stwierdzono w mtDNA komorek
zwierzecych lub grzybow. Mitochondrialny genom kukurydzy wystepuje
albo w formie pojedynczej kolistej czasteczki ztozonej z okoto 1200 kpz,
albo w postaci trzech kolistych czasteczek, gdyz wewnatrzczasteczkowe re-
kombinacje mtDNA formy pierwszej prowadza do utworzenia sie dwaéch
dodatkowych kolistych czgsteczek mtDNA (2). Oznaczono tez wielkos¢
MtDNA pszenicy (minimum 590 kpz a prawdopodobnie wiecej) i wyka-
zano, ze zawiera on rowniez powtarzajace sie sekwencje (3).

Dotychczas nie ustalono jaka forma DNA jest rzeczywiscie natywng
formg wystepujacg w mitochondriach: kolista czy liniowa? Sadzi sie na
ogo6t, ze liniowe czasteczki powstaja z czasteczek kolistych podczas izolo-
wania mtDNA. Mozna réwniez przyja¢ drugg mozliwos¢, a mianowicie
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stopniowe powstawanie kolistych czasteczek DNA poprzez tzw. ,,lasso-po-
dobne” struktury, ktore opisano miedzy innymi w przypadku mtDNA
Pennisetum typhoides (4).

Z obserwacji tzw. natywnych czasteczek roslinnych mtDNA w mi-
kroskopie elektronowym wynika, ze w populacji tych czasteczek dominujg
formy liniowe. Duze zainteresowanie wzbudzajg ciagle koliste formy
mtDNA wystepujagce szczegOlnie w preparatach uzyskanych z kultur tkan-
kowych. Znaczng ilo$¢ takich kolistych czgsteczek o réznych rozmiarach
obserwowano w kulturach tkankowych tytoniu, kukurydzy i fasoli. Cze$é
z nich byta oligomerami, ale cze$¢ stanowita genetycznie rézne czastecz-
ki (5, 6).

Oprécz wielkoczgsteczkowego DNA (liniowego lub kolistego) w mito-
chondriach wystepujg mate koliste czasteczki typu plazmidéw. Te czaste-
czki — plazmidy wystepujg przewaznie u ro$lin wykazujacych ceche me-
skiej sterylnosci. Od dawna wiadomo, ze meska sterylnos$¢ roslin jest prze-
kazywana przez cytoplazme mateczng i ze niektére geny jadrowe powoduja
przywrdcenie ptodnosci pytku. W przypadku kukurydzy i sorgo zebrano
szczeg6lnie duzo dowoddéw na to, ze genetyczne determinanty odpowie-
dzialne za ceche meskiej sterylnosci sg umieszczone w mtDNA. Po raz pier-
wszy linie ro$lin z cechg meskiej sterylnosci tzw. cms, opisano w przypad-
ku kukurydzy. Badania genetyczne pozwolity na rozréznienie u kukury-
dzy trzech linii, ktére oznaczono odpowiednio jako cms-T, cms-S, cms-C.
Mitochondrialny DNA z roslin linii cms rézni sie od mtDNA z roslin nor-
malnych podatnoscig na dziatanie enzyméw restrykcyjnych, oraz rodza-
jem czgsteczek o cechach plazmidéw. Jeden z plazmidéw o budowie ko-
listej (1.94 kpz) wystepuje powszechnie w mitochondriach kukurydzy
zarbwno w roslinach meskoptodnych, normalnych (N) jak i ro$linach z ce-
cha meskiej sterylnosci. Mitochondria roslin normalnych (N) — oprocz
plazmidu o budowie kolistej zawierajg plazmid o budowie liniowej (2.35
kpz). W mitochondriach roslin linii cms-T znaleziono te same plazmidy co
w mitochondriach roslin (N), ale pazmid liniowy byt krétszy o 200 pz.
Mitochondria z ro$lin linii cms-C rowniez zawierajg plazmidy typu roslin
(N), ole oprécz tego dwa koliste plazmidy o 1.57 i 1.42 kpz. Mitochondria za$
roslin cms-S oprdécz plazmidéw typu roslin (N) zawierajg dwa plazmidy
liniowe 0 6.2 i 5.2 kpz. Plazmidy te nazwane odpowiednio Si i S2 posia-
dajg homologiczne rejony o tagcznej dtugosci okoto 1.7 kpz (7). Stwierdzono
ponadto, ze te dwie liniowe czasteczki zawierajg sekwencje terminalne
0 okoto 200 pz diugosci o odwréconej orientacji (ang. inverted repeat) co
sugeruje, ze mogg by¢ one przenoszone jako transpozomy do genomu mito-
chondrialnego. Sugeruje sie réwniez, ze integracja plazmidowych DNA
typu S z genomowym mtDNA prowadzi do przywrdcenia ptodnosci pytku.
Konice 5’ plazmidoéw typu S sg zwiagzane z biatkami (prawdopodobnie ko-
walencyjnie), ktére przypuszczalnie chronig je przed degradacja i sg za-
angazowane w replikacje DNA. Uwaza sie, ze plazmidy w kompleksie
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z biatkami mogg okaza¢ sie dobrymi wektorami w przenoszeniu obcej in-
formacji genetycznej do roslin. Podobne liniowe plazmidy zawierajgce na
koncach sekwencje o odwréconej orientacji, ale nie zwigzane z wystepo-
waniem cechy meskiej sterylnosci, znaleziono w mtDNA Kkilkunastu od-
mian kukurydzy uprawianych w Ameryce tacinskiej (8). Najczesciej jed-
nak czasteczki typu plazmidéw wystepujag w mitochondriach roslin wyka-
zujacych ceche meskiej sterylnosci jak to wykazano np. u sorgo (9), bo-
bu (10) czy buraka (11). Obecno$¢ plazmidéw w mitochondriach roslin kilku
gatunkéw rodzaju Brassica ma rowniez zwigzek z wystepowaniem cechy
meskiej sterylnosci. Plazmid ten jest czgsteczka liniowg o wielkosci 11.3
kpz, na koncach nie zawiera sekwencji powtdrzonej w odwrotnej orien-
tacji, oraz nie wykazuje homologii z mtDNA (12). OdpowiedZ na pytanie
0 role petniong przez te plazmidy, mozna bedzie uzyskaé po stwierdzeniu
jaka informacje genetyczng zawierajg te czasteczki, oraz jaki jest mecha-
nizm ich zwigzku z cechg meskiej sterylnosci. Wstepne badania sugeruja,
ze istnieje zbiezno$¢ pomiedzy obecnoscig plazmidéw a syntezg dodatko-
wych polipeptydow.

Chociaz wiekszo$¢ dotychczasowych badan wskazuje na mtDNA jako
odpowiedzialny za pojawienie sie cechy meskiej sterylnosci u roslin, to
niektére prace wydaja sie sugerowac, ze istnieje rowniez pewna zhiezno$¢
tej cechy z ctDNA. W Brassica napus (13) zauwazono niewielkag rdznice
pomiedzy chloroplastowymi operonami rRNA z ro$lin meskoptodnych i z
roslin wykazujacych cms. Wyrazne réznice pomiedzy ctDNA z normalnych
1meskosterylnych linii kukurydzy, pszenicy i rzepaku wykazano stosujgc
do rozdziatu fragmentéw restrykcyjnych ctDNA technike dwuwymiaro-
wej elektroforezy (14).

Duze zainteresowanie budzi nadal organizacja i funkcja genomu mito-
chondrialnego oraz réznica kodu mitochondrialnego i kodu uniwersal-
nego. Nasze dotychczasowe informacje dotyczace wystepowania i sekwen-
cji niektorych genéw rRNA i tRNA opierajg sie na danych, ktore uzyska-
no badajagc genom mitochondriéw pszenicy i kukurydzy. Jak wynika z ba-
dan hybrydyzacyjnych (15) genom mitochondrialny pszenicy koduje 26S,
18S, 5S rRNA oraz populacje tRNA. Organizacja tych genéw jest inna niz
w genomach prokariotycznych, chloroplastowyc¢h i jadrowych. Wykazano,
ze mitochondrialne geny 26S rRNA i 18S sg oddalone od siebie oraz, ze gen
5S rRNA wystepuje w poblizu genu 18S rRNA. Geny tRNA sg natomiast
rozproszone wzdtuz catego genomu, tworzac niewielkie zgrupowania w re-
jonach genéw 18S rRNA i 5S rRNA. Takg sama organizacje genéw rRNA
zauwazono w mitochondriach wielu innych okrytonasiennych. Zaréwno
wczesniejsze badania z zastosowaniem hybrydyzacji jak i ostatnie bada-
nia klonowanego mtDNA pszenicy wskazujg na wystepowanie w tym DNA
kilku kopii gendw 26S, 18S i 5S rRNA.

W mtDNA kukurydzy geny rRNA wystepujg tylko w pojedynczych ko-
piach (16). Poznano rowniez sekwencje dwéch gendéw tRNA-tRNAfV
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i tRNA'Jowystepujacych w poblizu 3’i 5’ korica 185 rRNA w mtDNA psze-
nicy. W obydwu tRNA sekwencja CCA nie byta kodowana przez genom
mitochondrialny i obydwa tRNA wykazywaty cechy raczej typowo eubak-
teryjne (17).

Stosunkowo najmniej wiadomo$ci mamy o kodowaniu poszczegdlnych
biatek przez genom mitochondrialny. W produktach translacji mitochon-
drialnego pochodzenia wyrézniono okoto 20 polipeptydow, wsrdod ktérych
zidentyfikowano dwie podjednostki oksydazy cytochromowej (I i Il), pod-
jednostke IX ATPazy. Nie wiadomo wprawdzie czy wszystkie te polipep-
tydy sg kodowane przez genom mitochondrialny. Poniewaz jednak nie
potwierdzono sporadycznych informacji wskazujgcych na przeniesienie
MRNA do mitochondriéw przypuszcza sie, ze polipetydy syntetyzowane na
rybosomach mitochondrialnych istotnie sg kodowane przez mtDNA. Jak
dotad poznano tylko sekwencje genu podjednostki Il oksydazy cytochro-
mowej z mitochondriow kukurydzy (1). Gen z kukurydzy zawiera intron
0 dtugosci 794 pz i wykazuje 47% i 40% homologii z odpowiednimi ge-
nami drozdzy i wotu, ktére jednak nie zawieraja sekwencji introno-
wych.

Mato rowniez wiemy jaki jest kod genetyczny mtDNA roélin. Wiado-
mo, ze kod genetyczny funkcjonujgcy w mitochondriach ssakéw i u Dro-
sophila rozni sie od kodu uniwersalnego. W przypadku mitochondriow
roslinnych jedyna informacja o odrebnosci kodu pochodzi z okreslenia
sekwencji genu Il podjednostki oksydazy cytochromowej mitochondriow
kukurydzy oznaczonego jako mox 1 Wynika z niej, ze kodon TGA (UGA),
ktory w mitochondriach z innych zrédet koduje tryptofan, nie wystepuje
w genie mox-l co sugeruje, ze ten kodon nie jest czytany w ro$linnym
mtDNA. Tryptofan natomiast moze by¢ kodowany przez kodon argini-
nowy CGG, jak réwniez UGG kodujacy tryptofan w kodzie uniwersal-
nym.

Znacznie lepiej niz genom mitochondrialny poznano organizacje i wia-
$ciwosci kodujace genomu chloroplastowego roslin wyzszych. Chloroplasto-
wy DNA z roslin wyzszych rézni sie od mtDNA zaréwno wielkoScig jak
1forma fizyczng. Chloroplastowy DNA wystepuje przewaznie w kowalen-
cyjnie zamknietej formie kolistej. Jego wielkos¢ waha sie w granicach od
121 do 160 kpz, a dtugos$¢ od 39 do 46 Mmu ros$lin dwuliSciennych i od 35
do 55 i*m u roslin jednolisciennych (18). Genom chloroplastowy cechuje
homogenno$¢ i konserwatywnos$¢. Stwierdzono, ze oprécz gendéw rRNA
i tRNA genom chloroplastowy koduje okoto 25 biatek w tym dziesie¢ bia-
tek rybosomalnych. Geny rRNA utozone sg w jednostce transkrypcyj-
nej w kolejnosci 16S, 23S, i 4.5S. Wystepujacy w poblizu genu 4.55 rRNA,
gen 5S rRNA stanowi prawdopodobnie odrebng jednostke transkrypcyj-
ng. Takie utozenie genéw rRNA przypomina ufozenie w operonie bakte-
ryjnym. Podobnie jak w przypadku bakterii, pomiedzy genami 16S i 23S
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rRNA ulokowane sg geny tRNAIRI tRNAd\ U wigkszosci badanych roslin
wyzszych genom chloroplastowy zawiera dwa rejony o unikalnej sekwencji
(ang. single copy DNA) rejon) duzy i maty, ktére sg oddzielone dwoma
odcinkami sekwencji powtdrzonej w odwrotnej orientacji (ang. inverted
repeat). W kazdym z tych odcinkéw wystepuje jeden operon rRNA, ktory
wraz z niektérymi genami tRNA zajmuje tylko 30°0 ich diugosci. Na po-
nad 10 przebadanych chloroplastowych genomoéw roslin wyzszych tylko
trzy genomy — bobu, grochu i grochu wioskiego nie zawierajg dwdch
odcinkow DNA o odwrotnie powtdrzonej sekwencji i tym samym zawiera-
ja tylko pojedyncze kopie gendw rRNA.

Poznano juz sekwencje nukleotydowag genéw rRNA z niektérych ro-
§lin. Okazato sie, ze geny te wykazujg duzy stopied homologii z odpo-
wiednimi genami rRNA E. coli. | tak np. gen 16S rRNA kukurydzy wy-
kazuje 79% homologii z 16S rRNA E. coli, a sekwencja 23S rRNA jest az
w 67% homologiczna z odpowiednim rRNA E. coli. Oprécz typowych ro-
dzajow rRNA charakterystyczne dla chloroplastow roslin wyzszych jest
wystepowanie 4.5S rRNA w ctDNA. Funkcja tego rRNA jest dotychczas
nieznana. Wykazuje on wysoki stopien homologii z 3° koficem eukariotycz-
nego 28S rRNA. Sugeruje sie, ze 4.5S rRNA stanowi 3’ koricowy fragment
plastydowego 23S rRNA (18).

U wielu roslin okres$lono tez liczbe gendéw tRNA. Jak wynika z do-
tychczasowych badan, chloroplasty zawierajg geny tRNA odpowiadajgce
wszystkim 20 aminokwasom. W zwigzku z obecnos$cig genéw izoakceptoro-
wych tRNA ogdélna liczba chloroplastowych gendéw tRNA przekracza 20.
W szpinaku i grochu np. okreslono liczbe genéw tRNA na 40 (19). W nie-
ktdrych chloroplastowych genomach okre$lono tez potozenie wielu genoéw
tRNA. W szpinaku znane jest potozenie 21 genéw tRNA specyficznych dla
14 aminokwaséw, u fasoli 31 genéw dla 24 aminokwasow, a w kukurydzy
37 gendw dla 17 réznych aminokwasow (20). Geny tRNA utozone sg gtow-
nie w dwéch rejonach chloroplastowego genomu: w duzym rejonie o uni-
kalnej sekwencji, oraz w rejonie operonu rRNA. Zbadano juz sekwencje
ponad 10 genéw tRNA, gtéwnie z chloroplastéw kukurydzy, szpinaku i ty-
toniu, a takze sekwencje rejonéw przylegajagcych do pieciu gendéw tRNA
kukurydzy (21). Wyniki tych badan pozwalajg na nastepujgce uogdl-
nienia:

— sekwencje kodujgce genow tRNA wykazujg wiekszg homologie z ge-
nami prokariontdw niz z genami eukariotow;

— cechy eukariotyczne tych gendw wyrazajg sie w nieobecnosci termi-
nalnej sekwencji CCA w genie, oraz w wystepowaniu sekwencji intro-
nowych;

— introny w genach chloroplastowych sg bardzo diugie np. geny tRNAIQ
tRNAda oraz tRNAlu UAA z kukurydzy zawierajg introny o dtugosci
odpowiednio 949 i 806 i 458 pz; gen tRNAwW z tytoniu 707 pz;
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— introny wystepujg w réznych miejscach genu tRNA, miedzy innymi
pomiedzy pierwszg i drugg zasadg antykodonu, jak np. w genie tRNA
UAA z kukurydzy (22);

— sekwencje przylegajace z 5° i 3’ konca genow tRNA s3g przewaznie
homologiczne z eubaketryjnym promotorem i terminatorem;
— wiekszos¢ genow, a by¢ moze wszystkie sg transkrybowane nieza-
leznie.
Oprocz genow tRNA, w ctDNA szpinaku i kukurydzy przy koncu
5’ 16S rRNA zidentyfikowano tez pseudogeny tRNA. Nie udato sie do-
tychczas znalezé gendéw kodujgcych tRNA asparaginowy, glutaminowy,
cysteinowy kwasu glutaminowego. Prawdopodobnie jest to czeSciowo wy-
nikiem trudno$ci w identyfikacji tRNA dla tych aminokwasoéw (tRNAap

wykryto) po elektroforetycznym rozdziale mieszaniny tRNA izolowanej
z chloroplastow.

Genom chloroplastowy koduje kilka biatek. Sg to miedzy innymi: du-
za podjednostka karboksylazy rybulozodwufosforanowej, pieé z oSmiu
podjednostek ATPazy, cytochrom F, biatko btony tylakoidowej tzw. biat-
ko 32000. W ctDNA kukurydzy, szpinaku, pszenicy, ogorka, grochu i ty-
toniu zlokalizowano juz gen duzej podjednostki karboksylazy rybulozo-
dwufosforanowej, a w przypadku kukurydzy okreslono réwniez sekwencje
tego genu. Gen ten wystepuje w duzym rejonie o unikalnej sekwencji
w czasteczce ctDNA. Zlokalizowano réwniez gen biatka 32 000, oraz geny
trzech podjednostek ATPazy.

Wyniki badan sekwencji niektorych genéw tRNA oraz genéw biatek,
pozwolity wysnué wniosek, ze kod genetyczny funkcjonujacy w chloroplas-
tach wydaje sie by¢ czytany wedtug regut hipotezy tolerancji, ktéra za-
ktada obecno$é¢ minimum 32 tRNA.

Homogenno$¢ i konserwatyzm chloroplastowego genomu powoduje,
ze jest on dobrym molekularnym markerem pozwalajacym na $ledzenie
zmian u roslin nalezacych do réznych grup taksonomicznych. Analizy ob-
razow restrykcyjnych chloroplastowego DNA wykorzystywano w wielu
badaniach dotyczacych filogenezy miedzy innymi kukurydzy, pszenicy,
kapusty. Wyniki tych badan pozwolity rowniez na wysnucie innego wnio-
sku, a mianowicie, ze budowa chloroplastowych genomoéw zawierajacych
sekwencje powtdrzone w odwrotnej orientacji jest bardziej stabilna, niz
genoméw, ktore utracity te sekwencje (23). Wynika z tego, ze sekwencja
powtdrzona w odwrotnej orientacji moze sprzyja¢ ewolucyjnej zachowaw-
czosci ctDNA.

Wiele zagadnien dotyczacych chloroplastowych i mitochondrialnych
genomow roslin wyzszych wymaga jednak dalszych badan. Nadal nie wia-
domo, ze genomy chloroplastowe wszystkich roélin zawierajg zestawy ta-
kich samych lub bardzo podobnych gendéw; to samo dotyczy mitochon-
dribw. Mato zbadany jest rdwniez problem wspotzaleznosci ekspresji geno-

18*
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mow organelowych i jadrowych. Wydaje sie, ze problem ten bedzie mozna
bada¢ dysponujac odpowiednimi mutantami, lub dobrze zbadanymi liniami
fenotypowymi typu cms. Poszukiwania mutantéw chloroplastowych i mito-
chondrialnych prowadzi sie miedzy innymi stosujagc somatyczne fuzje via
protoplasty. Dotychczas nie uzyskano jeszcze zadawalajgcych wynikow na
tym polu, chociaz wydaje sie mozliwe uzyskanie takich rekombinantéw,
szczeg6lnie mitochondrialnych.

Od dawna przypuszczano, ze pomiedzy genomem jadrowym roélin wyz-
szych jak i genomami organelowymi dochodzi do oddziatywan, ktére moga
powodowac przekazywanie pewnych odcinkbw DNA. Ostatnio przeprowa-
dzone badania potwierdzity to przypuszczenie. Wykazano (24), ze segment
0 wielkosci 12 kpz mtDNA kukurydzy jest homologiczny (90°/o homologii)
z odcinkiem chloroplastowego DNA obejmujgcego sekwencje powtdrzong
w odwrotnej orientacji i kodujgcym 16S rRNA oraz geny tRNAT i tRNA\S.
Okazato sie rowniez, ze ten wiasnie rejon jest zmieniony w mtDNA roslin
wykazujacych ceche meskiej sterylnosci, co sugeruje, ze zachowanie ho-
mologii tego rejonu pomiedzy genomem chloroplastowym i genomem
mitochondrialnym jest konieczne dla normalnego wzrostu roslin. Mito-
chondrialny DNA kukurydzy zawiera tez sekwencje homologiczne z chloro-
plastowym genem z kukurydzy kodujagcym duza jednostke karboksylazy
rybulozodwufosforanowej (2). Nie zauwazono réznicy w sekwencji tego
rejonu w mtDNA roslin wykazujacych ceche meskiej sterylnosci a mtDNA
roslin meskoptodnych. Ostatnio doniesiono takze, ze genom jadrowy szpi-
naku zawiera sekwencje homologiczne z ctDNA szpinaku i Zze sekwencje te
sg inkorporowane w specyficznych miejscach genomu (25). W ctDNA
1 mtDNA szpinaku tez znaleziono rejony homologiczne. Homologie sek-
wencji genoméw trzech przedziatdw komdrkowych moga wskazywaé réw-
niez, ze sa one niezbedne do biogenezy organeli.

Genomy mitochondridw i chloroplastow wykazuja wiele analogii z ge-
nomami bakteryjnymi. Podobienstwo to byto miedzy innymi podstawg do
wysuniecia hipotezy o pochodzeniu organeli od wolnozyjacych cyjanobak-
terii, ktére zostaty wchtoniete do. komorki pro-eukariotycznej. Najnow-
sze badania budowy kwaséw nukleinowych organeli dostarczajg raczej ar-
gumentéw potwierdzajacych endosymbiotyczng hipoteze pochodzenia, a do-
niesienia o homologii pomiedzy genomami trzech przedziatdow komorko-
wych w roslinach wyzszych sugerujgce czeste procesy transpozycji DNA
i miedzyprzedziatowej rekombinacji, rozszerzaja nasz poglad o przebiegu
ich ewolucji.

Hipoteza endosymbiotycznego pochodzenia organeli mimo, ze udoku-
mentowana lepiej niz inne, wymaga dalszych dowodéw dosSwiadczalnych.
Mogtyby ich dostarczy¢ miedzy innymi badania organizmow stanowig-
cych ewolucyjny pomost pomiedzy cyjanobakteriami a chloroplastami. Stad
duze zainteresowanie wzbudzity ogtoszone ostatnio wyniki badah dotycza-
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ce Cyanophora paradoxa (26). Okazato sie, ze u Cyanophora paradoxa obie
podjednostki karboksylazy rybulozodwufosforanowej sa kodowane przez
genom cyjaneli. Wydaje sie to wskazywaé, ze cyjanele C. paradoxa sta-
nowig posrednie ogniwo przy przeksztatcaniu sie endosymbiotycznych cy-
janobakterii w chloroplasty.

Zaakceptowano do druku 15.03.1984
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ZALECENIA KOMISJI TERMODYNAMIKI

Zalecenia dotyczagce pomiaréw i przedstawiania danych réwnowag biochemicz-
nych

Opracowano na podstawie dokumentu Miedzyunijnej Komisji Biotermodynamiki, opublikowa-
nego w Eur. J. Blochem. (1977), 72, —7 i w innych czasopismach

Dane dotyczace stanéw réwnowagi sa wazne dla opisywania i zrozumienia ukta-
dow biochemicznych. W chwili obecnej poszczeg6lni badacze nie tylko wybieraja
ré6zne warunki doswiadczalne badajagc podobne lub zgota identyczne reakcje, ale
w rézny sposéb przedstawiajag wyniki swych badan. W wielu przypadkach opis
warunkéw doswiadczalnych nie dostarcza niezbednych informacji, pozwalajgcych na
powtdrzenie doswiadczenia. Moze to prowadzi¢ do nieporozumien i trudnosci w po-
rownywaniu wynikéw badan réznych autoréw. W badaniach stanéw roéwnowagi
biochemicznej wystepuje szereg specjalnych probleméw, nie spotykanych w chemii
og6lnej. Dla osiggniecia stanu rownowagi zazwyczaj niezbedne jest dodanie do ba-
danego ukitadu co najmniej jednego swoistego enzymu, a niekiedy dwu lub wiegcej.
Dodany enzym moze wymaga¢ obecnosci kofaktorow, jak np. jonéw metali. Po-
nadto reaktanty i produkty mogg wiaza¢ lub uwalnia¢ protony lub inne jony
w przebiegu badanej reakcji. Tak wiec uktad doswiadczalny musi by¢ opisywany ze
szczegblng uwaga i doktadnoscig.

Uzyskiwanie i opisywanie danych termodynamicznych, dotyczacych uktadéw
biochemicznych, jak réwniez innych ztozonych ukladéw reagujacych, wigze sie
z dwoma podstawowymi problemami:

1 Nie zawsze mozna precyzyjnie okre$li¢ zwigzki reagujace.
2. Nawet w przypadkach, w ktérych okreslenie zwigzkéw reagujgcych jest mozliwe,
czesto nie udaje sie wyznaczy¢ ich aktywnos$ci termodynamicznych.

W niniejszym opracowaniu podano zalecenia majgce na celu lepsze wykorzysta-
nie wynikow badan z zakresu réwnowagi biochemicznej, jak rowniez zwiekszenie
zgodnosci wynikow badan otrzymywanych przez réznych badaczy. Zalecenia te za-
wierajg zestaw standardowych warunkéw, majagcy utatwié osiggniecie powtarzal-
nych wynikéw w szerokim zakresie réwnowag biochemicznych. Nie wyklucza sie
mozliwoéci doboru specjalnych warunkéw do$wiadczalnych dla niektérych reakcji.
Gdziekolwiek to jednak mozliwe, reakcje te nalezy badaé¢ takze w zalecanych wa-
runkach standardowych. Dla uniknigcia interpretacyjnego zamieszania zaleca sie
aby we wszystkich przypadkach przedstawia¢ dane doswiadczalne, uzywajgc stan-
dardowej terminologii, symboli i jednostek.

Czytelnika, ktéry chciatby zaznajomi¢ sie z dyskusjg odnosnie sposobu przedsta-
wiania wynikéw doswiadczalnych z zakresu termodynamiki odsyta sie do zbioru re-
gut CODATA (1) oraz IUPAC (2).

CZESC |. WARUNKI STANDARDOWE POMIAROW ROWNOWAGI

Termodynamiczne state réwnowagi okre$la sie za pomocag aktywnosci reaktan-
tow i produktéw. W wielu uktadach biochemicznych nie udaje sie jednak wyznaczyé
aktywnosci wszystkich sktadnikéw. Czesto zachodzi wiec konieczno$¢ obliczania
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statej réwnowagi na podstawie stezen. Dla wielu celéw akceptuje sie przeto okre$lenie
stanu réwnowagi jako ilorazu stezen substancji reagujacych, mierzonych w stanie
rownowagi i tg wielko$¢ (stezeniowg statg réwnowagi) oznacza sie w niniejszym
opracowaniu symbolem Kc. Nalezy jednak zda¢ sobie sprawe z tego, ze wartosci ta-
kich statych réwnowagi Kc i odpowiadajgcych im wartosci zmian entalpii swobod-
nej », AGc nie beda w rzeczywistosci state, jesli uktad ulegnie zmianie. Dlatego tez
jest rzeczag istotng, aby wartosciom liczhowym omawianych wielkos$ci towarzyszyty
doktadne i kompletne opisy uktadu mieszaniny reagujacej oraz metod, za pomoca
ktorych oznaczono ten skitad. Odsytacze do wecze$niejszych prac w wielu przypad-
kach moga zastgpi¢ opis.

Warunki doswiadczalne

Zaleca sie, aby przeprowadzi¢ pomiary w temperaturze 25°C (lub 37°C) i sile jo-
nowej, doprowadzonej za pomocg chlorku potasu?2 do wartosci 0,10 mola/dm-3
uzywajac najnizszych efektywnych stezen buforu. Jesli warunki powyzsze okazg sie
niewykonalne, nalezy dobra¢ inne, nie ulegajace zmianie w czasie catego doswiad-
czenia i $cisle je okreslic. Uzyte odczynniki powinny by¢ mozliwie najczystsze, a me-
dane w pracy. Uzyskanie warunkéw rzeczywistego stanu rownowagi powinno by¢
wykazane przez osiggniecie tego stanu z obu kierunkéw i wykonanie oznaczeh
w kilku stezeniach reaktantéw. Jest rowniez rzeczg pozadana, aby przebada¢ wptyw
zmian sity jonowej oraz swoistych efektow wywotanych obecnoscig soli w mieszani-
nie. Nalezy poda¢ kompletne lub przynajmniej reprezentatywne dane doswiadczalne,
na podstawie ktérych wyznaczono state rownowagi.

Temperatura

Zaleca sie jako temperature standardowg 25°C (298,15K) z uwagi na mozliwos¢
poréwnania wynikow z wiekszoscig dostepnych danych chemicznych. Jesli jest to
mozliwe, nalezy poda¢ wartosci liczbhowe statych réwnowagi w obu temperaturach:
25° i 37°C. Jest rzeczg pozadana, by wyznaczy¢ state réwnowagi w kilku temperatu-
rach. Na podstawie zaleznos$ci stalej réwnowagi od temperatury mozna wyznaczyé
standardowe zmiany entalpii i entropii. Jednakze przeprowadzajgc takie doswiad-
czenia nalezy wzig¢ pod uwage zmiany dysocjacji reaktantéw i buforéw, zachodzace
przy zmianie temperatury, oraz wynikte z tego zmiany pH i stezen dysocjujgcych
zwigzkow. Nalezy pamieta¢, ze kalorymetria jest na og6t doktadniejsza metoda wy-
znaczania zmian entalpii reakcji. Zmiany entalpii reakcji, wyznaczone kalorymetrycz-
nie nalezy skorygowa¢ o warto$¢ zmiany entalpii kazdej reakcji buforu, zwigzanej
z pobieraniem lub oddawaniem proton6w.

Bufory i pH

W przypadku, gdy dokonuje sie ograniczonej liczby pomiaréw, nalezy je prze-
prowadzaé w pH réwnym 7,0 oraz, jeSli to mozliwe, takze w takim pH, w ktorym
pozorna stata réwnowagi K'c, jest niezalezna, lub w matym stopniu zalezna od pH
(pojecie Kc okreslono w dalszym rozdziale). Je$li bezposrednie pomiary w pH 7,0
sq niewykonalne, nalezy poda¢ wartosci przeliczone na to pH, oraz doktadnie spisa¢
procedure, ktérg zastosowano przy obliczeniach. Nalezy zwréci¢ uwage na odpo-

t>0Okresleniu ,,standardowa zmiana entalpii swobodnej” (a takze ,potencjat termodyna-
miczny”), przyjetemu w polskim stownictwie, odpowiada anglosaskie okreslenie ,standard
Gibbs energy change” — standardowa zmiana energii Gibbsa. Jest to poprawne okreélenie
wielkosci, nazywanej dawniej standardowa zmiana energii swobodnej Gibbsa, lub po prostu
zmiang energii swobodnej, ktérej to przydano symbol AF°.

*> Zalecang jednostka stezenia jest mol dm-» W piSmiennictwie biochemicznym oznacza sie
ja powszechnie symbolem M.
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wiednie zbuforowanie roztworu, tak aby warto$¢ pH byta ScisSle okreslona w cza-
sie catego doswiadczenia. Jest rzeczg pozadang, aby sprawdzi¢ wplyw zmiany ro-
dzaju i stezenia buforu dla okreslenia wptywu stosowanego buforu. Nalezy unikac
buforéw, ktére reaguja z innymi reaktantami (wlaczajac w to zwigzki wysokocza-
steczkowe) lub solami, takimi jak fosforany lub pirofosforany w obecnosci jondéw
metali dwuwarto$ciowych.

Kompleksowanie jondw

State rownowagi tworzenia komplekséw jonow z reaktantami, jak na przykitad
jonu magnezowego ze zwiazkami fosforowymi nalezy oznacza¢ w warunkach do-
Swiadczenia, za$ stezenia reaktantow nalezy skorygowaé z uwzglednieniem komplek-
sowania. Jesli jest to niewykonalne, istniejg trzy mozliwosci:

a) jony metali, niezbedne dla aktywacji dla osiggniecia réwnowagi, lecz na tyle
niskich, aby nie zmieniaty widocznie stezen reaktantdw' przez ich komplekso-
wanie.

b) mozna przeprowadza¢ pomiary w takich stezeniach jondw metali, w ktérych je-
den (lub wiecej) z reaktantow wystepuje catkowicie w postaci skompleksowanej,
za$ stopieni skompleksowania pozostatych reaktantdw jest nieznaczacy, tzn. wy-
znacza sie statg rownowagi i standardowg zmiane entalpii swobodnej reakcji
w ktérg wchodzi skompleksowany zwigzek.

c) mozna przeprowadza¢ pomiary w warunkach; fizjologicznych aby uzyskaé state
rbwnowagi i standardowe zmiany entalpii swobodnej, ktére da sie bezposrednio
odnie$¢ do uktaddw biologicznych.

W kazdym razie nalezy okresli¢ jesli to mozliwe doktadnie stezenia jonéw me-
tali i poda¢ state réwnowagi odpowiednio do jednej z trzech wymienionych sy-
tuacji: dla nieskompleksowanych reaktantow, reaktantéw catkowicie skompleksowa-
nych (np. Mg*ATP) i w warunkach fizjologicznych. Ze wzgledu na to, ze dane o sta-
tych réwnowagi kompleksowania jonéw sg trudno dostepne, a niekiedy niepewne,
jest rzecza pozadang, aby oznacza¢ bezposrednio wptyw zmian stezenia jondw me-
tali w stosowanych warunkach doswiadczalnych. Niekiedy moze wyniknag¢ potrzeba
nanoszenia poprawek na kompleksowanie reaktantéw za pomoca metod ekstrapola-
cji, albo tez nalezy stosowac specjalne warunki doswiadczalne, aby unikngé komplek-
sowania reaktantow ze sktadnikami Srodowiska reakcji. Na przyktad mozna stoso-
wac chlorek tetrametyloaminiowy zamiast chlorku potasowego w pomiarach prowa-
dzonych w obecnos$ci polifosforanéw lub innych polianionéw, tworzacych kompleksy
z jonami metali alkalicznych. . *

Rozwazania ogolne o przedstawianiu danych dotyczacych réwnowagi

Rozwazmy nastepujaca reakcje

@) aA+6B~cC +i/D

gdzie a, b, c i d sg stechiometrycznymi wspdtczynnikami sktadowych A, B, C i D.
W tym przypadku stata wyrazona przez stezenia (stata stezeniowa) to:

_ \eypoe
@ = 1A 18

a standardowa zmiana entalpii swobodnej (potencjatu termodynamicznego, energii
swobodnej Gibbsa) 3>to:

*Z réwnania 3 wynika, ze réwnowaga o ktérej mowa odnosi sie do roztwordéw ,idealnie
rozcienczonych”, w ktérych wspétczynniki aktywnosci wszystkich reaktantéw i produktéw sg
niezalezne od stezenia w rozpatrywanym zakresie stezen. Mimo, ze trudno oczekiwaé petnego
spetnienia tego postulatu w badanym uktadzie, w praktyce okazuje sig, ze w ukladach bioche-
micznych AG* jest czesto wielko$cig statg, w granicach btedu doswiadczalnego. Z tego powodu,
zdajac sobie sprawe z niescistosci okresdlenia, nazywamy te wielko$¢ ,standardowg zmiang en-



490 ZALECENIA KOMISJI BIOTERMODYNAMIKI [4]

©) AGe= -RT\nKc

gdzie [A], [B] etc, to stezenia poszczegdlnych zwigzkéw bioragcych udziat w reakcji,
R jest statg gazowg, a T — temperaturg termodynamiczng.

Woda jako reaktant w rozcienczonych roztworach wodnych stanowi specjalny
problem. Aby byé zgodnym z og6lnymi zasadami dotyczacymi roztworéw rozcien-
czonych przyjmuje sie, ze czynnik H2 w wyrazeniach réwnowagi jest réwny 1
(patrz ostatni paragraf czesci pierwszej).

W pewnych przypadkach wiadomo, ze na opisane stezenie sktadnika sktada sie
kilka odrebnych rodzajow czasteczek (np. [C] jest to [CH3COOH]+ [CH3COO-]), jed-
nak mamy zbyt mato informacji na doktadniejszy opis stanu rownowagi. Na przy-
ktad w uktadzie buforowanym nie zawsze mozna okresli¢ udziat jondw H+ w kazdym
z mozliwych stanéw réwnowagi. JeSli jednak uda sie utrzymaé state stezenie jo-
néw wodorowych, mozna napisa¢ pozorng stalg réwnowagi Kc, w ktérej wyrazenie
[H+] nie wystepuje explicite. Taka pozorna stata rGwnowagi na og6t ma inng wartosé
niz Kc (réwnanie 2) i w przeciwienistwie do niej jest zalezna od pH. K'e mozna opi-
sa¢ za pomocg catkowitych stezen mierzalnych sktadnikow

[Ci+e»+..r[Di+Da+..I-

= o) - -
@ KeloH = x, Ip) = [Al+A2+ a[Bi+ B2+ ..]

a standardowg zmiane entalpii swobodnej w postaci:

(5) AG? (pH = x, itp) = -RTIn K;

Wielkos¢ K¢ podlega réwniez innym uwarunkowaniom. Aby dobrze okresli¢ jej
warto$¢ nalezy doktadnie ustali¢ i poda¢ warto$¢ pH, a niekiedy i stezenie jonow
metali oraz inne czynniki. Wartosci te nalezy przytoczy¢, jak ustalono powyzej, ale
czynniki te nie pojawiajg si¢ wprost wéréd sktadnikow po prawej stronie réwna-
nia 4. W opisach biochemicznych zwykle mozna opuszcza¢ indeks ¢ w symbolu Kc.
Jednakze zaleca sie, aby nigdy nie opuszczaé okre$lenia ,,pozorna” w odniesieniu do
K'i GV

Prosty przyktad moze pomé6c w wyjasnieniu sytuacji. Rozwazmy nastepujaca re-
akcje: s UM

K>

Ku
(6) R1CO00R2+H20 ~ RiCOOH+HORz "R 1COO-+HOR2+H+

Stezeniowe state ré6wnowagi oraz standardowe zmiany entalpii swobodnej etapu |
i Il wyrazajg sie jak nastepuje:

[R1ICOOH][HORZ
(' 1  [RICOORZ[H20]
8) AG\ = -RT\nKi

Poniewaz w rozcienczonych roztworach wodnych czynnik dla wody przyjmuje sie
za 1, w rownaniach réwnowagi takich uktadéw mozna go opuscic.

= [R.COO-] [HORZ [H+] = [RiCOO-] [H+]
" [Ri COOH] [HORZ] [R,COOH]
(10) ACJi = -/Jriniu

talpti swobodnej”. Ponadto nalezy zdawa¢ sobie sprawe z tego, ze argument logarytmu (np. Kc
w roéwnaniu 3) musi by¢ bezwymiarowy. W przypadku stezeniowej statej réwnowagi uzyskuje
sie to dzieki stosowaniu ,,wzglednych stezen”, tzn. stezenia podzielonego przez stezenie stan-
dardowe. Postgpowanie takie Jest wazne teoretycznie, ale w praktyce moze by¢ ominigte. Na-
lezy jednak doktadnie opisa¢ standardowe jednostki stanu stezenia przy podawaniu takich
wartosci.



15] ZALECENIA KOMISJI BIOTERMODYNAMIKI 491

Stezeniowa stata rownowagi i standardowa zmiana entalpii swobodnej dla ogdlnej
reakcji sg rowne:

od g. " co®°-hhgr,hh>]
vV} [RICOORZ]
(12) AG° = -RT\nK

Pozorng statag réwnowagi w pewnych pH = x mozna przedstawi¢ wzorem, w Ktd-
rym stezenie R COO- i R COOH sa potraktowane tgcznie, bez ich rozrézniania.

[RiCO0"]+ [Ri COOH] [HORZ]

(13) #pH =) = [RICOORZ]

Odpowiadajaca tej statej standardowa zmiana entalpii swobodnej ma wtedy wy-
razenie:

(14) AGO (pH = x) = -RT\nK

W przypadkach, gdy rownowagi chemiczne sg znane w szczegdtach, przeksztatcenia
wzajemne K i K' sg ogoélnie rzecz biorac proste. W przypadku wyzej opisanego przy-
ktadu bedziemy mieli:

(15) [Ri COOH] = i[RiCii"][Hﬂl

(16) {(pH = x) = [RXxCOO-](L+ [H4IKi [Hor] = + H*IV 1

Standardowa zmiana entalpii swobodnej dla reakcji hydrolizy ATP na ADP i fosforan
nieorganiczny (PO stanowi bardziej ztozony przyktad relacji miedzy stezeniowg
a pozorng stata rownowagi. Reakcje sumaryczng mozemy zapisa¢ nastepujaco:

catkowity ATP+H20 ~ catkowity ADP+catkowity Pt
Pozorna stata réGwnowagi i AGO przy pewnym okreslonym pH przyjmuja postac:

, _ [catkowity ApP] [catkowity Pi]

(17) [catkowity ATP]

[catkowity ADP] [catkowity Pi]

18 G = -RTI
(18) n [catkowity ATP]

Istniejg dane, pozwalajace zmieni¢ state pozorne na stezeniowe. Aby rozpatrywaé
te zwigzki fosforowe w $rodowisku pokrewnym biologicznemu nalezy rozwazy¢ ich
oddziatywania z protonami i jonami magnezu. Przy warto$ciach pH bliskich 7 i w
fizjologicznych stezeniach magnezu, kazdy z wystepujacych sktadnikéw fosforano-
wych mozna opisa¢ za pomocg jednej dysocjacji kwasowej, a kazdy kwas i sprzezona
z nim zasada moze wigza¢ jeden jon Mg2+. Catkowite stezenia, wystepujagce w K'
i AGO mozna wtedy rozpisa¢ jak nastepuje:

(129) [catkowity ATP] = [ATP4-] + [ATP3"l + [ATPMg2-]-I-[ATPMg-]
(20) [catkowity ADP] = [ADP3-] + [ADP2"]+ [ADPMg-] + [ADPMg]
(21) [catkowity Pi] = [Pi2-1+ [Pr] + [Pi Mg]+ [Pi Mg+]

Czynnik [PiMg+] zawsze jest niewielki, a wiec mato istotny, za$ [PiMg] nie odgrywa
wiekszej roli.

Znamy trzy wartosci pKa, po jednej dla kazdego ze zwigzkéw: ATP, ADP i Pi,
podobnie jak i ich state asocjacji z jonami Mg2+. Mozemy wiec rozpisa¢ reakcje
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w kryteriach zalezno$ci miedzy oddzielnymi rodzajami reaktantéw i produktéw. Na
przykiad w przypadku koricowym, kiedy pH jest wysokie (> 8), a [Mg2+] = 0, do-
minujgcag reakcjg staje sie:

(22) ATP4+H2 ~ ADP3-+Pf‘+H+
Reakcje te mozna réwnie dobrze przedstawié réwnaniem:
(23) ATP3-+H2 ~ ADP2“+ Pt

lub kazdym innym z mozliwych, pod warunkiem, ze sa one poprawne pod wzgledem
ogdlnego tadunku i stechiometrii. State rownowagi wszystkich tych reakcji muszg by¢
niezalezne od pH, bez wzgledu na to czy jon H+ wchodzi w reakcje jawnie, czy tez
nie. Sformutowanie takich statych rownowagi nie implikuje niczego dotyczagcego me-
chanizmu reakcji w tym a nie innym przypadku.

Jezeli omawiang reakcje zapiszemy w kategoriach réwnania 22, otrzymamy:

[ADP3"J[Pi2~] [H +] N,
<24> G — [N R ——
W krancowym przypadku, gdy [Mg2+] = 0, reakcje miedzy K' (réwnanie 17) i Katp
(rownanie 24) mozna przedstawi¢ nastepujaco:

([ADP3-]+ [ADP2-]) ([P2] + [Pr])
([ATP4-]+ [ATP3“])

L+ [HH/Kp) (1+ [HH/EY)

(1+[H +]/tfa)[H+]

gdzie Ka, Kp, Ky to state dysocjacji kwasowej ATP8-, ADP2-, i Pi odpowiednio. Po-
niewaz znamy wszystkie state w réwnaniu 25, przeto pozorna stata rGwnowagi réwna-
nia 17 jest w sposob widoczny powigzana z niezalezng od pH statg « acp W obec-
nosci jonéw Mg2+ analiza powyzsza jest zasadniczo podobna, lecz jest ona bardziej
ztozona w szczegotach. Dogtebng analize tego problemu mozna znalez¢ w pracy A I-
berty (3).

Zauwazmy, ze uzyteczno$¢ réwnania 17 polega na tym, ze mozna analitycznie
oznaczy¢ stezenia ATP, ADP i Pi bez rozrézniania odrebnych form, wymienionych
w réwnaniach 19—21.

Zalecamy, aby stezeniowe state réwnowagi i odpowiadajace im standardowe zmia-
ny entalpii swobodnej podawa¢ tylko wdéwczas, gdy reakcje lezace u ich podstaw
moga by¢ opisane w sposoéb wyczerpujacy i doktadny. W przypadkach, gdy nie jest
to mozliwe, mozna podawac¢ odpowiednie wartoSci pozorne, mozliwie w szerokim za-
kresie pH i innych istotnych zmiennych. W kazdym jednak przypadku podanym
wartosciom musi towarzyszy¢ doktadne okreslenie przyjetego schematu reakcji.

(25) K'(pH = x, [Mg24] = 0) =

Wielkosci

Zaleca sie, aby podawaé¢ wartosci statych réwnowagi i standardowych zmian
entalpii swobodnej w oparciu o stezenia (ilos¢ substancji podzielona przez objetosc,
wyrazona w molach na decymetr szesScienny), z wyjatkiem czynnika protonowego, wo-
dy w uktadach wodnych, w ktérych uczestniczy ona jako reaktant lub produkt, oraz
gazéw i ciat statych. Dla specjalnych celéw moze okaza¢ sie pozadanym podawanie
dodatkowych warto$ci opartych na wielko$ciach takich jak molalno$é, frakcje mo-
lowe lub cisnienie parcjalne. W kazdym przypadku jednostki nalezy jasno okreslic.
Nalezy unikaé¢ uzywania statych réwnowagi opartych na stezeniach takich jak mili-
lub mikromole na decymetr szescienny (litr).

Zaleca sie, aby w rozcieAczonych roztworach wodnych, w przypadku gdy brak
jest pomiarow wzglednej aktywnosci wody, czynnik odpowiadajacy stezeniu wody
przyjmowac za 1
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Rzeczywiste stezenie wody, przyjmowane umownie za 555 mola*dm-8, winno
by¢ uzywane tylko dla ciektej wody dla wyraznie okre$lonych celéw.

Czynnikowi protonowemu nalezy nada¢ warto$¢ 10-pH. Ustalenia przyjete odnos-
nie wody i czynnika protonowego nalezy zawsze jasno okresli¢. Cisnienie parcjalne
gazéw powinno by¢ podawane w atmosferach, lub (jesli cisnienie parcjalne ma by¢
wyrazane w kilopaskalach jako stosunek cisnienia parcjalnego do 101,325 kPa.
Entalpia swobodna powinna by¢ podawana w dzulach na mol/J*mol-1). Do czasu
upowszechnienia tej jednostki mozna przedstawia¢ wyniki dodatkowo w kaloriach
termochemicznych na mol (1 calth = 4,184 J).

CZESC II. SYMBOLE, JEDNOSTKI | TERMINOLOGIA
Uwagi ogélne

Warto$¢ przedstawionej pracy, jej zrozumiato$¢ i precyzja stwierdzen wzrosng nie-
pomiernie, jesli uzyte symbole, jednostki i terminologia beda zgodne z zaleceniami
miedzynarodowej komisji standardyzacyjnej. Informacja, ktérg ponizej przedsta-
wiamy jest podsumowaniem zalecen miedzynarodowych ciat naukowych dyscyplin
fizycznych i pomiarowych. Wybrano je ze szczegdlnym uwzglednieniem termodyna-
miki proceséw biologicznych. Bardziej szczegotowy wykaz zalecanych symboli wiel-
kosci fizykochemicznych oraz ich terminologie, wraz z dyskusjag stownictwa Mie-
dzynarodowego Uktadoéw Jednostek (SI) znalezé mozna w publikacji ITUPAC(4). No-
menklatura S| jest tez zalecana przez Miedzynarodowa Organizacje Standaryzacyjna
(1SO), ktéra okreslita reguty jej uzywania (5).

Przepisy stosowania uktadu S| sg tez publikowane przez Miedzynarodowe Biuro
Miar i Wag (6). Mozna je tez znalez¢ w polskim piSmiennictwie i zarzadzeniach
Centralnego Urzedu Jednostek i Miar (7, 8, 9).

W nawigzaniu do tych zalecen, zobowigzuje sie autoréw przedstawiajacych wy-
niki swych badan do:

1. gdy tylko jest to mozliwe, uzywania zalecanej nazwy kazdej wielkosci fizycznej,
oraz jej symbolu,

2. uzywania jednostek uktadu S| wraz z odpowiednimi, ogélnie akceptowanymi sym-
bolami (4—9),

3. okreslajac substancje, stan fizyczny i temperature, do ktorej odnosi sie dana
wielko$¢, nalezy podawa szczegétowy zapis warunkéw zamiast dodatkowych in-
dekséw w frakcji dolnej i gérnej, np. przy opisie procesu reakcji 1

AGJ'(pH = 7,0, Ic= 0, 10 mola-dm-3, przy 25°C)
lub substancji rozpuszczonej:
Cp(C2H50H, w H;0, 25°C)

4. Zaleca sie podawanie zardwno wartosci liczbowych jak i jednostek wielkosci fi-
zycznych wystepujacych w tek$cie, na osiach wspo6trzednych wykreséw, w rzedach
i kolumnach tabel.

W tekstach preferuje sie nastepujacy sposob zapisu: wielko$¢ fizyczna = wielkos¢

liczbowa ¢jednostka

np.

AG°'(pH = 7,0, Ic = 0,10 mola-dm-3, przy 25°C) = -8,7kJ-mol_1
W tabelach i wykresach nalezy stosowaé forme zapisu, otrzymang przez przeksztatce-
nie podanego wyzej réwnania:
wielkos¢ fizyczna/jednostka = warto$¢ liczbowa

tzn. w rownaniu: AG/kJ*mol-1 = —8,7 lewa strona jest nagtéwkiem, a prawa war-
toscig liczbowa, ktéra ma by¢ stabularyzowana. Je$li uzywa sie wyrazenia potego-
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wego o podstawie 10, wyktadnik podstawowy powinien by¢ przedstawiony w spo-
séb poprawny, tacznie z odpowiednimi jednostkami (tzn. AG/Jemol-1 = -0,087X
X10-6, lub AG/10-5 J*mol—4= —0,087, lub w innej algebraicznie poprawnej for-
mie).

Wielkosci wyrazone w jednostkach innych niz SI powinny byé ujmowane w na-
wiasy (uzywa sie ich je$li mogg pomo6c w rozumieniu tekstu). Jest to o tyle istotne,
ze powszechnie uzywa sie jednostek innych niz Sl dla pewnych wielko$ci, np. ka-
lorie i atmosfery. Kazdg z takich wielkosci nalezy dodatkowo okre$li¢ w jednost-
kach SI.

Symbole wielkosci fizycznych powinny by¢ drukowane kursywg lub podkreslone
w maszynopisie, symbole jednostek nalezy drukowa¢ normalng czcionka.

Uzycie tych zalecen pokazano ponizej na przyktadzie specjalnych zastosowan
w pomiarach termodynamicznych.

Nie zamierzamy tu omawiaé tych wszystkich nazw i symboli wielkosci fizycz-
nych, ktore dostatecznie jasno podano w odno$nikach. Zajmiemy sie omoOwieniem
takich wielkosci, w stosunku do ktérych zalecenia Komisji Miedzynarodowej odbie-
gajg od ustalonych praktyk.

Temperatura

Temperatury termodynamiczne oraz réznice temperatur wyraza sie w kelwinach
(symbol K), a nie w stopniach Kelwina (°K). Temperatury i réznice temperatur wy-
razane w stopniach Celsjusza majg symbol °C.

Cidnienie

Jednostka ci$nienia jest paskal, okre$lajacy parcie z sita jednego niutona na
metr kwadratowy (1 Pa = 1 N«m~2. Wygodng jednostkg w wielu pomiarach ci$nie-
nia jest kilopaskal (kPa). Pracujacy w dziedzinie termodynamiki powinni wiedzie¢
ze wielko$¢ pV, powszechnie stosowana w termodynamice okre$la energie i jeSli p
jest wyrazone w paskalach, a V w metrach szeSciennych, to iloczyn pV jest wiel-
koscia wyrazong w dzulach. Stosujac kombinacje zwyczajowych jednostek, innych
niz Sl nie uda sie unikngé wspoétczynnikow przeliczeniowych. Nalezy unikaé¢ po-
wszechnie stosowanych jednostek takich jak mm Hg, tory lub ich wielokrotnosci.
Odnosi sie to réwniez do jednostek tak niezgrabnych jak litroatmosfera.

Standardowa atmosfera jest zdefiniowana jako 101,325 paskali (1 atm = 101,325
kPa). Jednostka ta nie nalezy do uktadu SI. Podczas obliczania statych réwnowagi
i standardowych funkcji termodynamicznych w oparciu o pomiary ci$nienia, akcep-
towang jednostkg standardowg jest 101,325 kPa, czesto nazywang atmosferg.

Energia

Pomiary energii, wigcznie ze wszystkimi pomiarami cieplnymi powinny by¢ po-
dawane w dzulach (J), kilodzulach (kJ) lub milidzulach (mJ). Autorzy, ktérzy wy-
razaja energie w kaloriach termochemicznych (calth) ich wielo- lub podwielokrot-
nosciach, powinni podawaé¢ wspotczynnik przeliczeniowy (1 calth = 4,184 J). Nie nalezy
uzywac ,,odzywczych” ani ,,duzych” kalorii o stosowanym czasem symbolu Cal, row-
nym 1 kilokalorii), ktére majg zastosowanie tylko w specjalnych dziedzinach. Inne
okreslenia kalorii maja znikome znaczenie w biochemii i termochemii. Autorzy po-
winni sobie zda¢ sprawe z tego, ze wobec rozpowszechnienia uktadu Sl stosowanie
kalorii jako jednostek nie ma przysztosci i niebawem zajdzie potrzeba przeksztat-
cenia danych podawanych w kaloriach.

Jesli chodzi o inne jednostki, odsytamy zainteresowanych do odpowiednich za-
lecen (4—9).

Sktad roztwordéw
W badaniach termodynamicznych skiad roztworu opisuje sie za pomocg pojec
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takich jak stezenie molalno$¢ lub frakcja molowa. Inne pojecia jak frakcja masowa
lub objetosciowa mogg by¢ stosowane tylko w specjalnych przypadkach. Kazde z tych
poje¢ nalezy doktadnie okresli¢, a uzywane roztwory opisaé w sposob jednoznaczny,
uzywajac wasciwych jednostek.

Stezeniem substancji rozpuszczonej B jest ilos¢ (moli) tej substancji podzielona
przez objeto$¢ roztworu. Jako symbol tej wielkoSci przyjeto G lub [B]. Wygodng
jednostka stezenia jest mol*dm -8 Stezenie okres$la sie niekiedy mianem ,molarnos-
ci”. Roztwor o stezeniu 0,1 mola*dm-3 zwany jest roztworem 01 molarnym lub
0,1 M. Poniewaz pojecie ,molarno$¢” i jednostke M mozna myli¢ z molalnoscia, zale-
ca sie uzywal okreSlenie ,stezenie” wraz z odpowiadajacg mu jednostkg mol*
edm-3.

Stezenie masowe rozpuszczonej substancji B jest to masa B podzielona przez
objeto$¢ roztworu. Przyjetym symbolem tej wielko$ci jest «», a odpowiadajgca mu
jednostkg kg*m-8.

Molalno$¢ rozpuszczonej substancji B jest to ilos¢ B (w molach) podzielona przez
mase rozpuszczalnika. Za symbol przyjeto tub, a za odpowiadajgcg mu jednostke
mol*kg-1. Roztwdér o molalnosci rownej 0,1 mola”kg-1 nazywamy niekiedy roztwo-
rem 0,1 molalnym lub roztworem 0,1 m.

Ze wzgledu na mozliwe pomyiki przy uzywaniu okreslen ,,molarny” i ,molal-
ny”, a takze i to ze ,m” jest symbolem metra zaleca sie stosowanie jednostki mol*
ekg“1l

Frakcja molowa substancji B jest to ilos¢ (moli) substancji B w roztworze,
podzielona przez catkowitg ilo$¢ (moli) wszystkich substancji w roztworze. Przyje-
tym symbolem tej wielkos$ci jest xB lub yB, gdzie xB lub yB —nB(2ini). Jest to wiel-
ko$¢ bezwymiarowa.

Funkcje stanu

Przy okres$laniu wielkosci energii, zwigzanych z funkcjami stanu substancji na-
lezy dotozyé staran, aby uzywac scisle okre$lonych funkcji i zalecanych symboli
energii wewnetrznej (U), entalpii (H), entalpii swobodnej (G), entropii (S) i pojemnos-
ci cieplnej (C).

Okreslenia ,ciepto” nie nalezy uzywa¢ w stosunku do termodynamicznych funkcji
stanu. Tak wiec zamiast ,,zawartos¢ cieplna” wystepuje ,entalpia” a zamiast ,ciepto
tworzenia” — ,entalpia tworzenia”. Wyjatkiem jest ,pojemnos$¢ cieplna”, dla ktorej
nie znaleziono alternatywnej nazwy. Okreslenie ,wiasciwa pojemno$é cieplna” od-
nosi sie tylko do pojemnosci cieplnej na jednostke masy. Nalezy unikaé¢ okreSlenia
»ciepto wiasciwe”. Odpowiadajgca mu wielkosciag molowg jest molowa pojemnosc
cieplna.

Przyjetemu w polskiej terminologii okre$leniu ,energia swobodna” (A=U —T5S)
odpowiada w pismiennictwie anglosaskim okres$lenie ,energia Helmholtza” a pol-
skiemu okresleniu ,entalpia swobodna” (G = H—TS) odpowiada okre$lenie ,energia
Gibbsa”.

Jednostkami tych ekstensywnych wielkosci sg dzule (J), wielkosci witasciwych
dzule na kilogram (J*kg-1), a wielkosci molowych dzule na mol (J*mol_1). Jednost-
kami entropii, ekstensywnej wielkosci o symbolu S sg dzule na kelvin (J*K_1). En-
tropii witasciwej odpowiada jednostka dzul na kilogram na kelwin (J*kg“ 1*K-1), zas
molowej entropii dzul na mol na kelwin (JA"mol-~K-1).

State réwnowagi

Najlepiej bytoby podawac termodynamiczng stata rGwnowagi w oparciu o aktyw-
nosci sktadnikow reagujacych. Jednakze w wiekszosci badan biochemicznych nie
zawsze jest to wykonalne. Dlatego nalezy stosowac sie do zalecen dotyczacych obli-
czania i podawania statych réwnowagi i zmian entalpii swobodnej, ktére podano
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w poprzednim rozdziale. Symbole oznaczajgce wielkosSci fizyczne powinny rézni¢ sie
od symboli jednostek. Symbol K (stata rownowagi) powinien byé drukowany kursywa,
w maszynopisie za$ podkreslany, aby odrézni¢ go od symbolu oznaczajgcego kelwin,
K, ktéry powinien by¢ drukowany normalng czcionka.

Pomiary elektrodowe
Ustalenia dotyczace znakow rdznic potencjatow elektrycznych, sit elektromoto-

rycznych i potencjatow elektrodowych opisano w odsytaczu 4 (rozdziat 9). Sg one
niekiedy nazywane Umowami Sztokholmskimi. Autorzy powinni $ci$le przestrzegaé
tych ustalen. Zgodnie z nimi, kierunek pisania reakcji chemicznej, kolejnos¢ wy-
szczegOlniania elementow ogniwa elektrolitycznego oraz oznakowanie sity elektromo-
torycznej ogniwa (E) powinno by¢ zgodne z nastepujagcymi regutami:

1. Reakcje zachodzace w ogniwie powinny by¢ zapisywane z lewa na prawo w taki
sposob, aby dla reakcji przebiegajacej w tym kierunku tadunek elektryczny do-
datni réwniez byt przenoszony z lewej na prawga strone ogniwa. Roéznica poten-
cjatow elektrycznych jest przy tym réwna co do wielko$ci i znaku potencjatowi
elektronowemu elektrody prawej, zmniejszonemu o warto$¢ potencjatu elektrody
lewej.

2. Potencjat elektryczny elektrody (pétogniwa) jest sitg elektromotoryczng ogniwa,
w ktérym elektrodg prawg jest elektroda dana, a lewg — standardowa elektroda
wodorowa. Bardziej dodatnia sita elektromotoryczna oznacza wiekszy potencjat
oksydacyjny.

Tabele zbiorcze

Tabela 1(a).
Wyrazenia termodynamiczne, wystepujace w przedstawionych zaleceniach
[A] stezenie A
\b wspotczynnik aktywnos$ci substancji B (w oparciu o stezenie)
aB aktywno$¢ wzgledna rozpuszczonej substancji B (uwaga:
®— [B) . .
| sita jonowa (/c = 1/2) Xle*zk> = /2 X/”«@Rp> Zdzie ¢

jest stezeniem danego jonu, m\ jego molalnoscia, a 4 jego ta-
dunkiem. S okresla liczbe wystepujacych rodzajow jonow.

Kc niezalezny od pH iloczyn stezen rownowagowych (stezeniowa
stata rownowagi)

K termodynamiczna stata réwnowagi

AT'(pH = x itp) zalezny od pH, pozorny iloczyn zsumowanych stezei réwno-

wagowych, zalezny od stezenia innych wyszczegélnionych
reagentéw (pozorna stata réwnowagi)

AG? Standardowa zmiana entalpii swobodnej, odpowiadajaca
iloczynowi stezen réwnowagowych, niezaleznemu od pH

AG?'(pH = x) Standardowa pozorna zmiana entalpii swobodnej odpowia-
dajaca pozornemu iloczynowi stezen réwnowagowych w roz-
tworze buforowanym o okre$lonym pH(AG® = —RT In K0

AF uprzednio rozpowszechniony symbol oznaczajagcy zmiany

energii swobodnej. Obecnie wielko$¢ ta nazywana jest po-
prawniej zmiang entalpii swobodnej i oznaczana symbolem AG.

AF° patrz AF, AG°, AG®
AS zmiana entropii
AH zmiana entalpii

C. pojemnos¢ cieplna przy statym cisnieniu
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Tabela | zawiera wykaz funkcji termodynamicznych, o ktérych traktuje zasad-
niczy tekst zalecen. Podano tu réwniez odpowiadajgce tym funkcjom jednostki, nie-
ktére zaleznos$ci miedzy nimi oraz uwagi o zalecanych warunkach praktycznego ko-
rzystania z nich. Tabela Il zawiera niektére sposréd jednostek uktadu SI wraz z od-
powiadajacymi im symbolami.

Jednostkami zmiany entalpii molowej oraz zmian molowej entalpii swobodnej sa
zwykle dzule na mol (J*mol-0) lub kilodzule na mol (kJ-mol-1) lecz rodzaj uzywa-
nych jednostek trzeba w kazdym przypadku okreslic.

Dla okres$lonych celéw, zmiany wymienionych wyzej wielkosci termodynamicz-
nych mozna wyrazaé w przeliczeniu na jednostke masy danego reaktantu lub pro-
duktu (dzule na kilogram, J*kg-1).

Jednostkg zmian entropii w poszczegdlnych procesach jest zazwyczaj dzul na
mol na kelwin (JAmol-~"K-1), lecz i tutaj trzeba w kazdym przypadku okresli¢ ro-
dzaj stosowanych jednostek. Dla celéw szczegélnych zmiany entropii wiasciwej moga
by¢ podawane w przeliczeniu na jednostke masy danego reaktantu lub produktu,
tzn. w dzulach na kilogram na kelwin (JA"kg-"K-1), lub tez mozna je podawaé¢ jako
zmiany entropii catkowitej, ktorej jednostka jest dzul na kelwin (J*K-1).

Jednostki bezwzglednej entropii i pojemnosci cieplnej sa takie same jak jed-
nostki zmian entropii (J*K-1, JAkg-~K-1 lub J-mol-~K-1), jednakze odnoszg sie
one nie tyle do samego procesu, ile do poszczeg6lnych substancji lub ich agregatow.

Tabela 1(b),
Zestawienie niektérych omawianych symboli i zalecen
Wielkosc Pozorna warto$¢ przy Warto$¢ niezalezna
pH = const (x) od pH
Stata réwnowagi“* K Kc
Standardowa molowa zmiana en-
talpii swobodnejh) . AG” (pH = x) AC°
Stezenie reaktantu A [A] catkowite [A]

a) w przyblizeniu staty iloraz stezen réwnowagowych
b) formalnie wyliczona ze statej réwnowagi

Zalecenia odnosnie czynnikéw wystepujagcych w wyrazeniach opisujgcych state réwnowagi.

W przypadkach, kiedy woda jest reaktantem lub produktem nalezy podaé, czy uzyto dla wody
wspétczynnika 1, czy liczbe 55, 5, lub inna.

Poda¢, czy uzywa sie 10"pH czy tez jaka$ inng miare czynnika jonéw wodorowych. pH jest
wystarczajagco doktadng miarg stezenia lub aktywnosci jonéw wodorowych.

Zalecane warunki pomiaréw

Temperatura Warunki podstawowe Warunki dodatkowe
Klub T) 25°C (298.15 K) 37° (310, 15 K)
(takze, zmiany /) (takze, zmiany t)
Sita jonowa 0,1 (doprowadzona za pomocg 0,1 (doprowadzona za po-
I/mol. drrT3 KC1) moca KC1)
Stezenie jonéw wodoro-
wych pH = 7,0
Stezenie buforu najnizsze efektywne

19 Postepy Biochemii 384



498 ZALECENIA KOMISJI BIOTERMODYNAMIKI [12]

Niektore zaleznosci termodynamiczne:

AU = Q+W
AH = AU+pAV
AH =H(T2-H (Ti) = jcpdr

AG

AH—TAS

I-sze prawo termodynamiki. Przyrost energii we-
wnetrznej uktadu jest sumg ciepta dostarczone-
go do tego uktadu oraz pracy wiozonej w ukiad.
W warunkach, gdy uktad znajduje sie pod sta-
tym cis$nieniem, wzrost entalpii uktadu (AH) jest
wynikiem wzrostu jego energii wewnetrznej (AU)
oraz pracy wykonanej przez uktad (pAV).

W uktadzie pod statym cisnieniem, do ktérego
doprowadza sie energie przyrost entalpii jest
catkg z Cp w przedziale wywotanych zmian tem-
peratury.

Przyrost entalpii swobodnej uktadu (AG) w sta-
tej temperaturze jest to przyrost jego entalpii
(AH) pomniejszony o przyrost TAS.

Jednostkami ekstensywnej wielko$ci jaka jest energia catkowita sg dzule (J),
energii molowej — dzule na mol (J*mol-1), a energii wtasciwej — dzule na kilogram

(I-kg-i).

= Ttumaczyt Krystian Kaletka

Wi ielkosci fizyczne, jednostki i ich symbole w uktadzie SI

dtugosc

masa

czas

natezenie pradu
temperatura
ilos¢ substancji
Swiattos¢

sita

ci$nienie

energia

moc

tadunek elektryczny
réznica potencjatu elek-
trycznego

opornos$¢ elektryczna
czestotliwosé
powierzchnia
objetos¢

gestos¢

nazwa jednostki

a) jednostki podstawowe

Tabela 11

symbol jednostki

metr m
kilogram kg
sekunda S
amper A
kelwin K
mol mol
kandela cd

b) jednostki pochodne (przyktady) I
niuton N(kg* m- s-2)
paskal Pa(N em-2)
dzul J(kg *m2es-2)
wat W (J-s-9)
kulomb C(A *53)
wolt V(QJ-A-s"])
om Q(V-.A-1)
herc Hz(s_1)
metr kwadratowy m2
metr szescienny m3
kilogram na metr szescienny kg* m-3
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c.d. tabeli Il
¢) przedrostki
mnoznik przedrostek symbol mnoznik mnoznik symbol
10"1 decy d 10 deka da
102 centy c 102 hekto h
io-3 mili m 103 kilo k
io-6 mikro 106 mega M
10'9 nano n 109 giga G
io-12 piko p 1012 tera T
10~15 femto f 1015 peta p
10-is atte a 1018 exa E
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RECENZJA

Wyodrebnienie biatek i oznaczanie ich struktury pierwotnej

Barbara Rzeszotarska, Kornel Nowak )
Wyzsza Szkota Pedagogiczna im. Powstancéw Slaskich w Opolu
Opole, 1983, Tom | i Il, 173 strony, cena 60 zl za kazdy tom

Z uznaniem nalezy przyja¢ pojawienie sie zwartej monografii majacej w pierw-
szym rzedzie warto$¢ dydaktyczng obejmujgcej w sposéb oryginalny, i przejrzysty
nowoczesne metody badania struktury i funkcji biatek. Cze$¢ pierwsza: Wyodrebnie-
nie biatek ze zrédet naturalnych zawarta w tomie | poswiecona jest omdwieniu
wiasciwosci biatek wykorzystywanych w procesach ich wyodrebnienia, metod izolo-
wania biatek globularnych z materiatu biologicznego, -oraz metod oczyszczania. Pre-
cyzyjnie oméwiono w tym tomie najnowsze osiggniecia techniki, wykorzystanie fizycz-
nych, chemicznych i biologicznych witasnosci biatek celem ich izolowania i oczysz-
czania.

W drugim tomie, skfadajgcym sie z dwoch czeSci omdédwiono zasady jonowy-
miennej analizy sktadu aminokwasowego biatek oraz chemicznej analizy sekwencji
aminokwasow.

Zawarte w obuitomach rysunki, schematy i tabele sprawiajg, ze czytelnik z tat-
woscig pojmuje nawet najbardziej ztozone problemy.

Warto$¢ tej monografii jest tym wieksza, ze niejednokrotnie czytelnik po raz
pierwszy spotyka zwiezte omowienie metody, syntetyczne ujecie oryginalnych prac
metodycznych prezentujgcych nowg metode biochemiczng uzytg do wyodrebnienia
lub charakterystyki czy badania struktury biatek.

Szkoda tylko, ze szata graficzna jest raczej skromna.

Irena Kakol
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SPRAWOZDANIA

»Molecular Biology Now and Tomorrow, Thirty Years of DNA”
September 19—21, 1983
Boston Park Plaza Hotel and Towers, Boston, Mass. U.S.A.

Trzydziesci lat temu, 25 kwietnia 1953 roku, ukazata sie w Nature publikacja
J. D. Watsona i F. H. C. Cricka pt. ,,A Structure of Deoxyribose Nucleic Acid”
(Nature 171, 737, 1953). Praca ta otworzyta nowg epoke w nauce. Dla uczczenia tego
faktu naukowa redakcja Nature zorganizowata w Bostonie w dniach 19—21 wrze$nia
1983 r. konferencje nt. ,Molecular Biology Now and Tomorrow. Thirty Years of
DNA”. Byta to zarazem pierwsza konferencja zorganizowana przez redakcje Nature
w USA.

W przeciwienstwie do innych epokowych odkry¢ w nauce, ktorych znaczenia
czesto nie rozumiano w chwili odkrycia i ktérych wptyw ujawniat sie dopiero po
wielu latach, okreslenie trzydziesci lat temu poprawnej struktury DNA niemal na-
tychmiast doprowadzito do odpowiedzi na podstawowe pytania nurtujgce badaczy
od szeregu lat: jaka substancja stanowi materiat genetyczny komarki i jak ona dziata.
Szereg przewidywan na temat funkcjonowania materiatu genetycznego wynikaja-
cych ze struktury DNA zostato niemal natychmiast potwierdzonych eksperymental-
nie. | tak przewidywany przez Watsona i Circk’a mechanizm replikacji DNA (Nature
171, 964; 1953) zostat w niedtugim czasie odkryty i przedstawiony w pracach Korn-
berga (1956) oraz Meselsona i Stahla (1958).

Zasugerowany przez Cricka i innych w 1961 r. kod trojkowy odszyfrowano na
poczatku lat 60-tych. W tym samym czasie potwierdzono istnienie przenos$nika infor-
macji genetycznej w postaci mMRNA (Brenner i inni, 1961). Odkrycie tRNA w korcu
lat 50-tych potwierdzito wczes$niejszy postulat Cricka i Brennera zaktadajacy istnie-
nie adaptoréw rozpoznajacych zaréwno sktadniki biatka, aminokwasy, jak i sktadniki
kwasow nukleinowych, nukleotydy.

Wyjatkowa pozycja w dziejach odkry¢ naukowych jakg zajmuje odkrycie struk-
tury DNA, stanowita dostateczny powO6d zorganizowania drugiej konferencji dla
upamietnienia 30-tej rocznicy tego epokowego wydarzenia (J. Maddox, Nature 305,
177; 1983). Pierwsza konferencja na ten sam temat zostata zorganizowana przez re-
dakcje Nature w Cambridge, England w kwietniu b. roku.

Program konferencji obejmowat problemy struktury i replikacji DNA, ekspresji
gendéw, rdéznicowanie komoérkowe oraz zastosowanie nowych metod inzynierii gene-
tycznej w medycynie. Doniesienia naukowe z tych dziedzin byly przedstawione przez
zaproszonych gosci w formie wyktadow. WsSrdéd uczonych prezentujgcych ostatnie
osiggniecia biologii molekularnej byto trzech laureatow nagrody Nobla (D. Baltimore,
H. Temin, W. Gilbert). Obecni réwniez byli J. D. Watson i F. H. C. Crick, autorzy
odkrycia, ktéremu byto poswiecone to sympozjum. Konferencje otworzyt gtowny
organizator, redaktor naczelny Nature, J. Maddox. Nastepnie J. D. Watson przed-
stawit w trakcie swojego okoto poétgodzinnego wystgpienia najbardziej obiecujace
kierunki badan w biologii molekularnej. Pierwsza sesja, ktorej przewodniczyt P. Doty,
byta poswiecona strukturze i replikacji DNA. A. Rich opisat nowa, znang dopiero
od czterech lat strukture DNA, w ktorej DNA tworzy lewoskretny heliks tzw. forme
Z-DNA, i pordwnywat ja z prawoskretnym modelem DNA, B-DNA znanym od 30 lat.
Warto tu podkresli¢, ze Delbruck juz w 1954 r., a wiec wkrétce po opublikowaniu
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przez Watsona i Crick’a modelu prawoskretnego B-DNA sugerowal mozliwos¢ istnie-
nia DNA o lewoskretnym heliksie.

Forma Z-DNA powstaje wzglednie tatwo z formy B-DNA w tych heliksalnych
odcinkach, ktore zawierajg na przemian nukleotydy pirymidynowe i purynowe (AT
lub GC). Forme Z-DNA stabilizujg niektére organiczne polikationy, np. spermina.
Takze metylacja reszt cytozyny w pozycji 5w sekwencji (GC)n utrwala forme Z-DNA.
Obecnos¢ Z-DNA stwierdzono w szeregu DNA bakterii, wiruséw (np. SV40), rowniez
D. Melanogaster.

Waznym byto odkrycie biatek wigzacych sie specyficznie z Z-DNA, lecz nie
wigzacych sie z B-DNA. Moéwigc o mozliwych funkcjach struktur Z-DNA, A. Rich
przedstawit szereg danych z ktorych wynika, ze Z-DNA moze wystepowa¢ we frag-
mentach genomu odpowiedzialnych za regulacje ekspresji genu, m.in. w DNA intro-
néw oraz w tzw. transcriptional enhancers, tj. fragmentach genomu stymulujacych
transkrypcje. J. Wang poswiecit swoéj wyktad strukturze DNA wyzszego rzedu,
superspiralnej. Przedstawit on mechanizm zmiany stopnia skrecenia superspirali,
role topoizomerazy | z £. coli w tym procesie oraz wptyw superspiralizacji DNA na
transkrypcje. M. Ptashne oméwit oddziatywania biatka z DNA na przyktadzie biatka
represorowego i DNA faga X Jest to obecnie jedyny ukiad, w ktérym poznano tak
doktadnie molekularny mechanizm oddziatywania biatko-DNA. M. Ptashne przed-
stawit m.in. komputerowe modele oddziatywania biatka represora z DNA faga X oraz
role poszczegdlnych aminokwasow czgsteczki represora w tym oddziatywaniu.

Otwierajagc sesje posSwiecong ekspresji genu, A. Rich zwr6cit m.in. uwage na
fakt, ze sekwencje kodujgce stanowig 60—70% genomu E. coli podczas, gdy u euka-
riontbw zajmujg one zaledwie 3—5% genomu. Rola tej tak duzej ilosci niekoduja-
cego DNA u eukariontow jest wcigz jeszcze niejasna, ale powoli zaczyna sie ujawniaé
zwigzek miedzy struktura a ekspresjg i ewolucjg genéw. Cztery nastepne wykitady
poswiecone byly witasnie tym problemom. Wiekszo$¢ genéw w organizmach eukario-
tycznych jest nieciagta, czesci kodujace (ekson) sa oddzielone niekodujacymi fragmen-
tami DNA (intron). Bardzo czesto introny stanowig o wiele wiekszg czes¢ DNA niz
eksony (W. Gilbert). Geny kolagenu zawierajg 30—50 intronow, ilos¢ nukleotydow
w DNA eksonéw jest zawsze wielokrotnoscig liczby 9 — glicyna powtarza sie w Cza-
steczkach kolagenu jako co trzeci aminokwas (H. Boedtker). Struktura genéw globiny
i ich ewolucja byty przedmiotem wyktadu M. Maniatis’a. P. Leder oméwit struktury
szeregu genéw (m.in. globiny, oraz kilku enzyméw glikolitycznych), ich ewolucje
oraz funkcje niekodujgcych sekwencji DNA. Zmiany w niekodujacych fragmentach
DNA s3g o wiele bardziej czeste niz w sekwencjach kodujacych.

Nastepng sesje poswiecono biologii rozwoju. Przewodniczyt jej S. Brenner. Me-
chanizmy ro6znicowania komdrkowego na poziomie molekularnym pozostajg ciggle
jeszcze nieznane.

Przegrupowanie gendw immunoglobulin czy sekwencji regulujacych ekspresje
genéw badane intensywnie w uktadach Drosophila melanogaster czy Dictyostelium
discoideum moga ilustrowa¢ zjawiska bardziej ogdlne. Obserwacje wytwarzania prze-
ciwciat stuzyly szczeg6lnie czesto w badaniach proces6w rdznicowania. Baltimore
moéwit w swoim wyktadzie o mechanizmach tgczenia sie fragmentéw DNA koduja-
cych rézne regiony immunoglobulin. W trakcie tych proceséw kodujgce sekwencje
DNA mogga faczy¢ sie albo bezposrednio, albo przez nowe fragmenty DNA o dtugosci
od 2 do 7 nukleotydow (prawdopodobnie syntetyzowane przez terminalng nukleoty-
dylotransferaze), albo tez cze$¢ nukleotydéw (zwykle 2 do 3) moze byé usunieta
z kodujacych sekwencji DNA przed ich potgczeniem. Procesy te prowadza do wielkiej
r6znorodnosci przeciwciat. H. Lodish przedstawit badania nad rozwojem Dictyostelium
discoideum. W trakcie cyklu zyciowego D. discoideum trwajacego 24 godziny ilos¢
aktywnych genow wzrasta ok. 2-krotnie. Jak wiadomo réznicowanie tego organizmu
mozna wywotaé przez gtodzenie, przez zageszczanie komdrek albo przez dodanie
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cAMP do hodowli. Organizm ten staje sie przedmiotem zainteresowania coraz wiek-
szej grupy badaczy.

Molekularne aspekty rozwoju ssakow (na przyktadzie embrionéw mysich) zostaty
omoéwione przez R. Jaenischa. G. Rubin przedstawit wyniki analogicznych badan
rozwoju u Drosophila.

Jedng z dziedzin zastosowania nowych metod manipulowania genami jest me-
dycyna. Szereg probleméw medycznych moze zostaé rozwigzanych metodami inzy-
nierii genetycznej. W sesji poSwieconej tym problemom C. Weissmann moéwit o limfo-
kinach, substancjach o aktywnosci antywirusowej produkowanych przez limfocyty.
Znanych jest wiele limfokin, ale tylko kilka z nich oczyszczono i sklonowano, np.
interferony «, @i y. Geny interferon6w stanowiag jedng z dwdch klas genéw nie
zawierajacych sekwencji niekodujacych w organizmach ssakéw (druga klasa to geny
histonéw). Komérki E. coli, do ktérych wprowadzono geny interferonu produkujg
do 1 g interferonu z 1 1 hodowli. Gen interferonu wprowadzono takze do genu
a-amylazy B. subtilis i w ten sposéb otrzymano bakterie produkujac interferon i wy-
dzielajace go na zewnatrz komérki. Ludzki interferon a wytwarzany przez E. coli
albo B. subtilis jest nierozréznialny od oryginalnego (wytwarzanego przez limfocyty
ludzkie) i moze by¢ produkowany w ilosciach gramowych. Y. W. Kan moéwit o za-
stosowaniu analizy DNA genéw globiny do rozpoznawania dziedzicznych choréb
takich jak a-talasemia, anemia sierpowata i /?-talasemia jeszcze przed urodzeniem
dziecka (prenatal diagnosis). Analiza polega na cieciu DNA enzymami restrykcyjnymi
tak dobranymi, ze rozcinajg normalny globinowy DNA lecz nie rozcinajg DNA kodu-
jacego zmieniong globine. Dalsze udoskonalenia metod analizy DNA pozwoli na
wczesne rozpoznanie choréb dziedzicznych.

Ostatni dzien konferencji poswiecono gtéwnym kierunkom rozwoju biologii mo-
lekularnej w najblizszych latach. C. Weissmann, przewodniczacy przedpotudniowej
sesji, spekulowat na temat mozliwosci poznania sekwencji DNA chromosomu albo
nawet catego genomu. Ten motyw byt kontynuowany przez S. Brennera, ktory kilka
godzin p6zniej mowit o mozliwo$ciach poznania struktury molekularnej catego orga-
nizmu pewnego nicienia majgcego genom tylko 18 razy wiekszy od genomu E. coli.
Jednak poznanie sekwencji DNA catego organizmu, chocby najprostszego, miatoby
sens gdybysmy rownoczesnie wiedzieli jaka jest funkcja kazdego produktu genu.
Zdarza sig, ze znamy sekwencje DNA jakiego$ genu ale nie wiemy jaka funkcje
petni jego produkt. Inne istotne problemy biologii molekularnej, ktére przedstawit
C. Weissmann, to r6znicowanie komdrkowe, komunikacja miedzy komdrkami w trak-
cie réznicowania oraz wirusy onkogenne jako narzedzie badawcze. H. Temin méwit
o retrowirusach, mechanizmie ich witgczania sie¢ do komdrkowego DNA i wywoty-
wania raka. D. Goeddel w swoim wyktadzie przedstawit wyniki badan nad zalezno-
$cig antywirusowej aktywnos$ci interferonu y od jego struktury, nad strukturg genu
interferonu y oraz nad ekspresjg tego genu w drozdzach. Hormony mézgowe byty
przedmiotem wyktadu F. Blooma. Celem tych badan jest poznanie organizacji geno-
mu komérek mézgu aby dalej méc pozna¢é mechanizmy réznicowania komdrek mézgo-

wych, tworzenia synaps i ostatecznie molekularne mechanizmy réznorodnych emocji
ludzkich.

F. H. C. Crick byt przewodniczagcym sesji zamykajacej sympozjum. Sesja ta byta
poswiecona badaniom struktury genomu i wektorom do przenoszenia gendw w orga-
nizmach ro$linnych i zwierzecych. H. Goodman oméwit podstawowe metody badania
gendéw roslinnych, jak réwniez przedstawit zalety ukitadéw roslinnych (mozliwos¢
otrzymania catej rosliny z jednej komdrki) jako uktadéw modelowych w biologii mo-
lekularnej. Szereg gendéw ros$linnych przeniesiono z komdrki do komérki w drodze
ich fuzji albo tez wykorzystujgc plazmid T bakterii Agrobacterium tumefaciens.
R. Mulligan przedstawit zalety retrowiruséw jako wektoréw do przenoszenia genéw
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w komorkach ssakéw, istniejgce ograniczenia obecnie stosowanych metod do prze-
noszenia genéw (niemozno$¢ wprowadzenia gendw w okre$lone miejsce chromosomu)
oraz mozliwos¢ terapii genowej.

Hieronim Jakubowski

Sprawozdanie z Bat Sheva Seminarium na temat — ,,Poliaminy w procesach wzrostu
i odréznicowania” — lzrael, Jerozolima 4—9.07.1982.
Report Bat Sheva Seminar — ,,Polyamines in Growth and Diffcerentation Processes” — Israél,

Jeruzalem 4—9.07.1982.

W dniach od 4—9 lipca 1982 roku odbyto sie w lzraelu, Jerozolimie — Semina-
rium na temat udziatu poliamin w procesach wzrostu i odréznicowania komérkowego
organizowane pod auspicjami Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych
(FEBS), The Bat-Sheva de Rothschild Fondation for the Advancement of Science
oraz The Hebrev University of Jerusalem. Funkcje Przewodniczagcego Komitetu Orga-
nizacyjnego oraz w pewnym sensie Gospodarza Seminarium petnit z wielkim po-
Swieceniem prof. Uriel Bachrach (Dept. of Molecular Biology).

Prace podczas trwania Seminarium przedstawiono w formie referatdw oraz
w formie plakatéw. Program naukowych sktadat sie z nastepujacych sesji: | — Poli-
aminy a nowotwory, Il — Dekarboksylaza ornitynowa (ODC), Il — Dekarboksylaza
ornitynowa i kinazy biatkowe, IV — Poliaminy w roélinach, V — Metabolizm poli-
amin, VI — Poliaminy w procesach odréznicowania, VIl — Poliaminy w mikro-
organizmach.

W Seminarium wzieto udziat 100 uczestnikéw, z 15 panstw. Bardzo wysoki poziom
merytoryczny gwarantowata obecno$¢ przedstawicieli praktycznie wszystkich osrod-
kéw naukowych zajmujgcych sie problemem poliamin. Seminarium w zasadzie pod-
sumowato obecny stan wiedzy dotyczacy poliamin w réznych aspektach (patrz te-
matyka poszczeg6lnych sesji).

W ramach sesji | i VI (poliaminy a nowotwory i poliaminy a procesy odréznico-
wania) przedstawiono szereg ciekawych prac dotyczacych medycyny klinicznej i do-
Swiadczalnej. Do prac z tego zakresu nalezat referat H. Deser’a (Hematology Hanusch
Krankenhaus, Wieden) dotyczacy zachowania sie poliamin i histaminazy w surowicy
krwi pacjentéw z chorobami hematologicznymi. W konkluzji autor stwierdzit, iz
w 100% przypadkow z polycytemia vera dochodzi do wzrostu poziomu spermidyny
(SPD), i sperminy (SPM). Y. Horn (Dept. of Oncology, lzrael) przedstawit préobe wy-
korzystania poliamin jako biochemicznych wskaznikéw ztosliwosci w przypadkach
guzéw mysich, stwierdzajac ewidentny wzrost stezenia putrescyny (PU) i nieco
mniejszy wzrost spermidyny (SPD). Natomiast J. JAnne (Dept. Biochemistry, Helsinki)
przedstawit badania antymetabolitow poliamin w uktadzie hodowli z komdrek raka
Ehrlicha (ascites). Uzywanymi przez autora substancjami hamujacymi wewnatrzko-
morkowg biosynteze poliamin byly — a-dwufluorometyloornityna (DFMO) — hamu-
jaca dekarboksylaze ornitynowg (ODC) oraz metyloglioksal-bis-guanylohydrazon
(MGBG) — potencjalny inhibitor dekarboksylazy adenosylometioninowej. W podsu-
mowaniu wynikéw autor stwierdzit wewnatrzkomérkowy wzrost SPD i PU induko-
wany przez rézne stezenia MGBG w komdrkach hodowli oraz zupeiny brak obecnosci
kadaweryny.

Interesujacgq prace na temat zachowania sie aktywnos$ci ODC oraz stezenia PU
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w indukowanych guzach skérnych myszy i papilloma u matp przedstawit prof.
R. K. Boutwell (Univ. Wisconsis, USA), stwierdzajgc wzrost poziomu PU oraz naj-
wyzsze hamowanie aktywnos$ci ODC przez DFMO niezaleznie od stezenia inhibitora
po 4 godzinach. Po wygtoszeniu pracy rozwineta sie dyskusja na temat uzytecznosci
oznaczania poliamin w mysich guzach skérnych jako modelu badan nad proliferacja
komoérkowga. Nastepnie G. Scalabrino (Univ. Milan, Wiochy) przedstawit wyniki do-
tyczace badan aktywnosci ODC watroby szczurzej podczas chemicznej koncerogenezy,
za$ L. Persson (Univ. Lund, Szwecja) oméwit wykryte zmiany w zawarto$ci wewnatrz-
komérkowych poliamin w trakcie rozwoju Hepatoma Morrisa u szczura, przy czym
uwzgledniono poszczegélne fazy rozwoju komérki (Gi, S, G2 H). Autorzy powyzsi
wykazali zmiany w metabolizmie watrobowym zalezne od stopnia odrdéznicowania
komorkowego, charakteryzujgce sie obnizeniem poziomu poliamin wewngtrzkoméor-
kowych przy wzroscie aktywnosci kinaz biatkowych.

Bardzo cenng (majac na uwadze stosowang metodyke) prace przedstawiajgca
technike oczyszczania ODC z jajnika i prostaty myszy przedstawit A. Kaye (Weizman
Inst. lzrael).

Ciekawg prace na temat wptywu hormonéw na poliaminy w przebiegu rozwoju
epithelium gruczotu piersiowego u malp nieciezarnych, podczas wczesnej cigzy
i podczas laktacji zaprezentowat T. Oka i wsp. (Nat. Inst. Health, Bethesda, USA).
Wykazano, iz gtéwnie progesteron indukuje poliaminy poprzez modulacje aktywnosci
ODC i syntetazy SPD. Aktywnos$¢ tych enzymoéw jest natomiast zalezna, szczeg6lnie
podczas laktogenezy od stezenia insuliny, prolaktyny i glikokortykoidow.

Na szczeg6lng uwage zastugiwat referat W. Kerstena (Univ. Erlangen, RFN),
w ktérym autor przedstawit rozmieszczenie poliamin w komorkach sutka malpy
BSC — 1 Okazato sie, iz stezenie poszczegdlnych poliamin w komdrce jest najwyzsze
w cytoplazmie za$ w jadrze zawsze nizsze.

Nastepnie w kolejnym referacie D. Morgan (Div. Perinatal. Med., Harrow, W. Bry-
tania) oméwit badania dotyczace inhibicji monoaminooksydazy (MAO) i dwuamino-
oksydazy (DAO) tozyska ludzkiego (tkanka szczeg6lnie szybko rozwijajaca sig). Autor
przedstawit rowniez dane dotyczace stezenia poliamin w przebiegu cigzy fizjologicz-
nej (surowica krwi, tozysko, surowica krwi pozatozyskowej), stwierdzajac szczeg6lnie
wysoki poziom poliamin, gtéwnie PU w tkance tozyskowej.

Aktywno$¢ enzymow rozktadajagcych poliaminy (aminooksydaz) w guzach mozgu
typu neuroblastoma badat B. Mondovi (Inst. Biochim. Appl. Roma, Wtochy), stwier-
dzajac zaskakujgco staba korelacje pomiedzy aktywno$cig enzymoéw a poziomem
poliamin.

Ciekawa, prace, w ktoérej obserwowano zachowanie sie poliamin w limfocytach
dzieci z leukemia zaprezentowat P. Ebert (Inst. Erlangen, RFN). Badania prowadzone
przed i po chemioterapii nie wykazaty ewidentnych zmian w stezeniu poliamin
w limfocytach. Natomiast M. Romano (Univ. Naples, Wiochy) ocenita wydzielanie
poliamin jako bardzo dobry wskaznik efektéw terapii radiologicznej w przypadku
raka piersi w fazie przerzutu. Zatem dla celow klinicznych oznaczanie stezenia we-
wnatrzkomoérkowego poliamin bytoby mniej przydatne.

W powyzszym Seminarium uczestniczytem w sposéb czynny przedstawiajgc
w sesji — ,Poliaminy a nowotwory” prace pt.: ,,Oznaczanie poliamin podczas chemio-
terapii choriocarcinoma”. Udziat w tym miedzynarodowym spotkaniu pozwolit na za-
prezentowanie wiasnego dorobku krytycznemu $rodowisku uczestnikéw Seminarium,
poza tym miatem okazje w toku licznych dyskusji zorientowaé sie w aktualnych
kierunkach badawczych, co jest niezwykle istotne dla programowania dalszych badan
wiasnych.

Jezeli chodzi o wniosek natury ogélnej jaki wynikt z tego spotkania to godne
zacytowania jest stwierdzenie, iz stosowanie w coraz szerszym zakresie bardzo dro-
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giej chemioterapii winno by¢ kontrolowane w wiekszym stopniu przez rozwijanie
badan (niestety réwniez bardzo kosztownych) majacych na celu stwierdzenie efek-
tywnosci tego typu leczenia. A wiec badan dotyczacych markeréw procesu odrézni-
cowania, pozwalajagcych na ocene progresji lub regresji nowotworu i zezwalajgcych
na lepsze dobranie leczenia cytostytycznego.

Kazimierz Kaminski



KOMUNIKAT
KOMISJI SEOWNICTWA BIOCHEMICZNEGO

W wyniku szybkiego rozwoju genetyki molekularnej z zastosowaniem nowych
technik, w piSmiennictwie anglosaskim pojawita sie i nadal pojawia wielka liczha
nowych okres$len, nazw i zwrotéw. Wiele z nich ma krétki zywot, inne jednak wchodza
na dobre do stownictwa z tej dziedziny wiedzy. Nazwy te powinny mieé¢ swe odpo-
wiedniki w jezyku polskim, tym bardziej, ze nie podlegajag one ogdlnie przyjetym
zasadom stownictwa chemicznego czy enzymologicznego.

W Science (1980, 109, 1435) podano przygotowane ad hoc propozycje stownika
terminéw z dziedziny genetyki molekularnej. Polskag wersje ogtoszono w Postepach
Biologii Komorki (1982, t. 9, z. 2, str. 335—340). Obie propozycje budzg pewne zastrze-
zenia u specjalistow.

Z uwagi na duze znaczenie zagadnienia, Komisja Stownictwa Biochemicznego po-
wotata zespot, przygotowujacy stownik terminologii z dziedziny genetyki molekular-
nej. Pracg zespotu kieruje prof. dr hab. Aleksandra Putrament. Zawiadamiajgc o tym,

Komisja prosi o nadsytanie haset anglosaskich, oraz ewentualnych propozycji polskich
okreélen, na adres:

Prof. dr hab. Aleksandra Putrament
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN
ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa
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PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajac przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem
artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tek$cie nalezy podawac¢ jedynie
nazwiska badaczy, ktérych prace maja podstawowe znaczenie w przedstawionej dziedzinie.
Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnosci ich cytowania w tek$cie. Wykaz piSmien-
nictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzadkowane alfabe-
tycznie. Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Cza-
sopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Blochim. Biophys.
Acta (1972), 271, 1 np.

Pispa J. P. Buchanan i'. M., (1971), Biochim, Biophys. Acta, 247, 181—I1%

Cytujac wydawnictwa ksiazkowe podawaé nalezy kolejno: nazwisko(a) i inicjaty autora(éw),
rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig
strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

Dixon M., Weeb E. C., (1964), Enbymes, 2 wyd., str. 565, Langmans Green and Co., London;
Grant J. K., (1969 w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D, t. 5
str. 1—58; Academic Press, London.

Zalgczniki: kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzy¢
kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w teksScie oraz oznaczy¢ (na gorze
stronicy otdwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytuty pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé cyframi arabskimi. Tytuly tabel i nagtowki rubryk
powinny jasno opisywa¢ ich tre$¢ zaznaczaja, z jakich (jakiej) prac(y) pochodza informacje
podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rusunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjag w kolej-
nosci ich oméwienia w teksécie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi,
a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane
na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze lub na
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie
nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki ujmujace wykresy mozna wykona¢ linig ciensza
niz linie wiasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$é
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwaé
sie skrétami. Osie wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla
oznaczenia punktéw doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujgce symbole: O 0 A + iS A-
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,goéra” i ,,dot” (otébwkiem). Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotaczone na oddzielnej kartce. Oznacze-
nia, ktérych nie mozna wpisa¢ na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie¢ autorom konstruowanie oryginal-
nych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie
czasopisma zastrzegajg sobie wytgczno$¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright).
Przed wiaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do publikacji
w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk i przedtozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wihasciwe pakowanie artykutdw, aby zabezpieczyé maszynopis i ilustracje
przed pogieciem.
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