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W SKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy Biochemii” publikuje artyku ły  m onograficzne om awiające 
w ąskie tem aty, oraz artyku ły  przeglądowe referu jące szersze zagadnienia z biochemii 
i nauk pokrewnych. A rtykuły  pierwszego typu w inny w  sposób syntetyczny omawiać 
w ybrany tem at na podstaw ie możliwie pełnego piśm iennictw a z kilku  ostatnich lat, 
a a rtyku ły  drugiego typu na podstaw ie piśm iennictw a z ostatnich dw u lat. Objętość 
takich  artykułów  nie pow inna przekraczać 25 stron m aszynopisu (nie licząc ilustracji 
i piśm iennictwa). K w artaln ik  publikuje także artyku ły  typu m inireview s, do 10 stron 
maszynopisu, z dziedziny zainteresow ań autora, opracowane na podstaw ie najnow ­
szego piśm iennictw a, wystarczającego d la zilustrow ania problem u. Ponadto kw arta ln ik  
publikuje krótkie noty, do 5 stron maszynopisu, inform ujące o nowych, interesujących 
osiągnięciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przybliżające historię badań 
w zakresie różnych dziedzin biochemii. Przekazanie a rtyku łu  do Redakcji jest 
równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikow ana 
w innym  czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach Biochemii”. Autorzy 
artyku łu  odpow iadają za prawidłowość i ścisłość podanych inform acji. Autorów  
obowiązuje korekta autorska. Koszty zm ian tekstu  w korekcie (poza popraw ieniem  
błędów drukarskich) ponoszą autorzy. A rtykuły honoruje się w edług obowiązujących 
stawek. A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego artyku łu ; zamówienia na 
dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po korekcie 
autorskiej.

Redakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy nadsyłać w dwu egzem­

plarzach. Maszynopis powinien być napisany jednostronnie, z podwójną interlinią, z marginesem  
ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie może zawierać więcej niż 60 znaków 
w jednym wierszu nie więcej niż 30 wierszy na stronie zgodnie z Normą Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), adres(y) Zakładu(ów) w języku polskim i angielskim, w których pracują autorzy, adres 
pocztowy, na który autorzy życzą sobie otrzymywać korespondencję, adres prywatny, telefon  
miejsca pracy, tytuł artykułu (w języku polskim i angielskim), oraz — w prawym dolnym  
rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót tytułu (nie więcej niż 25 znaków 
drukarskich).

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

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

Dla przejrzystości tekstu obowiązuje podział artykułu na rozdziały i podrozdziały, których 
tytuły informować rzeczowo winny o przedstawianych treściach. Rzeczowy spis treści publi­
kujemy bezpośrednio po tytule pracy. Rozdziały numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz­
działy odpowiednią rzymską i arabską (np. 1-1.). Tytułów podrozdziałów nie wydzielonych 
z tekstu nie trzeba numerować. W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń ani rozstrze­
lonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy 
zaznaczyć ołówkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w  tekście liter 
alfabetu greckiego należy na marginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tekście nie należy umieszczać 
żadnych tablic, rycin czy wzorów, lecz w  żądanym miejscu pozostawić wolny wiersz i zazna­
czyć: Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. Numerację wzoru w tekście należy podawać po nazwie 
związku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autorów o zwrócenie szczególnej uwagi na poprawność językową tekstu 
a także na ścisłość i jasność sformułowań, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa- 
dzanie do tekstu tworzonych doraźnie skrótów, nawet jeśli niektóre z nich bywają używane 
w pracach obcojęzycznych.

Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wpływa­
jących na treść pracy.
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Antoni Dmochowski urodził się 6 grudnia 1896 roku we wsi Sam ów 
(pow. Łuków, woj. lubelskie). Po ukończeniu Gim nazjum  Filologicznego 
im. E. Konopczyńskiego w W arszawie, w listopadzie 1915 roku wstąpił na 
W ydział Filozoficzny U niw ersytetu W arszawskiego. Okres zdobywania 
wiedzy przerw ał na prawie dwa lata  biorąc udział w walkach o niepod­
ległość Polski. Powrócił na U niw ersytet W arszawski jako inwalida wo­
jenny.

Przypadkow e w ysłuchanie w ykładu prof. Jakuba Parnasa z chemii fi­
zjologicznej przesądziło o k ierunku dalszych studiów Antoniego Dmocho­
wskiego, k tóry  zamierzał poświęcić się m atem atyce. Jeszcze jako student 
został asystentem  prof. Stanisław a Bądzyńskiego, kierującego wówczas Ka­
ted rą  Chemii Fizjologicznej na W ydziale Lekarskim  Uniw ersytetu, gdzie 
w ykonał pracę doktorską pod tytułem : „O produktach traw ienia oksy- 
hem oglobiny krw i za pomocą pepsyny”. Dyplom doktora filozofii w za­
kresie chemii oraz fizjologii zwierząt otrzym ał Antoni Dmochowski w Uni­
wersytecie W arszawskim  w 1924 roku. W tymże roku w czasopiśmie Pol­
skiego Tow arzystw a Przyrodników  im. K opernika ukazała się jego pierw ­
sza publikacja naukowa: „Badania nad  hem atyną traw ienną”.

Po śmierci prof. Bądzyńskiego w 1927 roku K atedrę Chemii Fizjologicz­
nej U niw ersytetu objął prof. Stanisław  Przyłęcki — jeden z pionierów 
w  chemii biokoloidów. W jego katedrze dr Antoni Dmochowski rozpoczął 
jako pierwszy w  Polsce badania budowy i roli kwasów nukleinowych w ko­
m órkach i tkankach organizmów. Równocześnie, we współpracy z profe­
sorem  fizjologii zw ierząt Kazimierzem  Białoszewiczem, zajął się zagadnie­
niem  rezerw  białkowych u zwierząt stało- i zmiennocieplnych badając 
zm iany stosunku jądro — cytoplazm a w kom órkach organizmów głodzo­
nych. W ram ach prac nad purynam i m ięśni w ykrył On — niemal równo­
cześnie z prof. Embdenem (1927) i prof. Parnasem  (1928) — nieznany do­
tychczas kwas adenylowy mięśniowy (adenozyno-5’-fosforan), różny od 
znanego już kwasu adenylowego drożdżowego (adenozyno-3’-fosforan). Za 
badania te uzyskał I nagrodę Związku Asystentów Polskich.

Jako stypendysta Funduszu K u ltu ry  Narodowej dr Antoni Dmochow­
ski odbył studia uzupełniające w A ustrii (1925), Szwajcarii (1930) i w USA 
(1931). Podczas stażu u prof. Levine’a w  Instytucie Rockefellera w Nowym 
Jo rk u  opracował pierwszą skuteczną metodę izolowania 3’-fosforybozy 
z kw asu guanylowego drożdżowego, co odegrało zasadniczą rolę przy w y­
jaśnieniu m iejsca przyłączania kwasu fosforowego w nukleotydach. P ra ­
ca „O purynach m ięśni” stała się podstawą przeprowadzonej w 1932 roku 
na W ydziale M atem atyczno-Przyrodniczym  U niw ersytetu W arszawskiego 
habilitacji z zakresu chemii fizjologicznej. W 1935 roku ogłosił On w y­
czerpującą monografię „O współczesnym stanie chemii i fizjologii kwasów 
nukleinow ych” omawiając w niej osiągnięcia z lat 1931— 1935. Była to  
czw arta w ówczesnej literatu rze światowej monografia nt. kwasów nuklei­
nowych, po wcześniejszych opracowaniach Jonesa (1921), Fuelgena (1923)
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oraz Levine’a i Bassa (1931). Przez wiele następnych lat m onografia A nto­
niego Dmochowskiego stanow iła dla czytelnika polskiego jedyne i funda­
m entalne źródło wiedzy w zakresie kwasów nukleinowych.

Z Łodzią profesor Dmochowski związał się już przed wojną. Jako do­
cent U niw ersy tetu  W arszawskiego podjął w ykłady z chemii fizjologicznej 
w Łódzkim  Oddziale W olnej W szechnicy Polskiej, uczelni bardzo postępo­
wej i o wysokim  poziomie naukowym. W 1934 roku został kierownikiem  
Zakładu Chemii Fizjologicznej z siedzibą w  W arszawie i filią w Łodzi. Obu 
Zakładom  profesor Dmochowski służył swą wiedzą i zapałem badawczym. 
W 1937 roku został m ianowany profesorem  nadzw yczajnym  chemii fizjo­
logicznej i kierow nikiem  K atedry i Zakładu Chemii Fizjologicznej Wolnej 
W szechnicy Polskiej. Była to pierwsza w  Polsce K atedra Chemii Fizjolo­
gicznej poza wydziałam i medycznymi. W latach 1942— 1944 profesor Dmo­
chowski b rał żywy udział w tajnym  nauczaniu w  W arszawie, w ykładając 
chemię fizjologiczną na W ydziale Lekarskim  i Farm aceutycznym  U niw er­
sy tetu  W arszawskiego oraz na W ydziale Lekarskim  U niw ersytetu Poznań­
skiego.

W m arcu 1945 r. M inisterstwo Oświaty zaproponowało profesorowi 
Dmochowskiemu przeniesienie do Łodzi, gdzie rozpoczęto właśnie orga­
nizowanie U niw ersytetu  Łódzkiego. W krótce stał się On współtwórcą 
i współorganizatorem  tej uczelni. Dzięki Jego staraniom  z dniem 1 w rześ­
nia 1945 r. została utw orzona w Uniwersytecie Łódzkim pierwsza uniw er­
sytecka K atedra Biochemii na W ydziale M atem atyczno-Przyrodniczym , 
k tórej był On organizatorem  i wieloletnim  kierow nikiem  (do 30 września 
1967 r.). Będąc profesorem  nadzwyczajnym  na W ydziale M atem atyczno- 
Przyrodniczym , pełnił jednocześnie funkcję zastępcy profesora chemii fi­
zjologicznej na W ydziale Lekarskim  i Stomatologicznym, które do 31 g ru ­
dnia 1949 roku wchodziły w skład U niw ersytetu Łódzkiego. K ierując K a­
tedrą Chemii Fizjologicznej oraz Zakładem Chemii Ogólnej w latach 1946— 
1949 odegrał On ważną rolę w zorganizowaniu studiów biochemicznych 
dla studentów  m edycyny, stomatologii i farm acji. On też stał się głównym  
organizatorem  W ydziału Biologii i Nauk o Ziemi U niw ersytetu Łódzkiego, 
k tóry  powstał w 1951 roku w wyniku podzielenia W ydziału M atem atycz­
no-Przyrodniczego na W ydział M atem atyki, Fizyki i Chemii oraz na W y­
dział obejm ujący zakłady biologiczne i geograficzne. Był pierwszym  i w ie­
loletnim  dziekanem nowego W ydziału (1951— 1958) oraz tw órcą specjali­
zacji biochemicznej.

W okresie powojennym  profesor Antoni Dmochowski położył olbrzy­
mie zasługi w kształceniu nowej biochemicznej kadry  w Polsce. W y­
kształcił wielu doktorów i prawie 200 magistrów. Spośród Jego uczniów 
ponad dziesięć osób uzyskało już ty tu ły  profesorskie. Swoje zainteresowa­
nia i doświadczenie w badaniach kwasów nukleinowych, nukleotydów ade- 
ninowych i hemoglobiny profesor Dmochowski przeszczepił na teren  łódz­
kiego środowiska biochemicznego, gdzie są one kontynuowane i pogłę­
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biane do dziś przez Jego uczniów. Profesor był zwolennikiem idei wielo­
kierunkowego kształcenia i wychowywania biochemików. Zainicjował On 
więc w ośrodku łódzkim nie tylko badania kwasów nukleinow ych i nukle- 
oprotein w tkankach zdrowych, lecz i patologicznych. Drugim  nurtem  Jego 
zainteresow ań stały  się kwaśne m ukopolisacharydy, zwłaszcza w ścianach 
tętn ic  ludzkich w  m iarę starzenia się i miażdżycy. We współpracy z pro­
fesorem  Emilem Łozą rozw inął On w Katedrze Biochemii U niw ersytetu 
Łódzkiego dalsze k ierunki badawcze, a mianowicie badania w pływ u soli 
jodowych na działanie penicyliny, zagadnienie związków fosforowych fi- 
brynogenu i w łóknika krwi, biochemię łuszczycy i gośćca przewlekłego 
postępującego, a także biochemię m iedzioprotein. W spólnie z prof. Wacławą 
Macie je wską-Potapczyk podjął też badania w pływ u k inetyny  na m etabo­
lizm roślin. Z wym ienionych dziedzin ogłosił On samodzielnie lub zespo­
łowo 59 rozpraw  naukowych, a całkowity dorobek publikacyjny kierow a­
nej przez Niego w latach 1945— 1967 K atedry  Biochemii U niw erstytetu 
Łódzkiego liczył w sumie 232 pozycje.

Profesor Antoni Dmochowski odszedł na em eryturę  w 1967 roku. Za 
zasługi na polu naukowym  i dydaktycznym  otrzym ał On liczne nagrody 
i odznaczenia, m.in. Złoty Krzyż Zasługi (1954), Krzyż K aw alerski O rderu 
Odrodzenia Polski (1958), Krzy Oficerski O rderu Odrodzenia Polski (1959), 
nagrodę indyw idualną I stopnia M inistra Szkolnictwa Wyższego za osiąg­
nięcia dydaktyczno-wychowawcze (1963), nagrodę naukow ą m. Łodzi 
(1966). W 1979 roku U niw ersytet Łódzki nadał Profesorow i Antoniem u 
Dmochowskiemu najw yższą godność — doktora Honoris Causa w zakresie 
nauk  przyrodniczych.

Profesor Dmochowski był członkiem zwyczajnym  Łódzkiego Towarzys­
tw a Naukowego, współorganizatorem  i w ieloletnim  członkiem Polskiego 
Tow arzystw a Fizjologicznego i jednym  z członków założycieli Polskiego 
Tow arzystw a Biochemicznego oraz pierwszym, w ieloletnim  przewodniczą­
cym Oddziału tego Tow arzystw a w Łodzi. W uznaniu osiągnięć naukow ych 
i zasług na polu życia naukowego w Łodzi i kształcenia młodzieży w za­
kresie biochemii Polskie Tow arzystw o Biochemiczne nadało Profesorowi 
Dmochowskiemu w 1971 roku godność swego Członka Honorowego.

Profesor Antoni Dmochowski zm arł w Łodzi 23 grudnia 1983 roku. Po­
żegnaliśm y Go w Laskach pod W arszawą w dniu 27 grudnia. Odszedł od 
nas żarliw y naukowiec zadziwiający żywością in telektu  i niezw ykłym  
uw rażliw ieniem  na wszystko, co nowe w nauce w ogóle, a w  biochemii 
w  szczególności, jednocześnie zaś czujny zwierzchnik, dbały o rozwój n au ­
kowy każdego ze współpracowników, zawsze chętny i gotowy do k ry tycz­
nych dyskusji i podsumowania cennych sugestii.

Jego najw yższym  um iłowaniem  była czytelnia czasopism bieżących i w 
ogóle lite ra tu ra  naukowa. Czytał do późnych godzin w Zakładzie lub 
w Bibliotece U niwersyteckiej. Z rozrzewnieniem  wspom inam y, jak  to 
Profesor, nie zastawszy o godzinie 21 pełnego kom pletu swych w spółpra­
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cowników w Zakładzie w yrażał zdziwienie: „Co to? W szyscy już w y­
szli?”.

Jego pytania na zebraniach naukowych, kolokwiach habilitacyjnych, 
egzam inach doktorskich, czy naw et m agisterskich — zawsze dotyczyły 
ostatnich danych z pieśm iennictwa, co zmuszało prelegentów i egzamino­
w anych do bieżącego śledzenia literatu ry . Zdarzało się i tak: Gdy P ro ­
fesor py tał kogoś np. w czerwcu, czy zna ostatnią pracę na dany tem at 
w ydrukow aną w „N aturę”, to na odpowiedź „owszem, znam taką pracę 
z kw ietn ia”, padało stw ierdzenie: „Ale mnie chodzi o tę z czerwca”.

Był człowiekiem olbrzym iej wiedzy, nie ty lko z dziedziny biochemii, 
obdarzonym  niezw ykłym  krytycyzm em , a jednocześnie fantazją naukową, 
znakom itym  popularyzatorem  najnow szych osiągnięć w biologii i chemii. 
W ielka szkoda, że swoich myśli nie przelew ał na papier. Podobno miał 
aw ersję do pisania. Mawiał nieraz, że ucieka Mu myśl, gdy ty lko weźmie 
pióro do ręki. Zapewne urodził się za wcześnie. Okres Jego najwyższej 
twórczości winien był przypaść na dobę magnetofonów. Żałujem y ogrom­
nie, że Jego wykłady nie zostały zarejestrow ane. Były one wielkim prze­
życiem dla słuchaczy. Są wśród nas i tacy, dla k tórych wysłuchanie tylko 
jednego w ykładu Profesora Antoniego Dmochowskiego stało się wielką 
przygodą — wytyczeniem  kierunku zainteresowań i drogi życiowej.

Uczniowie
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M INI-REVIEW

HANS RUDOLF BOSSHARD *>

Funkcja cytochromu c —  wzorzec molekularnego rozpoznawania 
The Function of Cytochrome c, a Paradigm for Chemical Recognition

W spółczesna wiedza o cytochrom ach c dysponuje już znajomością sek­
wencji am inokwasów ponad stu  tych ewolucyjnie konserw atyw nych białek 
i znajom ością budowy krystalicznej niektórych spośród nich. Mimo to, 
zrozum ienie zależności między stru k tu rą  a funkcją cytochrom u c pozo­
stawało do niedaw na fragm entaryczne i niezadawalające. Obecnie jednak 
w yłania się ogólny i zadziwiająco prosty obraz oddziaływania tego białka 
z jego fizjologicznym i partneram i i funkcjonowania odpowiednich kom ­
pleksów transpo rtu  elektronów. Zaproponowany model zakłada istnienie 
w iązań elektrostatycznych pomiędzy resztam i lizyny cząsteczki cytochro­
mu c a resztam i kwasów asparaginowego i glutaminowego jego fizjologicz­
nych partnerów .

Po ponownym  odkryciu cytochromów przez K e i l  i n a  w 1925 roku, 
rozpuszczalny w wodzie lecz wiążący się z w ew nętrzną błoną m itochon- 
drialną cytochrom  c stał się jednym  z najintensyw niej badanych białek. 
Był on trzecim  z kolei białkiem, którego sekwencja aminokwasów została 
ustalona. Obecnie znamy ją już w cytochromie c z ponad stu różnych 
eukariontów  i prokariontów . Rozporządzamy również wyczerpującym i da­
nym i rentgenograficznym i o budowie krystalicznej wielu cytochromów c, 
w tym  również cytochromów c niektórych prokariontów , struk tu ra ln ie  
zbliżonych do cytochrom u c eukariontów.

W połowie la t siedem dziesiątych mnogość inform acji na tem at cyto­
chrom u c w ysunęła go na czoło białek „podręcznikowych”. Niemniej na­
dal niezrozum iała pozostawała spraw a m olekularnego mechanizmu jego 
działania (Rye. 1). Przed około ośmiu laty  szereg badaczy podjęło, przy po­
mocy różnych podejść eksperym entalnych, badania rejonów  cząsteczki 
cytochrom u c czynnych w procesie przenoszenia elektronów. Jedna z metod 
polegała na m odyfikowaniu cytochrom u c w różnych miejscach jego czą­
steczki. Można było oczekiwać, że niektóre z tych zmienionych cytochro-

*> D epartm ent of Biochemistry, U niversity of Zürich, CH-8057 Zürich 
Tłum aczył Lech W ojtczak, prof, d r Zakład Biochemii Komórki, Insty tu t Biologii Do­
świadczalnej im. Nenckiego, PAN, P asteu ra  3, 02-093 W arszawa.
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mów c będą wykazywać zmienioną reaktyw ność, podczas gdy inne, w  któ­
rych m odyfikacja dotknie m iejsca cząsteczki dalekie od rejonu interakcji, 
będą oddziaływać w sposób nie zmieniony.

Ryc. 1. Pozycja cytochrom u c w  m itochondrialnym  łańcuchu oddechowym. Cyto­
chrom  c pośredniczy w  transporcie elektronów  między kom pleksem  III (oksydoreduk- 
taza ubichinol-cytochrom  c) a kom pleksem  IV (oksydoreduktaza cytochrom c — tlen). 
Zarówno kompleks III  jak  i IV oddziaływ ują z tą sam ą dom eną na pow ierzchni cy­
tochrom u c.

Przygotow anie i oczyszczenie tych związków wym agało znacznego tru ­
du. Na przykład, rozdzielenie m ieszaniny samych ty lko pochodnych cyto­
chrom u c podstawionych w  jednej reszcie lizyny nie było łatw e, gdyż 
związki te są po prostu chemicznym i izomerami. Trzeba zaś pamiętać, że 
pochodnych tych jest w sumie 19, a reszty  lizyny rozmieszczone są na ca­
łej powierzchni cząsteczki. Pracow nia d r E .  M a r g o l i a s h a  posłużyła 
się w tym  celu 4-karboksy-2,5-dinitrofenolem  (CDNP). Związek ten  ma tę 
zaletę, że wiążąc się z resztą lizyny powoduje zmianę dwóch ładunków 
elektrycznych powstałych pochodnych cytochrom u c, co pozwala na ich 
lepsze rozdzielenie za pomocą chrom atografii. W rezultacie, starannie prze­
prowadzona chrom atografia m ieszaniny reakcyjnej na wym ieniaczach ka­
tionowych doprowadziła do uzyskania 12 różnych CDNP-cytochromów c 
w stanie czystości przekraczającym  99°/o.

Badając następnie przenoszenie elektronów  między tak  zm odyfikowa­
nym i cytochromam i c a ich różnym i białkowym i partneram i, stw ierdzano 
niezmiennie, że niezależnie od chemicznego charakteru  m odyfikacji pod­
stawienie pewnych reszt lizynowych powodowało znaczne zaham owanie
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transportu  elektronów , podczas gdy podstawienie innych reszt lizyny miało 
w pływ  znacznie m niejszy, lub naw et pozostawało bez wpływu. Lista stoso­
w anych tu  partnerów  reakcji obejm owała układy oksydoredukcyjne błony 
m itochondrialnej, takie jak  oksydaza cytochromowa w różnych jej for­
mach, reduktaza ubichinol-cytochrom  c, reduktaza bursztynian-cyto- 
chrom  c i oczyszczony cytochrom  Ci. Badano również białka, k tóre norm al­
nie w ystępują w formie rozpuszczonej w m itochondrialnej przestrzeni mię- 
dzybłonowej, jak  peroksydaza cytochrom u c z drożdży, oksydaza siarczyno­
wa z w ątroby szczura i cytochrom  b 5, a także białka, z k tórym i cyto­
chrom  c nie kontaktu je  się w w arunkach fizjologicznych, jak  azuryna 
i piastocyjanina.

Jeszcze bardziej przekonyw ające są wyniki naszej pracowni, w ykazują­
ce, że te same reszty lizyny zaangażowane są w reakcję cytochrom u c z 
oksydazą cytochromową, reduktazą cytochromu, oczyszczonym cytochro- 
mem Cj i peroksydazą cytochromu c (Ryc. 2). Nasze podejście ekspery-

Ryc. 2. Różnicowe m odyfikow anie chemiczne reszt lizyny cytochrom u c. Wysokość 
każdego słupka obrazuje reaktyw ność odpow iedniej reszty lizyny wolnego cytochro­
m u c podzieloną przez reaktyw ność tej sam ej reszty lizynowej cytochrom u c połą­
czonego w  kom pleksie z oksydazą cytochrom ową (słupki puste) lub  z reduktazą ubi­
chinol-cytochrom  c (słupki zakreskowane). W edług R i e d e r a  i B o s s h a r d a  
(1980).

m entalne polegało na różnicowym chemicznym m odyfikowaniu reszt lizy- 
nowych, przy czym porównywano reaktyw ność chemiczną każdej reszty 
lizynowej cytochrom u c swobodnie rozpuszczonego i cytochrom u c związa­
nego kompleksowo z odpowiednim partnerem  oksydoredukcyjnym . W iel­
kość powierzchni zaangażowanej w taką  interakcję oceniano na podstawie 
stopnia osłaniania poszczególnych reszt lizynowych, o czym świadczyła 
zmiana ich reaktywności. Podejście nasze jest szczególnie zachęcające z po­
wodu jego prostoty i bezpośredniości w porównaniu z ogromną pracą nie­
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zbędną dla otrzym ania czystych pojedyńczo podstawionych pochodnych 
cytochrom u c według m etody wcześniej opisanej.

W ykazaliśm y w  ten  sposób przekonyw ająco i po raz pierwszy, ze 
w cząsteczce cytochrom u c jest tylko jedna domena interakcji. Reszty li- 
zynowe, które się w tej domenie znajdują (lizyny w pozycjach 8, 13, 27, 86 
i 87), wyznaczają na powierzchni cząsteczki strefę zaw ierającą również in­
ne reszty aminokwasowe, zarówno hydrofilowe jak  i hydrofobowe, o ma­
łej zmienności ewolucyjnej, takie jak  izoleucyna 81, alanina 82, glutam iny 
12 i 16 oraz asparagina 70 (Ryc. 3 i 4). Godne uwagi jest to, że w skład 
tej domeny wchodzi również większa część, a być może całość, dostępnej 
dla rozpuszczalnika kraw ędzi polarnej hemowej grupy prostetycznej na

Acetyl-Gly-Asp-Val-Gru-Lys-Gly-Lys-Lys-lle-Phe-Val-Gln-Lys-Cys-Aia-Gln-Cys-His-Thr-Val-Glu-Lys-Gly-Gly-Lys-
“  10 “  l— HEM------ 1 20

H is-Lys-Thr-G ly-Pro-A sn-Leu-H is-G ly-Leu-Phe-G ly-Arg-Lys-Thr-G ly-G ln-A la-P ro-G ly-Phe-Thr-Tyr- 
30 40

Thr-A sp-A la-Asn-Lys-A sn-Lys-G ly-lle-Thr-Trp -Lys-G lu-G lu-Thr-Leu-M et-G lu-Tyr-Leu-G lu-A sn-Pro- 
50 60 70

Lys- Lys-Tyr-lle -P ro-G ly-Thr-Lys-M et-lle -P he-A la-G ly-Ile -Lys-Lys-Lys-Thr-G lu-A rg -G lu -A sp-Leu -lle -
80 90

Ala-Tyr- Leu- Lys- Lys- Ala -Thr-A sn  -G lu COOH
100 104

Ryc. 3. Sekw encja am inokw asów  w  cząsteczce cytochrom u c z serca konia. Pod­
kreślono te  reszty lizyny, które biorą udział w  tw orzeniu w iązań elektrostatycznych 
z p artneram i cytochrom u c, czyli z b iałkam i enzym atycznym i, z k tórym i cytochrom 
c w ym ienia elektrony.

Ryc. 4. Schem atyczne przedstaw ienie domen cząsteczki cytochrom u c, oddziaływ ują­
cych ze wszystkim i fizjologicznymi partneram i cytochrom u c. Zakreskow any prosto­
k ą t obrazuje kraw ędź reszty hem owej dostępnej dla rozpuszczalnika. Liczba okrę­
gów wokół każdej reszty lizynowej jest proporcjonalna do procentu zaham owania 
funkcji cytochrom u c, gdy odpowiednia reszta ulegnie m odyfikacji. Prom ienie tych 
okręgów są w ielokrotnością arb itra ln ie  przyjętej w artości 25 nm. Liczby w skazują 
względne pozycje atom ów węgla a  odpowiednich reszt. L itera D w skazuje punkt, 
w którym  przecina powierzchnię cząsteczki dodatni koniec osi dipolu natyw nego cy­
tochrom u c. W edług Koppenola i M argoliasha (1982).
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tak  zwanej czołowej powierzchni cząsteczki. W skazuje to, że wym iana 
elek tronu  zachodzi prawdopodobnie na kraw ędzi hem u lub za pośrednic­
tw em  jakiejś s tru k tu ry  znajdującej się w pobliżu, i że fizjologiczna w y­
m iana elektronu na innych częściach powierzchni cząsteczki białkowej 
jest m ało prawdopodobna.

Je s t szczególnie ważne, że domena, w której zachodzi proces przeka­
zyw ania elektronów , okazała się tą  samą we wszystkich badanych ukła­
dach donator-akceptor. Oznacza to, że cząsteczka cytochrom u c musi w y­
kazywać znaczną ruchliwość w łańcuchu oddechowym podczas przenosze­
nia elektronów  z reduktazy na oksydazę. Nie jest bowiem możliwe, aby 
te tak  duże kom pleksy enzym atyczne jednocześnie zajm owały ten  sam re­
jon na powierzchni m ałej cząsteczki cytochrom u c.

N astępnym  ważnym  z punktu  widzenia fizjologii cytochrom u c pro­
blem em  było określenie n a tu ry  i stopnia tej ruchliwości. Mogłaby ona 
ograniczać się tylko do rotacji cząsteczki, gdyby cytochrom  c był um iej­
scowiony we „wnęce”, w której znajdowałoby się również miejsce dono­
rowe elektronu odpowiedniej reduktazy i miejsce akceptorowe oksydazy. 
Jest to tak  zwany model stanu ciała stałego. A lternatyw nie, cytochrom c 
m ógłby dyfundować między oksydazą a reduktazą po powierzchni błony 
(model dyfuzji dw uw ym iarow ej) lub oddysocjowywać od błony po każdym 
przeniesieniu elektronów  (model dyfuzji trójw ym iarow ej). W naszych ba­
daniach skłaniam y się ku modelowi będącem u połączeniem tych dwóch 
ostatnich, uważając, że zarówno wiązaniem  cytochrom u c z błoną jak 
i z miejscem transportu  elektronów  rządzi zasada prostej równowagi. Zgo­
dnie z tym , model dyfuzji dwuw ym iarow ej dotyczyłby w szczególności 
przeniesienia elektronów  m iędzy dwoma miejscami na błonie, podczas gdy 
model dyfuzji trójw ym iarow ej m iałby zastosowanie w przypadku cyto­
chrom u c reagującego z enzymami rozpuszczonymi w m itochondrialnej 
przestrzeni m iędzybłonowej. ‘

Mając te inform acje na tem at reaktyw nej domeny cytochrom u c i me­
chanizmu jego oddziaływania, możemy obecnie poszukiwać kom plemen­
tarnych  miejsc oddziaływania w cząsteczkach różnych partnerów  cyto­
chrom u c. Można oczekiwać, że miejsca takie powinny być ujem nie na­
ładowane, aby neutralizow ać dodatni ładunek elektryczny cytochromu c, 
i zawierać centralnie położony rejon hydrofobowy kom plem entarny wobec 
centralnego rejonu hydrofobowego reaktyw nej domeny cytochromu c. 
I rzeczywiście, porównując przestrzenne s tru k tu ry  obu białek stwierdzono 
taką zgodność w obrębie domeny oksydazy cytochromowej zawierającej 
cztery reszty kwasu asparaginowego, odpowiadające resztom lizyn 13, 27,
72, 86 i 87 cytochrom u c. Zgodność tę potwierdziły częściowo badania m e­
todą kowalencyjnego sieciowania (Ryc. 5).

Dalsze mapowanie domen in terakcji pomiędzy białkam i i — ogólnie 
biorąc — badanie zależności między s truk tu rą  a funkcją cytochrom u c w y­
magać będzie zastosowania w ym iany reszt aminokwasowych innych niż
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Ryc. 5. H ipotetyczna s tru k tu ra  kon tak tu  między cząsteczkam i cytochrom u c (z lewej 
strony) i peroksydazy cytochrom u c (z p raw ej strony). Schem at uw idacznia wiązania' 
jonowe między resztam i lizyny 13, 27, 72, 86 i 87 cytochrom u c a resztam i kwasu 
asparaginow ego 34, 37, 79 i 216 peroksydazy. Model ten  skonstruow ano w  oparciu
0 znaną z badań rentgenograficznych s tru k tu rę  peroksydazy i cytochrom u c (P o u - 
l o s  i K r a u t ,  1980) i o w yniki chemicznej m odyfikacji reszt lizyny i kw asu aspara­
ginowego ( B e c h t o l d  i B o s s h a r d ,  1983).

te, które łatwo poddają się m odyfikacji chemicznej, jak  to m a miejsce 
w przypadku badanych dotychczas reszt lizyny. Być może, osiągniemy to 
na drodze rekom binacji DNA, stosując ukierunkow aną m utagenezę, aby 
otrzym ać cytochrom y c m ające odpowiednio do naszych zamierzeń ba­
dawczych zmienioną sekwencję aminokwasów. Nie można jednak przy tym  
zapominać, że ostatecznym  celem jest w yjaśnienie m echanizm u działania
1 roli s tru k tu r w tym  działaniu zaangażowanych. D latego nie w ystarczy 
rozporządzać ogromną naw et gamą sztucznych m utantów  cytochrom u c, 
jeśli nie będziemy w stanie dogłębnie badać skutków, jakie podstawienie 
odpowiednich reszt w yw ierać będzie na funkcję otrzym anej struk tu ry . 
Gdy technologia m utagenezy stanie się rutynow ą m etodą badawczą, przy j­
dzie nam  jeszcze wrócić na wydeptane, ale w dalszym ciągu nie w pełni 
zrozumiane ścieżki wcześniejszych badań nad funkcją cytochromów.
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Oksydaza cytochromowa (EC.1.9.3.1) zajm uje unikalną pozycję w ukła­
dzie przenoszącym elektrony. W ystępuje ona asym etrycznie w w ew nętrz­
nej błonie m itochondrionu i katalizuje przenoszenie elektronów  ze zredu­
kowanego cytochrom u c na tlen m olekularny (1). W ytworzona w tej re­
akcji energia elektrochem iczna jest w ykorzystana do transportu  jonów 
lub do syntezy ATP (2). Zdolność enzym u do translokacji protonu (H+) 
poprzez w ew nętrzną błonę m itochondrialną posłużyła do wprowadzenia 
przez W i k s t r ó m a  i współpracowników (3) pojęcia pompy protonowej 
działającej na zasadzie sprzężenia z reakcją oksydoredukcji. 90% tlenu 
w ykorzystyw anego w procesach biologicznych jest zużytkowane przy 
współudziale oksydazy cytochromowej (4). Dlatego zrozumiałe jest po­
wszechne występowanie tego enzymu. Nawet w tkankach kostnych i chrzą­
stkach wykazano jego aktyw ność (5).

II. Budowa i funkcja oksydazy cytochromowej

Budowa i funkcja oksydazy cytochromowej zostały opisane w wielu 
publikacjach, w tym  także w „Postępach biochem ii” (6). Enzym ten  za­
w iera dwa hem y (a i a3) i dwa atom y miedzi, CuA i CuB, jako grupy pro- 
stetyczne w kompleksie składającym  się od 7 do 9 różnych podjednostek 
polipeptydowych (7). Ryc. 1. Cytochrom y o i a3 zaw ierają identyczne gru­
py hemowe, ale ty lko a3 reaguje z tlenem  i inhibitoram i (CO, CN- , HN3). 
Cytochrom  a jest utleniany przez a3, natom iast cytochrom  a3 jest utlenia­
ny przez tlen m olekularny (8). W w arunkach aerobowych cytochrom  a3 
pozostaje całkowicie utleniony, podczas gdy cytochrom  a wykazuje zmien-

Ryc. 1. Oksydaza cytochrom owa związana z w ew nętrzną błoną m itochondrialną 
(wg 4). C yfry rzym skie oznaczają poszczególne podjednostki enzym u, a cyfry arabsk ie  
w naw iasach określają masę cząsteczkową podjednostek w  kilodaltonach. I (36), 
II (23), III (21), IV (17), V (12), VI (8), VII (4).
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ny zakres zredukow ania od 0 do 20°/o (9). Substratem  oksydazy cytochro- 
mowej jest cytochrom  c. Cytochrom c jest także substra tem  innych 
enzym ów (10).

Oksydazy cytochromowe otrzym ane z różnych gatunków  sta ły  się 
przedm iotem  licznych prac porównawczych (11, 12). Okazało się, że liczba 
podjednostek peptydow ych w tych enzymach jest zmienna. Ilość podjed- 
nostek zależy nie ty lko od sposobu ich izolowania lecz także od rodzaju 
badanego m ateria łu  (13, 14, 15). Ogólnie przyjm uje się, że oksydazy z pro­
kariontów , w odróżnieniu od enzym u z eukariontów, charak teryzu ją  się 
m niejszą liczbą podjednostek (12, 16). Przykładowo, oksydaza z Paracoccus 
denitrificans  składa się tylko z dwóch podjednostek, w ykazując przy tym  
pełną spraw ność katalityczną w przenoszeniu elektronów  ze zredukow a­
nego cytochrom u c na tlen m olekularny. Fakty  te nasunęły pytanie, jaka 
m inim alna liczba podjednostek jest konieczna dla sprawnego działania en­
zymu (17). Stwierdzenie różnej liczby podjednostek w oksydazach cyto- 
chrom owych u różnych gatunków  zapoczątkowało badania dotyczące roz­
mieszczenia hemów i atomów miedzi w enzymie. Przyczyniło się to  do 
określenia zależności między s truk tu rą  i funkcją enzym u (19, 20). Duże 
znaczenie przypisuje się niektórym  resztom  aminokwasowym (lizyna, cys­
teina), które biorą udział w tw orzeniu kom pleksu substra t — enzym  (19, 
20, 21).

Mimo licznych publikacji i stosowania różnych m etod badawczych me­
chanizm  działania oksydazy cytochromowej nie jest w pełni zrozum iały 
(1, 8, 20, 22). Obecnie znamy szereg czynników, które regulu ją aktyw ność 
oksydazy. W niniejszym  artykule przedstawiono przede w szystkim  te 
z nich, k tóre dotyczą oksydazy ssaków. Większość badań dotyczących kon­
tro li aktyw ności została wykonana przy użyciu enzym u izolowanego z m i- 
tochondriów. Jak  wiadomo, oksydaza cytochromowa jest enzym em  błono­
wym. Enzym y takie w ykazują pewne charakterystyczne właściwości w y­
nikające stąd, że znajdują się w ew nątrz s tru k tu r lipoproteidowych lub na 
granicy faz. Ogranicza to dostęp substratów . Ponadto, lokalnie na powierz­
chni błony mogą występować nieco odmienne w arunki fizykochemiczne 
niż w pozostałym  obszarze kom órki (23). Dlatego na funkcję enzymów bło­
nowych mogą wpływać: ładunek powierzchniowy błon, zm iany konfor- 
m acyjne nośników, ruch białek i lipidów błonowych oraz zm iany płyn­
ności błon, jak  i potencjał transm em branow y (24). Toteż coraz częściej pro­
wadzone są badania porównawcze właściwości enzymów w postaci roz­
puszczonej, lub pod postacią liposomów i w formie związanej z błoną.

Analizując zachowanie się oksydazy związanej z błoną m itochondrial- 
ną i oksydazy izolowanej (rozpuszczalnej) N i c h  o 11 s (25) stw ierdził, że 
niektóre z param etrów  (Vmax, Km i inhibicja przez cyjanki i azydki) są 
takie same w przypadku obu badanych form. Stała też jest liczba dwóch 
miejsc wiążących w kompleksie enzym atycznym  cytochrom  c (26). W prze­
ciwieństwie do tego znane są różnice w zachowaniu się różnych form  oksy-
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dazy cytochromowej. Dotyczą one aktywności enzym u, wartości pozornych 
stałych Km oznaczanych m etodami spektrofotom etryczną i polarograficz­
ną  (27), dostępności do m iejsc wiążących cytochrom  c (26), jak  też obserwo­
w anych różnic w bezpośredniej redukcji cytochrom u a przez różne związki 
chemiczne (28).

Do głównych mechanizm ów regulujących szybkość procesów metabolicz­
nych należą: regulacja zawartości i aktyw ności enzym u oraz kontrola trans­
portu różnych substancji przez błony do komórki. Stosowanie inhibitorów 
pozwala także na badanie regulacji poszczególnych etapów dróg metabo­
licznych (29). W obecności inhibitora obserw uje się nagrom adzenie pośred­
ników w ystępujących przed miejscem działania inh ib ito ra  oraz brak m eta­
bolitów, k tórych synteza została zahamowana.

III. Czynniki regulujące aktywność enzymu

III-l. Wpływ stężenia tlenu

Oksydaza cytochromową katalizuje reakcje: 4 c2+ +  Oz +  4 H + -> 4  ci+ +  
+  2H20 , gdzie przez c2+ i c3+ oznaczono zredukow any i utleniony cytoch­
rom  c. Analizując powyższą reakcję należałoby rozpatryw ać ją także w od­
niesieniu do stężenia tlenu  jako drugiego substra tu  (30). Jest to o tyle uza­
sadnione, że oksydaza cytochromową posiada dwa cytochromy, a i a3> 
z k tórych jeden reaguje z cytochromem  c, a drugi z tlenem. Dotychczas 
badano kinetykę reakcji cytochrom u c z różnym i preparatam i oksydazy 
cytochromowej (związanej z błoną m itochondrialną i rozpuszczoną). N ato­
m iast prace z zakresu kinetyki reakcji enzym u z tlenem  dotyczyły głów­
nie badań z nieuszkodzonymi m itochondriam i. W pracach, w których użyto 
izolowanego enzymu, wpływ tlenu  na k inetykę reakcji, przy stosowaniu 
różnych stężeń cytochrom u c, był z reguły pom ijany. Dopiero P e t e r s e n  
i współpracownicy (30) określili wartość K m dla reakcji oksydazy z tle ­
nem  jako równą 0,95 m-M, a stałą szybkości (reakcja II rzędu) dla reakcji 
między tlenem  i oksydazą jako 9,5*107 M-1*s-1. W cześniej wyznaczone 
wartości stałej szybkości były niższe, choć tego samego rzędu (31, 32). 
W badaniach P e t e r s e n a  i współpracowników (30) wartość Km dla 
cytochrom u c jako substra tu  oksydazy wynosiła 20 ixM. Tlen reaguje z je ­
dnakową szybkością z częściowo zredukow anym  (a8+—a32+) jak  i z całko­
wicie zredukow anym  enzymem  (33). P rzy  wysokim stężeniu tlenu  form ą 
przew ażającą w częściowo zredukow anym  enzymie jest form a a2+—a38+, 
podczas gdy przy niskim  stężeniu tlenu  przeważa form a a3+—a32+ (34). Re­
akcję redukcji tlenu  poprzedza dyfuzja cząsteczki tlenu  do miejsca jego 
wiązania w enzymie ze stałą szybkości 108 M-1*s-1 (35). Zdania są podzie­
lone, czy w w arunkach aerobowych szybkość ogólnej reakcji zależy od 
stężenia tlenu  (por. 36 i 49).
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Przy  w yjaśnianiu mechanizm u reakcji m iędzy tlenem  a oksydazą cy- 
tochrom ową posłużono się założeniem analogicznym jak przy wiązaniu CO 
przez enzym  (37). Miejscem aktyw nym  reakcji enzym u z tlenem  jest cy­
tochrom  a3 i atom miedzi CuB (38). Tlen tw orzy mostkowe połączenie z cy- 
tochrom em  a3 (ściślej z jego miedzią i żelazem) i jest redukow any w dwu­
stopniowej reakcji przenoszenia elektronów  tworząc stosunkowo trw ałe 
połączenie nadtlenkow e (Cu2+—Ó22-—a3). Połączenie to podlega dalszej re ­
dukcji z wytw orzeniem  wody. Ostatnio uważa się, że aktyw ne centrum  en­
zym u może reagować z cząsteczką Oz dopiero po przyjęciu dwóch elek­
tronów , a dalsza redukcja odbywa się w kolejnych dwóch jednoelektrono- 
wych etapach (39, 40). Badania kinetyczne, zwłaszcza w niskich tem pera­
turach, pozwoliły ustalić tworzenie się kilku pośrednich form przejścio­
wych (41). Do zbilansowania kinetyki izolowanego układu: askorbinian — 
cytochrom  c — oksydaza cytochromowa — tlen posłużono się proponowa­
nym  przez M i n n a e r t a  „modelem IV” (42), w w ersji rozszerzonej na­
stępnie przez P e t e r s e n a  i współpracowników (30). Przedstaw iony 
przez P e t e r s e n a  model pozwolił we względnie prosty sposób w yjaś­
nić em piryczne równanie szybkości, w odróżnieniu od innego modelu dys­
kutow anego w tej samej pracy zakładającego, że cytochrom  c wiąże się 
z oksydazą jeszcze przed reakcją enzym u z tlenem . Na podstawie badań 
kinetycznych dla cytochrom u c i tlenu, P e t e r s e n  i współpracowni­
cy (30) doszli do przekonania, że mechanizm reakcji jest raczej prosty i nie 
w ym aga współdziałania obu substratów .

Wiele tkanek  i komórek spraw nie funkcjonuje przy całkiem niskim  
stężeniu tlenu, rzędu kilku mikromoli. Dlatego naw et przy stosunko­
wo niskim  p 0 2 reakcja oksydazy z tlenem  przebiega szybko w czasie T 1/2 
wynoszącym 3 ms, przy czym cytochrom c nie jest w ym agany dla tej re ­
akcji (32). W nieuszkodzonych m itochondriach pozorna K m dla tlenu jest 
zależna od energizacji błony. Pozorna K m dla tlenu  jest wyższa w stanie 4 
niż w stanie 3. Znajduje to  odbicie w liczbie obrotów enzymu, która jest 
w tedy wyższa dla stanu 3.

III-2. Poziom równoważników redukujących

Zm iany aktywności oksydazy cytochromowej zależą od poziomu równo­
ważników redukcyjnych pochodzących z cyklu Krebsa. Sprawność tego 
cyklu jest jednym  z czynników kontrolujących aktywność enzymu. Innym  
źródłem równoważników redukcyjnych mogą być procesy oksydoreduk- 
cyjne zachodzące w cytozolu. W tym  przypadku równoważniki redukcyjne 
są transportow ane z cytozolu do m itochondriów przy udziale układów wa­
hadłowych (29). E lektrony z NAD i FAD zostają skierowane na wspólny 
akceptor, koenzym Q, a następnie na serię cytochromów, trafiając w końcu 
na cytochrom  c będący substratem  oksydazy cytochromowej.
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Procentowa redukcja cytochrom u c determ inuje liczbę obrotów enzymu 
w w arunkach deenergizacji. In vivo  stopień redukcji cytochrom u c w ko­
m órkach wynosi od 10 do 30% (43). W większości badanych przypadków 
cytochrom  c był bardziej zredukow any w całych kom órkach niż w izolo­
wanych mitochondriach. K inetyka enzym atycznego utleniania zreduko­
wanego cytochromu c przebiega według założeń M ichaelisa-M enten. Utwo­
rzony stechiom etrycznie kompleks między cytochrom em  c i enzym em  wy­
kazuje stosunek molowy cytochrom u c do hem u jak  1:1 (44). Kompleks cy­
tochrom u c z oksydazą charakteryzuje się m niejszą dostępnością do reduk­
cji askorbinianem  (45). Po utw orzeniu się kom pleksu redukcja utlenionego 
cytochrom u c dwutionianem  jest w ielokrotnie wolniejsza niż to  wyliczono 
z reakcji dw utionianu z wolnym  cytochromem  c. Biorąc za punkt wyjścia 
stałą szybkości tej reakcji można uważać oksydazę za inhibitora reakcji 
między utlenionym  cytochromem  c i dwutionianem. Prawdopodobnie kom­
pleks o takich właściwościach jest identyczny z tzw. m iejscem  wiązania
0 wysokim powinowactwie zdefiniowanym  na podstawie steady-state ki­
netyki cytochrom u c (44).

Enzym przyjm uje równoważniki redukujące w w yniku jednoelektro- 
nowej oksydoredukcji cytochrom u c. Pierw szy z równoważników redukuje 
żelazo hemowe cytochrom u a. Podczas równom iernego przebiegu reakcji 
w obecności cytochrom u c i askorbinianu CuB pozostaje całkowicie u tle­
niona. Przy porów nyw aniu szybkości redukcji m iędzy cytochrom em  a w 
w arunkach anaerobowych i miedzią CuB ta ostatnia jest redukow ana du- 
±o wolniej. Zależność kinetyczna m iędzy cytochrom em  a i dwoma ato­
mami miedzi w enzymie pozostaje jak  dotychczas bliżej nieokreślona (46).

Mechanizm przenoszenia elektronów  przez różne typy  cytochrom u c 
był badany z użyciem fizjologicznych i niefizjologicznych reduktorów . W y­
różnia się czynniki sprzyjające tw orzeniu się kompleksu enzymatycznego 
zdolnego do transferu  elektronów oraz czynniki kontrolujące szybkość 
transferu  elektronów  po utw orzeniu kompleksu. Na tworzenie kom pleksu 
w pływ ają między innymi: oddziaływania elektrostatyczne i niepolarne, 
ograniczenia steryczne, przekształcenia towarzyszące rozpuszczaniu, zmia­
ny  konform acyjne oraz ruchliwość białek. Czynniki kontrolujące szybkość 
przenoszenia elektronów m ogłyby pociągać zmiany odległości m iędzy re­
agentami i odległości zachodzących na siebie orbitali, różnice potencja­
łów oksydoredukcyjnych i przekształcenia związane z rozpuszczaniem (47).

III-3. Znaczenie potencjału fosforylacyjnego [ATP]/[ADP] [Pi]

Proces u tleniania substratów  łańcucha oddechowego jest głównym  
źródłem energii dla układu fosforylacji oksydacyjnej. S tan równowagi 
przenośników w łańcuchu oddechowym jest subtelnie dostrojony do stężeń
1 stosunku ADP i ATP w ten sposób, że w obecności nadm iaru  ADP prze­
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nośniki sta ją  się bardziej utlenione i transport elektronów  ulega przyśpie­
szeniu. P rzy  niskich stężeniach ADP transport elektronów ulega zwolnie­
niu, a przenośniki stają się bardziej zredukowane.

Zależność m iędzy poziomem równoważników redukujących (NAD+/ 
/NADH), transportem  elektronów  (stopień redukcji cytochrom u c) i synte­
zą ATP przedstaw ili W i l s o n  i współpracownicy (48,49). Zależność tę 
można przedstaw ić wzorem:

NADH +  2 cyt. c3++ 2  ADP +  2 Pt ^ N A D + + 2  cyt. c2++ 2  ATP

W ystępujący w  rów naniu cytochrom  c jest substratem  oksydazy cytochro- 
mowej, k tó ra  nie w ystępuje w przedstaw ionym  rów naniu równowagi, 
ponieważ katalizuje reakcję nieodwracalną. Stała równowagi powyższej re ­
akcji przedstaw ia się następująco:

[NAD+] [c2+]2 [ATP]2 
~  [NADH] ' [c3+]3 ' [ADP]2[P¡]2

Kom ponenty układu są w bliskiej równowadze term odynam icznej. Szyb­
kość reakcji katalizowanej przez oksydazę (czyli szybkość oddychania) za­
leży bezpośrednio od stopnia redukcji cytochrom u c, a czynnikiem  regulu­
jącym  jest potencjał fosforylacyjny.

Dane eksperym entalne potwierdziły, że przy niskiej w artości ilorazu 
[ATP]/[ADP] [P¡] (gdy m itochondria są traktow ane oligomycyną i roz- 
przęgaczem) szybkość oddychania była proporcjonalna do redukcji cyto­
chrom u c. Po ekstrapolacji redukcji cytochrom u c do 100% liczba obro­
tów dla cytochrom u c była rzędu 70 s_t, a dla cytochrom u a3 odpowiednio 
140 s-1. P rzy  wysokiej wartości ilorazu [ATP]/[ADP] [Pi] (gdy dodano do 
zawiesiny m itochondrów 3 mM ATP) szybkość oddychania była hamowana 
przy wszystkich poziomach redukcji cytochrom u c, lecz w większym sto­
pniu, gdy cytochrom  c był bardziej utleniony. W kom órkach (in vivo) ob­
serw uje się około 10°/o redukcji cytochrom u c i w tedy liczba obrotów wa­
ha się od 7 s-1 dla niskiej wartości [ATP]/[ADP] [P¡] do m niej niż 1 s-1 
dla wysokich wartości [ATP]/[ADP] [Pi]. W przypadku fosforylujących mi- 
tochondriów (wysoki stosunek [ATP]/[ADP] [Pi]), przy 10°/o redukcji cyto­
chromu c, liczba obrotów wynosi od 0,3 do 0,7 s-1, co daje zm iany w ar­
tości stałej szybkości od 10 do 20 razy dla utlenienia zredukowanego cyto­
chromu c.

Oprócz w pływ u nukleotydów  adeninowych na redukcję cytochrom u c 
znane są także bezpośrednie oddziaływania tych nukleotydów  na samą 
oksydazę cytochromową. ATP wpływa na pozorne potencjały oksydacyj- 
no-redukcyjne oksydazy. Szereg autorów wykazało obniżenie wielkości 
tych potencjałów po dodaniu ligandów (inhibitorów, rozprzęgaczy) oraz po 
dodaniu ATP (50, 51). T rudno powiedzieć, czy istnieje zależność między 
kompleksem cytochromowym  c-a-a3 i kompleksami syntetazy ATP. W myśl 
teorii chemiosmotycznej zależność taka nie powinna istnieć. Y o n g
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i K i n g  (52) postulowali kontrolę solubilizowanej oksydazy cytochromo­
wej przez ADP. Podejmowano także próby badania właściwości liposo- 
mów zawierających oksydazę i syntetazę ATP, co mogłoby w  szerszym 
zakresie przyczynić się do w yjaśnienia omawianego zagadnienia (53).

Mechanizm regulacji oddychania, proponowany przez W i l s o n a  (48, 
49) mimo niew ątpliw ych zalet, jest także krytykow any dlatego, że w nie­
w ystarczający sposób opisuje regulację związaną z funkcjonow aniem  łań­
cucha oddechowego. Rola, jaką W i l s o n  przypisyw ał oksydazie cyto­
chromowej, nie okazała się aż tak  istotna w porównaniu z innym i czyn­
nikam i kontrolnym i. Szczegóły tego zagadnienia zostały omówione w ar­
tykule D u s z y ń s k i e g o  (54). Określenie w pływ u szeregu param etrów  
na oddychanie m itochondriów jako całości (55) stanowi obecnie jeden 
z głównych problem ów badawczych w bioenergetyce. P rzyjm ując za jed­
ność sumę wszystkich sił kontrolujących oddychanie G r o e n i współpra­
cownicy (56) przypisali oksydazie cytochromowej wielkość wynoszącą 0,17. 
Wielkość ta  jest dopiero trzecią co do wielkości w zestawieniu z pozosta­
łym i wartościam i sił kontrolowania.

IV. Wpływ zmian środowiska na aktywność enzymu 

IV-1. Wpływ pH

Zm iany pH środowiska powodują zmiany ładunku powierzchniowego 
błony. Teoretyczne rozważania na powyższy tem at można znaleźć w p ra­
cach przeglądowych opublikowanych między innym i w „Postępach Bio­
chemii” (24, 54). Zm iany pH mogą także pojawiać się lokalnie in vivo  
w pobliżu błon, w szczególności w w yniku przebiegu reakcji oksydoreduk- 
cyjnych i transportu  jonów. Jest to możliwe tym  więcej, że oksydaza cyto- 
chromowa spełnia rolę pompy protonowej związanej z transportem  elek­
tronów (3, 22, 57). W ykorzystanie znanych m etod pom iaru ładunku i po­
tencjału  na powierzchni błon pozwoliło rozpatryw ać możliwości wpływu 
tych param etrów  fizycznych na funkcję błon, a tym  samym  na aktywność 
enzymów błonowych, do których należy oksydaza cytochromowa.

W 1976 roku doniesiono o współzależności m iędzy pH, siłą jonową 
(zmienne stężenia dodawanego KC1) i aktywnością oksydazy cytochrom o­
wej w błonie m itochondrialnej (58). Także badania W ilsona wykazały 
proporcjonalność między szybkością oddychania, redukcją cytochrom u c 
i pH. P rzy  niskim stosunku [ATP]/[ADP] [P¡] w w yniku dodania oligomy- 
cyny i rozprzęgaczy wzrost redukcji cytochrom u c był niezależny od pH 
w granicach 6,5—8,0. P rzy  wysokiej wartości stosunku [ATP]/[ADP] [Pi] 
obserwowano w yraźną zależność szybkości oddychania od pH. P rzy  każdej 
wartości pH, niezależnie od poziomu zredukowanego cytochrom u c, do­
danie ATP hamowało szybkość oddychania i inhibicja ta  w zrastała stop­
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niowo równolegle ze wzrostem  pH. K ilku autorów zajmowało się zależ­
nością m iędzy aktywnością izolowanej oksydazy cytochromowej i pH (59, 
60). Liczba obrotów enzym u i K m w zrastają, gdy pH m aleje w granicach 
od 8,6 do 4,6 (60). Aktywność enzym u jest niezależna od pH przy stoso­
waniu T w e e n 20 i fosfolipidów o zerowym ładunku. Natomiast polia- 
niony, stosowane w szczególności przy niskiej sile jonowej, przesuwają op­
tim um  pH w kierunku alkalicznym  (61). Obserwowano około dw ukrotny 
wzrost utleniania przypadającego na obniżenie pH o jednostkę między pH 8 
i pH 6. Względne optimum pH enzym u obniża się ze wzrostem  siły jo­
nowej (50). Stopień redukcji cytochrom u c także zależy od pH i m aleje ze 
w zrostem  pH (27).

Nie ty lko zmiana pH, ale także inne czynniki (detergenty, jony, fosfo­
ry lacja  białek błonowych) zmieniają potencjał na powierzchni błony ham u­
jąc lub stym ulując aktywność enzymu (24). Odbiciem tych procesów są 
mierzone zmiany wartości pozornych Km. Zm iany ładunku wywołane 
przez fosfolipidy oraz wpływ siły jonowej i polikationów zostaną omówio­
ne w dalszej części artykułu .

IV-2. Oddziaływanie elektrostatyczne

Poznanie szeregu podstawowych właściwości cytochrom u c (bierze 
udział w transferze elektronów  łańcucha oddechowego, posiada określony 
skład aminokwasowy poznany bardzo wcześnie jako trzecie z kolei białko, 
wyosobniony w postaci krystalicznej) odwróciły niejako uwagę od jego 
możliwości oddziaływań elektrostatycznych i znaczenia tych oddziały­
wań (62).

Cytochrom c posiada na swej powierzchni 19 dobrze rozpoznanych 
reszt lizylowych. Zmodyfikowane cząsteczki cytochrom u c, w szczególności 
preparaty  zawierające jednopodstawionę grupy lizylowe były używane 
jako substraty  oksydazy cytochromowej (63—67). Udział zmodyfikowa­
nych cytochromów c w transferze elektronów  był bardzo zróżnicowany. 
Ciekawe wyniki otrzym ano również, gdy porównano zachowanie się zmo­
dyfikowanych cytochromów c w kompleksach z ich m em branowym i part­
neram i, w tym  z oksydazą cytochromową. Okazało się, że wym iana elek­
tronów w cytochromie c ma miejsce przy kraw ędzi hem u albo w jego 
bliskości i przepływ elektronów z innej części powierzchni białka jest m a­
ło prawdopodobny (68). W szystkie pochodne cytochrom u c o podstawio­
nych resztach lizylowych obniżają aktywność enzymatyczną. Obliczony 
moment dipolowy tych białek był duży (ponad 300 debey), a dodatni od­
cinek osi dipola przecinał przednią powierzchnię białka dokładnie w ob­
szarze transferu  elektronów  (69). M itochondrialni partnerzy cytochro­
m u c wykazują ładunek ujem ny i przez to są prawidłowo ukierunkow ani 
względem cytochromu c przez działające siły elektrostatyczne w procesie
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transferu  elektronów. Natom iast zmodyfikowane chemicznie cytochro- 
my c m ają dipole ustawione nieprawidłowo. Dipole ustawione niepraw i­
dłowo w ykazują zmienną siłę oddziaływania. O rientacja przestrzenna jaką 
zmodyfikowane cytochrom y c przyjm ują po zbliżeniu się do partnera  jest 
też nieprawidłowa. Potrzeba wówczas dodatkowej pracy do obrotu zmo­
dyfikowanej cząsteczki cytochrom u c w polu elektrycznym  o taki kąt, 
aby możliwy był spraw ny przepływ elektronów. Ta dodatkowa praca 
podwyższa energię aktyw acji enzym u i obniża jego aktyw ność (69). Po­
chodne uzyskane w w yniku m odyfikacji wew nętrznego obszaru cząsteczki 
cytochromu c bardziej ham ow ały przepływ elektronów  niż te cząsteczki 
zmodyfikowanego cytochrom u c, które traciły  aktyw ność jedynie w w yni­
ku zmiany orientacji dipola.

Oksydaza cytochromowa reaguje w sposób zróżnicowany ze związka­
mi chemicznymi o różnych ładunkach. O znaczeniu praktycznym  takich 
badań świadczą prace z grupą leków anestetyków  (36). Niejonowe aneste- 
tyki nie wykazyw ały w badanych w arunkach wpływ u na aktyw ność 
oksydazy, podczas gdy kationowe anestetyki w ykazyw ały inhibicję m ie­
szanego typu. W innych badaniach, stosując niefizjologiczne reduk tan ty  
wykazano, że nieenzym atyczna redukcja oksydazy cytochromowej prze­
biega inaczej ze związkami posiadającym i ładunek ujem ny niż ze związka­
mi niejonowymi. I tak  ujem ne jony podsiarczynu (dwutionianu) w ykazują 
w procesie redukcji enzym u większą dostępność do cytochrom u a 3. Z redu­
kowana 5,10-dwuhydro-5-m etylofenazyna, nie w ykazująca ładunku, rea­
guje szybciej z cytochromem  a niż z cytochromem  a3 (70). W yniki te są 
w pewnej sprzeczności z badaniam i innych autorów (71, 72, 73). Ogólnie 
przyjm uje się, że w obecności reduktantów  cytochrom  a jest redukow any 
jako pierwszy, przed cytochromem  a3. Nie wyklucza się udziału w tej 
reakcji CuA jako pierwszego reagenta oksydazy cytochromowej w pro­
cesie redukcji (1). CuA i cytochrom  a znajdują się względem siebie w rów ­
nowadze oksydacyjno-redukcyjnej. Dla szeregu różnych białek, posiada­
jący właściwości oksydacyjno-redukcyjne, stała szybkości w reakcji z jo­
nami podsiarczynowymi jest drugiego rzędu (71).

IV-3. Znaczenie siły jonowej

Cytochrom c jest białkiem  zasadowym w ykazującym  ładunek dodatni 
w środowisku obojętnym  i w konsekwencji tego łatw o reaguje z aniona­
mi (74). Powinowactwo, stechiom etrię wiązania jonów i przestrzenne roz­
mieszczenie ładunku badano różnym i technikam i. W szczególności okre­
ślono wpływ anionów na potencjał redukcyjny cytochrom u c (75) i na 
interakcję natyw nych oraz zmodyfikowanych cytochrom ów c z oksydazą 
cytochromową (21). Reszty lizylowe w białkach o kationowym  charakterze 
części ich powierzchni biorą udział w procesie wiązania anionów (chlor­
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ków, fosforanów, cytrynianów ). O s h e r o f f  i współpracownicy (76) w y­
różniają w cytochromie c szereg miejsc wiążących różne aniony. W wią­
zaniu cytochrom u c z oksydazą cytochromową uczestniczą reszty lizylowe: 
8, 13, 72— 73, 86 i 87. W przedstaw ionym  obrazie przestrzennym  cytochro­
mu c reszty  te usytuow ane są w przedniej i górnej lewej części cząsteczki, 
a pozostałe w m niejszym  stopniu lub wcale nie uczestniczą w tworzeniu 
kom pleksu enzym — substrat (76).

Rodzaj buforu ma również wpływ na reakcję cytochromu c z reduk- 
tan tam i (77, 78). Znane są też wzajem ne oddziaływania m akrokationów 
i m akroanionów na b iso w a n ie  aktywności oksydazy cytochromowej i na 
odwracanie tej inhibicji (80). Cytochrom c wiąże się także z różnym i jona­
mi. D latego dokładnie badano szybkość utleniania cytochrom u c w nie­
wiążącym  buforze Tris — kwas kakodylowy jak i wpływ siły jonowej 
na pozorną stałą równowagi (81, 82).

Podobnie jak zasadowy cytochrom  c wiąże się łatwo z anionami, tak  
oksydaza cytochromową, będąca białkiem  kwaśnym , wiąże kationy. Poli- 
kationy stosowane w postaci polilizyn o różnych m asach cząsteczkowych 
okazały się efektyw nym i inhibitoram i enzym u (83, 84). Polikationy kon­
ku ru ją  z cytochromem  c o ujem ne elektrycznie miejsce wiązania w oksy­
dazie cytochromowej i obniżają aktywność enzymu (85).

Nie tylko rodzaj jonów odgrywa rolę w in terakcji cytochromu c 
z oksydazą cytochromową, ale także wartościowość i ilość jonów w roz­
tworze. Dlatego od siły jonowej środowiska zależy przebieg szeregu pro­
cesów i ich końcowy efekt. W szystkie reakcje oksydacyjno-redukcyjne są 
wrażliwe na zmiany siły jonowej (79). Wielkość siły jonowej wpływa 
na w artość param etrów  fizycznych (potencjały) (75) i kinetycznych (86, 
87, 88). Z obniżeniem siły jonowej rośnie stabilność kom pleksu cytochro­
m u c — oksydaza cytochromową (89, 90). Duża zbieżność wyników badań 
nad enzymem związanym z błoną w tych samych w arunkach siły jonowej 
pozwala wnioskować, że in vivo  oksydaza jest umiejscowiona w polianio- 
nowych miejscach błony m itochondrialnej (60).

Stwierdzono, że od wielkości siły jonowej zależy możliwość wykazania 
dwóch miejsc wiązania cytochrom u c przez oksydazę cytochromową. Przy 
niskiej sile jonowej określono param etry  kinetyczne (Km, Vmax) obu miejsc 
charakteryzujące zróżnicowane powinowactwo oksydazy cytochromowej 
do cytochromu c. W tych  w arunkach uzyskane param etry  kinetyczne, 
określone metodami spektrofotom etrycznym i i polarograficznym i, różniły 
się od siebie (91). Natomiast zwiększenie siły jonowej buforu fosforano­
wego zacierało te różnice (20, 74). Zdaniem N i c h o l l s a  i współpra­
cowników (26) oba miejsca w oksydazie wiążące cytochrom  c znajdują 
się wyłącznie w w ew nętrznej błonie m itochondrialnej (Ryc. 2). Cyto­
chrom c związany w tzw. m iejscu silnie wiążącym ma dostęp do obu 
centrów  oksydazy cytochromowej czyli do cytochrom u a i cytochromu a 3,
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podczas gdy cytochrom  c luźno związany z enzymem ma dostęp tylko 
do centrum  katalitycznego cytochrom u a.

Te i inne rozważania przyczyniły się do zaproponowania prostego mo­
delu elektrostatycznego reakcji cytochrom u c z oksydazą (62). Związana 
w błonie oksydaza cytochrom owa w ykazuje ładunek ujem ny a cytochrom c 
ładunek dodatni. Ilościowy udział obu form cytochrom u c (związanego 
z błoną i w  formie rozpuszczalnej) zależy od siły jonowej. P rzy  niskiej sile 
jonowej postać związana z błoną będzie uprzyw ilejow ana, a przy wysokiej

Ryc. 2. Przypuszczalne rozmieszczenie dwóch miejsc wiążących cytochrom  c w oksy­
dazie cytochrom ow ej. M iejsce silnie wiążące (I) i lu in o  wiążące (II) (wg 26).

sile jonowej uprzyw ilejow ana będzie postać rozpuszczalna. P rzy  każdej 
w artości siły jonowej zachodzi proporcjonalność m iędzy ilością cytochro­
m u c związanego z błoną a jego ilością całkowitą w komórce. Cytochrom c 
związany z błoną w ykazuje uprzyw ilejow aną orientację wobec transferu  
elektronów  poprzez udział jego dipola. Związanie do enzym u pierwszej 
cząsteczki cytochrom u c jest silniejsze niż związanie drugiej cząsteczki. 
Będzie ona zakłócać oraz obniżać pole elektrostatyczne układu. W następ­
stw ie tego obniżenia możliwość związania drugiej cząsteczki cytochrom u c 
do m iejsca aktyw nego w enzymie jest odpowiednio zmniejszona (36, 62). 
Jedynym  założeniem koniecznym  w tym  modelu jest to, że elektrostatyczne 
oddziaływanie jednej cząsteczki związanego cytochrom u c wobec możli­
wości związania następnej w inna się charakteryzow ać wystarczająco du­
żym obniżeniem  wartości stałej m iejsca wiązania.

V. Inhibitory

Stosowanie inhibitorów  umożliwia szczegółową analizę regulacji po­
szczególnych etapów szlaków m etabolicznych (29). Istn ieją  cztery kate­
gorie inhibitorów  oksydazy cytochromowej (50):

1) inhibitory  kom petycyjne względem tlenu  (CO i być może NO);
2) inhibitory  wiążące się z hem em  niekom petycyjnie wobec tlenu  i cy ­

tochrom u c (HCN, N3H, hydroksylam ina, H 2S, F “ , mrówczan);
3) inh ib itory  niekom petycyjne nie oddziaływujące na grupy hemowe
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(jony fosforanowe, zasadowe wartości pH i być może związki grupy SH);
4) inh ib itory  kom petycyjne względem cytochromu c (kationy, polika- 

tiony).
Inhibitory  ostatnich dwu kategorii omówiono w poprzednim rozdziale. 

Inh ib ito ry  dwu pierwszych kategorii zalicza się do tzw. ligandów hem o- 
wych. Dostarczają one najw ięcej bezpośrednich inform acji o m echanizm ie 
reakcji katalizowanej przez oksydazę. Ponadto do inhibitorów  oksydazy 
cytochrom owej można zaliczyć jeszcze związki ham ujące działanie oksy­
dazy jako pompy protonowej (19,92).

Różne aspekty badań w pływu inhibitorów na oksydazę cytochrom ową 
(93-99) stanow ią obszerną dziedzinę, która mogłaby być treścią osobnego 
opracowania. Różnorodne zastosowanie i wykorzystanie inhibitorów  przy­
czyniło się do znacznego postępu w badaniach s tru k tu ry  i funkcji oksydazy 
cytochromowej. Faktem  jest, że wszystkie wym ienione inhibitory są związ­
kam i obcymi dla ustro ju  i w ytworzonym i poza ustrojem . Jedynym  w y ją t­
kiem  może być mrówczan, k tóry  ham uje aktywność oksydazy w m ito- 
chondriach, w cząstkach przenoszących elektrony oraz w rozpuszczalnej 
oksydazie (99). Nie wdając się w dyskusjię nad m echanizm em  tego działa­
nia, w arto  się zastanowić, czy mrówczan może działać jako fizjologiczny 
inhibitor oksydazy cytochromowej. Ze znanych ligandów m rówczan jest 
jedynym , którego ilość w ustro ju  może być zmienna, może ulegać znacz­
nym  wahaniom  i przenika przez w ew nętrzną błonę m itochondrialną. 
W w arunkach norm alnych jest on m etabolizowany do form yloczterohydro- 
folianu albo utleniany do C 0 2 pośrednio przez bakterie lub peroksydatyw - 
nie przez H20 2 i katalazę u niektórych ssaków. Katalaza, jak i oksydaza 
cytochromowa, należą do białek hemowych, a model inhibicji oksydazy 
cytochromowej przypom ina inhibicję katalazy. Przypuszcza się, że m rów ­
czan łączy się w postaci niezdysocjowanego kwasu w szóstej pozycji koor­
dynacyjnej żelaza cytochrom u a3 dając kompleks podobny jak  z katalazą. 
M rówczan, jako jedyny inhibitor w w arunkach niepatologicznych, może 
pojawiać się w podwyższonym stężeniu w ustroju, lecz trudno  sądzić, by 
znacznie związał enzym in vivo. Taki pogląd przyjęto na podstawie obser­
wacji wpływu m rówczanu na katalazę, w m iarę jak  pH w ątroby obniżało 
się post mortem. P rzy  spadku pH zwiększa się inhibicja oksydazy przez 
mrówczan. Nie jest jednak prawdopodobne, aby m rówczan mógł osiągnąć 
stężenie milimolowe wym agane do związania enzymów zaw ierających że­
lazo, nie mówiąc już o tym , że dwudziestokrotnie wyższy poziom jest 
w ym agany do blokowania w pełni aktywnego układu.

VI. Rola środowiska lipidowego

Znana jest od dawna regulacyjna rola fosfolipidów w oznaczaniu 
aktyw ności m itochondrialnych enzymów związanych z błoną (100, 101,
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102). Równolegle z rozwojem wiedzy o funkcji i s truk turze oksydazy cyto- 
chromowej wzrosła wiedza o wpływie fosfolipidów w regulacji aktywności 
tego enzymu. Powszechnie wiadomo, że po wyizolowaniu enzymu z błony 
m itochondrialnej dla przyw rócenia jego aktywności w przenoszeniu elek­
tronów  konieczne są fosfolipidy (103) lub niedenaturujące detergenty 
(104, 105, 106). Tylko kilka ze znanych fosfolipidów jest silnie związanych 
z enzymem, a pozostałe łatw o podlegają wymianie. Enzym pozbawiony 
części fosfolipidów traci kilkadziesiąt procent swej aktywności (1, 107). 
W ysunięto różne poglądy na  rolę, jaką spełniają lipidy i fosfolipidy 
w funkcjonowaniu enzym ów łańcucha oddechowego (108). Fosfolipidy 
tw orzą kompleksy z substratem  oksydazy cytochromowej (109), oddziały- 
w ują na środowisko (60), powodują zmiany płynności środowiska w zależ­
ności od rodzaju obecnych lub dodanych fosfolipidów (110), w pływ ają na 
właściwości fizyczne białek (111) i na podjednostki oksydazy (112), a także 
na wielkość ładunku (92).

Niespecyficzne działanie fosfolipidów na funkcjonowanie oksydazy 
cytochromowej w yjaśnia anionowy charak ter fosfolipidów (fosfolipidy 
kwaśne) lub właściwości jonu obojnaczego (110). Zaobserwowano ostatnio 
zbieżność między aktyw ującym  wpływem  fosfolipidów na oksydazę i w ła­
ściwościami spektroskopowym i enzymu. W ykazano, że fosfolipidy w pływ a­
ją  na równowagę różnych stanów konform acyjnych oksydazy cytochrom o­
wej (39, 60).

Obserwowany in vitro  drastyczny wpływ fosfolipidów na zachowanie 
się oksydazy cytochromowej w ątpliw y jest w  badaniach in vivo. D otych­
czas brak odpowiedzi na pytanie, czy w w ew nętrznej błonie m itochon­
drialnej są obszary stym ulujące lub ham ujące funkcjonowanie enzymu.

VII. Allosteryczna interakcja między katalitycznymi centrami enzymu

Oksydaza cytochrom  owa może występować w więcej niż jednej kon­
form acji (113). Dotychczas zostały opisane dwie konform acje utlenionego 
enzymu. Jedną z nich nazwano stanem  spoczynkowym (resting) drugą — 
stanem  pulsującym  (pulsed  albo oxygenated). Taki opis enzymu nazwano 
modelem Antoniniego (114). Brudvig i współpracownicy (115) są zdania, 
że enzym może też występować w trzeciej konform acji, oznaczonej jako 
„g 12”, a w ykrytej przy zastosowaniu rezonansu param agnetycznego 
(EPR). Każda z konform acji enzym u różni się właściwościami w iązania 
ligandów w m iejscu a3 — CuB (115).

Dla uproszczenia opisu mechanizm u działania enzym u przyjm uje się 
jego występowanie w dwóch stanach: spoczynkowym i pulsującym . Enzym 
w obu wym ienionych stanach można scharakteryzow ać przez różniące się 
param etry  spektroskopowe, struk tu ra lne  i kinetyczne (4). Obie s tru k tu ry  
enzym u zachowują katalityczne właściwości oksydazy. W w yniku pełnego
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utlenienia cząsteczki enzym przybiera konform ację spoczynkową. K onfor­
m ację pulsującą zaś po ekspozycji na tlen m olekularny uprzednio całko­
wicie zredukow anej cząsteczki białka oksydazy. Enzym w konform acji 
spoczynkowej reaguje z tlenem  powoli, natom iast w konform acji pu lsu ją­
cej reaguje szybko i dlatego katalitycznie jest efektywniejszy. E fektyw niej­
sze jej działanie znalazło odbicie w wartościach stałych szybkości reakcji. 
Napływ ające elektrony redukują  enzym który  może albo reagować z tle ­
nem, albo przechodzić z form y spoczynkowej w pulsującą jeszcze przed 
reakcją z tlenem . Także w  toku reakcji enzym  przechodzić może z jednej 
konform acji w drugą, a dotyczy to tak  oksydazy rozpuszczalnej jak  i zw ią­
zanej z błoną. In vivo  na ogół oksydaza w ystępuje w stanie pulsującym . 
W cześniejsze badania L e m b e r g a  (116) dotyczące oksydazy spoczyn­
kowej jak  i badania innych autorów  z użyciem inhibitorów (117, 118) su­
gerują, że oksydaza cytochromowa ma cechy układu allosterycznego. 
W spoczynkowym stanie enzym u utleniony cytochrom a3 wolno reagu je  
z inhibitoram i, chociaż jest to  ten  komponent, k tóry  wiąże ligandy. P o­
w olny przebieg reakcji zależy od stanu oksydacyjno-redukcyjnego innych 
m iejsc w  enzymie. Podsiarczyn sodowy redukuje szybciej cytochrom  
a podczas gdy redukcja cytochrom u a3 postępuje wolniej. Pow olna reakcja 
enzym u spoczynkowego z tlenem  zależy prawdopodobnie od in terakcji 
między cytochrom em  a3 i CuB. Na podstawie danych doświadczalnych 
Nicholls i współpracownicy (34, 46) przedstaw ili hipotezę opisującą allo- 
steryczną in terakcję  między centram i katalitycznym i enzymu. W edług ich 
założeń oba cytochrom y a i a3 m ają porównywalne powinowactwo do 
elektronów  w enzymie spoczynkowym. Redukcja jednego z centrów  pro­
wadzi do zm iany struk tu ra lnej drugiego centrum  i obniża jego powino­
wactwo do elektronów . Dlatego w częściowo zredukow anym  enzymie u tle ­
nione centrum  wykazuje niższy potencjał niż w enzymie spoczynkowym, 
nie poddanym  częściowej redukcji (110). W związku z proponowanym  
modelem allosterycznym  nasuwa się pytanie, czy znane są odpowiednie 
efektory allosteryczne. O ile są, to dotychczas nie zostały zidentyfiko­
wane.

VIII. Uwagi końcowe

W niniejszym  artykule omówiono główne czynniki mogące wpływ ać 
na aktyw ność oksydazy cytochromowej. Większość z nich została spraw ­
dzona w badaniach in vitro. Ich znaczenie in vivo  jest nieraz krytykow ane. 
W omówieniu pom inięto zagadnienia regulacji syntezy enzym u i jego 
pełnej sprawności. Sprawność ta  wcale nie jest tak  oczywista, jak milcząco 
zakładamy. Skutki nieprawidłow ej s tru k tu ry  enzym u mogą być przyczyną 
nieprzew idzianych perturbacji związanych z wolniejszą i niecałkow itą 
redukcją cząsteczki tlenu. P rzy  niespraw nym  działaniu enzym u może na­
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stąpić uwolnienie częściowo tylko utlenionych pośredników (nadtlenków, 
ponadtlenków, rodników hydroksylowych). W tedy zdolność układu utlenia­
nia nie będzie w pełni w ykorzystana, a term odynam iczna wydajność oddy­
chania obniżona. Z n a tu ry  reaktyw ne pośredniki u tleniania mogą stać się 
źródłem  uszkodzenia komórki. Ma to znaczenie zwłaszcza u osobników 
starszych, u k tórych system  redukujący tlen jest z reguły m niej spraw ny 
(39). N iesprawny układ utleniania jest także m niej w ydajny w utlenianiu 
obcych substancji chemicznych, często niepożądanych, pojaw iających się 
w ustro ju  w w yniku narastającego zanieczyszczenia środowiska na tu ra l­
nego. Nie mniejsze znaczenie ma spraw ny układ oksydacyjno-redukcyjny 
w m etabolizowaniu leków (36).

Przedstawione param etry  regulujące aktyw ność oksydazy cytochro­
m owej dotyczyły w większości badań in vitro, a nie in vivo. Oksydaza 
cytochromowa będąca enzymem związanym z błoną ogranicza w pewnym 
sensie badania in vivo. Enzym ten odgrywa też ogólniejszą rolę regulacyj­
ną m em branow ych układów oksydacyjno-redukcyjnych. Do jednych 
z czynników mogących mieć regulacyjny wpływ na aktyw ność enzymów 
wbudow anych w błony biologiczne należy oddziaływanie elektrostatyczne 
i związane z nim  zmiany ładunku powierzchniowego błon (119, 120). 
N i c h o l l s  (99) uważa, że funkcjonowanie oksydazy in vivo  zależy tylko 
od poziomu obu substratów , cytochrom u c i tlenu, oraz od stanu energizacji 
błony m itochondrialnej. Jest to układ dynamiczny, zm ieniający się w okre­
ślonych granicach w zależności od zaistniałych warunków.
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Wykaz skrótów  i objaśnienia: PEP-fosfoenolopirogronian, OAA-szczawiooctan, 
CCCP-karbonylocyjanekchlorofenylohydrazonu, K arboksykinaza fosfoenolopirogro- 
nianowa (EC. 4.11.32 karboksyliaza GTP:szczawiooctan (transfosforylująca)), Syntaza 
cytrynianow a (EC. 4.1.3.7 szczaw iooctan-liaza cy tryn ianu  (acetylująca CoA)), Dehyd­
rogenaza jabłczanow a (EC. 1.1.1.37 oksydoreduktaza L-jabłczan:NAD), K arboksylaza 
pirogronianow a (EC. 6.4.1.1. ligaza p irogronian:dw utlenek (ADP)), Liaza adenylobur- 
sztynianowa (EC. 4.3.2.2. A M P-liaza adenylobursztynianu), A m inotransferaza alan i- 
nowa (EC. 2.6.1.2 am inotransferaza L -alanina:2-oksoglutaran), Dehydrogenaza gluta- 
m inianow a (EC. 1.4.1.2 oksydoreduktaza L -glutam inian:N A D  (dezaminująca))

I. Wstęp

O c h o a  i współpracownicy (1) opisali w roku 1947 enzym atyczną de- 
karboksylację L -jabłczanu do pirogronianu i C 0 2 ktalizow aną przez eks­
trak ty  w ątroby gołębia. Enzym katalizujący tę reakcję nazwano enzymem 
jabłczanowym  (malic enzym e). Określenie to jest obecnie szeroko stoso­
wane, chociaż w  piśm iennictw ie spotyka się inne nazwy jak: zależna od 
NADP dehydrogenaza jabłczanow a lub dehydrogenaza jabłczanowa dekar- 
boksylująca. Reakcję katalizow aną przez enzym  jabłczanowy można za­
pisać następująco (Reakcja 1):

n a d (p)  n a d (p) h

V  M n ~ y  (l)i — jflhłpyan«  ̂ pirogronian +  COz

Najbardziej efektyw nym  aktyw atorem  tej reakcji są jony m anganawe 
(2—6), które mogą być zastąpione przez: Co++, Mg++, Ni++, Cd++ (2, 
4—6). K rystaliczny enzym  jabłczanowy otrzym any z w ątroby gołębia 
(7, 8) oprócz reakcji dekarboksylacji jabłczanu do pirogronianu i C 0 2, 
katalizuje dekarboksylację szczawiooctanu zgodnie z równaniem  (Reak­
cja 2):

O A A ----------- > p irogronian+ C 0 2 (2)

oraz redukcję 2-ketokwasów w obecności NADPH według rów nania (Re­
akcja 3):

2-ketokw as+ N ADPH----------- >-2-hydroksykwas +  N ADP (3)

Enzym jabłczanowy otrzym any z wielu tkanek  zwierzęcych dekarbok- 
syluje jabłczan przy udziale NADP (2— 13), natom iast enzym  izolowany 
z bakterii zarówno przy udziale NADP jak  i NAD (14,15). Kilka lat tem u 
stwierdzono aktywność zależnego od NAD enzym u jabłczanowego w m ito- 
chondriach izolowanych z serca królika (6, 16) i kory nadnerczy (17-19). 
Obecnie wiadomo, że ta  form a enzym u jabłczanowego w ystępuje także 
w innych tkankach zwierzęcych (20, 21) oraz ludzkich (22). Ponadto w y­
kazano, że zależny od NADP enzym  jabłczanow y izolowany z m itochon- 
driów (23) oraz cytoplazm y m ięśni szkieletow ych szczura katalizuje w  od­
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powiednich w arunkach oksydacyjną dekarboksylację jabłczanu w obec­
ności NAD.

Z przytoczonych danych wynika, że enzym jabłczanowy może katalizo­
wać kilka reakcji. W związku z tym , M iędzynarodowa Unia Biochemiczna 
zaleciła stosowanie następujących oznaczeń (25):

EC 1.1.1.38 Dehydrogenaza jabłczanow a (dekarboksylująca szczawiooctan) 
na oznaczenie enzymu katalizującego reakcję (Reakcja 4):

L -jab łczan+ N A D  p iro g ro n ian + C 0 2 +  NADH (4)

EC 1.1.1.39 Dehydrogenaza jabłczanow a (dekarboksylująca) na oznaczenie 
enzym u katalizującego reakcję (Reakcja 5):

L -jabłczan+N A D  ^  pirogronian +  C 0 2 +  NADH (5)

EC 1.1.1.40 Dehydrogenaza jabłczanow a (dekarboksylująca) (NADP) na 
oznaczenie enzym u katalizującego reakcję (Reakcja 6):

L-jabłczan +  NADP p iro g ro n ian + C 0 2 +  NADPH (6)

Enzym oznaczony EC 1.1.1.38 w odróżnieniu od enzym u EC 1.1.1.39 kata­
lizuje dekarboksylację szczawiooctanu.

II. Subkomórkowe występowanie enzymu jabłczanowego w tkankach 
zwierzęcych

Doświadczenia O c h o a i współpracowników (1) pozwoliły na zlokali­
zowanie enzym u jabłczanowego we frakcji cytoplazm atycznej w ątroby 
gołębia. Późniejsze prace innych autorów  w pełni potwierdziły te obser­
wacje (26). Doświadczenia publikow ane kilka la t później przem awiały za 
możliwością występowania enzym u jabłczanowego również w mitochon- 
driach serca (27-29). S i m p s o n  i E s t a b r o o k  (30-32) stw ierdzili 
obecność tego enzymu zarówno w cytoplazmie jak  i m itochondriach otrzy­
m anych z kory nadnerczy wołu. Ponadto wykazali, że enzym izolowany 
z m itochondriów różni się właściwościami fizykochemicznymi i katalitycz­
nym i od enzym u cytoplazmatycznego. Podobne wyniki otrzym ano izolując 
enzym  jabłczanowy z serca wołu (33-35), wieprza (36), szczura (37), mózgu 
wołu (38, 39) oraz mięśni szkieletowych szczura (2, 3, 40). Ze względu 
na jego subkomórkowe rozmieszczenie można wyróżnić dwie grupy tkanek 
lub narządów: takie, w których enzym ten znaleziono głównie w cyto­
plazmie i takie, w których w ystępuje zarówno w cytoplazmie jak i m ito­
chondriach. Do pierwszej grupy można zaliczyć w ątrobę (13, 26) oraz białą 
(13) i b runatną (10) tkankę tłuszczową, a do drugiej serce (33-35), nadner­
cza (30-32), mózg (38, 39), nerkę (13) i mięśnie szkieletowe (2, 3, 40).
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III. Fizjologiczna rola enzymu jabłczanowego

Według O c h o a i współpracowników (1) enzym jabłczanowy miał 
odgrywać istotną rolę w procesie biosyntezy jabłczanu w tkankach zwie­
rzęcych. Przez wiele lat panował pogląd, że jest to ważny proces na drodze 
przem iany pirogronianu i jego prekursorów  do glukozy w wątrobie. Jed­
nakże odkrycie aktywności karboksylazy pirogronianowej w mitochon- 
driach w ątroby szczura spowodowało zmianę poglądów na tem at roli 
enzym u jabłczanowego w procesie glukoneogenezy. Obecnie uważa się, że 
zasadniczą rolę w przem ianie pirogronianu i jego prekursorów  do glukozy 
w w ątrobie odgrywa karboksylacja pirogronianu katalizowana przez kar- 
boksylazę pirogronianową.

W zrost aktywności enzym u jabłczanowego oraz innych enzymów od­
powiedzialnych za redukcję NADP pod wpływem czynników horm onal­
nych i dietetycznych pozwala sądzić, że jedną z ról tego enzym u jest 
produkcja równoważników redukcyjnych (41-47). Ścisła korelacja po­
między wzrostem  aktywności enzym u jabłczanowego a procesem lipo- 
genezy w w ątrobie sugeruje, że enzym ten może być odpowiedzialny za 
regenerację NADPH w ykorzystyw anego w procesie biosyntezy kwasów 
tłuszczowych (45, 46).

Udział enzym u jabłczanowego w reakcjach hydroksylacji zachodzących 
w procesie biosyntezy hormonów sterydow ych w korze nadnerczy sugero­
wano opierając się na obserwacji stym ulow ania syntezy kortykosteronu 
z dezoksykortykosteronu przez jabłczan oraz na wysokiej aktyw ności mi- 
tochondrialnego i cytoplazm atycznego enzymu jabłczanowego w korze 
nadnerczy (30-32). Enzym cytoplazm atyczny katalizuje karboksylację piro­
gronianu do jabłczanu utleniając NADPH powstający w wyniku działania 
dehydrogenaz cyklu pentozowego. Pow stały w ten  sposób jabłczan prze­
chodzi do mitochondriów, gdzie ulega oksydacyjnej dekarboksylacji pod 
wpływem  m itochondrialnego enzym u jabłczanowego redukując jedno­
cześnie m itochondrialny NADP. Z kolei m itochondrialny NADPH może 
być w ykorzystany w procesach hydroksylacji zachodzących w m itochon- 
driach.

N iewyjaśniona pozostaje rola enzymu jabłczanowego w tkankach in­
nych niż w ątroba i tkanki steroidogeniczne. Sugeruje się udział cyto­
plazmatycznego enzym u jabłczanowego z brunatnej tkanki tłuszczowej 
w procesie karboksylacji pirogronianu do jabłczanu (10). Ten ostatni może 
przechodzić do m itochondriów, gdzie ulega przem ianie do szczawiooctanu, 
k tóry z kolei jest akceptorem  acetylo-CoA powstającym  w procesie u tle ­
niania kwasów tłuszczowych. W ten sposób dzięki działaniu enzym u jab ł­
czanowego możliwe jest intensyw ne utlenianie kwasów tłuszczowych w 
b runantnej tkance tłuszczowej. Podobną rolę przypisuje się też m itochon-
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drialnem u enzymowi jabłczanowem u z serca (48). W tym  przypadku suge­
stia ta  w ydaje się jednak mało prawdopodobna, ponieważ enzym  m ito- 
chondrialny charakteryzuje niew ielka zdolność do katalizowania reakcji 
karboksylacji pirogronianu (6). W edług innych autorów  (6, 16, 49) m ito- 
chondrialny enzym jabłczanowy reguluje stężenie m etabolitów  cyklu 
K rebsa a tym  samym wpływa na metabolizm  energetyczny mięśni.

Z tego krótkiego przeglądu wynika, że o roli jaką enzym jabłczanow y 
odgrywa w  różnych tkankach decyduje jego rozmieszczenie subkom órko­
we. Dane na  ten  tem at są jednak bardzo fragm entaryczne i często n ie­
jednoznaczne.

IV. Enzym jabłczanowy z mięśni szkieletowych

IV-1. Rozmieszczenie subkomórkowe

W roku  1967 O p i e  i N e w s h o l m e  (50) stw ierdzili obecność enzy­
m u jabłczanowego w ekstraktach mięśni szkieletowych kury, gołębia, żaby 
i królika. K ilka lat później wykazano, że enzym  ten  w m ięśniach szkieleto­
wych w ystępuje w cytoplazmie i m itochondriach (48). Ilościowe rozm iesz­
czenie tego enzymu w mięśniach szkieletowych pomiędzy cytoplazm ą 
a m itochondriam i zależy od rodzaju mięśni. W m ięśniach czerwonych 
około 70% aktywności znajduje się w m itochondriach, podczas gdy w  m ię­
śniach białych m itochondrialny enzym stanowi około 30% całkow itej 
aktywności. Analizując rozmieszczenie enzym u jabłczanowego w m ięśniach 
szkieletowych otrzym anych z ty lnych kończyn 6-tygodniowego szczura 
stwierdzono, że m itochondrialny enzym stanowi około 50% całkow itej 
aktyw ności (51).

Tabela 1.

Porów nanie właściwości kinetycznych enzym u jabłczanowego izolowanego z m itochondriów  
i cytoplazm y mięśni szkieletowych szczura (2,3,40)

Enzym
m itochondrialny

Enzym
cytoplazm atyczny

K m  ( j a b l c z a n ) 0.33 mM 0.125 mM
K m  (N A D P) 6.8 [aM 11 [xM
K m  (M n + + ) 7.1 (jiM 9.5 ¡J.M
K m  (p i r o g r o n ia n ) 8.3 m M 4.0 m M
K m  ( N A D P H ) 19.6 [xM 6 . 6  [xM
K m  ( K H C O j ) 24.4 m M 24.0 m M
W pływ na reakcję
dekarboksylacji
1 . bursztynian i fum aran stym ulują nie wpływają
2. acetylo-CoA hamuje nieznacznie hamuje
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IV-2. Właściwości cytoplazmatycznego i mitochondrialnego enzymu jabłczanowego

W m ięśniach szkieletowych enzymy jabłczanowe, cytoplazm atyczny 
i m itochondrialny różnią się rozpuszczalnością w siarczanie amonowym 
(2, 3), szybkością wędrówki na kolumnie z DEAE-celulozą oraz punktem  
izoelektrycznym  (40). Obydwa enzym y są prawdopodobnie tetram eryczny- 
mi białkam i o ciężarze cząsteczkowym zbliżonym do 260000 (3, 40). Podo­
bieństw a i różnice właściwości kinetycznych obu form  enzym u jabłczano­
wego przedstawiono w tabeli 1. Na szczególną uwagę zasługują różnice w 
stałych Michaelisa wobec pirogronianu: enzym  m itochondrialny cechuje 
stała  dw ukrotnie wyższa. Istotną również cechą różniącą enzym m itochon­
drialny od cytoplazm atycznego jest zdolność katalizow ana karboksylacji 
pirogronianu. W przypadku enzymu m itochondrialnego szybkość karboksy­
lacji nie przekracza 20% szybkości dekarboksylacji (Tabela 2). Szybkość 
karboksylacji katalizowanej przez cytoplazm atyczny enzym osiąga około 
80°/o szybkości dekarboksylacji (Tabela 2). Biorąc pod uwagę powyższe dane 
w ydaje się, że in vivo  karboksylacja pirogronianu katalizowana przez mi­
tochondrialny enzym jabłczanowy nie odgrywa większej roli. W przypadku 
enzym u cytoplazm atycznego duża aktyw ność karboksylacji i znacznie niż­
sza Km wobec pirogronianu sugerują, że in vivo  enzym ten może katali­
zować karboksylację pirogronianu do jabłczanu.

Tabela 2.

K arboksylacja pirogronianu katalizow ana przez cytoplazm atyczny i m itochondrialny 
enzym jabłczanow y z mięśni szkieletowych szczura (2,3)

Szybkość reakcji 
(zmole x m in - 1  x m g - 1  białka enzymatycznego

Enzym
cytoplazm atyczny

Enzym • 
m itochondrialny

Dekarboksylacja
jabłczanu

Karboksylacja

.
25.2 2 0 . 6

pirogronianu, 5 m M  K H C O 3  5.3 (21%) —
10 m M  K H C O 3  9.0 (36%) —
25 m M  K H C O 3  15.5 (62%) —
50 m M  K H C O 3 20.0 (79%) 3.2 (16%)

Wartości w nawiasach przedstawiają procent szybkości karboksylacji w stosunku do dekarboksylacji.

Interesującą właściwością m itochondrialnego enzym u jest stym ulacja 
reakcji dekarboksylacji przez bursztynian i fum aran, obserwowana szcze­
gólnie przy niskich stężeniach jabłczanu (Tabela 3). W identycznych wa­
runkach dekarboksylacja katalizow ana przez enzym cytoplazm atyczny 
jest niew rażliw a na fum aran  i bursztynian (Tabela 3). Biorąc pod uwagę 
dużą szybkość reakcji dekarboksylacji katalizowanej przez m itochondrial-
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ny enzym  jabłczanowy, niską wartość Km wobec jabłczanu można przy­
puszczać, że zasadniczą rolą tego enzym u jest przem iana jabłczanu w piro- 
gronian.

Tabela 3.

W pływ bursztynianu i fum aranu na szybkość dekarboksylacji katalizowanej przez cytoplazm atyczny
i m itochondrialny enzym  jabłczanowy

Szybkość reakcji 
[xmolex m in - 1  x m g - 1  białka enzymatycznego

Jabłczan, 0.125 mM  
4- Bursztynian, 10 m M  
+  F um aran , 10 m M

Enzym
cytoplazm atyczny

5.5
5.5
5.5

Enzym
m itochondrialny

0 . 8

4.0
5.0

Wyniki opracowano na podstawie danych zawartych w piśmiennictwie (2,3).

W m itochondriach izolowanych z mięśnia sercowego królika, św inki 
m orskiej i gołębia oraz w m itochondriach mięśni piersiow ych gołębia 
stw ierdzono aktywność enzym u jabłczanowego zależnego od NAD (6). 
W ysunięto przypuszczenie, że m itochondria mięśni szkieletowych szczura 
zaw ierają również aktywność tego enzym u (52, 53). Późniejsze badania 
w ykazały jednak, że to zależny od NADP enzym  jabłczanow y może w 
pew nych w arunkach katalizować dekarboksylację jabłczanu w obecności 
NAD (23). Podobnym i właściwościami charakteryzuje się cytoplazm atycz­
ny  enzym  mięśni szkieletowych szczura (24).

IV-3. Rola cytoplazmatycznego enzymu jabłczanowego w resyntezie glikogenu z m le­
czanu w mięśniu szkieletowym

Jest spraw ą powszechnie znaną, że krótkotrw ały , intensyw ny w ysiłek 
prowadzi do dużej produkcji kwasu mlekowego w pracującym  m ięśniu. 
Stężenie tego m etabolitu w ludzkim  m ięśniu szkieletowym tuż po w ysiłku 
może osiągać 25 mmoli na kg m okrej m asy mięśnia (54, 55). N asuw a się 
więc pytanie o dalsze losy powstającego w m ięśniach szkieletowych m le­
czanu. Ogólnie rzecz biorąc, istnieją dwa przeciwstawne poglądy na ten  
tem at. Dawne prace M e y e r h o f a  i współpracowników (56, 57) oraz 
H i 11 a (58) sugerowały, że w m ięśniu szkieletowym żaby około 75°/o 
powstającego kwasu mlekowego ulega przem ianie do glikogenu. Późniejsze 
prace wskazywały, że w m ięśniu szkieletowym  królika (59) oraz człowieka 
(54) istnieje również możliwość resyntezy glikogenu z kwasu mlekowego 
po wysiłku. Jednakże znaczenie tych  obserwacji było często podważane 
z następujących przyczyn:
— szybkość syntezy glikogenu w izolowanych preparatach m ięśniowych
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była niew ielka (około 0.08 mmola jednostek glukozy wbudowanych 
w glikogen w ciągu m inuty  na kg m okrej masy m ięśnia (59));

— w badaniach in vivo  nie kontrolowano zużycia glukozy (54), która 
mogła być bezpośrednim  substratem  w biosyntezie glikogenu;

— izolowany m ięsień brzuchaty  (m. gastrocnemius) psa z niew ielką szyb­
kością wbudow uje znakowany węglem 14C mleczan do glikogenu (60);

— przepona szczura inkubow ana w obecności m leczanu wbudow uje nie­
wielkie ilości radioaktyw nego C 0 2 do glikogenu (61).
Dane te oraz doświadczenia K r e b s a  i W o o d f o r d a  (62), którzy 

nie w ykazali obecności kluczowych enzymów odpowiedzialnych za prze­
kształcanie m leczanu w glikogen, w dużym stopniu podważały poglądy do­
tyczące przem iany m leczanu w glikogen w m ięśniu szkieletowym. W zwią­
zku z tym  powszechnie panowało przekonanie, że pow stający w pracują­
cym m ięśniu szkieletowym  kwas mlekowy przedostaje się do krw i a na­
stępnie tą  drogą do wątroby, gdzie ulega przem ianie w glukozę. Ta z kolei 
poprzez krew  dostaje się do mięśni, gdzie stanowi między innym i substra t 
w biosyntezie glikogenu.

Nowe światło na problem  resyntezy glikogenu z m leczanu w m ięśniu 
szkieletowym  rzucają niedawno publikowane prace H e r m a n s e n a  
i V a a g e (55,63). Doświadczenia te w ykazują, że po wysiłku dochodzi do 
szybkiego znikania kwasu mlekowego z mięśni. Około 10% tego m etabo­
litu  przedostaje się do krwi, a pozostała część jest m etabolizowana w obrę­
bie mięśni, z czego m niej niż 15% jest spalane do dw utlenku węgla i wody 
(Schemat 1). W ynika z tego, że pozostałe 75% mleczanu musi być m etabo­
lizowane inną drogą (lub innym i drogami). A utorzy sugerują, że drogą tą 
może być proces biosyntezy glikogenu (55, 63). Sugestia ta  oparta  jest na 
następujących danych doświadczalnych (55, 63):

Schemat 1. M etabolizm m leczanu w ustro ju  ludzkim  po kró tko trw ałym  intensyw nym  
\*ysiłku
Powstający w pracującym mięśniu szkieletowym mleczan jest spalany przez mięśnie czerwone 
do CO, i HsO. W ten sposób metabolizowane jest około 15°/o powstającego mleczanu. Około 
10“/o tego metabolitu (również w postaci powstającej z mleczanu alaniny) przedostaje się po­
przez krew do wątroby, gdzie ulega przemianie do glukozy. Sugeruje się (55, 63), że pozostałe 
75*/« mleczanu ulega przemianie do glikogenu w mięśniu szkieletowym.
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— po w ysiłku zachodzi intensyw na biosynteza glikogenu w m ięśniu 
szkieletowym ;

— niew ielka część glukozy pobierana z krw i jest w ykorzystyw ana do 
biosyntezy glikogenu (aż 90°/o glikogenu jest syntetyzow ane z innych 
p rekursorów );

— istnieje zależność czasowa pomiędzy znikaniem m leczanu a biosyntezą 
glikogenu (w okresie 30 m inut po wysiłku obserwuje się liniowy spadek 
stężenia m leczanu z przeciętną szybkością 0.66 mmola na m inutę na kg 
masy m ięśnia oraz liniowy wzrost ilości glikogenu z przeciętną szybko­
ścią 0.56 mmola jednostek glukozy wbudowanych do glikogenu na 
m inutę na kg m okrej m asy mięśnia);

— z pomiarów różnic tętniczo-żylnych stężeń alaniny wynika, że cykl 
alaninow y nie odgrywa większej roli w znikaniu m leczanu z m ięśnia
szkieletowego.

Brak lub niska aktywność karboksylazy pirogronianowej w m ięśniach 
szkieletowych ssaków (50, 64) nasuwa pytanie, jaką inną drogą przebiega 
tam  przem iana m leczanu w glikogen. Zdolność katalizowania karboksylacji 
pirogronianu przez cytoplazm atyczny enzym jabłczanowy z m ięśni szkie­
letowych szczura wskazuje, że to on odgrywa zasadniczą rolę w tej prze­
mianie.

Z pom iarów stężeń jabłczanu w ludzkim  m ięśniu szkieletowym  wynika, 
że ilość tego m etabolitu  w zrasta około 10-krotnie po intensyw nym  w y­
siłku a następnie w yraźnie spada po wypoczynku (63). Tak więc k ierunek 
zmian stężeń jabłczanu jest analogiczny jak  mleczanu (Tabela 4). Jest

Tabela 4

Zaw artość glikogenu, m leczanu i jabłczanu w ludzkim m ięśniu szkieletowym

W  spoczynku Po wysiłku Po wypoczynku

G likogen 87.7 49.6 66.4
Mleczan 1 . 1 26.4 6 . 6

Jabłczan 0.07 0.67 0 . 2

Wartości wyrażają ilość mmoli x kg-1 mokrej masy mięśnia dla jabłczanu i mleczanu oraz mmole jednostek glu­
kozy x kg-1 mokrej masy mięśnia dla glikogenu. Wyniki opracowano na podstawie danych zawartych w piśmienni* 
ct wie (55, 63).

sprawą oczywistą, że wzrost stężenia m leczanu musi prowadzić do w zrostu 
stężenia pirogronianu, a tym  samym zwiększać szybkość syntezy jabłcza­
nu katalizow anej przez cytoplazm atyczny enzym jabłczanowy. Z do­
świadczeń D a v i s a i współpracowników (53) wiadomo, że perfundow any 
m ięsień szkieletowy szczura włącza radioaktyw ny C 0 2 do jabłczanu w w a­
runkach, kiedy jedynym  substratem  dodanym do płynu perfuzyjnego jest 
glukoza. Dodanie do płynu perfuzyjnego pirogronianu z mleczanem znacz­
nie zwiększało wbudowywanie C 0 2 do jabłczanu (Tabela 5). Natom iast
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Tabela 5.

W łączanie C 02 do jabłczanu w perfundow anym  mięśniu szkieletowym szczura

R adioaktyw ność 
całkowita 

cpm /g tkanki x  1 0 “ 2

Specyficzna 
aktywność 

cpm/(xmol x 1 0 ” 2

K ontro la 18 118
+  pirogronian 0.15 m M 33 166
+  mleczan, 2.25 m M
+  pirogronian, 1 m M 150 310
+  mleczan, 15 m M

Mięsień perfundowano płynem Krebsa-Henseleita zawierającym 5 mM glukozę, 12.5 milijednostek insuliny 
i N aH [14C]C>3 . Wyniki opracowano na podstawie danych zawartych w piśmiennictwie (53).

w izolowanym m ięśniu szkieletowym  żaby wzrost stężenia mleczanu 
w płynie perfuzyjnym  z 1 do 8 mM powoduje około 3.5-krotny wzrost 
syntezy glikogenu (65). Ponadto szybkość syntezy glikogenu z mleczanu 
rośnie w raz ze wzrostem  stężenia HCOJ w płynie inkubacyjnym  (59). Na 
podstawie omówionych doświadczeń w ydaje się, że w m ięśniu szkieleto­
wym  możliwa jest przem iana mleczanu do jabłczanu, szczególnie wówczas, 
gdy stężenie mleczanu w zrasta w ielokrotnie oraz, że istotną rolę w tym  
procesie odgrywa cytoplazm atyczny enzym  jabłczanowy. Biorąc pod uwagę 
powyższe dane oraz hamowanie wbudow ywania m leczanu w glikogen w 
m ięśniu żaby (65) przez 3-m erkaptopikolinian-inhibitor karboksykinazy 
fosfoenolopirogronianowej (66) można zaproponować następujący schem at 
biosyntezy glikogenu z mleczanu:

mleczan- . pirogronian

CO, NADPH NADP

jabłczan- ►OAA PEP-

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

IV-4. Anaplerotyczne działanie cytoplazmatycznego enzymu jabłczanowego

Cykl kwasów trikarboksylow ych (cykl Krebsa) ma w kom órkach zwie­
rzęcych istotne znaczenie dla w ykorzystania produktów katabolizm u wę­
glowodanów, tłuszczów i białek. P rodukty  te ulegają przem ianom  w cyklu 
Krebsa w celu wytworzenia energii oraz prekursorów  dla procesów ana­
bolicznych. Odpływ metabolitów, które stanow ią substra ty  wyjściowe dla 
biosyntezy glukozy (OAA) lub kwasów tłuszczowych (cytrynian) wymaga 
dopływu m etabolitów  w celu zachowania równowagi pomiędzy związkami 
węglowymi ulegającym i przem ianie w cyklu Krebsa a związkam i wyko­
rzystyw anym i w procesach anabolicznych. Uzupełnianie puli pośredników 
cyklu K rebsa odbywa się dzięki pewnym  reakcjom  pomocniczym, które
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określa się jako reakcje anaplerotyczne (67). Stwierdzono, że zarówno 
m ięsień sercowy jak  i szkieletowy cechuje zdolność zwiększania stężenia 
m etabolitów  cyklu Krebsa szczególnie podczas głodu i cukrzycy (68, 69) 
a także w  czasie intensyw nej pracy organizm u (70-72). Do akum ulacji m e­
tabolitów  cyklu Krebsa dochodzi również w sercu i m ięśniu szkieletowym  
w w yniku perfuzji octanem oraz innym i prekursoram i acetylo-CoA (52, 68,
73, 74). Nie w yjaśniony do tej pory pozostaje jednak mechanizm prow a­
dzący do wzrostu stężenia pośredników cyklu Krebsa w m ięśniu szkiele­
towym . Najczęściej rozważa się następujące reakcje, które teoretycznie 
mogą działać anaplerotycznie w m ięśniu szkieletowym (3, 64, 71, 72, 75):

liaza
adenylobursztynian —:----- —-------1— :----------- ” AMP + fum aran (1)J adenylobursztym anow a

karboksykaza
pirogronian +  COz +  A TI —:----------;-----------* O A A +  A D P+ Pn (2)pirogrom anowa

enzym
p iro g ro n ian + C 0 2 +  NADPH . . , -----— — * jabłczan +  NADP (3)

jabłczanowy

dehydrogenaza
g lu tam in ian+ NAD — ----- —-----------* 2-ketoglutaran +  NADH +  NH4 (4)

glutam m ianow a

am inotransferaza
glutam inian +  p irog ron ian------ -— ;--------------- ► alan ina+ 2-ketoglutaran (5)

alanm owa v 7

Najważniejszą według L o w e n s t e i n a  i współpracowników rolę w 
uzupełnianiu m etabolitów cyklu Krebsa w m ięśniu szkieletowym gra cykl 
nukleotydów  purynow ych a konkretnie reakcja katalizowana przez liazę 
adenylobursztynianow ą (Reakcja 1), podczas gdy pozostałe reakcje (Re­
akcje 2-5) nie m ają odgrywać większej roli w tym  procesie (71, 72). W edług 
wyników doświadczeń D a v i s a  i współpracowników (64) wydaje się, 
że karboksylaza pirogronianowa (Reakcja 2) może mieć w m ięśniu działa­
nie anaplerotyczne. Zarówno D a v i s  (64) jak  i L o w e n s t e i n  (71) 
są zgodni, że enzym jabłczanow y nie może być odpowiedzialny za karbo- 
ksylację pirogronianu do jabłczanu a tym  samym zwiększać stężenie tego 
m etabolitu w mięśniu. O pierają oni swoje przypuszczenie głównie na 
właściwościach kinetycznych enzymu izolowanego z m itochondriów serca 
(64, 71). Jak  przedstawiono powyżej, enzym m itochondrialny z m ięśni 
szkieletowych (podobnie jak  i z m itochondriów innych tkanek) charakte­
ryzuje się niewielką zdolnością katalizowania karboksylacji pirogronianu, 
w ykazując przy tym  wysoką Km wobec pirogronianu. Biorąc jednak pod 
uwagę właściwości kinetyczne enzymu cytoplazm atycznego z mięśni szkie­
letowych, można przypuszczać, że katalizuje on karboksylację pirogronianu 
do jabłczanu także in vivo. Stosując układ doświadczalny zawierający m i­
tochondria izolowane z mięśni szkieletowych, pirogronian, K H C 03 NADPH, 
M gS04 i cytoplazm atyczny enzym jabłczanowy stwierdzono stosunkowo
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duże zużycie tlenu. Usunięcie z tego układu jednego ze składników nie­
zbędnych do działania enzym u jabłczanowego prowadziło do znacznego 
zmniejszenia zużycia tlenu  (Tabela 6). W yniki te można interpretow ać je-

Tabela 6.

Utlenianie p irogronianu przez izolowane m itochondria mięśni szkieletowych inku- 
bowane w obecności cytoplazm atycznego enzym u jabłczanowego (3 )

W arunki doświadczenia
Zużycie tlenu 

nm ole x m in - 1  x  m g - 1  białka 
mi tochondrialnego

Pirogronian, 1 m M '  1 1 . 6

Jabłczan, 1 m M 10.5
Pirogronian, 1 m M + Jab łczan , 1 m M 146.8
Pirogronian, 1 m M  +  C E J 0.03 j 17.6

+  C E J 0.08 j 31.3
+  C EJ 0.16 j 51.5
+  C EJ 0.33 j 64.1
+  C E J 1.0 j 79.6

Pirogronian, 1 m M  +  C E J 1.0 j
-  N A D PH 1 1 . 6

—  M gS 0 4 20.9
— KHCO3 17.4

Mitochondria inkubowano w środowisku zawierającym: 15 mM KC1, 50 mM Tris-HCl, 10 mM  M gS04, 1 |xM 
CCCP, 20 mM K H C 0 3, 0.5 mM NADPH. CEJ =  cytoplazmatyczny enzym jabłczanowy, j = ilość aktywności kata­
lizująca produkcję 1 (¿mola N A D P w obecności 10 mM jablczanu w temperaturze 30°C.

dynie w sposób następujący. Izolowane m itochondria z mięśni szkieleto­
wych utleniają pirogronian z niew ielką szybkością ze względu na brak 
akceptora acetylo-CoA. Dodanie do m ieszaniny inkubacyjnej cytoplazm a­
tycznego enzym u jabłczanowego oraz K H C 03, NADPH i M gS04 powoduje 
syntezę jabłczanu z pirogronianu. Jabłczan wchodzi do m itochondriów, 
ulega przem ianie do szczawiooctanu, k tóry  z kolei umożliwia dalszą prze­
m ianę acetylo-CoA powstającego z pirogronianu. Niewykluczone, że po­
wyższe procesy mogą zachodzić również in vivo. Przem aw iają za tym  do­
świadczenia D a v i s a i współpracowników (53), którzy stw ierdzili, że 
perfundow any mięsień szkieletowy wbudow uje radioaktyw ny C 0 2 do 
jabłczanu z szybkością zależną od stężenia pirogronianu w płynie perfu- 
zyjnym . Reasum ując można stwierdzić, że cytoplazm atyczny enzym  jab ł­
czanowy oprócz karboksylazy pirogronianowej i cyklu nukleotydów  pury- 
nowych może w m ięśniu szkieletowym  mieć działanie anaplerotyczne.

IV-5. Rola mitochondrialnego enzymu jabłczanowego w produkcji pirogronianu 
z jabłczanu

M itochondria mięśni szkieletowych inkubowane w obecności jabłcza­
nu i arseninu (inhibitora kom pleksu dehydrogenazy pirogronianow ej) pro­
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dukują pirogronian (Tabela 7). Teoretycznie synteza pirogronianu z jab ł­
czanu w izolowanych m itochondriach może odbywać się trojako. Po pierw ­
sze może zachodzić przy udziale m itochondrialnego enzym u jabłczanowego. 
Po drugie w w yniku przem iany jabłczanu do fosfoenolopirogronianu kata­
lizowanej kolejno przez dehydrogenazę jabłczanową i karboksykinazę 
fosfoenolopirogronianową; fosfoenolopirogronian z kolei może być tran s­
portow any do środowiska inkubacyjnego, gdzie pod wpływem  kinazy piro-

Tabela 7.

Produkcja pirogronianu z jabłczanu przez m itochondria izolowane z mięśni szkie­
letowych szczura (23)

W arunki doświadczenia
Produkcja pirogronianu 

nm ole x m in-1 x m g-1 białka 
m itochondrialnego

Jabłczan 7.4
Jabłczan +  A D P 12.2
Jabłczan +  A D P +  Oligomycyna 6.6
Jabłczan +  Oligomycyna 6.6

Mitochondria inkubowano w środowisku zawierającym: 20 mM  KC1; 50 mM Tris-HCl pH  7.2; 
2 mM bufor fosforanowy pH 7.2; 2 mM MgCl2; 2 mM EDTA, 0.2% BSA; 4 mM NaAsOa; 20 mM 
jabłczan; 1 mM ADP, 5 (xg oligomycyny.

gronianowej zaadsorbowanej na powierzchni m itochondriów może ulegać 
przem ianie do pirogronianu. Po trzecie w w yniku bezpośredniej dekarbo- 
ksylacji (katalizowanej przez dekarboksylazę szczawiooctanu) powstającego 
z jabłczanu szczawiooctanu.

Dane doświadczalne wskazują, że jedyną drogą biosyntezy pirogronia­
nu z jabłczanu w izolowanych z mięśni szkieletowych m itochondriach jest 
reakcja katalizowana przez enzym  jabłczanowy, bowiem dwie pozostałe 
drogi nie mogą odgrywać żadnej roli ze względu na b rak  aktywności de- 
karboksylazy szczawiooctanu z m itochondriach mięśni szkieletowych (89) 
oraz brak syntezy fosfoenolopirogronianu w w arunkach doświadczalnych 
opisanych w tabeli 7. Należy również podkreślić, że biosyntezy fosfoenolo­
pirogronianu nie stwierdzono stosując w arunki doświadczalne optymalne 
dla produkcji tego m etabolitu w m itochondriach izolowanych z innych 
tkanek (23). Ilość produkowanego pirogronianu w zrasta około dwukrotnie 
po dodaniu ADP do środowiska inkubacyjnego (Tabela 7). Inhibitory fosfo­
rylacji oksydacyjnej znoszą całkowicie wpływ ADP na produkcję piro­
gronianu. W skazuje to, że przem iana jabłczanu w pirogronian jest ściśle 
sprzężona z procesem fosforylacji oksydacyjnej. Co z kolei sugeruje, że 
NADPH powstający w reakcji katalizowanej przez enzym jabłczanowy 
jest utleniany przez m itochondria. W m itochondriach mięśni szkieleto­
wych NADPH jest u tlen iany  bezpośrednio przez łańcuch oddechowy lub

http://rcin.org.pl



2 6 4 J .  S W IE R C Z Y N S K I [14]

też pośrednio przy udziale niezależnej od energii transhydrogenazy, która 
katalizuje redukcję NAD w  obecności NADPH (23). Pow stający w ten 
sposób NADH jest następnie u tlen iany  przez łańcuch oddechowy.

IV-6. Rola mitochondrialnego enzymu jabłczanowego w  przemianie szkieletu węglo­
wego niektórych aminokwasów do alaniny

A lanina jest jednym  z głównych substratów  glukoneogenezy zachodzą­
cej w w ątrobie i korze nerki. Zasadniczym  jej źródłem są mięśnie szkiele­
towe. Stwierdzono, że ilość alaniny uw alnianej przez mięśnie szkieletowe 
w  czasie głodzenia przekracza znacznie ilość tego aminokwasu, jaka w y­
stępuje w białkach mięśniowych (76). Sugeruje to, że alanina jest w m ię­
śniach szkieletowych syntetyzow ana przez transam inację pirogronianu. 
Jedynym  bezpośrednim donatorem  grupy aminowej w tym  procesie może 
być glutam inian (77). Asparaginian, leucyna, izoleucyna i walina mogą być 
również donatoram i grupy aminowej dla transam inacji 2-ketoglutaranu 
w w yniku czego powstaje glutam inian. Tak więc synteza alaniny poprzez 
transam inację pirogronianu zachodzi według schematu:

aminokwas ---------  ---------- 2 ketoglutaran « ------ ► alanina

Za taką drogę syntezy alaniny przem awia szereg danych doświadczalnych. 
Stwierdzono bowiem, że znane inhibitory am inotransferaz (aminooksy- 
octan i cykloseryna) ham ują uwalnianie alaniny zarówno in vivo  (78) jak  
i in vitro  (79-81). Dalsze badania wykazały, że perfuzja mięśnia (79) oraz 
inkubacja preparatów  m ięśniowych (80-82) z glutam inianem  (lub innym i 
aminokwasami których m etabolizm  prowadzi do wzrostu stężenia g lutam i­
nianu) powoduje stym ulację uw alniania alaniny. Stwierdzono również, że 
zwiększenie dostępności pirogronianu powoduje zwiększone uw alnianie 
alaniny i odwrotnie obniżenie dostępności pirogronianu powoduje spadek 
uw alniania alaniny przez mięśnie szkieletowe (78, 81).

G lutam inian oraz inne aminokwasy w ykorzystyw ane w procesie bio­
syntezy alaniny powstają w w yniku proteolizy białek mięśniowych (77), 
źródłem  zaś pirogronianu może być glukoza, może on również powstawać 
w w yniku katabolizm u niektórych aminokwasów. W edług pierwszych do­
niesień dotyczących uw alniania alaniny z mięśni szkieletowych głównym  
źródłem szkieletu węglowego alaniny miał być szkielet węglowy piro­
gronianu, pochodzący z przem iany glukozy (76, 84). Zaproponowano cykl 
zwany alaninowo-glukozowym  (76, 84, 85): glukoza pobierana przez mię­
śnie szkieletowe z krw i ulega przem ianie do pirogronianu, k tóry  po tran s­
am inacji do alaniny przechodzi do krw i i tą  drogą dostaje się do wątroby. 
W wątrobie grupa aminowa alaniny jest w ykorzystyw ana w procesie bio-

2 ketokwas glutaminian pirogronian
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syntezy mocznika a szkielet węglowy służy do biosyntezy glukozy. Po­
w stała glukoza dostarczana jest z krw ią do mięśni, gdzie ponownie ulega 
przem ianie do pirogronianu a następnie do alaniny. Zasadniczą więc rolą 
tego cyklu jest transport azotu z mięśni do w ątroby bez w zrostu stężenia 
am oniaku we krwi. Należy zauważyć, że cykl alaninowo-glukozowy nie 
w ytw arza netto  glukozy, nie dostarcza więc jej również w okresie głodze­
nia. Badania C a h i 1 a (86) wykazały, że podczas krótkotrw ałego głodu 
energetyczne zapotrzebowanie mózgu jest pokryw ane przez glukozę syn­
tetyzow aną ze szkieletu węglowego aminokwasów pow stających w  procesie 
proteolizy białek mięśniowych. Należy więc sądzić, że atom y węgla alaniny 
uw alnianej z mięśni szkieletowych mogą pochodzić nie ty lko z glukozy ale 
również z aminokwasów mięśniowych. Z badań in vitro  wynika, że 20-50% 
alaniny może powstawać ze źródeł niewęglowodanowych (82, 87, 88). 
Głównym  źródłem niewęglowodanowych atomów węgla alaniny są: aspa- 
raginian, glutam inian, w alina i izoleucyna (77). W edług D a v i s a  i współ­
pracowników (74) aminokwasy te transam inują  z 2-ketoglutaranem  w w y­
niku czego powstaje odpowiedni 2-ketokwas i glutam inian. Pow stający 
w ten  sposób 2-ketokwas ulega przem ianie do pośredników cyklu Krebsa. 
2-ketoglutaran konieczny do transam inacji jest regenerow any w reakcji 
katalizowanej przez am inotransferazę alaninową. Schematycznie można to 
zapisać następująco:

aminokwas +  2 -ketog lu ta ran----------- »• 2-ketokw as+ glutam inian

2-ketokw as----------- jab łczan+  n C 0 2

glutam inian +  p irogron ian----------- > 2 -ketog lu taran+ alanina

Sum arycznie:
am inokw as+ p irogron ian----------->■ jabłczan +  a lan in a+  n C 0 2

W ten sposób grupa aminowa niektórych aminokwasów zostaje w budow a­
na w alaninę, a ich szkielet węglowy ulega przem ianie do jabłczanu (lub 
innych pośredników cyklu Krebsa). Pow stający w ten  sposób jabłczan 
może dalej ulegać przem ianie do pirogronianu, bezpośredniego prekursora 
uw alnianej z mięśni szkieletowych alaniny.

Nasuwa się jednak pytanie w jaki sposób jabłczan (lub inne pośredniki 
cyklu Krebsa) ulega przem ianie do pirogronianu. Teoretycznie można roz­
ważyć trzy  niezależne drogi:
— bezpośrednią przem ianę jabłczanu w pirogronian katalizow aną przez 

m itochondrialny enzym jabłczanowy:

jab łczan+ N A D (P )-----------> pirogronian+  C 0 2 +  NAD(P)H

— przem ianę szczawiooctanu w fosfoenolopirogronian pod wpływ em  kar- 
boksykinazy fosfoenolopirogronianowej z następną przem ianą fosfoeno- 
lopirogronianu do pirogronianu z udziałem  kinazy pirogronian owej: 
O A A -----------»■ P E P ----------- > pirogronian
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—  dekarboksylację szczawiooctanu pod wpływem  dekarboksylazy szcza­
wiooctanu:

O A A ----------- >■ pirogronian +  C 0 2

W ydaje się jednak, że tę ostatnią drogę można wykluczyć z rozważań ze 
względu na brak aktywności dekarboksylazy szczawiooctanu w  m ięśniach 
szkieletowych (89).

M ięśnie izolowane ze szczurów głodzonych i inkubowane w  środowisku 
zaw ierającym  walinę uw alniają znacznie więcej alaniny niż m ięśnie otrzy­
m ane ze szczurów karm ionych (90). Głodzenie powoduje również w yraźny 
wzrost aktyw ności karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej w różnych 
typach m ięśni szkieletowych (90). Zależność pomiędzy wzrostem  aktyw ­
ności karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej a zwiększoną ilością 
uw alnianej alaniny może sugerować, że droga z udziałem tego enzymu 
odgryw a zasadniczą rolę w przem ianie pośredników cyklu K rebsa do piro­
gronianu. Przem aw iają również za tym  wyniki doświadczeń z 3-m erkapto- 
pikolinianem  (inhibitorem  karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej)
i 3-am inopikolinianem  (aktyw atorem  tego enzymu) a mianowicie inkubacja 
z m erkaptopikolinianem  mięśni otrzym anych ze szczurów głodzonych po­
w oduje zahamowanie uw alniania alaniny, natom iast z am inopikolinianem  
powoduje stym ulację uw alniania tego aminokwasu (91). Jednak  badania 
z perfundow anym  m ięśniem  szkieletowym nie wykazały istotnego w pły­
w u inhibitora karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej na produkcję 
alaniny, pirogronianu i mleczanu (53). Dlatego też D a v i s  i współpra­
cownicy (53) stoją na stanowisku, że enzym jabłczanowy musi katalizować 
przem ianę pośredników cyklu Krebsa do pirogronianu. Początkowo są­
dzono, że szczególną rolę w tym  procesie odgrywa zależna od NAD form a 
enzym u jabłczanowego (53). Późniejsze badania nie w ykazały jednak 
obecności zależnej od NAD form y enzym u jabłczanowego w m itochon- 
driach mięśni szkieletowych (23), stw ierdziły natom iast, że w pewnych 
w arunkach  (duże stężenie jabłczanu i NAD oraz niskie pH środowiska 
inkubacyjnego) zależny od NADP enzym jabłczanowy może katalizować 
przem ianę jabłczanu do pirogronianu z udziałem NAD (23). W ydaje się 
jednak, że dekarboksylacja jabłczanu w obecności NAD nie odgrywa więk­
szej roli w metabolizmie mięśni szkieletowych ze względu na niską aktyw ­
ność oraz wysoką Km wobec jabłczanu i NAD. Natomiast zasadniczą rolę 
w przem ianie jabłczanu do pirogronianu może odgrywać zależny od NADP 
m itochondrialny enzym jabłczanowy. Przem aw iają za tym  właściwości ki­
netyczne tego enzymu oraz zdolność izolowanych m itochondriów do 
produkcji pirogronianu z jabłczanu. Stym ulowanie enzymu jabłczanowego 
przez bursztynian i fum aran, m etabolity, które powstają m iędzy innymi 
w w yniku katabolizm u w aliny i izoleucyny może stanowić dodatkowy 
m echanizm  regulacyjny w przem ianie fragm entu węglowego tych  amino­
kwasów do alaniny (Schemat 2). Należy również zwrócić uwagę na hamo­
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wanie m itochondrialnego enzym u przez acetylo-CoA (40). Można p rzy ­
puszczać, że przem iana jabłczanu w pirogronian spowoduje obniżenie stę­
żenia szczawiooctanu w m itochondriach, a tym  samym  doprowadzi do 
wzrostu stężenia acetylo-CoA. W zrost stężenia tego m etabolitu  może do­
prowadzić do zaham owania aktywności enzym u jabłczanowego, a tym  sa­
mym do obniżenia produkcji alaniny w m ięśniach szkieletowych. Tak więc 
aktyw ność m itochondrialnego enzym u jabłczanowego może być regulow a­
na przez p rekursory  jabłczanu i związki powstające w w yniku jego prze­
m iany (Schem at 2).

bursŁtynylo-CoA

I
— bursztynian

jabłczan —-------- fumaran

J2
-----OAA

Schemat 2. Schem at przedstaw iający udział enzym u jabłczanowego i karboksykinazy  
fosfoenolopirogronianow ej w  przem ianie w aliny w alaninę w m ięśniach szkieleto­
wych. Zm odyfikow ane wg (91)
Powstająca w wyniku proteolizy białek mięśniowych walina ulega transaminacji do 3-metylo- 
-2-ketomaślanu, a ten z kolei utlenia się w mitochondriach do pośredników cyklu Krebsa. 
Metabolity cyklu Krebsa mogą ulegać przemianie do pirogronianu (bezpośredniego prekursora 
uwalnianej z mięśni szkieletowych alaniny) w reakcji katalizowanej przez mitochondrialny 
enzym jabłczanowy (1), lub też w wyniku reakcji katalizowanych kolejno przez: dehydrogenazę 
jabłczanową (2), karboksykinazę fosfoenolopirogronianową (3) i kinazę pirogronianową (4). Na 
schemacie zaznaczono również wpływ bursztynianu, fumaranu i acetylo-CoA na aktywność mi­
tochondrialnego enzymu jabłczanowego. © oznacza stymulację, © hamowanie aktywności en­
zymu.

Na podstaw ie dotychczas publikow anych danych trudno jest jedno­
znacznie rozstrzygnąć, k tóra z dyskutow anych powyżej dróg jest odpo­
wiedzialna za przem ianę m etabolitów  cyklu Krebsa do alaniny w m ięśniu 
szkieletowym. Niewykluczone, że obydwie drogi mogą działać jednocześnie, 
lub w pew nych w arunkach działa jedna, a w innych druga. Wiadomo, że 
proces u tlen ian ia 2-ketokwasów powstałych w w yniku transam inacji am i­
nokwasów rozgałęzionych odbywa się w m itochondriach. P rzyjm ując, że 
enzym jabłczanow y katalizuje produkcję in vivo  pirogronianu z jabłczanu, 
to cały proces przem iany od 2-ketokwasu do pirogronianu zachodzi w obrę­
bie m itochondriów. Jeśli założyć, że droga z udziałem  karboksykinazy 
fosfoenolopirogronianowej jest odpowiedzialna za tę przem ianę to  musi 
ona zachodzić częściowo w m itochondriach i w cytoplazmie. Jest to uw a­
runkow ane subkom órkowym  rozmieszczeniem karboksykinazy fosfoenolo­
pirogronianow ej. W m ięśniach szkieletowych enzym ten w ystępuje głów­
nie w cytoplazm ie (91), zachodzi więc konieczność transportu  szczawio-

BIAŁKA MIĘŚNIOWE  

ł
walina 3-m etylo  -2-ketom asian

acetylo-CoA  
i© 1 T©

PEP
do KRWI
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octanu z m itochondriów do cytoplazmy. Wiadomo, że transport szczawio- 
octanu z m itochondriów  do cytoplazm y odbywa się głównie w form ie 
asparaginianu. Z badań L a N o u e (92, 93) wynika, że transport aspara- 
ginianu z m itochondriów do cytoplazm y jest procesem zależnym od energii. 
Na tej podstawie można by sądzić, że droga z udziałem  karboksykinazy 
fosfoenolopirogronianowej jest możliwa tylko w  w arunkach wysokiego 
stanu energetycznego m itochondriów, natom iast w innych w arunkach 
może przeważać droga z udziałem  zależnego od NADP enzym u jabłcza­
nowego. v

V. Podsumowanie

W m ięśniach szkieletowych w ystępuje cytoplazm atyczny i m itochon­
dria lny  enzym  jabłczanowy. Enzymy te różnią się niektórym i właściwo­
ściami fizykochem icznym i i kinetycznym i. M itochondrialny enzym  k a ta ­
lizuje karboksylację pirogronianu z szybkością nie przekraczającą 20°/o 
szybkości dekarboksylacji jabłczanu, natom iast enzym cytoplazm atyczny 
katalizuje karboksylację pirogronianu z szybkością 80°/o reakcji dekarbo­
ksylacji jabłczanu. Ponadto m itochondrialny enzym jest stym ulow any 
przez bursztynian  i fum aran oraz ham owany przez acetylo-CoA, podczas 
gdy cytoplazm atyczny enzym jest niew rażliw y na bursztynian i fum aran  
a ty lko  nieznacznie ham ow any przez acetylo-CoA. Jak  się sugeruje, m ito­
chondrialny enzym  jabłczanow y katalizuje in vivo  głównie reakcję dekar­
boksylacji jabłczanu, co może być istotne dla przem iany szkieletu węglo­
wego niektórych aminokwasów do alaniny. Cytoplazm atyczny enzym  może 
katalizować zarówno reakcję karboksylacji pirogronianu jak  i dekarbo­
ksylacji jabłczanu. W m ięśniach szkieletowych ważną rolę odgrywa reak ­
cja karboksylacji pirogronianu w przem ianie m leczanu w glikogen oraz 
w uzupełnianiu puli pośredników cyklu Krebsa. P recyzyjna regulacja 
stężenia pośredników cyklu K rebsa w m ięśniu szkieletowym m a szczegól­
ne znaczenie, jest to bowiem narząd, w którym  różnica natężenia procesów 
m etabolicznych pomiędzy spoczynkiem a pracą może być tysiąckrotna.

A utor w yraża wdzięczność prof. d r M ariuszowi Żydowo i prof. d r Leonow i 
Żelew skiem u za cenne uw agi oraz życzliwą zachętę w trakcie przygotow yw ania 
niniejszego artykułu .
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I. Wstęp

W trakcie ewolucji udział fosforanów w metabolizmie kom órkowym  
ciągle się zwiększał, a już szczytowym wyrazem  wszechobecności fosfo­
ranów , obok wapnia, w organizmie kręgowców jest ich znaczenie w tw orze­
niu tkanki kostnej. Równolegle w ytw arzały  się elem enty układu hom eosta- 
tycznego w arunkującego adaptację organizm u do zmieniającej się podaży 
fosforanów w  pokarmie. Zróżnicowane zapotrzebowanie na fosforan przez 
poszczególne narządy, zmieniające się w zależności od fazy w zrostu lub 
ogólnie biorąc od stanu fizjologicznego organizmu, w yw ierało niem ały 
w pływ  na doskonalenie się układu homeostazy. Niewątpliwie nerka jest 
głównym  ogniwem tego systemu, w niej bowiem rozwinęły się m echaniz­
m y zapewniające adaptację transportu  kanalikowego fosforanów do po­
trzeb  organizmu jako całości. W ystarczy przypomnieć, że przy niedoborze 
fosforanów w pokarmie ich wydalanie z moczem m aleje do zera. Fosforany 
należą do tych  substancji obok wody, sodu i wapnia, których w ydalanie 
przez nerki podlega kontroli horm onalnej. Dotychczas nie m am y pełnego 
obrazu współzależności poszczególnych elem entów  system u hom eostazy 
w arunkującej adaptację transportu  kanalikowego do potrzeb organizmu. 
Jeszcze teraz poszukuje się hormonu, k tó ry  by zapobiegał w ydalaniu fosfo­
ranów  z moczem przy zmniejszonej ich podaży z pokarmem. O statnio 
doniesiono, że epinefryna jest horm onem  hypofosfatem icznym  u człowieka 
(1). Dopiero teraz identyfikuje się m iejsca, w których odbywa się tra n s­
port fosforanów, natom iast niewiele w iem y o czynnikach regulujących 
resorpcję fosforanów w poszczególnych odcinkach nefronu (2, 3, 4). Do 
niedaw na przypuszczano, że transport fosforanów ma miejsce jedynie 
w początkowych odcinkach kanalika proksymalnego. Obecnie wiadomo, 
że tak  nie jest, że odcinek dystalny kanalika proksymalnego, tzw. część 
prosta, odgrywa znaczącą rolę w regulacji transportu  fosforanów, nato ­
m iast o roli dystalnego odcinka w tym  względzie na razie nic nie wiemy. 
W iele danych w skazuje na to, że nie w błonie antylum inalnej lecz lum i- 
nalnej znajdują się elem enty system u regulującego transport fosforanów 
przez komórkę kanalikową (5, 6, 77).

Transport fosforanów ze św iatła kanalika nerkowego odbywa się przez 
pojedynczą w arstw ę kom órek nabłonkow ych, które w obrębie kanalika 
proksym alnego połączone są pomiędzy sobą zwarciami o dużej prze­
puszczalności. Aniony zreabsorbowane z przestrzeni pozakomórkowej prze­
mieszczają się do włośniczek, które bezpośrednio przylegają do błony 
podstawowej. Odległość pomiędzy tą błoną a ścianą kapilary nie przekracza 
20 ixm. Dzięki kosmkom tw orzącym  tzw. rąbek szczoteczkowy powierzchnia 
błony lum inalnej komórek nabłonkow ych kanalika proksym alnego jest 
znacznie większa aniżeli błony przeciw ległej (7). System  elem entów  kurcz­
liw ych opasujących biegun lum inalny kom órek nabłonkowych w praw ia 
w ruch znajdujące się tam  kosmki, które mieszając przepływ ający przesącz

http://rcin.org.pl



[3] N E R K O W E  W Y D A L A N IE  F O S F O R A N U 275

kłębkow y u łatw iają kontakt substancji ulegających absorpcji do m iejsc 
ich wiązania na powierzchni błony lum inalnej (8, 9). T ransport fosfora­
nów odbywa się transcelularnie i ma charakter aktyw ny. Z przesączu 
kłębkowego przem iaszczają się one przez błonę lum inalną do w nętrza 
kom órki w brew  potencjałowi elektrycznem u, k tóry  wynosi około 60 mV 
(ujem ny we w nętrzu komórki) a także w brew  gradientow i ich stężeń. 
W płynie przesączu stężenie fosforanów w w arunkach praw idłow ych nie 
przekracza 2.5 mM, a we w nętrzu komórki nerkow ej wynosi około 5 mM. 
Przepływ  fosforanów z kom órki przez błonę antylum inalną do krw i od­
bywa się biernie zgodnie z gradientem  potencjałów elektrochem icznych, 
podobnie jak  anionów wodorowęglanowych. Natomiast transport fosfora­
nów przez błonę lum inalną jest sprzęgnięty z transportem  jonów sodu, 
których stężenie (145 mM) w płynie kanalika proksym alnego na całej 
jego długości nie ulega zmianie (10), pomimo ciągłej resorpcji (bo aż 50% 
tam  się wchłania). Stąd wielkość siły napędowej transportu  fosforanów 
jaką stanow i różnica stężeń jonów sodu po obu stronach błony lum inalnej, 
pozostaje niezm ieniona na całym  przebiegu kanalika proksym alnego, oczy­
wiście pod w arunkiem , że nie ulega zmianie w ew nątrzkom órkowe stęże­
nie jonów sodu (40 mM). Bierny transport jonów sodu przez błonę lum i­
nalną do w nętrza komórki, a więc zgodny z gradientem  elektrochem icz­
nym  jest więc siłą napędową przemieszczającą fosforany w brew  gradien­
towi elektrochem icznem u. Równica potencjału elektrochem icznego N a+ 
po obu stronach błony utrzym yw ana jest dzięki aktywności Na-K-ATPazy 
zlokalizowanej wyłącznie w błonie bazolateralnej. Zahamowanie ak tyw ­
ności pompy sodowej prowadzi do zahamowania transportu  wszystkich 
substancji kotransportow anych z jonami sodu, m.in. i fosforanów (11). 
Jest to  więc transport „aktyw nie w tórny” w odróżnieniu od aktyw nie 
pierwotnego, w którym  transport danej substancji przez błonę w brew  
gradientow i elektrochem icznem u jest sprzęgnięty bezpośrednio z reakcją 
egzoergiczną. Badania z użyciem izolowanych pęcherzyków rąbka szczo­
teczkowego błon lum inalnych kory  nerek jednoznacznie wykazały kotrans- 
port fosforanów z jonam i sodu (12, 13).

II. Rola błony luminalnej komórek kanalików proksymalnych nerek
w regulacji transcelularnego transportu fosforanów

Błona lum inalna komórek kanalików proksym alnych nerki w przeci­
w ieństw ie do błony antylum inalnej prawdopodobnie nie zawiera pomp 
kationowych. Znajdują się w niej jednak swoiste wymieniacze i nośniki, 
m.in. anionowe, biorące udział w przemieszczaniu składników przesączu 
kłębkowego do w nętrza kom órek i odwrotnie końcowych produktów prze­
m iany z kom órek do moczu. W błonie lum inalnej wykazano m.in. obecność 
kilkunastu  enzymów, których znaczenie fizjologiczne jak dotychczas nie
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zostało wyjaśnione (14). N iektóre z nich są ektoenzymam i, bowiem ich 
centra aktyw ne „patrzą” w kierunku św iatła kanalika np. pirofosfataza 
dinukleotydowa, 5’nukleotydaza (15). W trakcie izolacji błon lum inalnych 
ich fragm enty  zam ykają się spontanicznie, utworzone pęcherzyki nadal 
zachowują pierw otną orientację przestrzenną, tzn. że strona zewnętrzna 
błony pęcherzyka jest skierowana ku środowisku zew nętrznem u (16). 
Pęcherzyki są bardzo trw ałe i stanowią idealny model do badania proce­
sów transportu  szczególnie dlatego, że ich w nętrze jest pozbawione aparatu  
metabolizującego.

Ryc. 1. T ransport fosforanów do izolowanych błon rąbka szczoteczkowego kory ne­
rek królika. Środowisko w ew nątrzpęcherzykow e zaw ierało 300 mM m annitol, 5 mM 
Hepes/Tris, pH  7.5, lub 100 mM NaCl (Na+W) w 100 mM m annitolu. Środowisko ze- 
w nątrzpęcherzykow e: 0.1 mM, K^H^POi, 100 mM NaCl (Na+z) lub  100 mM KC1 (K+z) 
w  100 mM  buforow anym  m annitolu. Na2A S 0 4 był 5 mM. W edług (13).

Ryc. 1 przedstaw ia krzyw e ilustru jące przebieg akum ulacji fosfora­
nów w pęcherzykach. Jak  widać, w  obecności gradientu  jonów sodu począt­
kowy odcinek krzyw ej ma przebieg liniowy, po około 2 m in obserw uje 
się m aksim um  akum ulacji, następnie stężenie fosforanów m aleje, osiągając 
stan równowagi po kilkunastu  m inutach. W nieobecności grad ien tu  stężeń 
jonów sodu Na^ =  Na^ krzyw a akum ulacji fosforanów w pęcherzykach 
ma przebieg podobny do krzyw ej w obecności jonów potasu, rubidu, litu  
czy też choliny. Oznacza to, że siłą napędową transportu  fosforanów jest 
różnica stężeń jonów sodu po obu stronach błony, a nie ich bezwzględne 
stężenia. Szybkość transportu  fosforanów w ykazuje zależność liniową od 
log [Na^]/[Na*]. Przypuszczalnie system  transportu jący  fosforan akceptuje
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z tym  sam ym  powinowactwem  zarówno pierwszo jak  i drugorzędow y fos­
foran, chociaż ich transport zależy bardzo znacznie od pH środow iska ba­
danego, co będzie przedm iotem  rozważań w następnym  rozdziale. Silnym  
kom petycyjnym  inhibitorem  transportu  fosforanów jest arsenian, często 
stosow any do blokowania transportu .

III. Hormonalna regulacja transportu fosforanów przez błonę luminalną 

II I - l .  P arathorm on

Obecnie jesteśm y zgodni co do tego, że parathorm on działa fosfatu- 
rycznie za pośrednictw em  cAMP (17). Jednakże dopiero teraz  zarysow uje 
się obraz jego działania (76). Parathorm on, jak  i cykliczny AM P nie ty lko 
ham ują resorpcję fosforanów w kanaliku proksym alnym , lecz praw ie 
w 50°/o obniżają izotoniczną resorpcję płynu kanalikowego w proksym al­
nym  odcinku nefronu (18, 19). Podczas gdy w dystalnych odcinkach nefro- 
nu jony sodowe i towarzyszące im aniony wodorowęglanowe ulegają re- 
sorpcji, to  nie wchłonięty fosforan w kanalikach proksym alnych prze­
chodzi do moczu ostatecznego (20). Jak  już wspomniano sugeruje się moż­
liwość udziału części prostej kanalika proksym alnego w nerkow ej regulacji 
tran spo rtu  fosforanów, niezależnej od układu parathorm on-cykliczny AMP.

Ryc. 2 przedstaw ia zależność transportu  fosforanów do izolowanych 
pęcherzyków błon rąbka szczoteczkowego kory nerek szczurów od para- 
thorm onu. Obserw uje się znaczną stym ulację transportu  fosforanów 
u szczurów pozbawionych endogennego parathorm onu w porów naniu do 
szczurów potraktow anych parathorm onem . Jak  wykazano zwiększa się nie

Ryc. 2. Zależność transpo rtu  fosforanów  do izolowanych pęcherzyków  błon lum inal- 
nych kory nerek szczurów od parathorm onu. Po usunięciu przytarczyc ( • — • ) ,  po 
podaniu parathorm onu (O —O. W edług (21).
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tylko szybkość m aksym alna ale także tzw. szczytowa akum ulacja fosfo­
ranów, chociaż wartość K m dla fosforanów nie różni się w obu grupach 
zwierząt (22, 23). Nie zmienia się transport sodu ani też zależny od gra­
dientu jonów sodu transport glukozy. Parathorm on stym ulując cyklazę 
adenilową prowadzi nie tylko do podwyższenia stężenia cAMP w nerce, 
lecz także do zwiększonego jego w ydalania z moczem, które wyprzedza
o kilka m inut fosfaturię. Przypuszczano więc, że fosforylacja nośnika 
fosforanów błony lum inalnej, za pośrednictwem  kinazy białkowej stym u­
lowanej przez cAMP, byłaby odpowiedzialną za inhibicję transportu  
fosforanów (24, 25, 26). Ostatnio wykazano, że w obecności cAMP ulegają 
fosforylacji dwa różne białka błon lum inalnych, czemu towarzyszyło za­
hamowanie transportu  fosforanów (27). O statnio jednakże B i b e r  i wsp. 
(28) nie stw ierdzili prostej korelacji między fosforylacją a transportem . 
W ykazali bowiem, że również w nieobecności cAMP dochodzi do fosfory­
lacji tych  białek. Chociaż doświadczenia te nie podważają roli PTH w re ­
gulacji transportu  fosforanów w nerce, niem niej jednak narzucające się 
uogólnienie o ścisłej współzależności między fosforylacją białka nośniko­
wego fosforanów błony lum inalnej a ich transportem  oczekuje nadal na 
doświadczalne potwierdzenie.

III-2. G lukokortykoidy

Od dawna wiadomo, że glukokortykoidy w yw ołują fosfaturię (29). Nie 
działają one jednak za pośrednictwem  parathorm onu (30). T ransport fos­
foranów do pęcherzyków błon lum inalnych szczurów potraktow anych kor- 
tizonem jest wyraźnie zaham owany w porównaniu do grupy zwierząt kon­
tro lnych (31), (Ryc. 3). Amiloryd, swoisty inhibitor wymieniacza Na+ «-> H + 
znosi działanie glukokortykoidów (32, 33). Amiloryd, znany diuretyk, s ty ­
m uluje transport fosforanów do pęcherzyków, ham ując bowiem wym ianę 
Na+ <-> H + zwiększa gradient jonów sodu po obu stronach błony, przede 
wszystkim  dlatego, że blokuje ich wejście do w nętrza pęcherzyków, a więc 
zwiększa siłę napędową transportu  forforanów. W ydaje się że stym ulacja 
przez glukokortykoidy wym ieniacza N a+ <-> H + jest prawdopodobnie głów­
nym  m iejscem  działania tego hormonu.

III-3. Horm on wzrostowy

Zwiększone zapotrzebowanie organizmu na fosforan w okresie w zrostu 
związane jest m.in. z działaniem horm onu wzrostowego, k tó ry  podany w 
iniekcji działa hypofosfaturycznie (34). Znajduje to  swoje odbicie również 
w transporcie fosforanów przez błony lum inalne. W ykazano bowiem pod­
wyższenie szybkości początkowej transportu  fosforanów i zwiększoną ich
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Ryc. 3. Zależność transpo rtu  fosforanów do izolowanych pęcherzyków  błon lum inal- 
nych kory nerek szczurów od glukokortykoidów. Szczury norm alne ( □ —□ ); po ad- 
renalektom ii (A—A), po podaniu deksam etazonu (O ^ O ) . T ransport fosforanów  do 
pęcherzyków  w  obecności deksam etazonu i am ilorydu (O ---------- O). W edług (32).

akum ulację w pęcherzykach błon lum inalnych kory nerek szczurów otrzy­
m anych od szczurów potraktow anych horm onem  wzrostowym  (35).

IV. Niedobór fosforanów w diecie

Wiele uwagi, szczególnie w ostatnich latach, poświęcono wpływow i za­
wartości fosforanów w diecie na ich nerkowe w ydalanie (36, 37). Niedobór 
fosforanów w pokarm ie powoduje ich zwiększone wchłanianie w nerce 
prowadząc przy całkow itym  niedoborze do ich elim inacji z moczu. Podobną 
hypofosfaturię obserw ujem y w hypokapnii oraz po jednorazowej iniekcji 
litu  (38, 39, 40).

Ryc. 4 ilustru je  zależny od sodu transport fosforanów do pęcherzyków 
błon lum inalnych kory nerek  świń karm ionych dietą o niskiej zawartości 
fosforanów (41). Zwiększa się nie tylko szybkość transportu  ale także szczy­
towa akum ulacja fosforanów w porównaniu ze stw ierdzoną w grupie kon­
trolnej. W żadnym  przypadku nie stwierdzono zmian w transporcie sodu 
i glukozy. P rzy  długotrw ającym  niedoborze fosforanów w pokarm ie w y­
kazano, obok stym ulacji transportu  fosforanów na koszt grad ien tu  sodu 
również zahamowanie transportu  glukozy i aminokwasów do w nętrza izolo­
wanych pęcherzyków błon (41). Niemniej jednak, daje się w yraźnie zróż­
nicować specyficzny wpływ  niedoboru fosforanów w czasie na ich tran s­
port przez błonę lum inalną kory  nerek.
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Ryc. 4. T ransport fosforanów do izolowanych pęcherzyków błon lum inalnych kory 
nerek św iń na diecie niskofosforanowej ( • —•  i na diecie norm alnej (O—O). W e­
dług (41).

V. Współzależność pomiędzy metabolizmem a transportem fosforanów
w nerce

W poszukiwaniu współzależności między transportem  fosforanów a m e­
tabolizm em  kom órkowym  zwracano ostatnio uwagę, że fosfaturii tow a­
rzyszy stym ulacja procesu glukoneogenezy (42, 84). Parathorm on, cAMP, 
glukokortykoidy, kwasica metaboliczna, głodzenie, w yw ołują zwiększone 
wydalanie fosforanów do moczu, a w w arunkach in vitro  stym ulują gluko- 
neogenezę w izolowanych kom órkach kanalików nerkow ych (43, 44). Z ko­
lei, zasadowica oddechowa, podanie litu  i niedobór fosforanów w diecie 
ham ują glukoneogenezę, a jednocześnie działają hypofosfaturycznie (45, 46, 
47). Ponadto ostatnio zwracano uwagę na ew entualną rolę fosfatazy alka­
licznej w procesie transportu  fosforanów przez błonę lum inalną kanali­
ków nerkow ych (48, 49). Obserwacje te oraz fakt, że NAD jest stosunkowo 
silnym  inhibitorem  fosfatazy alkalicznej (50) doprowadziły do wniosku, że 
głównym  w ew nątrzkom órkow ym  m ediatorem  transportu  fosforanów przez 
błonę lum inalną są zm iany cytozolwego stężenia NAD, które są w pewnym  
stopniu odbiciem intensywności procesu glukoneogenezy, a to  z kolei od­
powiadałoby za zmianę NAD+/NADH w cytoplazmie kom órki (42). P rzy ­
puszczenia te nabrały  siły przekonania kiedy D o u s a i wsp. (42) w yka­
zali, że NAD dodany do środowiska zawierającego izolowane pęcherzyki 
błon lum inalnych silnie hamował transport 82P  na koszt gradientu  N a+ (42).
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(Ryc. 5) NAD nie miał w pływ u na transport jonów sodu ani też glukozy, 
co świadczyć miało o dużej swoistości NAD. W prost spektrakularnym  po­
tw ierdzeniem  znaczenia NAD w nerkow ej regulacji w ydalania fosforanów 
było wykazanie, że jednorazowe podanie amidu kwasu nikotynowego po­
wodowało nie ty lko  fosfaturię, ale jednocześnie zwiększało się prawie 
3-krotnie stężenie NAD w nerce oraz zmnięjszał się transport fosforanów 
do izolowanych pęcherzyków błon kory tych  nerek (42). Amid kw asu niko­
tynowego nie zmieniał stężenia cAMP w nerce.

Ryc. 5. T ransport fosforanów  na rzecz grad ien tu  Na+ do izolowanych pęcherzyków  
błon lum inalnych kory nerek  szczurów inkubow anych z NAD. K ontrola (O—O), 
w obecności 0.030 mM NAD, A —A ; i 0.30 mM NAD ( □ —□). W edług (42).

Pew nym  zaskoczeniem był fakt, że również NADH ham ow ał transport 
fosforanów. Zgodnie z hipotezą D o u s a i wsp. należało się spodziewać 
specyficzności działania, w ynikającej z im plikow anych współzależności po­
między transportem  fosforanów przez błonę lum inalną a procesem gluko- 
neogenezy. Tym bardziej, że autorzy ci znaleźli dodatnią korelację pomię­
dzy stym ulow aną przez parathorm on glukoneogenezą a w zrostm  NAD/ 
/NADH w korze nerek (51). Z kolei dziwne było i to, że NAD dodawano 
wprost do środowiska zawierającego pęcherzyki a więc kontaktow ał się 
on jedynie ze stroną zew nętrzną błony lum inalnej a nie w ew nętrzną tak  
jak ma to miejsce w w arunkach in vivo. A już dużym zaskoczeniem był 
fakt, że inhibicję obserwowano jedynie po kilkunastom inutow ej preinku- 
bacji NAD z pęcherzykam i.

W krótce po ogłoszeniu pracy przez D o u s e i wsp. (42) ukazały się 
prace nie tylko potwierdzające wyniki doświadczeń tych  autorów  lecz rów­
nież» w yjaśniające mechanizm m olekularny działania NAD na błonę lu­
m inalną (52). P rzy  użyciu perfundow anych kanalików  proksym alnych 
stwierdzono, że nie ty lko  NAD lecz również ATP, ADP i AMP ham ow ały
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transcelu larny  transport 82Pi ze św iatła kanalika do płynu otaczającego (53). 
W ykazano ponadto, że ADP-ryboza ham uje transcelu larny  transport 32P 
oraz akum ulację 82P do izolowanych pęcherzyków błon lum inalnych kory 
nerek, stopień inhibicji był podobny do NAD.

H a m m e r m a n  i wsp. (52) wykazali, że w obecności NAD dochodzi 
do mono A D P-rybozylacji białka błony lum inalnej o masie cząsteczkowej 
62 000. N ikotynam id, znany inhibitor A D P-rybozylacji ham ował ten pro­
ces. Jak  tw ierdzą ci autorzy, w  w yniku AD P-rybozylacji błony lum inalnej 
w  obecności 100 m-M NAD w ciągu 30 min w pH 8.0 dochodzi do równoleg­
łego z A D P-rybozylacją zaham owania transportu  fosforanów do pęcherzy­
ków tych błon rzędu 40% w porównaniu do kontroli. W edług tych auto­
rów  m iałby to być niezależny od cAMP proces kow alencyjnej m odyfikacji 
białka odpowiedzialnego za transport fosforanów, A D P-rybozylacja byłaby 
również inicjowana za pośrednictw em  parathorm onu, ty lko w przeciw ień­
stw ie do fosforylazcji zależnej od cAMP, prowadziłaby do efektów dłużej 
trw ających. Jak  piszą autorzy, wyższe stężenia PTH inicjow ałyby ADP- 
rybozylację białek a niższe fosforylację zależną od cAMP (52).

Już poprzednio wym ieniłem  kilka faktów, które nakazyw ały z dużym 
sceptyzm em  odnieść się do przedstaw ionych wyników doświadczeń i w y­
nikających z nich dalszych ujęć. Niedawno stw ierdziliśm y, że w w yniku 
inkubacji NAD (300 m-M) w  w arunkach identycznych do tych jakie stoso­
wał Dousa i wsp. (42) uwalnia się adenozyna, rybozyd amidu kwasu niko­
tynow ego i nieorganiczny fosforan (Ryc. 6). Stwierdziliśm y, że izolowane 
pęcherzyki rąbka szczoteczkowego w ykazują aktywność pirofosfatazy nu- 
kleotydow ej oraz 5’nukleotydazy; rozkładają one nie ty lko NAD ale także

Ryc. 6. P roduk ty  degradacji NADH po ikubacji z izolowanymi błonam i rąbka szczo­
teczkowego kory nerek  szczura. Adenozyna Ado, błony rąbka szczoteczkowego BBMV, 
rybozyd am idu kw asu nikotynowego NRH. K rzyw e przedstaw iają w idm a izolowa­
nych Ado i NRH po rozdziale na chrom atografii cienkow arstw ow ej, (według 15).

http://rcin.org.pl



[1 1 ] N E R K O W E  W Y D A L A N IE  F O S F O R A N U 2 8 3

NADH, NADP, NADPH, ATP, ADP, AMP, koenzym A (15). W obecności 
każdego ż tych substratów  uw alniał się nieograniczony fosforan, którego 
stężenie zależało od użytego substra tu  i jego końcowego stężenia (55). P rzy  
użyciu m etody m ikrodyseksji pozwalającej na  oznaczanie aktyw ności py- 
rofosfatazy dinukleotydow ej w przebiegu całego nefronu  stw ierdzono, że 
najw iększą aktywność w ykazują końcowe odcinki kanalika proksym al- 
nego (Tabela 1). NADH jest lepszym od NAD substratem  pyrofosfatazy,

Tabela 1.

Aktywność pyrofosfatazy dinukleotydowej w poszczególnych odcinkach nefronu szczura

Fragmenty nefronu Aktywność pirofosfatazowa 
([¿mole P/mg suchej tkanki/min)

Kłębki 3.4 ±1.47
Kanaliki proksymalne, odcinek bliższy 9.76 ±1.37
Kanaliki proksymalne, odcinek dalszy 14.09 ±3.74
Kanaliki proksymalne, odcinek prosty 32.27 ±3.06
Pętla Henlego wstępująca 1.11 ±0.24
Kanalik dystalny 2.28 ±1.25
Kanalik zbiorczy 2.71 ±1.22

Wartości przedstawiają średnie ±  SM. Według (55).
Wartości przedstawiają średnie ±  SM, n  =  5
Poszczególne odcinki nefronów wyodrębniano z zamrożonych skrawków nerek szczura, po identyfikacji inkubo 

wano w obecności NAD.

prawdopodobnie postać zredukow ana m ononukleotydu am idu kw asu ni­
kotynowego ulega szybszemu rozkładowi, aniżeli postać utleniona (Ryc. 7). 
Dośwadczenia te niedwuznacznie wykazują, że w trakcie inkubacji NAD 
z pęcherzykam i błon lum inalnych dochodzi do jego degradacji.

Jest więc wielce prawdopodobne, że w w arunkach doświadczalnych 
stosowanych przez D o u s e i wsp. (42) powstający w trakcie preinkubacji 
z NAD a także ADP, AMP, AD P-rybozy nieradioaktyw ny fosforan roz­
cieńczał stosowany do badania transportu  82Pi którego końcowe stężenie 
w badanych próbach na ogół nie przekraczało 0.1 mM, natom iast stosowane 
stężenia NAD były tego samego rzędu lub naw et wyższe. Rozcieńczenie *2Pi 
przez nieradioaktyw ny fosforan było odczytywane jako efekt ham ow a­
nia transportu  fosforanów przez stosowane do badań nukleotydy. Należy 
tu  zwrócić uwagę, że optim um  pH dla pyrofosfatazy dinukleotydow ej w y­
nosi 8.5—9.0. Nasze przypuszczenia znalazły również potwierdzenie w  ogło­
szonej ostatnio pracy (56).

Dla pełniejszego potw ierdzenia naszej tezy o w ątpliw ym  znaczeniu 
NAD w regulacji transportu  fosforanów przez błonę lum inalną w  w arun­
kach fizjologicznych tj. w tedy gdy znajduje się on we w nętrzu kom órki 
i oddziaływuje na w ew nętrzną stronę błony lum inalnej, przeprow adziliś­
my badania transportu  fosforanów po uprzednim  naładow aniu pęcherzy­
ków NAD stosując różne w arunki inkubacji.
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Ryc. 7. D egradacja NAD i NADH przez izolowane błony lum inalne kory nerek  szczu­
ra. Środowisko inkubacyjne zawierało: 1 mM NAD lub NADH, 50 mM Tris/HCl, pH 
8.0. K rzyw e ilu s tru ją  zużycie NAD lub NADH oraz pow staw anie P i i adenozyny 
(Ado) w  czasie. W edług (55).

Pęcherzyki ładowano NAD poddając je szokowi osmotycznemu w pH
7.2 lub 8.0 w obecności 10 mM NAD. Zew nątrzpęcherzykow y NAD usu­
wano przy użyciu Dowex 1X2 (Tabela 2). Nie stw ierdzono żadnych róż­
nic w transporcie 82Pi pomiędzy pęcherzykam i, które zaw ierały zarówno 
NAD na zew nątrz jak i w ew nątrz pęcherzyków, jeżeli uprzednio nie były 
one preinkubow ane z NAD przez 30 min w pH 8.0 (Ryc. 8A). Natomiast 
pęcherzyki preinkubowane z NAD, nie traktow ane jonitem  Dowex, trans-

Tabela 2.

Zawartość NAD w pęcherzykach błon luminalnych
■

NAD ({¿mole/mg białka)

Szok osmotyczny w obecności 10 mM NAD po 
potraktowaniu jonitem Dowex 1x2  

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

Szok osmotyczny w obecności 10 mM NAD, nie 
traktowano jonitem Dowex

6.7

0.2

1330.0

Według (57)
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portow ały 82P znacznie wolniej (Ryc. 8B). Szczytowa akum ulacja 82P była 
również obniżona w porów naniu do pęcherzyków potraktow anych jonitem  
Dowex, a więc w środowisku nie zawierającym  NAD na zew nątrz lecz jedy­
nie w ew nątrz pęcherzyków. Nie stw ierdzono też żadnego wpływ u NAD na 
transport fosforanów, jeżeli pęcherzyki preinkubowano przez 30 min w pH
7.2 (Ryc. 8C).

Stwierdzono, że inkubacja pęcherzyków z S2P-NAD prowadzi do szyb­
kiej inkorporacji 82Pi do białek błon lum inalnych, nie stw ierdzono jednak 
żadnych różnic w inkorporacji 82Pi w trzech różnych doświadczeniach, tj. 
w tedy gdy pęcherzyki poddawano szokowi osmotycznemu, traktow ano sa­
poniną lub w w arunkach, które zapobiegały przenikaniu NAD do wnętrza 
pęcherzyków. Nie w ykazano również inkorporacji 8H do białek błon rąbka 
szczoteczkowego w tedy gdy inkubowano je w  obecności adenina-2,8-8H- 
NAD. W yniki te w yraźnie wskazują, że A D P-rybozylacja błon w w arun­
kach przez nas stosowanych jest m ało prawdopodobna.

Pow staje pytanie, w jaki sposób wytłum aczyć fosfaturyczne działanie 
am idu kwasu nikotynowego, k tóry  jak  już od dawna wiadomo, zwiększa 
syntezę i stężenie NAD w nerce. W ydaje mi się, że dodatnia korelacja mię­
dzy stężeniem  NAD w nerce a fosfaturią jest przypadkowa. Amid kwasu 
nikotynow ego nie tylko stym uluje syntezę NAD, lecz stosowany w tak  
dużych dawkach 1 g/kg ciężaru ciała, wyw ołuje szereg innych zmian me­
tabolicznych, które być może w sposób pośredni ham ują transcelularny 
transport fosforanów.

Ryc. 8. T ransport fosforanów do izolowanych pęcherzyków  błon lum inalnych kory 
nerek szczura w  obecności w ew nątrzpęcherzykow ego NAD. W yjaśnienie w tekście. 
W edług (57).
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VI. Zależność nerkowego wydalania fosforanów od pH, stężenia wodoro­
węglanów i prężności dwutlenku węgla

VI-1. Badanie klirensowe

Z obserwacji klinicznych od dawna było wiadomo, że ostre zaburzenia 
oddechowe prowadzące do kwasicy lub zasadowicy oddechowej m ają 
wpływ na gospodarkę fosforanową (58, 59). Zasadowica oddechowa w y­
wołuje hypofosfaturię, której towarzyszy hypofosfatem ia, odwrotnie kw a­
sica oddechowa przebiega z hyperfosfatem ią i hyperfosfaturią  (60). Spo­
strzeżenia te potwierdzono w badaniach klirensow ych na zwierzętach, 
z których wynika, że hyperkapnia w porównaniu do norm okapnii naw et 
u zwierząt pozbawionych przytarczyc również w yw ołuje hyperfosfaturię, 
k tóra nie zależy od towarzyszącej jej hyperfosfatem ii. W ykazano ponadto, 
że w kwasicy oddechowej ani zmiany stężenia wodorowęglanów ani też 
zmiany pH krw i nie m iały większego znaczenia na wydalanie fosforanów 
z moczem (61).

Doświadczenia przeprowadzone na zwierzętach z zasadowicą odde­
chową, k tórym  usunięto przytarczyce, doprowadziły do wniosku, że obni­
żeniu prężności dw utlenku węgla (pC 02) w krw i zwiększa resorpcję fos­
foranów w nerce (40). Stwierdzono ponadto, że w hypokapnii parathorm on 
jak  również cAMP nie m ają żadnego w pływu na nerkowe wydalanie fos­
foranów naw et w tedy gdy skoryguje się pH krw i do wartości praw idło­
wych. W ynika stąd, że hypokapnia a nie zasadowica oddechowa powoduje, 
że komórki kanalików  nerkow ych są niewrażliwe na działanie para thor- 
monu i cyklicznego AMP.

Podobny stan refrakcji nerek w stosunku do parathorm onu i cAMP 
obserw uje się u zw ierząt potraktow anych jednorazową dawką LiCl (39). 
U szczurów po podaniu litu  spada pH krwi, obserw uje się um iarkow aną 
hypokapnię, kwasicę m etaboliczną zewnątrzkomórkową, k tórej prawdopo­
dobnie tow arzyszy zasadowica wew nątrzkom órkow a (38, 62, 63).

Bardziej kontrow ersyjne są dane o wpływie kwasicy i zasadowicy m e­
tabolicznej na przem iany fosforanów. Kwasica metaboliczna, którą w  w a­
runkach doświadczalnych najczęściej wywołuje się dożołądkowym poda­
niem chlorku amonowego, powoduje hyperfosfatem ię, k tórej tow arzyszy 
znaczna hyperfosfaturia  (64). Ostatnio wykazano, że u szczurów po poda­
niu kwasu solnego bądź m lekowego dochodzi do fosfaturii lecz o znacznie 
łagodniejszym  przebiegu w porównaniu do tej, jaką obserwowano po po­
daniu chlorku amonowego, chociaż acidemia w obu grupach zwierząt była 
podobna (65). Dane te wskazują na znaczenie amoniaku oprócz acidemii 
w nerkow ym  w ydalaniu fosforanów.

Zarówno jony amonowe jak  i jony wodorowe m odyfikują fosfaturyczne 
działanie parathorm onu (38, 66, 67, 68, 69). W tym  względzie stw ierdzono 
duże różnice gatunkowe (68). W ykazano bowiem, że w w arunkach no r­
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m alnych chomiki syryjskie nie odpowiadają fosfaturią na parathorm on, 
czynnikiem  uw rażliw iającym  nerkę na parathorm on był chlorek amonowy 
ale nie sam a kwasica (70). Niemniej kontrow ersyjne są dane o wpływie 
zasadowicy metabolicznej na metabolizm  fosforanów. Infuzja wodorowę­
glanów powoduje fosfaturię chociaż nie w yklucza się możliwości, że jest 
ona wynikiem  w zrostu prężności dw utlenku węgla, k tó ry  towarzyszy te­
mu zaburzeniu (61, 71, 72).

VI-2. Badania mikropunkcyjne i mikroperfuzyjne

Przytoczone dane niedwuznacznie wskazują na znaczenie pH i p C 0 2 
jako czynników m odyfikujących transport fosforanów w nerce, niezależ­
nie od w pływ u parathorm onu na ten  proces. Nasuwa się pytanie, czy ob­
serwowane zmiany w transporcie fosforanów dotyczą całego nefronu, czy 
też istnieje swoista wrażliwość poszczególnych odcinków nefronu, trans­
portujących fosforan, na działanie wym ienionych czynników. Doświadcze­
nia przeprowadzone przy użyciu techniki m ikropunkcji i m ikroperfuzji 
zdają się wskazywać na słuszność tego ostatniego poglądu (73). Zanim jed­
nak przejdę do ich omawiania, zwróćmy uwagę na dane Tabeli 3 ilustrujące

Tabela 3.

Transcelularny transport fosforanów w izolowanych kanalikach nerkowych

Transport
(pmole/mm • min)

Kanalik proksymalny część bliższa 10.6
Kanalik proksymalny część dalsza 3.4
Kanalik proksymalny część prosta 1.9
Kanaliki zbiorcze 0.46

Według (U )

transport fosforanów w poszczególnych odcinkach nefronu królika uzyska­
ne na drodze m ikroperfuzji (11). T ransport netto  fosforanów odbywa się 
tylko w kanaliku proksym alnym  i kanalikach zbiorczych. Największą szyb­
kość transportu  fosforanów w ykazują początkowe odcinki kanalika proksy- 
malnego, a praw ie pięciokrotnie m niejszą części końcowe tych kanalików. 
Nie m am y odpowiednich danych dla kanalików szczura a także psa, u któ­
rych intensywność transportu  fosforanów jest prawdopodobnie zbliżona 
do tej, k tórą się obserw uje u ludzi. Następujące zestawienie ilustru je istnie­
jące różnice gatunkowe w nerkow ym  w ydalaniu fosforanów. (Tab. 4.). Jak  
widać, szczur wydala z moczem zaledwie niecały jeden procent ilości fos­
foranów przefiltrow anych, podczas gdy królik i chomik w chłaniają tylko 
około 80°/o, a aż 20°/o w ydalają do moczu (74).
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Tabela 4.

Różnice gatunkowe w nerkowym wydalaniu fosforanów

FWpi % KRpi [imol • min_1kg c.c.

Szczur 0.8 20
Królik 22 3.6
Chomik 16 12.3

FW pi % — frakcyjne wydalanie fosforanów w procentach przesączu kłębkowego, K R p i— ka­
nalikowa resorpcja fosforanów

Według (74).

W badaniach w ykonanych na szczurach pozbawionych przytarczyc 
U 11 r i c h i wsp. stosując in situ  perfuzję początkowego odcinka kana­
lika proksymalnego i otaczającej go włośniczki doszli do wniosku, że głów­
nym  czynnikiem  regulującym  transport fosforanów jest pH a nie p C 0 2 (75). 
Perfundując kanalik proksym alny płynem  izotonicznym zaw ierającym  82Pi 
oraz bufor wodorowęglanowy o zmiennym  pH, p C 0 2 i stężeniu wodoro­
węglanów wykazali, że obniżenie pH płynu kanalikowego poniżej 6.7 ha­
m uje transport fosforanów, natom iast zmiany w pCOz przy stałym  pH 
perfundowanego roztw oru nie m iały w pływu na szybkość transportu  32Pi. 
Również acetozolamid, silny inhibitor anhydraży węglanowej, dodany do 
płynu kanalikowego hamował transport S2Pi. Te i inne obserwacje skło­
n iły  U l l r i c h a  i wsp. do wyciągnięcia wniosku, że jedynym  czynni­
kiem  m odyfikującym  transcelu larny  transport fosforanów jest zew nętrz­
ne i wew nątrzkom órkowe pH. Obniżenie pH płynu kanalikowego i pod­
wyższenie w ew nątrzkom órkowego (którego bezpośrednio nie mierzono) 
hamowałoby, natom iast odwrotne zmiany pH stym ulowałoby ten  transport. 
In terp re tac ja  tych doświadczeń nie jest pozbawiona zastrzeżeń. A utorzy nie 
badają transportu  netto  fosforanów stosując 32Pi w płynie kanalikowym  
a odzyskując 82P w płynie włośniczki okalającej badany odcinek kanalika, 
stw arzają możliwość rozcieńczenia badanego izotopu fosforanem  pochodzą­
cym  z w nętrza komórki, którego stężenie może się zmieniać w zależności 
od stosowanych w arunków  doświadczenia. Gdyby jednak zgodzić się z ich 
in terp re tac ją  w tedy należałoby przyjąć, że obserwowane zm iany in vivo  
w w ydalaniu fosforanów w kwasicy i zasadowicy oddechowej są odbiciem 
zmian w transporcie fosforanów, ale poza odcinkiem nefronu przez nich 
badanym  (40). Jak  już wspominałem, odcinkiem nefronu kandydującym  do 
roli regulatora jest część prosta kanalika proksymalnego. Nie wchłonięte 
fosforany w tej częśli kanalika ulegałyby kom pensacyjnej resorpcji w  dal­
szych odcinkach nefronu. Jest to oczywiście hipoteza dająca się jednak 
zweryfikować dostępnymi obecnie metodami.

VI-3. Zależność transportu fosforanów do pęcherzyków błon luminalnych od pH

Podwyższenie stężenia jonów wodorowych ham uje transport fosfora­
nów do pęcherzyków (79). Pierw otnie interpretow ano to jako w yraz zwięk­
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szonego powinowactwa nośnika fosforanowego do dwuujem nego anionu 
fosforanowego H P 0 42~. G dyby jednak założyć, że nośnik fosforanow y pre­
ferencyjnie akceptuje określoną form ę anionu fosforanowego, to należało­
by się spodziewać, że różnica pH po obu stronach błony pęcherzyka powin­
na modyfikować szybkość i szczytową akum ulację fosforanów. Obniżenie 
wew nątrzpęcherzykow ego pH powinno stym ulować transport, jeśli nośnik 
preferu je  H P 0 42-, natom iast podwyższenie pH w nętrza pęcherzyków po­
winno zwiększać pobieranie fosforanów, jeśli nośnik p referu je  H2P 0 4_ . 
M u r e r i wsp. (80) wykazali, że zmiany w ew nątrzpęcherzykowego pH nie 
m ają żadnego w pływ u na transport fosforanów. Ich w yniki stoją jednak 
w sprzeczności z danym i S a c k t o r a  i wsp. (81), którzy stw ierdzili s ty ­
m ulację transportu  fosforanów do pęcherzyków kory nerek królików na 
koszt gradientu  pH (pHw =  5.5 i pHz =  7.5). Jak  widać, zastosowano duży 
gradient pH. odbiegający bardzo znacznie od wartości fizjologicznych. Po­
nadto obserwowana szybkość transportu  na koszt gradientu pH nie prze­
kraczała 10— 15°/o szybkości uzyskanej przy zastosowaniu gradien tu  sodo­
wego. Dlatego też jest m ało prawdopodobne aby nośnik preferow ał jedną 
z form  anionu fosforanowego. Analiza krzyw ych transportu  fosforanów 
w zależności od stężenia jonów sodu przy różnych stężeniach jonów wo­
dorowych środowiska zewnątrzpęcherzykow ego wskazuje, że wzrost pH 
zwiększa powinowactwo jonów sodu do system u transportu jącego fosfo­
ran. Odwrotnie, spadek pH zmniejsza to powinowactwo; większe stężenie 
jonów sodu wym agane jest do zaaktywow ania nośnika. Dane te dowodzą, 
że system  transportu jący  fosforan nie rozróżnia obu w ystępujących form  
anionu fosforanowego. Ponadto wiadomo, że więcej aniżeli jeden jon so­
dowy sprzęga się z transportem  fosforanów. Możemy więc postulować, że 
transport fosforanów przez błonę lum inalną jest tylko w tedy elektroobo- 
jętny  jeśli H P 0 4~2, a nie H 2P 0 4_ ulega przemieszczeniu.

VII. F osfa tu ria  w yw ołana m aleinianem

W poprzednim rozdziale przytoczyłem  dane świadczące o dużej zgod­
ności między nerkow ym  wydalaniem  fosforanów m odulowanych przez ho r­
mony a obserwowanymi zmianami w pobieraniu fosforanów przez izolo­
wane pęcherzyki błon lum inalnych kory nerek na koszt grad ien tu  jonów 
sodu. Również w ahania zawartości fosforanów w diecie znajdują swoje 
odbicie w transporcie lum inalnym  fosforanów. Podobne zbieżności zaob­
serwowano w przypadku kwasicy metabolicznej i transportu  lum inalnego 
fosforanów (83). Jednak  nie zawsze stw ierdzano zbieżność wyników badań 
in vivo  i in vitro. Nie wykazano dodatniej zależności między hiperfosfatu- 
rycznym  działaniem m aleinianu (38, 40) a transportem  fosforanów do pę­
cherzyków.

M aleinian podany szczurom w dawce przekraczającej 100 mg na kg 
ciężaru ciała powoduje zaburzenie funkcji nerek w yrażające się m.in. ke-
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toacidurią, fosfaturią, am inoacidurią i glukozurią (85, 86). Dawka m niej­
sza m aleinianu w yw ołuje ketoacidurię i fosfaturię podczas gdy wydalanie 
aminokwasów i glukozy z moczem nie odbiega od norm y (87). Stw ierdzo­
no, że m ealeinian dodany do izolowanych pęcherzyków rąbka szczoteczko­
wego kory nerek nie wpływał na transport fosforanów do tych pęcherzy­
ków. Natomiast pęcherzyki izolowane z nerek szczurów zatru tych  m alei- 
nianem, bądź też otrzym ane ze skrawków kory nerek preinkubowanych 
z m aleinianem  transportow ały fosforan, na koszt grad ien tu  jonów sodu, 
szybciej i szczytowa akum ulacja była większa w porównaniu do pęcherzy­
ków otrzym anych od zwierząt nie traktow anych m aleinianem  (88, 89). Po­
nadto wykazano, że jednoczesne podanie zwierzętom m aleinianu i aceto- 
octanu zapobiegało w ystąpieniu fosfaturii (87). Nie stwierdzono też sty­
m ulacji transportu  fosforanów do pęcherzyków, które otrzym ano ze skraw ­
ków inkubowanych z m aleinianem  w obecności acetooctanu. Te i inne fakty 
(90, 91) wskazują, że czynnikiem  toksycznym  nie jest sam m aleinian lecz 
bardzo reaktyw ny maleilo-CoA, produkt reakcji katalizowanej przez trans- 
ferazę sukcynylo-CoA, k tóry  może

m aleinian+sukcynylo-C oA  — maleilo-CoA + bu rsz tyn ian  
reagować, nie ty lko z grupam i SH lecz także z grupam i aminowymi amino­
kwasów i białek (92, 93).

HOOC-CH =  CH-CO-CoA +  H 2N-R — HOOC • CH = CH • CO-NH-R +
+  CoA SH

M aleilacja białek rąbka szczoteczkowego może być jednym  z głównych 
czynników prowadzących do zaburzeń transportu  fosforanów na koszt g ra­
dientu jonów sodu. Ostatnio wykazano, że fluorodw unitrobenzen jest sil­
nym  inhibitorem  transportu  fosforanów przez błony rąbka szczoteczko­
wego kory nerek szczura (94). Nie można też wykluczyć możliwości po­
średniego działania maleilo-CoA na drodze ham ow ania kinaz białkowych 
fosforylujących białka błon lum inalnych, których fosforylację utożsamia 
się ze zmianami w lum inalnym  transporcie fosforanów. Niedawno zaobser­
wowano, że podanie l,25(OH)2D3 in vivo  szczurom znacznie obniża fosfa­
tu rię  wyw ołaną m aleinianem  (95). Ponieważ horm on ten  nie zmienia 
stężenia ATP w nerce po podaniu m aleinianu, można sugerować, że 1,25 
(OH)2D3 wpływa na przepuszczalność błony lum inalnej dla fosforanów.

Przedstaw iłem  wpływ  niektórych czynników endo i egzogennych mo­
dyfikujących nerkow e w ydalanie fosforanów. W wielu sytuacjach stw ier­
dzano dodatnią korelację m iędzy nerkow ym  wydalaniem  fosforanów a ich 
transportem  do izolowanych pęcherzyków błon rąbka szczoteczkowego ko­
ry  nerek. Świadczy to o dużej przydatności tej m etody pom iaru transpor­
tu  fosforanów w badaniach nad rolą nerek w ogólnoustrojowej gospodarce 
fosforem.
Praca finansow ana przez Polską A kadem ię Nauk, problem  MR. 1.1.2.

Zaakceptow ano do d ru k u  8.03.1984
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I. Wstęp

N erka ssaka jest organem  wyspecjalizowanym , niejednorodnym  za­
równo pod względem struk turalnym , jak  i funkcjonalnym  (1—3). Podsta­
wową jednostką morfologiczno-czynnościową nerki jest nefron, w którego 
skład wchodzą kolejno: ciałko nerkow e złożone z kłębuszka naczyniowego, 
otoczonego torebką ciałka nerkowego, kanalik bliższy (proksym alny) ne­
fronu, pętla Henlego oraz kanalik dalszy (dystalny) uchodzący do kanalika 
zbiorczego. Ciałko nerkow e oraz kanaliki: proksym alny i dystalny znaj­

*) Mgr, Insty tu t Biochemii, U niw ersytet W arszawski, Al. Żw irki i W igury 93, 
02—089 W arszawa.
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dują się w korze nerki, zaś pozostałe fragm enty nefronu w ystępują w jej 
rdzeniu.

W populacji nefronów  w nerce ssaka w yróżnia się: nefrony korowe, 
k tórych ciałka nerkowe leżą blisko powierzchni nerki, a pętle Henlego 
są długie, oraz głębiej położone nefrony przyrdzeniowe z krótkim i pętlam i 
Henlego (1, 3, 4).

Poszczególne części nefronu różnią się pod względem przepuszczal­
ności dla wody i jonów (1,5— 7) oraz aktywności procesów m etabolicz­
nych (8—10). Jest to  spowodowane różnym  rozmieszczeniem kluczowych 
enzymów określonych szlaków m etabolicznych (9— 11, 12), różnicami w za­
w artości niektórych m etabolitów  (13) oraz odmiennymi m echanizm ami ich 
transportu  przez błony komórkowe (6, 14).

Ze względu na dużą struk tu ra lną  heterogenność nerki, zastosowanie 
w badaniach jej m etabolizm u perfuzji (15— 18) czy skraw ków tkankow ych 
(19— 21) jest ograniczone. Dlatego też coraz częściej do badań używa się 
fragm enty nefronów izolowane z kory nerki — głównie kanaliki proksy- 
m alne i dystalne (22—25), zachowujące właściwe dla kory nerki procesy 
biosyntetyczne (26— 30) oraz wrażliwość na działanie horm onów (31, 32). 
Dzięki zastosowaniu takich technik, jak rozdział elektroforetyczny (33), se-

Tabela 1.

Korzyści i utrudnienia wynikające z zastosow ania jak o  m ateriału  doświadczalnego w badaniach 
m etabolizm u nerki perfundow anego narządu, skrawków tkankow ych lub izolowanych kanalików  
nerkowych

M ateriał
badaw czy

Korzyści U trudnienia Piśmiennictwo

Perfundow ana
nerka

Zachowanie wielu funkcji m e­
tabolicznych organu. 
Możliwość stosow ania fizjo­
logicznych stężeń m etabo­
litów.

Bariery przepuszczalności 
dla m etabolitów. 
Ograniczone możliwości 
badania różnych para­
m etrów  w jednym  do­
świadczeniu.
N iejednorodność m ate­
riału.

15-18

Skrawki tkan ­
kowe

Możliwość badania wielu pa­
ram etrów  w jednym  dośw iad­
czeniu.

Uw alnianie przez prepa­
ra t niektórych enzymów 
i m etabolitów . 
Konieczność stosow ania 
bardzo cienkich skraw­
ków.

19-21

Izolowane ka­ Zachowanie funkcji m etabo­ Czasochłonne przygoto­ 22-32,
naliki nerkowe licznych i wrażliwości na dzia­

łanie horm onów.
Możliwość badania wielu 
zmiennych w jednym  dośw iad­
czeniu.

wanie m ateriału  dośw iad­
czalnego.

41
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dym entacja w gradiencie fikolu (34), czy też m ikrosekcja (35, 36) możliwe 
jest także badanie procesów m etabolicznych w określonych fragm entach 
nefronu. Zasadnicze korzyści i u trudnienia  wynikające z zastosowania 
w badaniach nerki różnego typu preparatów  przedstawiono v  Tabeli 1.

II. Izolowanie i charakterystyka kanalików nerkowych

Próbę otrzym ania kanalików nerkow ych podjęła po raz pierwszy w ro­
ku 1962 B o s a c k o v a  (37), stosując delikatne traw ienie trypsyną skraw ­
ków kory nerki. W efekcie uzyskała ona zawiesinę izolowanych kom órek 
zdolnych do nagrom adzania kwasu p-am inohipurowego oraz jonów potasu. 
M etoda ta została jednak zarzucona ze względu na niską wydajność i za­
nieczyszczenia preparatu  składnikam i subkomórkowym i (38). Z podobnych 
przyczyn szerszego zastosowania nie doczekała się także m etoda polegająca 
na m echanicznym  rozbijaniu tkanki zubożonej uprzednio w  jony Ca2+ 
(39). Niewiele wiadomo o właściwościach takich preparatów  poza ich zdol­
nością do pobierania tlenu  ze stałą  szybkością.

W tym  samym roku B u r g  i O r l o f f  (22) po raz pierw szy opraco­
wali metodę otrzym yw ania kanalików nerkow ych z dużą wydajnością 
(około 500— 700 mg z nerki królika). A utorzy ci po wyizolowaniu nerki ze 
zwierzęcia odplukiwali z niej krew , w strzykując tętnicą nerkow ą ozię­
bioną sól fizjologiczną, a następnie roztw ór kolagenazy do m om entu prze­
rw ania torebki nerkow ej i pojawienia się płynu na powierzchni nerki. Ko­
lejny  etap izolowania kanalików  nerkow ych polegał na oddzieleniu kory 
nerk i od rdzenia oraz na  m echanicznym  rozdrobnieniu tkanki. O trzym aną 
zawiesię inkubowano wówczas przez 45 m inut w roztworze kolagenazy 
nasycanym  m ieszaniną 95°/o 0 2 i 5% C 0 2. Reakcję enzym atyczną p rzery­
wano dodaniem w nadm iarze buforu używanego do inkubacji, a kanali­
ki nerkowe osadzano i przem yw ano kilkakrotnie świeżym buforem . Nie- 
roztraw ione fragm enty kory nerki usuwano filtru jąc  preparat przez trzy  
w arstw y gazy. O trzym ane tą  m etodą kanaliki przedstawiono na Ryc. 1.

Obecnie stosuje się liczne m odyfikacje tej techniki, takie jak  przepro­
wadzenie pierwszego etapu preparatyki in situ. Nerkę poddaje się perfuzji 
za pomocą oziębionego buforu  K rebsa-H enseleita nie zawierającego jonów 
Ca2+ (26) lub dodatkowej kilkum inutow ej perfuzji w układzie zam knię­
tym  za pomocą roztw oru kolagenazy w buforze K rebsa-H enseleita zawie­
rającym  jony Ca2+ (25), aktyw ator enzym u (40). Możliwe jest także sto­
sowanie do preparatyki kanalików  buforów o innym  składzie (23, 24, 41) 
oraz, zamiast roztw oru kolagenazy, m ieszaniny kolagenazy i h ialuronida- 
zy (23) lub pronazy (42).

W celu usunięcia z preparatu  znajdującej się w nim pewnej ilości po­
jedynczych m artw ych kom órek stosowano wirowanie przez w arstw ę 25°/o 
roztw oru fikolu (24). Uszkodzone kom órki podlegały wówczas dalszej lizie 
przechodząc do osadu, podczas gdy osmotycznie aktyw ne żywe kom órki

6 Postępy Biochemii 3/84 http://rcin.org.pl
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Ryc. 1. Zawiesina kanalików  nerkow ych królika izolowanych przy użyciu kolage- 
nazy. Wg B u r g a  M. B. i O r l o f f a  J. (22); dzięki uprzejm ości autorów  i A m eri­
can Physiological Society.

pozostawały w górnej w arstw ie roztworu. Co więcej, sedym entując kana­
liki izolowane z kory nerki w nieciągłym gradiencie fikolu otrzym ano za­
wiesinę zaw ierającą wyłącznie kanaliki dystalne lub proksym alne (34).

Stosowanie powyższych m etod pozwoliło na uzyskanie preparatu  skła­
dającego się głównie z krótkich fragm entów  kanalików proksym alnych 
(około 90°/o) i dystalnych (około 7°/o) zanieczyszczonych jedynie pojedyn­
czymi kom órkam i i kłębuszkam i naczyniowymi (43, 44). Tak otrzym ane 
kanaliki nerkowe nie zabarw iały się w izotonicznym roztworze błękitu  
trypanu  — zachowywały one nienaruszone błony komórkowe (25). Na zni­
kom y stopień uszkodzenia kanalików wskazywał także nie zmieniony 
w homogenacie kory  nerki oraz w izolowanych kanalikach nerkow ych sto­
sunek aktywności dehydrogenazy mleczanowej do dehydrogenazy glutam i- 
nianowej (25), które są właściwymi dla cytosolu i m itochondriów enzym a­
mi znacznikowymi.

M etabolizm tlenow y nerki królika oraz izolowanych z tego narządu ka­
nalików nerkow ych porównano mierząc zawartość ATP, kinetykę zużycia 
tlenu  oraz stopień zredukow ania oksydazy cytochromowej w obu prepa­
ratach  (24). W skraw kach tkankow ych (0,3— 0,5 mm grubości) znaleziono 
regiony w ykazujące niedobór tlenu. Zjawisko to, spowodowane u trudn io­
ną jego dyfuzją w głąb preparatu , nie występowało w przypadku izolowa­
nych kanalików  nerkowych. Za takim  przypuszczeniem przem aw iały na­
stępujące obserwacje:
— spadek szybkości zużycia tlenu przez skraw ki tkankow e nerk i w raz
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z obniżeniem ciśnienia cząstkowego tlenu  (p 0 2) w naczynku inkuba- 
cyjnym , podczas gdy pobieranie tlenu  przez kanaliki zachodziło ze stałą 
szybkością naw et przy spadku p 0 2;

— m niejsza zawartość ATP w przeliczeniu na m iligram  białka w skraw ­
kach niż w zawiesinie izolowanych kanalików nerkowych;

— wzrost stopnia zredukow ania oksydazy cytochromowej w skraw kach 
tkankow ych nerki przy spadku p 0 2, co wskazuje na niedostateczny do­
stęp tlenu  (45, 46).

W izolowanych kanalikach nerkow ych inkubowanych w takich samych wa­
runkach stopień zredukow ania oksydazy był około ośmiokrotnie m niejszy 
niż w skraw kach i nie uległ zmianie przy spadku p 0 2 naw et poniżej 10 mm 
Hg (24).

W Tabeli 2 zestawiono zawartość niektórych m etabolitów  w nerce in 
vivo, w skraw kach tkankow ych oraz w izolowanych kanalikach nerko­
wych (23). Jak  widać, w poszczególnych preparatach zawartość pośred­
ników cyklu K rebsa oraz procesu glikolizy jest różna, prawdopodobnie na 
skutek odm iennych w arunków  pom iaru m etabolitów  oraz innych szyb­
kości dyfundowania przez błony kom órek nerki pośredników ufosforylow a- 
nych i nieufosforylowanych. Natomiast zawartość nukleotydów  adenino- 
wych w preparatach jest podobna. W edług B u r g a  i O r l o f f a  (22) 
zawartość kationów w izolowanych kanalikach nerkow ych oraz in vivo  
jest również tego samego rzędu.

Duży postęp w dziedzinie badań m etabolizmu pojedynczych kanalików

Tabela 2.
Zaw artość niektórych m etabolitów  w szybko zam rożonej nerce, skrawkach tkankow ych oraz 
izolowanych kanalikach nerkowych szczura m ierzona w obecności glukozy i jab łczanu. W g N  a- 
g a t y  N.  i R a s m u s s e n a  H . (23); dzięki uprzejmości autorów  i E lsevier/N orth-H olland 
Biomedical Press.

M etabolit

nm ole/m g białka

N erka Skrawki kory Izolowane
kanaliki

A TP 7,55 ±0,21 6,05 4JD,30 7,95 ± 0 ,16
A D P 2,54 ± 0 ,07 4,91 ± 0 ,0 6 2,16 ±  0,05
A M P 0,43 ± 0 ,02 2 ,18±0 ,09 0,34 ±0 ,03
Fosfoenolopirogronian 0,19 ±0 ,03 0,45 ±0 ,06 1 ,1 0 ± 0 ,1 1
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 ,0 4 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 ,0 6 2,43 ±0 ,06
2-oksoglutaran 2,10±0,11 3,21 ± 0 ,0 6 69,7 ±2 ,1
Jabłczan” 1,18±0,07 1 ,56±0,12 10,2±0,8

a) ilości śladowe
b) mierzono tylko w obecności glukozy
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nerkow ych nastąpił po wprowadzeniu techniki mikrosekcji. Najczęściej 
jako m ateriał wyjściowy stosowano liofilizowane skraw ki tkankow e (47— 
51), rzadziej świeżą tkankę (52—54). Cięcie nefronu na fragm enty  ułatw io­
ne zostało przez traw ienie tkanki za pomocą kolagenazy w pierwszym  eta­
pie preparatyki (35, 36). Izolowane pod kontrolą stereom ikroskopu duże 
fragm enty cięto następnie na mniejsze, ściśle określone odcinki. Ich wiel­
kość wahała się od 0,2 do 1,5 mm, zależnie od s tru k tu ry  nefronu, z której 
dany odcinek izolowano'. Powyższa metoda pozwoliła m iędzy innym i na 
pom iar aktyw ności cyklazy adenylowej w poszczególnych fragm entach 
nefronu (35, 36), lokalizację kluczowych enzymów określonych szlaków 
m etabolicznych (9, 11), ATP-azy zależnej od K + i N a+ (55, 56), czy kinaz 
białkowych (57).

Duży postęp w dziedzinie badań nerki osiągnięto dzięki rozwojowi mi- 
kroanalizy chemicznej. Stosowanie m ikropunkcji, polegającej na pobiera­
niu za pomocą cienkich m ikropipet moczu kanalikowego z powierzchnio­
wych odcinków nefronu (58—61), pozwoliło na określenie jego składu che­
micznego. Techniki tej używano do um iejscowienia procesu transportu  licz­
nych substancji w różnych częściach nefronu. Szeroko wykorzystyw ano 
także m ikroperfuzję in situ. W ybrane odcinki nefronu perfundow ano pły­
nem o określonym  składzie, badając jego zmiany wywołane sekrecją lub 
wchłanianiem  pewnych substancji. Perfundow any odcinek oddzielano od 
pozostałych części nefronu za pomocą kropli oleju m ineralnego (60—62). 
Perfuzję można również prowadzić w sposób ciągły, przy użyciu specjal­
nej m ikropompy (62, 65). Stosowano też perfuzję peritubularną, porównu­
jąc skład płynu wprowadzonego do naczyń kapilarnych otaczających okre­
ślony odcinek nefronu ze składem  płynu pobieranego ze św iatła kanali­
ka (66). P rzy  użyciu tego typu technik wykazano funkcjonalne zróżnico­
wanie poszczególnych części nefronu (5, 67—69).

Jednak badanie dowolnych, a nie tylko znajdujących się przy powierz­
chni nerki, odcinków nefronu stało się możliwe po w prowadzeniu przez 
B u r g a i wsp. (70, 71) technik m ikroperfflzji in vitro. Określone frag­
m enty nefronu były ręcznie preparow ane pod kontrolą stereom ikroskopu, 
bez uprzedniego traw ienia za pomocą kolagenazy. Kanaliki izolowane z ko­
ry  nerki poddanej uprzednio działaniu tego enzym u pękały podczas per- 
fuzji. Na Ryc. 2 przedstawiono perfuzję zbiorczego kanalika nerkowego 
przy użyciu dwóch szklanych m ikropipet.

III. Metabolizm izolowanych kanalików nerkowych 

III-l. Metabolizm glukozy

Jednym  z najbardziej aktyw nych procesów m etabolicznych zachodzą- 
cych w proksym alnej części kanalików nerkow ych jest glukoneogeneza (9), 
stanowiąca źródło glukozy dla innych części nefronu (72), a prawdopo-
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Ryc. 2. P erfuzja pojedynczego kanalika zbiorczego. Wg B u r g a  M. i wsp. (70); 
dzięki uprzejm ości autorów  i A m erican Physiological Society.

dobnie także dla innych tkanek  organizmu (73). Ma ona szczególnie istotne 
znaczenie w w arunkach, gdy zdolność w ątroby do przeprowadzania tego 
procesu jest obniżona, np. w w yniku długotrwałego głodzenia (74), częś­
ciowego usunięcia w ątroby (75, 76), lub podania związków chemicznych 
ham ujących wybiórczo syntezę glukozy w w ątrobie (77).

Ze względu na bardzo niską zawartość glikogenu (15, 21) oraz małą 
aktyw ność regulatorow ych enzymów glikozy w korze nerk i (12) proksy- 
m alne kanaliki nerkowe są m ateriałem  użytecznym  do badań procesu glu- 
koneogenezy i jego kontroli metabolicznej.

Inkubując zawiesinę kanalików nerkow ych szczura w obecności róż­
nych substratów  wykazano, że glukoza jest w nich syntetyzow ana z bu r- 
sztynianu, fruktozy, fum aranu, glicerolu, jabłczanu, pirogronianu i niektó­
rych  aminokwasów (26). Szybkość syntezy zależy od gatunkowego pocho­
dzenia tkanki i rodzaju substra tu  przy czym, jak  widać z danych zamiesz­
czonych w Tabeli 3, jest ona o 20— 100% większa w izolowanych kanali­
kach nerkow ych niż w skraw kach tkankow ych (23).

Tabela 3.
Szybkość glukoneogenezy z różnych substratów  w skraw kach kory nerki oraz w izolowanych 
kanalikach nerkowych szczura. W g N a g a t y  N.  i R a s m u s s e n a  H. (23); dzięki uprzej­
mości autorów  i E lsevier/N orth-H olland Biomedical Press._____________________________________

Substrat
nm ole/m g białka w ciągu godziny

Skrawki K analiki

P irogronian 151 +  19 296 ± 1 0
M leczan 173 ± 2 4 272 ±  11
Bursztynian ------ 220 ± 8
2-oksoglutaran 141 ± 3 0 179 ±  9
Szczawiooctan 99 ± 1 5 198 ±  7
Jabłczan ---- 181 ± 9
D ihydroksyaceton 360 ± 6 0 594 ± 2 6
Glicerol ------  . , 151 ±  6
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Izolowane kanaliki nerkowe zostały również wykorzystane w badaniach 
lokalizacji kluczowych enzymów glukoneogenezy (11) oraz wpływu na 
intensywność tego procesu takich czynników jak: jony nieorganiczne 
(23, 78— 80), niektóre horm ony (26, 44, 81—84) czy kwasy tłuszczowe (25, 
85, 86).

Stosując m etodę m ikrosekcji kanalików nerkow ych zbadano rozmiesz­
czenie dwóch kluczowych enzymów m etabolizmu glukozy wzdłuż nefro­
nu królika (11). Badano rozmieszczenie heksokinazy, niezbędnej dla pro­
cesów syntezy glikogenu, cyklu fosfoglukonianowego i glikolizy oraz roz­
mieszczenie karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej, regulatorowego 
enzym u glukoneogenezy. Aktywność enzymów w określonych fragm en­
tach nefronu przewyższała aktywność tych enzymów w homogenacie. Mi­
mo obniżenia aktywności heksokinazy, będącego prawdopodobnie w yni­
kiem  proteolitycznego działania kolagenazy stw ierdzono najniższą aktyw ­
ność tego enzym u w części kręte j kanalika proksymalnego. Rosła ona 
wzdłuż nefronu, osiągając m aksim um  w kanaliku zbiorczym. Natomiast ak­
tywność karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej stwierdzono prawie 
wyłącznie w kanaliku proksym alnym . W Tabeli 4 przedstawiono umiejsco­
wienie kluczowych enzymów metobolizmu glukozy wzdłuż nefronu. Jako 
m ateriał wyjściowy do m ikrosekcji użyto liofilizowane skraw ki tkanko­
we nerki szczura (47—49, 51, 87— 89). Powyższe dane wskazują, że synte­
za i degradacja glukozy w nerce przebiega w różnych częściach nefronu.

Tabela 4.
Rozmieszczenie kluczowych enzymów m etabolizm u glukozy wzdłuż nefronu szczura

Aktywność enzymu w poszczególnych odcinkach 
nefronu

Enzym Ciałko
ner­

O dcinek ka­
nalika pro­
ksym alnego

Odcinek
w stępu­

jący

Odcinek k a ­
nalika dy- 
stalnego

K analik
zbior­

L itera­
tu ra

kowe
kręty prosty

pętli
Henlego prosty kręty

czy

K arboksykinaza fosfceno- 
lopirogronianow a 0 +  +  + +  + 0 + 0 0 49, 87, 88

Fruktozo 1,6-bisfosfataza 0 +  +  + +  + — 0 0 - 49
G lukozo 6-fosfataza + +  +  + + — 0 0 — 49
H eksokinaza + + + +  +  + — +  +  + — 48, 87
Fosfofruktokinaza + + + +  + — +  +  + +  +  + 51, 87
Kinaza pirogronianow a + + + +  + — +  + +  +  + 51, 87
D ehydrogenaza
3-fosfoglicerynianowa + +  +  + +  + +  + + 87
D ehydrogenaza
m leczanowa + +  + + +  +  + +  +  + +  +  + — 87, 89

Oznaczenia: +  niska aktywność enzymu, +4- pośrednia aktywność ezymu, +  + + wysoka aktywność enzymu, 
0 brak aktywności enzymu, — brak danych.
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Synteza glukozy, której poziom we krw i jest stały, w zdrowym  orga- 
niźmie musi podlegać ścisłej kontroli metabolicznej. Wiadomo, że horm o­
ny takie jak  wazopresyna (84, 90), kalcytonina (83, 91), parathorm on (81, 
82, 92), czy adrenergiczny związek agonistyczny — izoproterenol (81, 83) 
w yw ierają swe metaboliczne działanie na nerkę za pośrednictw em  cyklicz­
nego adenozynomonofosforanu. Dane doświadczalne pochodzą z badań in 
vitro, w których oznaczono zawartość cyklicznego AMP w skraw kach 
tkankow ych lub w zawiesinie kanalików, albo z pomiarów aktyw ności 
cyklazy adenylowej w homogenacie lub we frakcji oczyszczonych błon ko­
mórkowych. Jednak  ze względu na zróżnicowanie funkcjonalne nefro- 
nu (1, 3) stosowanie takich preparatów  nie pozwala na dokładne okreś­
lenie, które komórki są wrażliwe na działanie hormonów. P rzy  użyciu izo­
lowanych kanalików nerkow ych szczura wykazano, że cykliczny AMP sty ­
m uluje proces glukoneogenezy w obecności takich substratów , k tórych 
przem iany prowadzą do szczawiooctanu (26, 93). Dotyczy to zatem  g lu ta ­
m inianu, proliny, 2-oksoglutaranu, bursztynianu, jabłczanu, pirogronianu, 
mleczanu i fum aranu. Nie stwierdzono natom iast stym ulacji syntezy glu­
kozy z fruktozy, dihydroksyacetonu lub glicerolu, co wskazywało na kar- 
boksykinazę jako na enzym  wrażliwy na działanie cyklicznego nukleo- 
tydu.

W licznych badaniach in vitro  stwierdzono, że cykliczny AMP odgry­
wa rolę pośrednika w stym ulacji syntezy glukozy przez parathorm on (31, 
32, 92). W yniki otrzym ane przez R a s m u s s e n a  i N a g a t ę  (31) w ska­
zują, że w izolowanych kanalikach nerkow ych parathorm on oddziałuje na 
proces glukoneogenezy zwiększając pobieranie przez kom órki nefronów  jo­
nów wapnia, które ak tyw ują karboksykinazę fosfoenolopirogronianową 
i jednocześnie ham ują kinazę pirogronianową, enzym  katalizujący reak ­
cję przebiegającą w kierunku przeciwnym.

Horm ony takie jak: wazopresyna, kalcytonina, glukagon, czy też izo­
proterenol o działaniu P-agonistycznym, zwiększające poziom cyklicznego 
AMP w izolowanych kanalikach nerkow ych szczura (32, 83, 84, 91, 94) nie 
stym ulow ały glukoneogenezy in vitro  (44, 95). Zjawisko to można w ytłu ­
maczyć różnym  rozmieszczeniem kom órek syntetyzujących glukozę oraz 
w rażliwych na działanie określonych hormonów wzdłuż nefronu (32). 
Dzięki zastosowaniu techniki m ikrosekcji zbadano aktywność cyklazy ade­
nylowej w 11 ściśle określonych odcinkach nefronu i potwierdzono, że cy- 
klaza adenylowa wrażliwa na działanie parathorm onu w ystępuje wyłącz­
nie w proksym alnej części kanalików  nerkowych, gdzie przebiega synteza 
glukozy. Natomiast wazopresyna, kalcytonina i izoproterenol ak tyw ują 
cyklazę adenylową w innych częściach nefronu (35, 36).

Katecholam iny stym ulują syntezę glukozy za pośrednictw em  m echa­
nizmu a-adrenergicznego (96). W stężeniach powodujących stym ulację glu­
koneogenezy katecholam iny obniżały indukowaną parathorm onem  syntezę 
cyklicznego AMP w izolowanych kanalikach nerkow ych (97). Również an-
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giotensyna zwiększa szybkość syntezy glukozy z wielu substratów  in vitro  
(44, 98). M echanizm jej działania jest prawdopodobnie niezależny od cy­
klicznego AMP oraz zmian stężenia jonów wapnia. W procesie tym  w y­
dają się natom iast pośredniczyć zmiany wewnątrzkom órkowego poziomu 
jonów potasu (98).

Innym  czynnikiem  kontrolującym  szybkość glukoneogenzy w nerce jest 
poziom kwasów tłuszczowych (25, 85). S tym ulują one syntezę glukozy 
w izolowanych kanalikach nerkow ych (27, 82, 86), prawdopodobnie w w y­
niku wzrostu stężenia acetylo-CoA, aktyw ującego karboksylazę pirogro- 
nianową przy jednoczesnym  hamowaniu dehydrogenazy pirogronianowej. 
Stwierdzono to w przypadku kanalików nerek szczura i psa, natom iast 
w izolowanych kanalikach nerkow ych królika długołańcuchowe kwasy 
tłuszczowe ham ow ały syntezę glukozy w około 30—50°/o zależnie od ren 
dzaju substra tu  i użytego kwasu, zwiększając jednocześnie syntezę ciał 
ketonowych i zużycie tlenu  (25). Dokonano pom iaru zawartości pośredni­
ków glukoneogenezy w kanalikach nerkow ych królika oddzielonych od 
m ieszaniny inkubacyjnej na drodze w irowania przez olej silikonowy. W ko­
m órkach kanalików stwierdzono znaczny spadek zawartości fosfoenolopi­
rogronianu oraz wzrost stosunku 3-hydroksym aślan/acetylooctan, św iad­
czący o wysokim poziomie zredukow ania nukleotydów nikotynam idoade- 
ninowych w m itochondriach. M niejsza szybkość syntezy glukozy w obec­
ności kwasów tłuszczowych mogła więc wynikać z zaham owania m itochon- 
drialnej karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej, prawdopodobnie na 
skutek spadku zawartości szczawiooctanu w  tych w arunkach. Obserwacje 
te wskazują na różnice m echanizmów kontrolujących szybkość procesu 
glukoneogenezy w nerce ssaków różnych gatunków.

W ywołanie u ssaków kwasicy metabolicznej, schorzenia przejaw iają­
cego się wzrostem  stężenia jonów wodorowych we krwi, powoduje wzrost 
szybkości syntezy glukozy z różnych substratów  w skraw kach kory ner­
ki (99— 101). Z porów nania zawartości pośredników glukoneogenezy w ner­
ce zwierząt z kwasicą m etaboliczną oraz zwierząt zdrowych wynika, że en­
zymem odpowiedzialnym za to zjawisko jest karboksykinaza fosfoenolopi- 
rogronianowa (102, 103). Je j aktywność znacznie w zrastała w korze nerek 
zwierząt chorych (49, 104, 105). Stym ulację glukoneogenezy z mleczanu, 
pirogronianu i g lutam inianu przez obniżenie pH buforu perfuzyjnego 
stwierdzono również w nerce perfundow anej in vitro  (16). W pływ jonów 
wodorowych na m etabolizm  glukozy badano także przy użyciu izolowa­
nych kanalików nerkow ych (23, 78, 79, 106). Obserwowano indukowaną 
przez jony H + stym ulację glukoneogenezy z glutam iny, cytrynianu, bursz- 
tynianu i 2-oksoglutaranu, lecz nie z jabłczanu, szczawiooctanu czy m le­
czanu. Natomiast wzrost pH (z pH 7,4 do 7,8) powodował inhibicję tego 
procesu ze wszystkich badanych substratów  (78, 106). W przeciw ieństwie do 
badań prowadzonych przy użyciu skrawków tkankow ych pochodzących 
z nerek zwierząt z kwasicą metaboliczną, zwiększenie stężenia jonów H +
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w buforze inkubacyjnym  (obniżenie pH z 7,4 do około 7,0) nie prowadziło 
do w zrostu aktywności karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej w ka­
nalikach nerkow ych (23, 106). Stym ulacja glukoneogenezy była najp raw ­
dopodobniej spowodowana w zrostem  aktyw ności m itochondrialnych en­
zymów: dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej (106) lub dehydrogenaz bur- 
sztynianowej i izocytrynianowej (78, 79).

III-2. Wytwarzanie amoniaku

Badania nad amoniogenezą prowadzono głównie przy użyciu perfundo- 
w anych nerek (107), skraw ków  tkankow ych (108—110) oraz m itochon- 
driów izolowanych z kory nerk i (111— 113). Stwierdzono, że w  nerce ssa­
ków powstawanie am oniaku z glutam iny jest wynikiem  działania dwóch 
szlaków (111, 114, 115). Przede wszystkim  aminokwas ten  może ulegać 
degradacji przy udziale glutam inazy I (am inohydrolaza L-glutam iny), w y­
stępującej głównie w kanalikach proksym alnych (9). Pow staje wówczas 
amoniak i kwas glutam inowy, k tóry  z kolei może podlegać oksydacyjnej 
deam inacji w reakcji katalizowanej przez dehydrogenazę glutam iniano- 
wą. Drugą drogę w ytw arzania amoniaku zapoczątkowuje reakcja deami­
nacji glutam iny, przebiegająca przy udziale am inotransferazy L-glutam i- 
na : 2-oksokwas, potocznie zwanej glutam inazą II. Wyższą aktyw ność enzy­
mów pierwszego z powyższych szlaków w procesie amoniogenezy stw ier­
dzono w nerce psa i szczura (114, 116, 117). W nerce świnki m orskiej (118, 
119) i królika (118), gdzie wykazano bardzo niską aktyw ność glutam ina­
zy I, głównym donorem am oniaku wydaje się być kwas glutam inowy.

Przy użyciu izolowanych kanalików nerkow ych stwierdzono, że w ner­
ce psa amoniak jest w ytw arzany zarówno z aminowego, jak  i z amidowe­
go azotu glutam iny (117). Proces deamidacji tego am inokwasu przebiega 
głównie przy udziale glutam inazy I i jest ham ow any w obecności egzo­
gennego i endogennego kw asu glutaminowego, powstającego jako produkt 
tej reakcji.

Spostrzeżenie to potwierdza proponowany wcześniej przez G o l d s t e i -  
n a i wsp. (120, 121) mechanizm regulacji procesu amm oniogenezy poprzez 
zmiany stężenia kwasu glutaminowego w korze nerki. Usunięcie produktu 
deaminacji kwasu glutaminowego — 2-cksoglutaranu, przez wykorzystanie 
tego związku jako substra tu  w procesie syntezy glukozy, powodowało 
wzrost szybkości ammoniogenezy (99, 122). W izolowanych kanalikach ne r­
kowych psa stosując inhibitory glukoneogenezy nie w ykazano jednak 
współzależności tych procesów (117). Jednocześnie zaproponowano, że czyn­
nikiem kontrolującym  syntezę amoniaku w nerce jest stosunek nukleoty- 
dów nikotynam idoadeninow ych utlenionych do zredukow anych, zaś inhi­
bicja glutam inazy I przez 2-oksoglutaran jest spowodowana obniżeniem 
stosunku NAD+/NADH w w yniku utlenienia tego związku.
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Nerki odgrywają dużą rolę w utrzym aniu stałego pH płynów ustrojo­
wych. Odpowiedzią organizmu na kwasicę m etaboliczną jest wzrost syntezy 
amoniaku (109, 123) oraz jego zwiększone wydzielanie do moczu (105, 123— 
126). Pozwala to  na usunięcie nadm iaru kwasu z organizmu przy jednoczes­
nym  zachowaniu stałego poziomu jonów sodu i potasu (125). Jednak nie 
udało się wykazać natychm iastowego w pływu jonów H + na syntezę amo­
niaku in vitro  w skraw kach kory nerki zdrowych zwierząt (49, 126— 130). 
Porów nano wpływ jonów wodorowych na metabolizm skraw ków kory ner­
ki oraz izolowanych kanalików nerkow ych (106). Synteza am oniaku z glu­
tam iny w kanalikach nerkow ych szczura w zrastała praw ie dwukrotnie, 
podczas gdy w skraw kach tkankow ych nie ulegała zmianie. Różnice te w y­
nikały prawdopodobnie z istnienia barier przepuszczalności dla tego ami­
nokwasu. G lutam ina łatw iej przenikała do kom órek kanalików nerkow ych 
ze względu na ich większą powierzchnię kontaktu  z buforem  inkubacyj- 
nym. Natomiast nie stwierdzono w pływu pH na syntezę amoniaku w ka­
nalikach izolowanych z nerki psa (106).

III-3. Biosynteza triacylogliceroli

Głównym źródłem  energii w korze nerki jest proces utleniania kwasów 
tłuszczowych (131). Stwierdzono mniejsze zużycie tlenu  od wymaganego 
do całkowitej (3-oksydacji pobranych kwasów tłuszczowych in vivo  (132), 
co przy nikłej szybkości ketogenezy z długołańcuchowych kwasów tłusz­
czowych wskazuje na konieczność działania także innego procesu wyko­
rzystującego te związki (133). Badania prowadzone przy użyciu izolowa­
nych kanalików nerkow ych szczura (29, 134) wykazały, że w nerce endo­
genne kwasy tłuszczowe mogą być w ykorzystyw ane do syntezy triacylo­
gliceroli. Szybkość tego procesu była proporcjonalna do stężenia substra­
tów  i zwiększała się w obecności niektórych pośredników glukoneogenezy, 
prawdopodobnie w w yniku w zrostu poziomu glicerolu. Zgodna z tym  
przypuszczeniem jest obserwacja, że podany 14C-mleczan można było w y­
kryć w lipidach nerki, ale nie było go w cząsteczkach kwasów tłuszczo­
wych. Ze względu na występowanie karboksykinazy fosfoenolopirogronia­
nowej, enzym u niezbędnego do syntezy glicerofosforanu z prekursorów  
glukozy, w proksym alnych kanalikach nerkow ych (49, 88) przypuszcza się, 
że synteza glicerolu zachodzi w tych samych odcinkach kanalików (29, 134). 
Stw ierdzona w tej części nefronu bardzo niska aktywność kluczowych en­
zymów glikolizy (135) w yjaśnia brak  stym ulacji syntezy triacylogliceroli 
przez glukozę (29).

III-4. Degradacja białek i peptydów

Nerki odgrywają ważną rolę w katabolizm ie wielu białek, polipepty- 
dów i niewielkich peptydów (136, 137), takich jak album ina osocza (138),
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horm on wzrostowy (139), insulina (140, 141), glukagon (141), p ara tho r­
mon (142, 143), lizozym (144, 145), cytochrom  c (146), czy angiotensyna I, 
b radykin ina i oksytocyna (136). Absorpcja, transport i degradacja tych 
związków przebiegają wyłącznie w proksym alnych kanalikach nerkow ych. 
B iałka i duże polipeptydy, filtrow ane w kłębuszkach naczyniowych, są 
absorbowane z płynu kanalików proksym alnych na drodze endocytozy 
i katabolizowane przy udziale lizosomów (136, 137). P rodukty  degradacji, 
głównie aminokwasy, dyfundują na zew nątrz kom órek do krwi.

Procesy kataboliczne w nerce badano in vivo  i in vitro  po podaniu 
białek znakowanych radioaktyw nym  jodem, mierząc szybkość ich degra­
dacji w nienaruszonej nerce (147, 148), izolowanej nerce poddanej perfuzji 
(139, 142, 143), przy użyciu skraw ków tkankow ych (146) lub izolowanych 
lizosomów (149). Natomiast w  eksperym entach prowadzonych przez C a ­
r o  n e i wsp. (136), w ykorzystano technikę m ikroinfuzji in vivo  (62) oraz 
wprowadzoną przez B u r g a  i wsp. (70) m ikroperfuzję izolowanych frag­
m entów  nefronu. W ykazano działanie mechanizm u odmiennego od przed­
stawionego powyżej w przypadku degradacji białek i dużych peptydów, 
na drodze którego w proksym alnych kanalikach nerkow ych są kataboli­
zowane niewielkie peptydy zawierające od 8 do 10 aminokwasów.

Oba mechanizm y przedstawiono schematycznie na Ryc. 3.
Niewielkie peptydy są prawdopodobnie degradowane na powierzchni

Światło kanalika
hydroliza peptydów

aminokwasy aminokwasy

Ryc. 3. Porów nanie w ystępujących w kanalikach proksym alnych m echanizm ów re- 
absorpcji i katabolizm u białek i dużych polipeptydów  (schemat lewy) oraz m ałych 
liniowych peptydów  (schemat prawy).
Białko jest wchłaniane przez komórkę z wytworzeniem pęcherzyka endocytotycznego, a na­
stępnie fagosomu, który łączy się z lizosomami właściwymi. W powstałym fagolizosomie nastę­
puje enzymatyczna hydroliza, a uwolnione aminokwasy, dyfundując do przestrzeni intersty- 
cjalnej, powracają do krążenia nerkowego. Natomiast niewielkie peptydy są hydrolizowane 
przez enzymy związane z rąbkiem szczoteczkowym kanalików proksymalnych, a uwolnione 
aminokwasy aktywnie transportowane przez błonę do komórek nabłonkowych. Częściowo zhy- 
drolizowane fragmenty peptydów mogą być reabsorbowane w niezmienionej postaci i podlegać 
dalszej wewnątrzkomórkowej hydrolizie. Wg C a r o n e  F. A. i wsp. (136); dzięki uprzejmości 
autorów i International Society of Nephrology.
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rąbka szczoteczkowego kanalików proksym alnych, zawierającego wiele en­
zymów hydrolitycznych. Uwolnione aminokwasy są następnie aktyw nie 
reabsorbowane przez komórki kanalików proksym alnych. C a r o n e 
i wsp. (136) sugerują, że proces ten  ma duże znaczenie biologiczne. Po­
zwala na zachowanie w organiźmie aminokwasów oraz na inaktyw ację 
toksycznych peptydów. Wspomaga także regulację poziomu niew ielkich 
hormonów peptydow ych w osoczu. Bezpośrednie badania degradacji tych 
związków, niezależne od w ew nątrzkom órkowych przem ian m etabolicznych, 
stały  się możliwe dzięki rozwojowi technik izolowania pęcherzyków błono­
wych z tkanek  nabłonkow ych oraz metod badania aktyw nego transportu  
(150— 152). Badając przenikanie dipeptydów oraz am inokwasów do w nętrza 
pęcherzyków błonowych (153— 155) zaproponowano m echanizm  transportu  
peptydów przez błonę rąbka szczoteczkowego (153). Prawdopodobnie po 
zew nętrznej stronie tej błony znajduje się miejsce wiążące peptyd, odpo­
wiedzialne za jego transport do w nętrza komórki. Przed uwolnieniem  pep- 
tydu do cytoplazm y wchodzi on w kontakt z peptydazą um iejscowioną po 
w ew nętrznej stronie błony rąbka szczoteczkowego. Zależnie od podatności 
peptydu na hydrolizę w komórce mogą się pojawić wolne aminokwasy, 
peptyd w niezm ienionej formie, lub mieszanina tych związków.

III-5. Transport metabolitów i jonów przez błonę komórkową

Transport substancji organicznych w nerce jest niezbędny dla zatrzy­
m ania w organiźmie substratów  m etabolicznych oraz w ydalania końco­
wych produktów  przem iany m aterii (156). Odzyskiwanie z przesączu kłę- 
buszkowego większości istotnych metabolicznie składników odbywa się 
głównie w proksym alnych kanalikach nerkowych. Zachodzi w nich częś­
ciowa reabsorpcja chlorku sodu, wody, aminokwasów i białka oraz całko­
w ita reabsorpcja glukozy (3, 59). Jednocześnie kom órki nabłonkowe prok­
sym alnych kanalików  nerkow ych w ykazują zdolność pobierania składni­
ków odżywczych z płynu zewnątrzkomórkowego. Ma to duże znaczenie 
szczególnie w  przypadku nabłonka dalszych części kanalików  proksy­
malnych, gdzie stężenie aminokwasów w przesączu kłębuszkowym  jest 
już niewielkie. Dla tych komórek transport aminokwasów przez ich błonę 
podstawną stanowi prawdopodobnie jedyną drogę uzyskiw ania tych 
związków (157). Funkcje błony lum inalnej (rąbka szczoteczkowego) i an ty - 
lum inalnej (błony części podstaw nej komórki kanalika nerkowego) są 
więc odmienne. Błony te różnią się także powierzchniowym  ładunkiem  
elektrycznym  oraz występowaniem  niektórych enzymów (158).

Badania transportu  m etabolitów  i jonów w nerce prowadzono począt­
kowo głównie przy użyciu prostych technik takich jak  perfuzja (18, 159— 
162). Wczesne badania przy użyciu izolowanych kanalików  nerkow ych 
wykazały, że preparat taki posiada zdolność nagrom adzania kwasu p-am i-
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nohipurowego oraz zachowuje gradient sodu i potasu (22, 163, 164). Po­
rów nując pobieranie glicyny przez preparaty  otrzym ane z dwóch nerek 
tego samego zwierzęcia wykazano, że zachodziło ono szybciej i prędzej 
osiągało stan równowagi w zawiesinie kanalików  nerkow ych niż w przy­
padku skraw ków  tkankow ych (165). Było to  spowodowane większą po­
w ierzchnią kontaktu  ze środowiskiem, w którym  zawieszono kanaliki. 
Jednak  dopiero zastosowanie wirowania przez w arstw ę fikolu pozwoliło na 
otrzym anie p repara tu  charakteryzującego się otw artym i św iatłam i kanali­
ków (widocznymi na Ryc. 4), zapewniając tym  samym kontak t kom órek 
z buforem  inkubacyjnym  za pośrednictwem  błon lum inalnych (24). Izolo­
wane kanaliki nerkow e okazały się więc bardziej użyteczne niż skraw ki 
tkankow e w  badaniach transportu  aminokwasów (165— 169), cukrów  (168, 
170), mocznika (171), cyklicznego adenozynomonofosforanu (172, 173) i jo­
nów (24) oraz regulacji tych  procesów.

Ryc. 4. P rzekroje kanalików  nerkow ych królika izolowanych przy użyciu kolagenazy 
i w irow anych przez w arstw ę fikolu.
Cechą charakterystyczną preparatu składającego się głównie z kanalików proksymalnych są 
otwarte światła kanalików. Kreska w prawym dolnym rogu odpowiada 50 nm. Wg B a 1 a - 
b a n a  R. S. i wsp. (24); dzięki uprzejmości autorów i American Physiological Society.

W ostatnich latach m ateriałem  do badań transportu  m etabolitów  i jo­
nów stały  się pęcherzyki błonowe izolowane z kom órek nabłonkowych. 
Otrzym ywano je na drodze hipotonicznej lizy kanalików nerkow ych i róż­
nicowego wirowania preparatu  (150, 174— 177). W innej metodzie, pole­
gającej na homogenizacji kory nerki zastosowano wirowanie różnicowe, 
w gradiencie gęstości oraz precypitację jonam i Ca2+ (155, 178— 184). Dzięki 
zastosowaniu specjalnych technik rozdziału frakcji błon kom órkowych
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otrzym ano preparaty  składające się bądź z błon rąbka szczoteczkowego 
(151, 152, 155, 175— 177, 183— 189), bądź z błon podstaw nych i bocznych 
części kom órek (187, 189— 191). Pozwoliło to  na wykazanie różnic we w łaś­
ciwościach tych błon. Korzyści w ynikające ze stosowania pęcherzyków 
błonowych spowodowały coraz szersze w ykorzystanie tego rodzaju prepa­
ratów  w badaniach transportu  różnych substancji w nerce.

Badania transportu  jonów i m etabilitów  in vitro  w dużej m ierze przy­
czyniły się do poznania właściwych dla nerk i procesów w ydalania produk­
tów przem iany m aterii i u trzym ania odpowiedniego składu chemicznego 
krw i oraz płynów ustrojowych.

Składam  serdeczne podziękow ania P ani Prof. Jadw idze Bryle za krytyczne uw agi 
i pomoc w przygotow aniu niniejszej pracy.

Część wyników zaw artych w  artyku le  pochodzi z badań Z akładu Regulacji Me­
tabolizm u In s ty tu tu  Biochemii UW w ykonanych w ram ach  problem u MR-II.1.1.7.
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Działanie tlenu w fotosyntetycznym metabolizmie węgla 

Effect of oxygen on photosynthetic carbon metabolism

Spis treści
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III. W spółzawodnictwo pomiędzy C 0 2 i 0 2
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V. S ubstra ty  odtw arzania RuBP
VI. Działanie tlenu  przy podwyższonym stężeniu C 0 2 i intensyw nym  św ietle 

VII. Fizjologiczne znaczenie działania tlenu  w procesie fotosyntezy

Contents

I. In troduction
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IV. Outflow of assim ilated carbon from  chloroplasts 

V. S ubstra ts  for RuBP regeneration
VI. Effect of oxygen under high C 0 2 concentration and  high light in tensity

VIL Physiological role of oxygen in photosynthesis

I. Wprowadzenie

Badania dotyczące problem u przedstawionego w tym  artykule, prow a­
dzone już od przeszło 60 lat, prawie wyłącznie były  podejm owane w  celu 
wyjaśnienia zjawiska ham ow ania fotosyntezy przez tlen, zwanego w lite­
ratu rze naukowej efektem  W arburga (1, 2, 3, 4). Dopiero w ostatnich la­
tach przedm iotem  badań stało się także stym ulow anie fotosyntezy przez

*) Doc. d r hab., **) Dr, In sty tu t Botaniki U niw ersytetu  W arszawskiego, 02-325 
W arszawa, ul. K rakow skie Przedm ieście 26/28

W ykaz stosowanych skrótów : PGA — 3-fosfoglicerynian; RuB P — rybulozo-1,5- 
bisfosforan; P-glikolan — fosfoglikolan; «-HPM S — kw as a-hydroksy-2-pirydynom e- 
tanosulfonowy; IN H -hydrazyd kw asu izonikotynowego; TPS — fotosynteza całkow ita 
(od ang. true photosynthesis); APS  — fotosynteza netto  (od ang. apparent photosyn­
thesis)', PR  — fotooddychanie (od ang. photorespiration)\ rośliny C3, C4 — rośliny, 
u których pierw szym  w ykryw anym  produktem  fotosyntetycznej asym ilacji C02 jest 
odpowiednio PGA, kwas szczawiooctowy.
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tlen, ujaw niające się tylko w  specjalnych w arunkach doświadczalnych 
(patrz rozdz. VI).

Obecnie wiemy, że tlen działa w różnych m iejscach procesu fotosynte­
zy. Bezpośrednio uczestnicząc w kilku co najm niej reakcjach, tlen  w pły­
wa zarówno na natężenie jak  i przebieg tego procesu. W ystępowanie, kie­
runek  i zakres m odyfikacji powodowanych przez tlen zależą w dużym sto­
pniu od innych czynników, z k tórych najw iększe znaczenie m ają stężenie 
dw utlenku węgla i natężenie światła.

Działanie tlenu  na etapie fotosyntetycznych reakcji asym ilacji i re­
dukcji węgla, mimo licznych badań, nie jest jeszcze w zadowalającym  sto­
pniu poznane. Nie jest też w yjaśniona fizjologiczna funkcja tlenu  w tym  
procesie. W niniejszym  przeglądzie ostatnich osiągnięć na tym  polu 
uwzględniono tylko wyniki badań prowadzonych z roślinam i C3. U roślin 
C4 i u roślin gruboszow atych (CAM) w ystępują bowiem ,dodatkowe’ m e­
chanizm y fotosyntetyczne (2, 3), które wpływ  tlenu  istotnie modyfi­
kują.

II. W ytw arzanie i przem iany kw asu glikolowego

Zjawisko ham ow ania fotosyntezy przez tlen, w ystępujące przy stęże­
niach C 0 2 zbliżonych do atmosferycznego i niższych, m a złożony m echa­
nizm  biochemiczny. Na etapie przem ian asymilowanego węgla kluczowe re ­
gulacyjne znaczenie ma działanie 0 2 w reakcjach katalizow anych przez 
dw ufunkcyjny enzym karboksylazę/oksygenazę RuBP (5, 6). Enzym ten 
zapoczątkowuje dwa.w zajem nie uzależnione przeciwstawne procesy: foto- 
syntetyczną asym ilację C 0 2 oraz szlak kwasu glikolowego (Ryc. 1). Drugi 
proces, zwany fotooddychaniem, jest związany z zużywaniem  Oz i w y­
tw arzaniem  C 0 2 w fotosyntety żujących tkankach. Oprócz chloroplastów 
biorą w nim  udział peroksysom y i mitochondria.

Opublikowano nieliczne dane, na podstawie k tórych sugerowano, że 
karboksylaza i oksygenaza RuBP są odrębnym i enzym am i (7). Obecnie 
można jednak uznać za udowodnione, że obie aktywności są związane 
z tym  sam ym  białkiem  (8). Co więcej, w reakcji karboksylacji (R uB P+ 
+  C 0 2-> 2 PGA) i w reakcji oksygenacji (RuBP +  0 2 -> P G A  +  kwas P-gli- 
kolowy) uczestniczy to samo centrum  aktyw ne enzymu. Ponadto, stęże­
nie jonów wodorowych oraz C 0 2 i Mg2+ jako ak tyw atory  enzym u m ają 
tak i sam  w pływ  na obie jego aktywności (9, 10). W obu reakcjach enzym 
w ykazuje podobne powinowactwo wobec RuBP, ale charakteryzuje się Km 
(C 02) wyraźnie m niejszym  od Km ( 0 2) (11).

Reakcje oksygenacji RuBP jest niew ątpliw ie głównym źródłem  gliko- 
lanu w kom órkach wszystkich fotosyntety żujących organizmów (12— 15). 
Związek ten może jednak powstawać także» w dalszym etapie cyklu Cal- 
vina, w reakcji katalizowanej przez transketolazę. Nieenzym atyczne utle-
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Ryc. 1. K arboksylacja RuBP i oksygenacja RuBP w  cyklu Calvina i w  szlaku kw asu 
glikolowego (według 19).
Uwzględniono miejsca działania 0 2 i inhibitorów szlaku kwasu glikolowego. Linią przerywaną 
zaznaczono hipotetyczną drogę odtwarzania HuBP z wykorzystaniem nagromadzonych w ko­
mórkach asymilatów. Liczby w nawiasach wyrażają stechiometrię przemian węgla P-glikolanu.

nianie wytwarzanego tam  aktywnego aldehydu glikolowego (pirofosfora- 
nu 1,2-dwuhydroksyetylotiam iny) przebiega z m ałym  natężeniem  i jest 
wysycone już przy niskich stężeniach 0 2 (16, 17). W norm alnych w arun­
kach nie może być więc w ydajnym  źródłem glikolanu i w istotny sposób 
wpływać na natężenie i przebieg fotosyntezy.

Tlen bierze również udział w przem ianach kwasu glikolowego (Ryc. 1). 
Po przekształceniu w chloroplastach P-glikolanu w glikolan rozpoczyna je 
oksydaza glikolanowa w ystępująca w peroksysomach. Enzym ten, zawie­
rający  FMN jako grupę prostetyczną, katalizuje reakcję utleniania gliko­
lanu do glioksalanu z równoczesną redukcją 0 2 do H20 2. Małe powino­
wactwo oksydazy glikolanowej do 0 2 sprawia, że szybkość katalizow anej 
przez nią reakcji silnie zależy od stężenia tego substra tu  (18).

Bezpośrednim źródłem C 0 2 w ytw arzanego w fotooddychaniu jest prze­
biegająca w m itochondriach dekarboksylacja glicyny, prowadząca do prze­
kształcenia 2 cząsteczek glicyny w serynę. Przem iany te są katalizowane 
przez obecną w błonach dekarboksylazę glicynową i w ystępującą w m a- 
triks hydroksym etylotransferazę serynową. W doświadczeniach z izolo­
wanym i m itochondriam i wykazano powiązanie tych przem ian z redukcją 
NAD i pobieraniem  0 2 jak  również ich zależność od ADP. Dało to pod­
stawę dla wysunięcia sugestii, że część energii uw alnianej w fotooddy­
chaniu może być w ykorzystana do syntezy ATP w reakcjach fosforylacji 
oksydacyjnej (19). Reakcje utleniania glicyny ulegają wysyceniu już przy 
niskim stężeniu tlenu  (20, 21). Nie mogą więc, jak  przypuszczano wcześ­
niej (22), stanowić ogniwa za pośrednictwem  którego stężenie 0 2 m ody­
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fikuje natężenie przepływ u asymilowanego węgla przez szlak kwasu gli­
kolowego.

W literaturze nie ma inform acji, które by w skazyw ały na możliwość 
działania tlenu  w dalszych etapach szlaku kw asu glikolowego, poprze­
dzających powrót metabolizowanego w nim węgla do cyklu  Calvina.

III. Współzawodnictwo pomiędzy C 02 i 0 2

Natężenia przem ian asymilowanego węgla w cyklu Calvina i w szlaku 
kw asu glikolowego zależą od stężeń C 0 2 i 0 2 w m iejscu funkcjonow ania 
kar boksy lazy/oksygenazy RuBP (23—25). Od stężeń tych zależy też natę­
żenie fotosyntezy całkowitej (TPS), fotosyntezy netto  (APS) i fotooddy- 
chania (PR). Kw as glikolowy nie gromadzi się bowiem w kom órkach lecz 
ulega natychm iast przemianom, w których 25% jego węgla zostaje prze­
kształcone w fotooddechowy C 0 2 (26).

Podczas fotosyntezy, przebiegającej w  liściach fasoli znajdujących się 
w w arunkach zbliżonych do naturalnych  (0.03fl/o C 0 2, 21°/o 0 2, 25—30°C), 
stosunek liczby cząsteczek RuBP biorących udział w reakcji karboksylacji 
do liczby cząsteczek RuBP ulegających oksygenacji wynosi w przybliże­
niu  7:1 (23). P rzy  podwyższaniu stężenia 0 2 lub obniżaniu stężenia C 0 2 
stosunek ten  m aleje i w obu przypadkach jest to związane z zahamowaniem 
fotosyntetycznej asym ilacji C 0 2. P rzy  zmianach stężeń C 0 2 lub 0 2 w prze­
ciw nych kierunkach wartość tego stosunku zwiększa się w ielokrotnie (23). 
W yraża się to wzrostem  natężenia fotosyntetycznej asym ilacji C 0 2; przy 
czym APS zbliża się do TPS a m aleje odpowiednio wartość PR.

Różnica pomiędzy natężeniem  asym ilacji C 0 2 przy atm osferycznym  lub 
wyższych stężeniach 0 2 a natężeniem  tego procesu przy znacznie obniżo­
nym  stężeniu 0 2 (np. do 0,5°/o) jest przyjm ow ana za ilościowy wskaźnik 
fotooddychania. Podstaw ą tego jest założenie, że PR =  TPS—APS (27) oraz 
że wartość TPS ty lko w m ałym  stopniu zależy od stężenia tlenu. W yniki 
n iektórych wcześniejszych prac potw ierdzały słuszność takiego założenia 
w pełnym  zakresie stężeń 0 2 (28) oraz w szerokim zakresie stężeń C 0 2 
(29, 30). Znaczyłoby to, że zarówno przy zmianach stężenia C 0 2 jak też 
przy zmianach stężenia 0 2 następują ilościowo sobie odpowiadające, lecz 
przeciwne kierunkowo, zmiany APS i PR oraz prowadziło do wniosku, że 
bezpośrednią przyczyną efektu W arburga jest wzrost natężenia fotooddy­
chania.

Stechiom etria reakcji karboksylacji i oksygenacji RuBP wskazuje 
jednak, że utrzym anie stałej lub m ało tylko zmniejszonej fotosyntezy cał­
kowitej, przy w zrastającym  w w yniku podwyższania stężenia tlenu  w śro­
dowisku fotooddychaniu, m usiałoby być związane ze znacznym zwiększe­
niem  ilości RuBP zużywanego w obu reakcjach (31). Takich zmian dyna­
micznej puli RuBP zależnych od stężenia 0 2 doświadczalnie bezpośrednio
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nie wykazano. Także występowanie prostej zależności pomiędzy stęże­
niem  0 2 a szybkością w ytw arzania kwasu glikolowego i jego przem ian 
związanych z fotoooddychaniem  można uznać za udokum entowane jedynie 
w odniesieniu do zakresu stężeń tlenu  2—21°/o (32— 34).

Interesujące są doniesienia, że naw et znaczne podwyższenie stężenia 
C 0 2 (do 0,1— 0,3%) lub obniżenie stężenia 0 2 do około 1% nie powoduje 
jednak całkowitego zaham owania syntezy kwasu glikolowego i fotooddy- 
chania (29, 35-38). Jest to in terpretow ane jako potwierdzenie możliwości 
w ytw arzania podczas fotosyntezy kwasu glikolowego w a lternatyw nej 
reakcji nie ham ow anej przez C 0 2 i niezależnej od zew nętrznego stężenia 
tlenu. Może to  być, opisana wcześniej, reakcja nieenzymatycznego u tlen ia­
nia aktyw nego aldehydu glikolowego, przebiegająca w chloroplastach 
z udziałem  utleniaczy w ytw arzanych w fotosystem ie II (16, 17). W związku 
z tym  nasuw a się pytanie: czy alternatyw na reakcja uczestniczy w w y­
tw arzaniu  glikolanu również podczas fotosyntezy odbywającej się w  nor­
m alnej atm osferze, czy jako mechanizm kom pensacyjny jest urucham iana 
tylko przy zablokowanej przy wysokim stężeniu C 0 2 lub niskim  stężeniu 
Oz oksygenacji RuBP (38).

W pływ innych czynników na w ytw arzanie i przem iany kwasu glikolo­
wego in vivo  podczas fotosyntezy jest m ało poznany. W ielokrotnie s tw ier­
dzano, że zależność tych procesów od natężenia św iatła jest taka sama 
jak fotosyntezy. Pozwala to przypuszczać, że światło w pływ a na nie w y­
łącznie pośrednio przez fotosyntezę, k tó ra  dostarcza substratów  dla w ytw a­
rzania glikolanu (39, 40).

Na podstawie powodowanych tem peratu rą  zmian fotooddychania można 
wnioskować, że tem pera tu ra  optym alna dla w ytw arzania glikolanu jest 
wyższa niż optim um  tem peraturow e fotosyntezy i przekracza zwykle 30°C 
(27).

W doświadczeniach z roślinam i adaptow anym i do chłodu uzyskano 
dane wskazujące, że efekt niskiej tem peratu ry  zależy w dużym stopniu 
od czasu jej działania. Po względnie krótkim  okresie chłodu udział m eta­
bolitów szlaku 'kw asu glikolowego (glikolanu, glicyny i seryny) w fotosyn- 
tetycznych przem ianach węgla jest zwiększony, natom iast po przedłużonym  
okresie chłodu m odyfikacja taka nie w ystępuje (41, 42). A utorzy badań 
sugerują, że wzmożenie przem ian kwasu glikolowego jest spowodowane 
zakłóceniem funkcjonow ania aparatu  fotosyntetycznego, a zanik tego 
wzmożenia stanowi jeden z przejaw ów adaptacji roślin do niskiej tem pe­
ratury . Zm niejszona znacznie asym ilacja C 0 2 w liściach rzepaku poddane­
go długotrw ałem u wpływowi chłodu charakteryzuje się obniżoną w rażli­
wością na działanie tlenu  (43). Czynnikiem obniżającym  wrażliwość foto­
syntezy na działanie tlenu  (44) oraz zm niejszającym  w ytw arzanie glikolanu 
(45) jest też um iarkow any deficyt fosforu w liściach.
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IV. Odpływ asymilowanego węgla z chloroplastów

Stym ulowanie podczas fotosyntezy w ytw arzania kwasu glikolowego 
z fosforanów cukrów oraz odpływ tego związku z chloroplastów może 
zmniejszać pule pośrednich m etabolitów  cyklu Calvina i odtwarzanie 
RuBP. Bezwzględny wzrost natężenia w ytw arzania glikolanu i jego prze­
m ian związanych z fotooddychaniem  po podwyższeniu stężenia 0 2 w śro­
dowisku może być więc tylko krótkotrw ałym  efektem  przejściowym  pro­
wadzącym do nowego stanu dynamicznej równowagi karboksylacji i oksy- 
genacji RuBP, wyrażającego się obniżeniem zarówno natężenia asymilacji 
COz jak  i w ytw arzania kwasu glikolowego. Trw ały wzrost w ytw arzania 
kw asu glikolowego i natężenia fotooddychania mógłby ew entualnie w y­
stąpić jedynie przy wzroście stężenia 0 2 w takim  zakresie, w którym  oksy- 
genacja RuBP nie wpływa znacząco na karboksylacje RuBP (natężenie fo­
tosyntezy całkowitej).

P rzedstaw ioną wyżej hipotezę sprawdzono oznaczając podczas fotosyn­
tezy przebiegającej w różnych w arunkach tlenowych ilości asymilowanego 
węgla ulegającego przem ianom  w szlaku kwasu glikolowego (46-48). W ba­
daniach tych stosowano inhibitory tego szlaku: kwas a-hydroksy-2-pirydy- 
nom etanosulfonowy (a-HPMS), k tóry  ham uje oksydazę glikolanową i po­
w oduje gromadzenie się glikolanu w tkankach liści (49) oraz hydrazyd 
kwasu izonikotynowego (INH), działający na etapie przekształcania glicyny 
w serynę (50), w obecności którego gromadzi się glioksalan i glicyna 
(Ryc. 1). Gromadzenie się tych m etabolitów  jest niew ątpliw ie proporcjo- 

' nalne do ich wytw arzania.

CZAS ASYMILACJI ^ C 0 2 ( M I N . )

Ryc. 2. W łączanie 14C do kw asu glikolowego w  liściach fasoli podczas asym ilacji 
14C 0 2 przy różnych stężeniach tlenu (48).
Kinetyka włączania MC (A). Włączony »«C po 0,5 min asymilacji (B). Stężenie l‘C02 0,035«/«; stę­
żenia Ot: 2°/« — trójkąty, 21*1% — kwadraty, 100°/« — kółka. Liście pobierały roztwór 10- * M 
a-HPMS. Liniami pionowymi oznaczono błąd standardowy średniej.
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W liściach fasoli asym ilujących 14C 0 2 i pobierających a-HPM S radio­
aktyw ny kwas glikolowy gromadził się z szybkością zależną od stężenia 
tlenu. Przy stężeniu 21% 0 2 była ona o rząd większa niż przy stężeniu O, 
obniżonym do 2°/o jak i podwyższonym do 100°/o (Ryc. 2A). W taki sam 
sposób zmieniało się w zależności od stężenia 0 2 włączanie asymilowanego 
14C do glioksalanu (Ryc. 3) i do glicyny (Ryc. 4) w liściach pobierających 
INH.

Ryc. 3. W łączanie 14C do kw asu glioksalowego w liściach fasoli podczas asym ilacji 
14C 0 2 przy różnych stężeniach tlenu  (48).
Liście kontrolne pobierające wodę — krzyżyki; liście pobierające roztwór 10~2 M a-HPMS — 
kółka puste; liście pobierające roztwór 10~2 M INH — kółka pełne. Liniami pionowymi ozna­
czono błąd standardowy średniej.

Ryc. 4. W łączanie 14C do glicyny w liściach fasoli podczas asym ilacji 14C 0 2 przy 
różnych stężeniach tlenu  (48).
Oznaczenia jak na ryc. 3.
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W łączanie ,4C do glicyny i całkow ita radioaktyw ność wysycanej węglem  
14C puli tego aminokwasu były w liściach kontrolnych również najw iększe 
przy stężeniu 21°/o 0 2. W łączanie 14C do glicyny było natom iast całkowicie 
zahamowane w liściach pobierających a-HPM S (Ryc. 4). Stw ierdzenia te 
stanow ią świadectwo powstawania glicyny podczas fotosyntezy głównie 
w szlaku kwasu glikolowego (51, 52). Ponadto, wskazują one, że w całych 
liściach przepływ asymilowanego węgla przez pule tego aminokwasu przy 
norm alnej atm osferze jest w ielokrotnie większy niż zarówno przy stęże­
niu  tlenu  ham ującym  fotooddychanie (2%) jak  też w doświadczeniach in 
vitro  silnie stym ulującym  (100°/o) ten  proces.

Ryc. 5. W łączanie 14C do seryny w  liściach fasoli podczas asym ilacji 14C 0 2 przy 
różnych stężeniach tlenu  (48).
Oznaczenia jak na ryc. 3.

Włączanie 14C do seryny było tylko częściowo blokowane przez a-HPM S 
i INH, inhibitory ham ujące reakcje szlaku kwasu glikolowego poprzedza­
jące syntezę tego am inokwasu (Ryc. 5). Potw ierdza to, że znaczna część 
ogólnej ilości seryny w ytw arzanej podczas fotosyntezy powstaje na drodze 
nie związanej bezpośrednio z tym  szlakiem (52-54).

Radioaktywność podpuli seryny w ytw arzanej w szlaku kwasu glikolo­
wego może być obliczona jako różnica pomiędzy ilościami 14C włączonego 
do seryny w liściach kontrolnych i pobierających inhibitory. Wielkości 
tej różnicy wskazują, że przy obniżonym stężeniu 0 2 udział szlaku kwasu 
glikolowego w  w ytw arzaniu seryny nie ma praktycznie znaczenia, nato­
m iast przy norm alnym  i podwyższonym stężeniu Oz więcej niż 50% foto- 
syntetycznej seryny stanowi pośredni m etabolit tego szlaku. P rzy  czym, 
jak  w ynika z danych przedstaw ionych na rycinie 5, bezwzględna ilość 
seryny tam  w ytw arzanej jest najw iększa przy atm osferycznym  stężeniu 
tlenu.

W arto zwrócić uwagę na to, że w ytw arzanie podczas fotosyntezy seryny 
na innej drodze niż szlak kwasu glikolowego (nie wrażliw ej na a-HPM S
i INH) nie zmienia się przy wzroście stężenia 0 2 z 2°/o na 21°/o, natom iast 
ulega w yraźnem u obniżeniu przy wysokim stężeniu tlenu  (Ryc. 5). Obni­
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żenie to  jest niew ątpliw ie spowodowane silnym  ham ow aniem  przez tlen  
karboksylacji RuBP i w ytw arzania 14C-PGA jako bliskiego p rekursora  tej 
części puli seryny  (54).

Oznaczając w  liściach fasoli radioaktyw ność glikolanu po krótkim  
czasie asym ilacji 14C 0 2 uzyskano rezu lta ty  pozornie sprzeczne z wnioskam i 
w ypływ ającym i z badań przedstaw ionych wyżej. W skazyw ały one 
(Ryc. 2B), że asym ilowany 14C dociera do puli glikolanu szybciej przy dużej 
zawartości 0 2 w atm osferze niż przy stężeniu 21°/o 0 2, które jest bardziej 
korzystne dla w ytw arzania tego związku w całych liściach (Ryc. 2A). 
U stosunkowując się do tego w yniku trzeba uwzględnić to, że w doświad­
czeniach ze znaczonymi substratam i szybkość pojaw iania się znacznika 
w kolejnych pośrednich i w końcowych produktach szlaku m etabolicznego 
zależy także od wielkości pul ich prekursorów  oraz od szybkości ich obrotu. 
Małe pule prekursorów  w ysycają się szybciej niż pule duże i znacznik po 
krótszym  czasie pojaw ia się w  dalszych i w końcowych produktach łań ­
cucha przemian.

W łączanie fotosyntetycznie asymilowanego ,4C do glikolanu następuje 
dopiero po przejściu przez szereg pul fosforanów cukrów, prekursorów  
RuBP w cyklu Calvina. Dane przedstawione na rycinie 2B można więc 
uznać za świadectwo znacznego zmniejszenia w w arunkach wysokiego stę­
żenia 0 2 pul tych  związków oraz odtw arzania RuBP (46-48). Bezpośrednio 
stw ierdzono to w doświadczeniach z chloroplastam i wyizolowanymi z liści 
szpinaku (55).

W yniki przedstaw ionych badań wskazują, że podczas fotosyntezy w ca­
łych liściach przebiegającej przy atm osferycznym  stężeniu C 0 2, podwyższe­
nie stężenia 0 2 z 2% do stężenia atm osferycznego powoduje istotne zwięk­
szenie przepływ u asymilowanego węgla przez m etabolity szlaku kw asu gli­
kolowego. Dalsze podwyższanie stężenia 0 2 jest natom iast związane nie 
tylko z silnym  zaham owaniem  asym ilacji C 0 2 lecz również ze znacznym  
ograniczeniem funkcjonow ania tego szlaku. Zjawisko takie w ystępuje 
mimo stym ulowania przez tlen  w ytw arzania i przem ian kw asu glikolowego. 
Zależność fotosyntezy i fotooddychania w całych liściach od C 0 2 i 0 2 
jest bowiem bardzo złożona. Substra ty  te współzawodnicząc w reakcjach 
rozpoczynających fotosyntezę i fotooddychanie w pływ ają także na odtw a­
rzanie RuBP, trzeciego substra tu  tych reakcji. P rzy  obniżonym stężeniu
0 2 jest ograniczona oksygenacja RuBP i w ytw arzanie glikolanu, co może 
być związane ze zwiększonym natężeniem  asym ilacji C 0 2. N ajbardziej 
korzystny stosunek obu aktywności karboksylazy/oksygenazy RuBP dla 
w ytw arzania kwasu glikolowego w fotosyntezie jest przy atm osferycznych 
stężeniach C 0 2 i Oz. W tych w arunkach oksygenacja RuBP obniżając od­
powiednio natężenie karboksylacji RuBP nie powoduje jednak jeszcze 
istotnego zmniejszenia wydajności odtw arzania RuBP. Może być też re ­
kompensowana zwiększoną szybkością obrotu pośrednich m etabolitów  
cyklu asymilacji i redukcji węgla (31). P rzy  podwyższonym natom iast
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znacznie stężeniu 0 2, w  w yniku stym ulow ania m etabolizmu kwasu glikolo­
wego, wzmaga się odpływ asymilowanego węgla z chloroplastów (26). Do­
prowadza to  do zmniejszenia odtw arzania RuBP, co ogranicza zarówno 
fotosyntezę jak w ytw arzanie i przem iany kwasu glikolowego.

V. Substraty odtwarzania RuBP

Podczas fotosyntezy przebiegającej w w arunkach zbliżonych do nor­
m alnych RuBP jako akceptor C 0 2 i bezpośredni substrat w reakcji w y­
tw arzania glikolanu jest w pełni odtw arzany z aktualnie asymilowanego 
węgla. Szybki obrót tego m etabolitu powoduje, że w doświadczeniach 
z 14C 0 2 jego pula już po krótkim  czasie zostaje wysycona znacznikiem. 
Atom y węgla glikolanu osiągają również szybko radioaktyw ność właściwą 
taką jaką m a asym ilow any 14C 0 2 (29, 56). Po czasie 5— 10 min ulegają wy- 
syceniu izotopem 14C pule glicyny i seryny  (57).

Z drugiej strony jednak, w ytw arzanie glikolanu oraz fotooddychanie 
przebiegają z podobnym natężeniem  jak  podczas norm alnej fotosyntezy 
również w liściach znajdujących się w atm osferze niem al całkowicie po­
zbawionej C 0 2, a  więc przy braku  asymilacji C 0 2 netto  (37, 49). Sugeruje 
to, że substratam i w tych procesach mogą być nie ty lko aktualnie w ytw a­
rzane wczesne produkty fotosyntezy, lecz także uprzednio nagromadzone 
w kom órkach liści asym ilaty (21). Sugestię taką potwierdza zmniejszanie 
się radioaktyw ności nagrom adzonych wcześniej w liściach końcowych pro­
duktów  asym ilacji 14C 0 2 podczas ekspozycji liści na świetle w atmosferze 
pozbawionej C 0 2 (58) oraz stw ierdzana w takich w arunkach doświadczal­
nych niska radioaktyw ność właściwa C 0 2 wytwarzanego w fotooddycha­
niu  (59).

Badania, w których w liściach fasoli pobierających a-HPM S oznaczano 
asym ilację 14C 0 2, gromadzenie się glikolanu oraz włączanie 14C do tego 
związku przy różnych stężeniach C 0 2 i 0 2 dostarczyły przekonujących do­
wodów zużywania w syntezie glikolanu i w fotooddychaniu nagromadzo­
nych wcześniej w kom órkach m ateriałów  zapasowych (47). W doświadcze­
niach tych asym ilacja 14C 0 2 w ykazywała typową zależność od stężeń C 0 2 
i 0 2. W zakresie stężeń 0,01— 0,1% C 0 2 obserwowano w yraźny efekt 
W arburga, a przy zawartości 1% C 0 2 w atm osferze proces ten praktycznie 
nie zależał od stężenia 0 2 (Ryc. 6A). Największe gromadzenie się glikolanu 
w liściach (Ryc. 6B) i włączanie asymilowanego 14C do tego m etabolitu 
(Ryc. 6C) m iało miejsce przy stężeniach 0,03% COz i 21% 0 2. Potwierdza 
to, że atm osferyczne stężenia tych  gazów stw arzają najlepsze w arunki dla 
funkcjonow ania szlaku kwasu glikolowego in vivo. W prawdzie przy obni­
żonym stężeniu C 0 2 w kwasie glikolowym odnajdyw ano jeszcze nieco 
większy procent asymilowanego 14C, to jednak przy tym  m alała bezwzględ­
na ilość w ytw arzanego 14C-glikolanu (Ryc. 6C).
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Tabela 1.

R adioaktyw ny węgiel włączony do kwasu glikolowego w liściach fasoli podczas asymilacji 14C 0 2 
przy różnych stężeniach C 0 2 i 0 2 (47).

Stężenie
o 2
(%)

% całkowitej ilości 14C związanego w fotosyntezie

Stężenie C 0 2 (%)

1 0,1 0,03 0,01

2 1,16 2,00 4,60 5,90
21 1,20 3,30 23,00 27,80

100 1,30 2,80 16,40 16,30

Liście pobierały roztwór 10“ * M a-H PM S; czas asymilacji ł4COa wynosił 30 min. Średnie wyniki 6 pomiarów.

W yniki przedstawione na rycinach 6A, 6B i 6C oraz zamieszczone 
w tabeli 2 wskazują, że w zależności od aktualnych stężeń C 0 2 i 0 2 do 
w ytw arzania kw asu glikolowego podczas fotosyntezy są w ykorzystyw ane 
różne źródła węgla. P rzy  stosunku stężeń C 0 2/ 0 2 takim  jak  w natu ralnej 
atm osferze lub wyższym, to jest w w arunkach korzystnych dla asym ilacji 
14C 0 2 (Ryc. 6A), gromadzenie się glikolanu w liściach (Ryc. 6B) odpowiadało 
w łączaniu 14C do tego związku (Ryc. 6C). W takich w arunkach radioaktyw ­
ność właściwa atomów węgla w cząsteczce kwasu glikolowego była zbli­
żona do radioaktyw ności właściwej asymilowanego 14C 0 2 (Tab. 2). Nato­
m iast przy w artościach stosunku C 0 2/ 0 2 niższych od atmosferycznego, 
które sprzyjają oksygenacji RuBP, gromadzenie się glikolanu w  liściach 
przeważało nad włączaniem  14C do glikolanu. Tym samym , produkt ten  
w ykazywał znacznie obniżoną radioaktyw ność właściwą.

Przytoczone wyniki świadczą, że przy niekorzystnym  dla fotosyntezy 
stosunku stężeń C 0 2/ 0 2 w  w ytw arzaniu  glikolanu, jego prekursorów  i pro­
duktów przem ian, uczestniczą uprzednio nagromadzone w kom órkach liści 
związki. W ytw arzanie RuBP ze związków zapasowych zostało wykazane 
bezpośrednio w doświadczeniach z izolowanymi chloroplastam i (55).

Tabela 2.

Stosunek radioaktyw ności właściwej atom ów  węgla kwasu glikolowego nagrom adzonego w liś­
ciach fasoli do radioaktyw ności właściwej 14C 0 2 asym ilowanego przy różnych stężeniach C 0 2 
i 0 2 (47).

Stężenie S tosunek radioaktyw ności właściwych

o2 Stężenie C 0 2 (%)

(%) 1 0,1 0,03 0,01

2 0,81 0,95 0,97 0,37
21 0,85 1,06 1,00 0,27

100 0,86 0,96 0,44 0,21

Objaśnienia jak przy tabeli 1.
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VI. Działanie tlenu przy podwyższonym stężeniu COz i intensywnym  
świetle

W w arunkach podwyższonego stężenia C 0 2 i intensywnego oświetlenia 
zm iana stężenia 0 2 z około 0,5—2°/o na 21°/o, zamiast hamowania, może 
powodować zwiększenie natężenia fotosyntezy. Ma to miejsce jedynie 
w tedy, gdy aparat fotosyntetyczny jest w pełni rozw inięty i ma dużą 
aktywność. Zjawisko to  nie jest na pewno powodowane wpływem  0 2 na 
stan  aparatów  szparkowych liści (60-64), było bowiem stw ierdzane nie tylko 
w doświadczeniach z całymi liśćmi roślin różnych gatunków  C3 (60-63, 
65-71) lecz również w doświadczeniach z izolowanymi chloroplastam i (71). 
Dotychczas nie udało się rozstrzygnąć czy jest ono tylko krótkotrw ałym  
efektem  przejściowym  (69, 70) czy zmianą trw ałą  (61, 66).

Hipoteza tłum acząca stym ulację fotosyntezy przez tlen zwiększonym 
odtw arzaniem  RuBP jest ogólnie akceptowana (60, 65). W edług jej założeń, 
w w arunkach nadm iaru COz i energii świetlnej oraz niskich stężeń 0 2, 
fotosyntezę ogranicza regeneracja NADP w procesie redukcji PGA. Kon­
sekwencją wysokiego poziomu NADPH jest hamowanie w ytw arzania ATP 
w fosforylacji niecyklicznej, co z kolei ham uje odtwarzanie RuBP. W ta ­
kich w arunkach podwyższenie stężenia 0 2 umożliwia syntezę dodatkowych 
ilości ATP na drodze fosforylacji pseudocyklicznej (72, 73) lub fosforylacji 
cyklicznej (74, 75) i w ten  sposób wzmaga odtwarzanie RuBP i asymilację 
C 0 2. Hipotezę tę potw ierdzają dane wskazujące, że stężenie 21°/o 0 2 jest 
zbliżone do optymalnego dla odtw arzania RuBP w procesie fotosyntezy 
(69).

Nasuwa się jednak przypuszczenie, że jedną z przyczyn stym ulowania 
przez tlen  fotosyntezy, tak  jak  efektu W arburga, mogą być wzmożone 
przem iany asymilowanego węgla w szlaku kwasu glikolowego, k tóry  funk­
cjonuje naw et przy znacznie podwyższonych stężeniach C 0 2 (36— 38). 
Przem iany te, związane z odpływem asym ilatów z chloroplastów do cyto- 
plazm y oraz peroksysomów i mitochondriów, przy nadm iarze COz i energii 
św ietlnej mogą wpływać pozytyw nie na natężenie fotosyntezy.

VII. Fizjologiczne znaczenie działania tlenu w procesie fotosyntezy

We wcześniejszych pracach procesy w ytw arzania i przem ian kwasu 
glikolowego traktow ano wyłącznie jako biologicznie niekorzystną konsek­
wencje występowania 21% 0 2 w atm osferze ziemskiej (76). Zwracano 
uwagę na związaną z nim i s tra tę  znacznej części asymilowanego węgla, 
w yrażającą się obniżeniem natężenia asym ilacji COz netto  (77) oraz w y­
dajności kwantowej fotosyntezy (78, 79). Spodziewano się też osiągnięcia 
praktycznych korzyści z ograniczenia lub całkowitej ich elim inacji m etoda­
mi chemicznymi lub genetycznym i u upraw nych roślin C3 (77, 80). Ocze-
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kiwania takie uzasadniało występowanie intensyw niejszej fotosyntezy
i większej produkcji biom asy u roślin C4, u k tórych nie ma zew nętrznych 
przejawów fotooddychania.

Najbardziej skuteczną drogą do osiągnięcia takiego celu wydaw ało się 
znalezienie sposobów um ożliw iających zmianę stosunku obu aktyw ności 
karboksylazy/oksygenazy RuBP, głównego enzym u regulacyjnego cyklu 
Calvina i fotooddychania. Doniesiono o odm iennym  wpływie na nie szere­
gu czynników chemicznych. W większości badań aktywności enzym u były 
jednak oznaczane oddzielnie i w różnych w arunkach, co stawia pod zna­
kiem zapytania wyciągane na ich podstawie wnioski (10). Możliwość taką 
potwierdza natom iast selektyw ne hamowanie oksygenazy RuBP in vitro  
przez hydroksylam inę, w ytw arzaną w liściach jako pośredni produkt re ­
dukcji jonów azotanowych (81) oraz odm ienny wpływ na obie aktyw ności 
enzymu jonów Mn2+ (82). U krzyżówek Nicotiana stwierdzono także zmia­
ny stosunku tych aktyw ności spowodowane różnym  składem  podjedno- 
stkowym  enzym u (83). Znaleziono związki dość specyficznie ham ujące w y­
tw arzanie (49, 57) i przem iany (50, 83—89) kwasu glikolowego. Doniesienia
o równoczesnym wzm aganiu fotosyntezy przez niektóre z tych związków 
(49, 50, 54, 84) nie zostały jednak  potwierdzone, co sugeruje, że efek t taki 
może zaistnieć tylko w szczególnych w arunkach doświadczalnych. Uzy­
skano m utan ty  pozbawione niektórych enzymów szlaku kwasu glikolo­
wego. Okazały się one jednak  niezdolne do w egetacji w środowisku zawie­
rającym  tlen (90—93).

Obecnie coraz bardziej uzasadniony staje się pogląd, że funkcjonow a­
nie szlaku kwasu glikolowego jest niezbędne dla prawidłowego rozw oju 
rośliny w środowisku na tu ra lnym  (4, 19, 35, 53, 79, 94, 95).

Przem iany kwasu glikolowego, k tóry może być także w ytw arzany 
z nagrom adzonych w kom órkach liści m ateriałów  zapasowych, stanowią 
wew nętrzne źródło C 0 2. P rzy  zaham owanym  dopływie C 0 2 z zew nętrznej 
atm osfery (np. przez zamknięcie się aparatów  szparkowych w skutek defi­
cytu wodnego) przem iany te zapew niają funkcjonowanie fotosyntezy i w y­
tw arzanie wszystkich jej pośrednich produktów. Mogą też stanowić do­
datkową drogę odpływu nadm iaru  energii fotochemicznej i w ten  sposób 
zabezpieczać cen tra  aktyw ne fotoukładów przed św ietlną inaktyw acją (19, 
34, 96—99). W ykazano bowiem, że podczas oświetlania liści w  stężeniu 
C 0 2 kom pensacyjnym , reasym ilacja wytwarzanego w fotooddychaniu C 0 2 
zużywa aż około połowy tej ilości ATP i NADPH jaka jest niezbędna dla 
fotosyntezy o norm alnym  natężeniu  (19, 100). P rzy  niskich stężeniach 
C 0 2 natężenie fotosyntezy całkow itej, obliczone jako suma oznaczonych 
wartości fotosyntezy netto  i fotooddychania, może być przy stężeniu 
21% 0 2 — w w arunkach sprzyjających w ytw arzaniu COz na świetle — 
naw et wyższe niż w atm osferze pozbawionej tlenu  (97).

Działanie 0 2 jest związane z transportem  związków węgla pomiędzy 
chloroplastam i i cytoplazmą oraz innym i organellami. W ysunięto hipotezę,
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ze jedną z funkcji szlaku kwasu glikolowego jest odprowadzanie asymilo- 
wanego węgla z chloroplastów do miejsc syntezy sacharozy (25, 101— 103).

Kwas glikolowy w ytw arzany w w yniku działania tlenu może być dono­
rem  elektronów  dla fotosystem u I gdy ograniczony lub zaham owany jest 
norm alny przepływ elektronów  pomiędzy fotosystem am i (104— 109). U tle­
nianie glikolanu może też dostarczać NADH dla redukcji azotanów w liś­
ciach (25, 110). Jedną z branych pod uwagę funkcji szlaku kwasu glikolo­
wego jest ew entualne hamowanie cyklu kwasów trójkarboksylow ych 
w fotosyntetyzujących kom órkach przez w ytw arzanie w ich m itochon- 
driach NADH w reakcji przekształcania glicyny w serynę (19).

Chociaż żadna z tych  hipotetycznych funkcji nie została dotąd po­
tw ierdzona w  chwili obecnej nie ma wątpliwości, że przebiegające z udzia­
łem  0 2 reakcje w ytw arzania i przem ian kw asu glikolowego stanow ią ele­
m ent regulacji fotosyntezy i procesów z nią związanych. Jest oczywiste, że 
szlak kwasu glikolowego, tak  jak inne biochemiczne mechanizm y będące 
wyrazem  przystosowania fotosyntezy do niekorzystnych w arunków  środo­
wiskowych (np. szlak C4 oraz w ystępujący u roślin gruboszowatych), w y­
maga dodatkowego zużycia energii. Doświadczalnie wykazano, że fotooddy- 
chanie podwyższa kwantowe zapotrzebowanie fotosyntezy o około 30% 
(19, 78, 79). Biorąc jednak pod uwagę to, że w upraw ach polowych rośliny 
w ykorzystują zaledwie około 1% padającego na liście fotosyntetycznie 
aktyw nego promieniowania słonecznego (79) należy sądzić, że podwyższenie 
to nie ma praktycznie znaczenia dla produkcji m asy roślinnej, a osiągnięte 
ewolucyjnie z tego procesu korzyści przew ażają nad stratam i z nim  
związanymi.

Część badań przedstaw ionych w artyku le  w ykonano w  ram ach problem u m ię­
dzyresortowego MR.II.7.

Zaakceptow ano do d ru k u  15.03.1984
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I. Wstęp

W yniki badań wykonanych w układach m odelowych pozwalają lepiej 
zrozumieć budowę i funkcję barw ników  fotosyntetycznych in vivo. Indu­
kowane zmiany własności fizykochemicznych barw ników  fotosyntetycz­
nych otrzym ane przez odpowiedni dobór param etrów  układu modelowego 
m iały przypom inać analogiczne zmiany zachodzące w błonach tylakoidów. 
Właściwości i funkcja barw ników  chlorofilowych i karotenoidow ych zależą 
w dużej mierze od ich oddziaływań z najbliższym  otoczeniem. Spośród 
wielu teoretycznie możliwych typów  oddziaływań m iędzy cząsteczkami 
barw ników  fotosyntetycznych a określonymi składnikam i lam eli chloro­
plastów najlepiej poznano oddziaływania między różnym i cząsteczkami 
chlorofilu prowadzące do powstania dimerów lub oligomerów (1, 2, 3, 4, 5, 
6, 7, 8, 9). W badaniach tych  wyjaśniono nie tylko budowę agregatów, ale 
także rolę form  oligom erycznych chlorofilu w przenoszeniu energii w zbu­
dzenia elektronowego.

Dotychczas nie udało się stworzyć podobnego układu modelowego, 
k tó ry  w yjaśniałby różnice we własnościach barw ników  karotenoidow ych 
w ystępujących w antenach i centrach reakcji. Najwięcej kontrow ersji 
wzbudza wciąż budowa form y natyw nej tych barw ników , a zwłaszcza 
możliwość ich połączenia z białkam i i lipidami oraz agregacji. Prowadzo­
ne są także intensyw ne badania mechanizmów przekazyw ania energii 
wzbudzenia elektronow ego na poziomie stanów singletowych i trypleto- 
wych z udziałem  karotenoidów. M ają one na celu w yjaśnienie antenow ej
i ochronnej funkcji karotenoidów in vivo.*]

II. Agregacja karotenoidów w układach modelowych

Proces agregacji barw ników  karotenoidow ych re jestru je  się oznaczając 
zmiany w widm ach absorpcyjnych i dichroizmu kołowego oraz rezonanso­
wego efektu Ramana. C harakterystyka spektralna zagregowanej form y 
określonego karotenoidu nie zależy od układu w którym  ona powstała, 
chociaż obecność chlorofilu lub innych związków może spowodować zaha­
mowanie procesu agregacji.

*) A ktualny stan  wiedzy o funkcji karotenoidów  w obrąbie ap a ra tu  fotosynte- 
tycznego opisano w „Postępach Biochem ii” (9a).
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II-l. Agregacja karotenoidów w uwodnionych rozpuszczalnikach organicznych

W idma absorpcyjne lykopenu oraz karotenoidów z grupam i karbony- 
lowymi (luteina, zeaksantyna, neoksantyna, w iolaksantyna) ulegają cha­
rakterystycznym  zmianom przy stopniowym zwiększaniu zawartości wody 
w roztworze etanolowym , metanolowym, acetonowym  lub izopropanolo- 
wym (10, 11, 12). Zm iany te polegają na zanikaniu s tru k tu ry  w ibracyjnej 
widma absorpcyjnego oraz jego przesunięciu z regionu charakterystyczne­
go dla karotenoidów w rozpuszczalnikach organicznych w k ierunku fal 
krótszych (Ryc. 1). Ponieważ zmiany te są odwracalne uważa się, że do­
danie wody powoduje odw racalną agregację cząsteczek barw nika (10). 
Podczas procesu agregacji wym ienionych karotenoidów zachodzą także 
zmiany w widmie dichroizmu kołowego (Ryc. 2). Podwyższenie tem pera­
tu ry  lub dodanie detergentu (Triton X-100, Tween 80) do roztw oru etano- 
lo-wodnego lu teiny powoduje zanik szczytu w części krótkofalow ej widma 
absorpcyjnego i spadek sygnału dichroizmu kołowego co może sugerować, 
że wzrost oddziaływań hydrofobowych odpowiedzialny jest za stabilizację 
agregatów (13). Porów nując rezonansowy efekt Ram ana roztw oru etano- 
lo-wodnego lu teiny lub acetono-wodnego zeaksantyny z rezonansowym  
efektem  Ram ana tych samych karotenoidów w bezwodnych rozpuszczalni­
kach organicznych stwierdzono, że dodanie wody prowadzi do przesunięcia 
pasma 1525 cm-1 związanego z drganiam i rozciągającym i C = C , o 6 cm-1 
w stronę niższych częstości oraz do obniżenia jego względnej intensyw no-

Ryc. 1. W pływ zaw artości wody na w id­
ma absorpcyjne zeaksantyny w roztw o­
rze etanolowym  (10): 1 — 2% wody, 2 — 
43% wody, 3 — 50% wody, 4 — 66% w o­
dy

Ryc. 2. W pływ zaw artości wody na w id­
mo dichroizm u kołowego etanolowego
roztw oru lu teiny (13): ---------55% wody,
.......... 60% w o d y ,------------80% wody
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ści (12). Zm iany te są prawdopodobnie spowodowane tym , że podczas agre­
gacji zwiększa się udział oddziaływań typu van der W aalsa m iędzy czą­
steczkami (12).

W prowadzenie lu teiny rozpuszczonej w etanolu do wodnego zbuforo- 
wanego (bufor fosforanowy, pH 7,0) roztworu album iny, owoalbum iny lub 
P-laktoglobuliny, a następnie oddializowanie rozpuszczalnika organicznego 
prowadzi do identycznych zmian w widmie absorpcyjnym  i dichroizmu 
kołowego jak w przypadku agregacji barw nika w roztworze etanolo-w od- 
nym  (14, 15). L uteina wiąże się z białkiem  tworząc kom pleks przy czym 
stosunek molowy barw nika do białka nie jest stały  lecz waha się w gra­
nicach 8-35 w zależności od wyjściowych ilości obu składników. Kompleks 
ten  może występować w formie rozpuszczalnej lub w postaci precypitatu . 
W zrost ilości dodanej lu teiny w stosunku do ilości wyjściowego białka 
a także obniżenie pH poniżej punktu  izoelektrycznego powoduje powsta­
wanie precypitatu  (14, 15). Jeżeli stosunek molowy lu teiny do owoalbu­
m iny w kompleksie nie w ytrąconym  jest równy 8, a orientacyjnie w y­
znaczony ciężar cząsteczkowy wynosi około 720 000 to należy przypuszczać, 
że cząsteczki białka asocjują w roztworze wodnym  i przez to ochraniają 
związaną luteinę przed kontaktem  z wodą a utw orzony kompleks jest 
rozpuszczalny w wodzie (15).

II-2. Własności spektralne karotenoidów w warstwach monomolekularnych

Analizując zmiany widm absorpcyjnych ^-karotenu oraz m ieszaniny 
(3-karotenu i chlorofilu w m onom olekularnej w arstw ie na powierzchni wo­
dy w zależności od stężenia barw ników  stwierdzono, że ^-karoten może 
występować w tych w arstw ach w trzech „form ach” o m aksim ach absorp­
cyjnych: 460 (C460 — form a monomeryczna), 500 i 520 nm  (C500, C520 — 
form y zagregowane lub m ikrokrystaliczne) (16, 17). W w arstw ie mono­
m olekularnej zbudowanej z P-karotenu i chlorofilu w w arunkach gdy 
Chi/Car = 3 :1  P-karoten w ystępuje wyłącznie w form ie C500 z czego 
wynika, że chlorofil sprzyja agregacji (3-karotenu, ale ham uje tworzenie 
większych agregatów (17). W m onom olekularnej warstw ie lecytyny fl-karo- 
ten (18) lub luteina (19) tw orzą ty lko form y monomeryczne, co może 
świadczyć o tym, że w takim  układzie fosfolipid jest „idealnym  rozpusz­
czalnikiem ” tych barwników.

II-3. Agregacja karotenoidów w dwuwarstwowych błonach lipidowych

Dwa czynniki w pływające na organizację błon lipidowych tzn. stężenie 
fosfolipidu i tem peratu ra  inkubacji w widoczny sposób oddziaływują na 
stopień agregacji wprowadzonych barw ników  karotenoidow ych (20, 21). 
Widmo absorpcyjne zeaksantyny w liposomach DPPC (dipalmitylofosfa- 
tydylocholiny) poniżej tem peratu ry  topnienia przesuwa się w kierunku
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dłuższych fal wraz ze wzrostem  stosunku molowego fosfolipidu do karo- 
tenoidu, co związane jest z rozpadem agregatów tego barw nika do form y 
monomerycznej. W liposomach DSPC (distearylofosfatydylocholiny) nie 
zaobserwowano tego zjawiska (20). Zm iany w widmie absorpcji zeaksan- 
tyny  lub |3-krypt oksantyny związane z przejściem  form y zagregowanej 
do m onom erycznej można również indukować w liposomach DSPC lub 
DPPC podwyższając tem peraturę inkubacji powyżej punktu  topnienia 
(20, 21). Proces deagregacji karotenoidów można także śledzić poprzez 
zmiany rezonansowego efektu Ramana. Stwierdzono, że intensywność 
pasma 1160 cm -1 związanego z drganiam i rozciągającym i C—C jest zależ­
na od ilości form y monomerycznej zeaksantyny, a skokowy wzrost in ten­
sywności tego pasma pokryw a się z tem peratu rą  topnienia fosfolipidu (20).

II-4. Budowa zagregowanych form karotenoidów

Stosunkowo nieznaczne różnice w rezonansowym  efekcie Ramana karo­
tenoidów będących w formie monomerycznej lub zagregowanej mogą 
świadczyć o tym , że w czasie agregacji zachodzą małe zmiany w elektro­
nowym  stanie podstawowym tych barwników. Przesunięcie maksimum 
absorpcji i zmiana w strukturze w ibracyjnej widma absorpcyjnego wska­
zuje na to, że znaczne oddziaływania między monomeram i zachodzą 
w elektronow ym  stanie wzbudzonym agregatu (12). Tego typu zmiany 
można wyjaśnić na podstawie teorii ekscytonu.

Istota wzbudzenia ekscytonowego polega na rozszczepieniu poziomu 
wzbudzonego m onomeru na taką liczbę podpoziomów jaka odpowiada licz­
bie cząsteczek w agregacie co wynika z oddziaływań momentów dipolo­
wych zagregowanych cząsteczek (22, 23). Badając zmiany widma absorp- 
cyjnego etanolowego roztw oru lykopenu po dodaniu wody stwierdzono, że 
tw orzeniu form zagregowanych tego barw nika towarzyszy pojawienie się 
szczytu w rejonie 350—360 nm  (24). S o n g  i M o o r e  (24) uważają, że 
zm iany te spowodowane są oddziaływaniami ekscytonowym i w dimerach 
lykopenu, które prowadzą do rozszczepienia pierwszego wzbudzonego po­
ziomu singletowego m onomeru (Ryc. 3). Zakładając, że m aksimum  absorp­
cji form y monomerycznej przy 472 nm i m aksim um  absorpcji form y di- 
m erycznej przy 355 nm związane są odpowiednio z przejściami ‘B <- JA 
i 1B+<- ‘A (Ryc. 3) obliczono, że takie rozszczepienie może się pojawić 
wówczas, gdy odległość między środkam i m as dwóch cząsteczek lykopenu 
będzie równa 7,2 A. A utorzy ci podkreślają jednak, że wielkość i charak­
te r  zmian zależą nie tylko od odległości, ale także od układu geometrycz­
nego cząsteczek w dimerze.

Rozpatrując hipotetyczny linearny układ czterech cząsteczek K a s h a 
(25) wyróżnił cztery możliwe ułożenia ich indukowanych momentów dipo­
lowych (Ryc. 4A). Zgodnie z regułam i w yboru dozwolone przejścia absorp­
cyjne układu I i IV przedstaw ia rycina 4B. Z diagramów tych wynika, że
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’B-t-

JB+

monomer dimer 
Ryc. 3. Ekscytonowe 
rozszczepienie pasm a 
łB •«- 1A  na pasm a 
i B + ^ A  i 1B_ •<- *A w 
dim erach lykopenu przy 
uw zględnieniu oddziały­
w ań typu  dipol-dipol; 
1A  oznacza stan  podsta­
wowy, JB pierw szy sin- 
gletowy stan  wzbudzony 
m onom eru (24).

IV

IV E

Ryc. 4. A) ułożenie indukow anych św ia­
tłem  m om entów  dipolowych w  hipotetycz­
nym agregacie składającym  się z czterech 
liniowo ułożonych cząsteczek (25), B) re ­
guły w yboru dla przejść pow stałych w w y­
niku ekscytonowego rozszczepienia pozio­
m u w zbudzenia (E) w linearnych  agrega­
tach oznaczonych jako I i IV na Ryc. 4A 
(25).

w układzie I (ang. head-to-tail) nastąpi przesunięcie widma absorpcyjnego 
agregatów  w stronę fal dłuższych, natom iast w układzie IV (ang. card-pack) 
w stronę fal krótszych w porównaniu z widmami absorpcyjnym i monome­
rów. Drugi z wspom nianych układów m ożnaby uważać za model agregacji 
ksantofili w przyjętej konwencji.

Zakładając, że agregaty barw ników  m ają struk tu rę  pseudokrystaliczną 
i indukowane m om enty dipolowe m onomerów leżą w płaszczyźnie agrega­
tu  to  w w yniku agregacji powinno nastąpić przesunięcie widma absorpcji 
w stronę fal dłuższych. Natomiast jeżeli m om enty te są ułożone prosto­
padle do płaszczyzny agregacji to powinno nastąpić przesunięcie widma 
absorpcyjnego w stronę fal krótszych (23, 26). Obserwowanie tego zjawiska 
jest możliwe przy odpowiedniej orientacji w ektora elektrycznego światła 
wzbudzającego względem płaszczyzny agregacji. In terp retacja  widm 
adsorpcyjnych agregatów nie jest jednak prosta, naw et przy założeniu, że 
m ają one budową pseudokrystaliczną, ponieważ wielkość i kształt agregatu 
w yw ierają także wpływ na charak ter widma absorpcyjnego (27).

Oprócz widm absorpcyjnych i zmian rezonansowego efektu Ramana 
różnice w natężeniu lum inescencji są również wykorzystyw ane w bada­
niach procesów agregacji barwników. Z rozważań teoretycznych (28) w y­
nika, że powinny występować zmiany w kwantowej wydajności fluorescen- 
cji i fosforescencji na skutek przejścia form  monomerycznych w form y za­
gregowane. Metoda ta  nie jest jednak w ykorzystana w badaniach struk ­
tu ry  zagregowanych karotenoidów, ponieważ barw niki te nie w ykazują 
m ierzalnej fluorescencji i fosforescencji (24).
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Badając zależne od tem peratu ry  zmiany w  widmach absorpcji karo­
tenoidów w liposomach Y a m a m o t o  (21) zaproponował model organi­
zacji karotenoidów  w błonach lipidowych będących w stanie żelu lub 
ciekłego k ryształu  (Ryc. 5). W ysunięto jednak wiele zastrzeżeń do tego

ZEAKSANTYNA

Ryc. 5. Model organizacji karotenoidów  w podw ójnej w arstw ie lipidowej w stanie 
A) żelu, B) ciekło-krystalicznym . Ciemne kółka oznaczają grupy hydroksylow e (21).

modelu. Na przykład wyniki badań nad rozmieszczeniem (5-karotenu w po­
dw ójnej w arstw ie lipidowej będącej w stanie ciekło-krystalicznym  wska­
zują na to, że niezależnie od grubości błony p-karoten nie penetru je w głąb 
lecz orientuje się dłuższą osią prostopadle do łańcuchów kwasów tłuszczo­
wych lipidu (29). Ponadto agregacja zeaksantyny nie jest prawdopodobnie 
związana z równoczesną izom eryzacją tego barw nika (12, 20) jak to wy­
nikałoby z założeń proponowanego m odelu (Ryc. 5).

III. Przekazywanie energii wzbudzenia elektronowego z udziałem karo­
tenoidów

III-l. Tworzenie trypletowych stanów wzbudzonych karotenoidów

Oświetlenie karotenoidów w rozpuszczalnikach organicznych prowadzi 
do powstania wzbudzonych stanów singletowych tych barwników. Nie 
w ykryw a się w tych w arunkach trypletow ych stanów wzbudzonych ze 
względu na niską wydajność przejścia międzysystemowego S - ^ T  i krótki 
czas życia pierwszego wzbudzonego stanu singletowego (24, 30). W zbudzę-
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nie karotenoidów do stanów trypletow ych jest możliwe przy zastosowaniu 
techniki błyskowej radiolizy lub fotolizy (30, 31, 32, 33, 34).

Metoda błyskowej radiolizy pozwala na wzbudzenie karotenoidów do 
stanów trypletow ych bez udziału specjalnych uczulaezy. W przypadku 
błyskowej radiolizy (3-karotenu w  n-heksanie m ają zachodzić następujące 
reakcje prowadzące do powstania wzbudzonych stanów trypletow ych barw ­
nika (30):

C6H 14-> e  +  C6H i4 
C6H i4 +  Car ->  C6H i4 +  C ar+ 

e + C a r -> C a r -  
e +  C ar+ -> Car* (S i/lub T)

C6H i4 +  C ar-  ->  C6H 14 +  Car* (S i/lub T)
Car+ +  C a r- -> 2 Car* (S i/lub T)

Zm iany w widmie absorpcyjnym  związane z przejściem  T—T p-karotenu 
w n-heksanie po naśw ietleniu błyskiem  50— 100 ns, dawką 1—2 kradów 
przedstaw iono na rycinie 6. Technika ta  pozwala na bezpośredni pom iar

AA
0,04 

0,03

0,02

0,01 

0 
0,01 

0,02

Hyc. 6. Zm iany w w idm ie absorpcyjnym  związane z przejściem  T-T p-karo tenu  
w n-heksanie po naśw ietleniu  błyskiem  50—100 ns daw ką 1—2 kradów  z uw zględnie­
niem zaniku wzbudzonego stanu  singletowego (30).

czasu życia trypletow ego stanu wzbudzonego karotenoidów; czas ten  w 
przypadku |3-karotenu wynosi 8 m-s (30), a w przypadku innych karotenoi­
dów mieści się w granicach 3,4-9,4 ns (Tabela 1). Stwierdzono również, że 
czas życia wzbudzonego stanu trypletow ego karotenoidów m aleje wraz ze 
wzrostem liczby wiązań podwójnych w cząsteczce (31).

Stosując radiolizę lub fotolizę błyskową karotenoidów  w obecności 
uczulacza (naftalen, antracen, bifenyl) obserwuje się przekazywanie energii 
wzbudzenia elektronow ego ze stanu trypletow ego sensibilizatora na czą­
steczkę karotenoidów. W benzenowym  roztworze P-karotenu i 0,01M 
naftalenu pulsowe naświetlenie (10 m-s )  dawką 7,6 kradów  wywołuje na­
stępujący łańcuch reakcji (32):

440 460 480 500 520 \ / r . m /
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N - > TN 

TN —> N 

C a r f TN ->  TC a r+ N  

TCar ->  Car 

TCa*r-f TCar ->  2Car

M aksim um  absorpcji związane z przejściem  T—T fi-karotenu w układzie 
benzen-naftalen  w ystępuje przy 530 nm (32) podczas gdy w układzie 
n-heksan-antracen  przy 515 nm  (31). Analiza widm absorpcyjnych tryple- 
tów  innych karotenoidów (zeaksantyna, echinenon, kantaksantyna. asta- 
ksantyna, dwuhydroksylykopen, P-apo-8’-karotenal) wzbudzonych metodą 
fotolizy błyskowej w układzie heksan-antracen (31) lub metodą radiolizy 
błyskow ej w układzie benzen-naftalen (35) wskazuje, że położenia maksi­
m um  absorpcji związane z przejściam i T—T przesuw ają się w stronę fal 
dłuższych wraz ze wzrostem  liczby podwójnych wiązań w cząsteczce 
(Tabela 1), a energia wzbudzonych stanów trypletow ych (ET) jest liniową 
funkcją energii singletowych stanów wzbudzonych (Es):

Et =  kEg +  kj

k, kj — stałe równe 6,0 i 7,2 kJ/m ol 
Ponieważ energia wzbudzonych stanów singletowego i trypletow ego w y­
nosi odpowiednio 181 i 128 kJ/m ol w przypadku chlorofilu a oraz 248 
i 88 kJ/m ol w przypadku (5-karotenu (32) istnieje możliwość przekazywania 
energii wzbudzenia elektronowego z chlorofilu na karoten na poziomie

Tabela 1.

Charakterystyka singletowych i trypletowych stanów wzbudzonych karotenoidów

Maksimum absor­ Czas
Karotenoid pcji dla przejść życia Ti Odnośnik

Si<—So t 2*-t , (¡¿s)

/9-karoten 464 530 5,0 (bz) 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 (bz) 35
dihydroksylykopen 533 540 7,9 (bz) 37

bz - oznaczenie wykonano w benzenie, 
hx - oznaczenie wykonano w heksanie,
dg-jedyny przypadek, w którym otrzymano trypletowe stany wzbudzone karotenoidu w micelach detergentu 

(digitoniny).
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stanów trypletow ych. W ykazano (36) że tego typu przekazywanie jest 
możliwe w rozpuszczalniku organicznym  przy zastosowaniu techniki foto- 
lizy błyskowej gdy chlorofil a pełni rolę sensibilizatora.

Wzbudzone stany trypletow e karotenoidów można także otrzym ać 
w reakcji z tlenem  singletowym  (37, 38, 39):

s0 2 +  Car -> 0 2 +  TCar

W reakcji z tlenem  singletowym  część karotenoidów ulega utlenieniu (40). 
W ydajność wygaszania tlenu  singletowego przez karotenoidy rośnie ze 
wzrostem  liczby podwójnych wiązań w układzie sprzężonym  w cząsteczce 
(41), a obecność grup OH nie wpływa na szybkość tego procesu (42).

Podczas powstawania wzbudzonych stanów  trypletow ych (3-karotenu 
w roztworze n-heksanu w nieobecności uczulacza zachodzi równocześnie 
częściowa izom eryzacja barw nika do form y cis, co w yraża się obniżeniem 
transm isji przy 340 nm  (30). Badania kinetyki zmian w rezonansowym  
efekcie Ram ana w  czasie otrzym yw ania trypletow ych stanów wzbudzo­
nych (5-karotenu m etodą pulsowej radiolizy w  obecności uczulacza, a także 
zmian położenia i intensywności pasm w zależności od dawki naprom ienio­
wania wskazują na to, że w trypletow ym  stanie wzbudzonym  ^-karoten 
w ystępuje w konform acji 15, 15’-cis (33). Pomimo, że hipoteza ta  nie jest 
w pełni udowodniona (35) istnieje coraz więcej faktów  świadczących na 
jej korzyść. Między innym i wykazano przy zastosowaniu techniki rezo­
nansu Ram ana, że różnice między 15-cis i całkow icie-trans (3-karotenem 
istniejące w stanie podstawowym  zanikają po w zbudzeniu tych barw ni­
ków do stanów trypletow ych (34). Tym tłum aczy się fak t izom eryzacji 
15-cis P-karotenu do form y całkow icie-trans w czasie fotolizy w  roztworze 
benzen-aceton zaw ierającym  2X lO -5 M chlorofilu a. W tych sam ych 
w arunkach całkow icie-trans (5-karoten ulega izom eryzacji nie tylko do 
form y 15-cis, ale również do form  9- i 13-cis (34).

III-2. Ochronna rola karotenoidów

W zbudzenie chlorofilu a w rozpuszczalnikach organicznych w obec­
ności tlenu  prowadzi do fotodestrukcji tego barw nika. Po wprowadzeniu 
karotenoidów do tego układu zachodzi wygaszanie trypletow ego stanu 
wzbudzonego chlorofilu oraz singletowego tlenu  (Ryc. 7) przez co chlorofil 
nie ulega fotooksydacji (42, 43, 44). Aby odpowiedzieć na pytanie, k tóry  
z tych procesów w głównej mierze odpowiedzialny jest za własności 
ochronne barw ników  karotenoidow ych przeprowadzono badania modelo­
we na syntetycznie otrzym anych karotenoido-porfirynach (Ryc. 8). Stosu­
jąc radiolizę błyskową stwierdzono, że połączenie tych  dwóch chrom o- 
forów nie powoduje zmiany widm absorpcyjnych a także współczynników 
ekstynkcji stanów trypletow ych karotenoidu (45). Okazało się, że po
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Car uar

Sen - ^ S e n  -~^Sen------------ Sen
Car Car

Sen + 02

+Car
C ar-0 2

Ryc. 7. U dział korotenoidów  (Car) w w ydaszaniu stanów  trypletow ych uczulacza 
(*Sen) i dezaktyw acji tlenu  singletowego (102) w  układach modelowych; 1Sen oznacza 
singletow y stan  wzbudzonego uczulacza, 3Car — trypletow y stan  wzbudzony karote- 
noidów  (65).

ośw ietleniu roztw oru bifenylowego ChrII, C hrIII lub C hrl +  0-karoten 
(Ryc. 8) ilość utworzonego w tych  roztworach tlenu  singletowego wzrasta 
najin tensyw niej w obecności C hrl +  P-karoten, m niej intensywnie w obec­
ności C hrIII a w roztworze C hrII nie w ykryto go w  ogóle (45). Dalsze 
badania wykazały, że w karotenoido-porfirynach, zwłaszcza w ChrII za­
chodzi efektyw ne wygaszanie trypletow ych stanów wzbudzonych pierście­
nia porfirynowego. Różnice w  wydajności wygaszania wzbudzonych sta­
nów trypletow ych układu porfirynow ego między ChrII i C hrIII w ynikają 
z różnicy w ich zdolnościach do zmian konform acyjnych: w ChrII pier-

Ryc. 8. Schem at budowy karotenoido-porfiryn  C hrl — Chr IV (45, 62).
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ścień jononowy karotenoidu może przyjąć takie ułożenie (Ryc. 9), w któ­
rym  znajduje się on w płaszczyźnie równoległej do płaszczyzny układu 
porfirynowego w odległości około 4 A. W tych  w arunkach m a miejsce 
najefektyw niejsze oddziaływanie między zew nętrznym i powłokami elek­
tronow ym i obu pierścieni. N aturalnym  odpowiednikiem m odelu C hrII jak  
wykazano metodą dichroizmu liniowego jest oddziaływanie długofalowej 
form y chlorofilu a z P-karotenem  w PSI (46).

Ryc. 9. K onform acja karo teno-porfiryny C hrII z Ryc. 8 (45).

Własności ochronne karotenoidów  badano głównie w rozpuszczalni­
kach organicznych gdzie barw niki te znajdują się w form ie m onomerycz- 
nej. Znana jest jednak zdolność P-karotenu do ochrony lipidów przez pero- 
ksydacją. Oświetlenie liposomów w obecności uczulacza (błękitu toluidy- 
nowego) i tlenu prowadzi do peroksydacji lipidów (47). Procesy te są zaha­
mowane w liposomach, do których wprowadzono (5-karoten lub kantaksan- 
tynę. W tych w arunkach zachodzi wygaszanie tlenu  singletowego i de­
zaktyw acja wzbudzonego stanu  trypletow ego błękitu  toluidynowego przez 
wbudow any karotenoid. Po przekroczeniu stężenia 10 mM karotenoidu 
na mol fosfatydylocholiny następuje spadek zdolności ochronnych karo­
tenoidów, co m a być połączone z agregacją tych barw ników  (47). Dane 
otrzym ane przez L i n  d i g (48) w skazują także na to, że form a zagre­
gowana P-karotenu w micelach SDS nie jest zdolna do wygaszania tlenu  
singletowego.

III-3. Mechanizm dezaktywacji wzbudzonych stanów trypletowych karotenoidów

M echanizm dezaktyw acji wzbudzonych stanów trypletow ych karo te­
noidów nie został jeszcze dokładnie poznany. Najczęściej uważa się, że jest 
on związany z bezprom ienistym  rozproszeniem energii. W zbudzone stany 
trypletow e fl-karotenu mogą być wygaszane przez tlen cząsteczkowy w  sta­
nie podstawowym (37):

TCar +  Oz -> C a r+ 0 3
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Najnowsze badania (32) wskazują na to, że możliwa jest także anihi- 
lacja typu  try p le t-try p le t prowadząca do powstania najniższego singleto- 
wego stanu wzbudzonego (i-karotenu sAg, którego energia byłaby o około 
42 kJ/m ol niższa od pierwszego singletowego stanu wzbudzonego *Bu (49).

III-4. Przekazywanie energii z udziałem wzbudzonego stanu singletowego karo­
tenoidów

Przekazyw anie energii z singletowego stanu wzbudzonego karotenoi­
dów (P-karoten, luteina, zeaksantyna, fukoksantyna) na chlorofil badano 
w układach modelowych, w których możliwe jest osiągnięcie dużego lo­
kalnego stężenia barw ników  i równocześnie określonego ich uporządko­
wania tzn. w  jednocząsteczkowej w arstw ie na powierzchni wody, liposo­
m ach lub m icelach detergentu. Nie obserwowano tego procesu w bezwod­
nych rozpuszczalnikach organicznych gdzie barw niki karotenoidowe w y­
stępują wyłącznie w form ie monomerycznej (50). We wszystkich przypad­
kach wydajność przekazyw ania energii z singletowego stanu wzbudzonego 
karotenoidów na chlorofil zależała od stężenia barwników. Efektywność 
przekazyw ania energii z lu teiny na chlorofil a wbudow anych w  mieele 
detergentu (stosunek stężenia lu teiny do chlorofilu a wynosił jak  1:1) była 
odwrotnie proporcjonalna do trzeciej potęgi odległości m iędzy cząstecz­
kami obu barw nikpw  (51). Jak  widać na rycinie 10 liniowy przebieg krzy­
wej w przypadku bardzo m ałych odległości jest zaburzony prawdopodob­
nie na skutek procesu agregacji barwników. W tych  w arunkach efektyw ­
ność przekazyw ania energii na chlorofil jest najw iększa (osiąga 15°/o). 
Podobną w artość otrzym ano w przypadku m ieszaniny P-karotenu i chloro­
filu (3:1) w m onom olekularnej w arstw ie na powierzchni wody (17). In te­
resujący jest fakt, że m aksym alną efektywność przekazywania energii

Ryc. 10. Zależność w ydajności przenoszenia energii wzbudzenia elektronowego (ii) 
od odległości (r) m iędzy lu teiną i chlorofilem  a w budow anych w micele detergentu 
(51).
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wzbudzenia elektronowego w ykryto między form ą zagregowaną fi-karotenu
o m aksim um  absorpcji pr7y 500 nm  a chlorofilem  a posiadającym  maksima 
absorpcji przy 669—672 nm. W tym  samym układzie energia z wzbudzo­
nego stanu singletowego fukoksantyny na chlorofil a była przenoszona 
w około 50%>. Nie zaobserwowano natom iast przenoszenia energii z P-karo- 
tenu  na chlorofil a wbudow anych w liposomy (50, 52).

III-5. Mechanizm przenoszenia energii wzbudzenia elektronowego z karotenoidów  
na chlorofil

Opisano dwa m echanizm y przenoszenia energii z karotenoidów na 
chlorofil w układach modelowych: jeden opiera się na teorii F o r s t e r a  
(53, 54, 55), a drugi na założeniach opracowanych przez D e x t  e r  a (56).

W edług teorii F o r s t e r a  w przekazyw aniu energii wzbudzenia elek­
tronowego z cząsteczki donora D na cząsteczkę akceptora A isto tną rolę 
odgrywają: wielkość energii ich wzajem nego oddziaływania (E), różnica 
w artości energii m iędzy kolejnym i poziomami oscylacyjnym i w danym 
przejściu elektronow ym  (AE) oraz szerokość poziomu oscylacyjnego (AE’). 
Rozróżnia się następujące typy  oddziaływań (53, 54):

E >  AE oddziaływania silne 
AE >  E >  AE’ oddziaływania słabe 
AE’ >  E oddziaływania bardzo słabe

Typowe przekazywanie energii zgodne z m echanizm em  postulowanym  
przez F o r s t e r a  zachodzi dla oddziaływań bardzo słabych. W tym  przy­
padku efektywność rezonansowego przenoszenia energii (Ker) zależy od 
stopnia pokryw ania się widma fluorescencji donora z widm em  absorpcji 
akceptora (Q) (55):

Ker = Ak2£ikoR-6 wzór I

gdzie:
R — odległość donora od akceptora,

ko — stała szybkości promienistego zaniku wzbudzenia D 
k — stała zależna od orientacji D i A 
A — wielkość stała 

Ponieważ karotenoidy w rozpuszczalnikach organicznych nie fluoryzują 
przypuszcza się (49, 57), że energia jest przekazywana z najniższego wzbro­
nionego singletowego stanu wzbudzonego karotenoidów sAg; energia zwią­
zana z bezprom ienistym  przejściem  z sAg do stanu podstawowego pokrywa 
się z widmem absorpcyjnym  chlorofilu w rejonie 15 000 cm -1.*

*) S o n g  i w sp . (58, 59) uw ażają, że rozszczepienie ekscytonow e pierwszego 
wzbudzonego stanu singletowego ^Bu) zagregowanych karotenoidów  powoduje lepsze 
dopasowanie energii przejścia JB u -> A do w idm a absorpcyjnego chlorofilu (Ryc. 11).
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Z w ielu danych wynika jednak, że przenoszenia energii z karotenod- 
dów na chlorofil a w układach modelowych nie można opisać w oparciu
o typowe rezonansowe oddziaływania. W przypadku bardzo słabych od­
działyw ań efektywność przekazywania energii powinna być zgodnie z te ­
zami F o r s t e r a  odwrotnie proporcjonalna do szóstej potęgi z odle­
głości między donorem a akceptorem  (wzór I). Natomiast stw ierdzona 
doświadczalnie wydajność przekazywania energii z luteiny na chlorofil 
jest odw rotnie proporcjonalna do trzeciej potęgi z odległości między czą­
steczkam i barw ników  wbudowanych w micele detergentu (51). Uważa się 
obecnie, że jeżeli m iędzy cząsteczkami w ystępują silne oddziaływania to

monomer dimer chla
karotenoid

Ryc. 11. D iagram  poziomów energetycznych m onom eru i dim eru karotenoidu oraz 
chlorofilu a (59).

w przekazyw aniu energii dużą rolę mogą odgrywać również siły odpo­
wiedzialne za agregację cząsteczek. Zjawisko to obserwuje się na przy­
kład w układzie gdzie lu teina i chlorofil wbudowane są w micele detergen­
tu  (51). Zakładając naw et, że najniższy singletowy stan wzbudzony karo­
tenoidów sAg byłby donorem energii to w oparciu o wzór I niska w ydaj­
ność kw antow a fluorescencji karotenoidów uniemożliwia przekazywanie 
energii zgodnie z opisem F o r s t e r a  (60). Podobny wniosek można 
wysnuć z fotochemicznych badań karoteno-porfiryn przedstaw ionych na 
rycinie 8 (61, 62). Stwierdzono mianowicie, że przekazywanie energii 
wzbudzenia elektronowego z karotenoidu na układ porfirynow y (ChrIII) 
nie występowało chociaż odległość między barw nikam i była m niejsza od 
krytycznej. W tych w arunkach tylko niska wydajność kw antow a fluores­
cencji mogła uniemożliwić przekazywanie energii. Jeżeli do pierścienia 
porfirynow ego przyłączono fluoryzujący karotenoid (ChrIV) wydajność 
ta wzrosła aż do 80°/o (61).

Dopasowanie energii bezprom ienistego przejścia sAg do stanu podsta­
wowego w karotenoidach do widma absorpcyjnego chlorofilu może prefe­
rować m echanizm  przekazyw ania energii opisany przez D e x t e r a (60). 
Według teorii D e x t e r  a (56) stała szybkości przekazywania nie zależy 
od wielkości m omentów dipolowych przejść związanych z emisją i absorp­
cją energii a efektywność przenoszenia energii jest niezależna od kw an­
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towej wydajności emisji. M igracja energii jest wynikiem  elektrostatycz­
nych oddziaływań elektronów  rozmieszczonych na zew nętrznych pokry­
w ających się chm urach elektronow ych donora i akceptora (56). P raw do­
podobieństwo m igracji energii K ei. można opisać następującym  równaniem  
(za 63):

00

K er =  - ^ S - e - 2R'h [  f(v)<p(v)dv wzór I i
o

gdzie:
f(v), cp(v) — układ widmowy fluorescencji donora i absorpcji akceptora 

unorm ow ane do jedności 
h  — stała Plancka
R — odległość m iędzy wzbudzonym donorem i niewzbudzonym  akcep­

torem  
Q — wartość stała

W artość Ker zależy ekspotencjalnie od odległości m iędzy cząsteczkami (R). 
Ten typ  przekazywania energii jest m ożliwy tylko przy odległościach 
m niejszych niż 15 A. W układzie modelowym opisanym na str. 12 udało 
się zbliżyć pierścień porfirynow y do karotenoidu (ChrII) na odległość 4 A 
i okazało się wówczas, że 25°/o energii ulega przeniesieniu z singletowego 
stanu wzbudzonego niefluoryzującego karotenoidu na układ porfirynow y 
(porównaj na str. 16). Jeżeli odległość między chrom oforam i wynosiła nie 
4 A ale 25 A to w podobnym układzie barw ników  nie obserwowano prze­
kazywania energii z donora na akceptor (62).

IV. Podsumowanie

Agregacja barw ników  karotenoidow ych in vitro  zachodzi na skutek 
zwiększenia oddziaływań typu van der W aalsa lub (i) hydrofobowych 
między cząsteczkami barw ników  w stanie podstawowym  i silnego sprzę­
żenia ekscytonowego w stanie wzbudzonym. Obie form y karotenoidów 
(monomeryczna i zagregowana) różnią się w  efektywności przenoszenia 
energii na poziomie trypletow ego i singletowego stanu wzbudzonego. 
Funkcja ochronna karotenoidów związana jest z efektyw nym  wygasza­
niem trypletow ego stanu  wzbudzonego sensibilizatora (w tym  chlorofilu) 
i dezaktyw acją tlenu  singletowego; w układzie in vitro  bardziej efek­
tyw ne w  tym  procesie są form y m onomeryczne karotenoidów. Form ę za­
gregowaną karotenoidów charakteryzuje natom iast duża w ydajność prze­
noszenia energii z singletowego stanu  wzbudzonego na chlorofil. P rzeka­
zywanie energii z karotenoidów na chlorofil zachodzi przypuszczalnie 
z najniższego singletowego stanu wzbudzonego sAg, a w przypadku agre­
gatów z ekscytonowo-rozszczepionego pierwszego singletowego stanu
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wzbudzonego (’Bu). Przekazyw anie energii z karotenoidów na chlorofil 
odbywa się prawdopodobnie zgodnie z m echanizmem opisanym przez 
D e x t e r  a.

Autorka składa serdeczne podziękowania Pani Prof. dr hab. Danucie Frąckowiak za 
krytyczną ocenę niniejszego artykułu oraz uwagi dotyczące stosowanej terminologii.

Z aakceptow ano do d ru k u  8.11.1983

PIŚM IENNICTW O

1. S h i p m a n  L. L., C o t t o n  T. M., N o r r i s  J. R., K a t z  J. J., 1976, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 73, 1791—1794.

2. S h i p m a n  L. L., K a t z  J. J., 1977, J. Phys. Chem., 81, 577—581.
3. B u c k s  R. R., B o x e r  S. G., 1982, J. Am er. Chem. Soc., 104, 340—343.
4. K a t z  J. J., 1973, N aturw issensch., 60, 32—39.
5. K a t z  J.  J., J a n s o n  T. R., 1973, Ann. N. Y. Acad. Sci., 206, 579—603.
6. F o n g  F. K.,  K o e s t e r  V. J., 1975, J. Am er. Chem. Soc., 97, 6888—6890
7. F o n g '  F. K., K o e s t e r  V. J., 1976, Biochim. B iophys.-Acta, 423, 52—64.
8. F o n g  F. K , 1977, J. Theor. Biol., 66, 199—202.
9. K r a t k y  C., D u n i t z  J. D., 1977, J. Mol. Biol., 113, 431—442.
9a. W ł o c h  E., W i ę c k o w s k i  St., 1982, Post. Bioch., 28, 331—352.

10. H a g e r  A., 1970, Planta  (Berl.), 91, 38—53.
11. B u c h w a l d  M., J e n c k s  W. P., 1968, Biochem istry, 7, 834—843.
12. S a  l a r e s  V. R., Y o u n g  N. M., C a r e y  P. R., B e r n s  t a  i n  H. J., 1977, 

J. Ram. Spectroscopy 6, 282—288.
13. L a m a t r e  J., M a u d i n a s  B., E r n s t  C., 1980, Photochem. Photobiol., 31, 

201—205.
14. T a k a g i S., S h i r  o i s h i M., T a k a g i T., 1980, Agric. Biol. Chem., 44, 

2111—2117.
15. T a k a g i  S., S h i r o i s h i  M., T a k a g i  T., 1981, Agric. Biol. Chem., 45, 

1159—1165.
16. L i t w i n  F. F., G u l y a e w  B. A., S i n e s h c h e k o v  V. A., 1965, Doki. Akad. 

N auk U SSR, 162, 1184—1187.
17. S i n e s h c h e k o v  V. A., L i t  v i n F. F., D a s  M., 1972, Photochem. Photobiol., 

15, 187—197.
18. A g h i o n J., L e b l a n c  R. M., 1978, J. Mem. Biol., 42, 189—198.
19. S i e l e  w i e s  i u k  J., S t a c h u r a  S., 1981, Studia Biophys., 85, 165—170.
20. M e n d e l s o h n  R., V a n  H o l t e n  R., 1979, Biophys. J., 27, 221—236.
21. Y a m a m o t o  H. Y., B a n g h a m  A. D., 1978, Biochim. Biophys. Acta, 507, 

119—127.
22. K a s h a  M., R a w l s  H. R., E l - B a y o u m i  M. A., 1965, Pure Appl. Chem.,

11, 371—392.
23. H o c h s t r a s s e r  R. M., K a s h a  M., 1964, Photochem. Photobiol., 3, 299—306.
24. S o n g  P - S, M o o r e  T. A., 1974, Photochem. Photobiol., 19, 435—441.
25. K a s h a  M., 1959, Rev. M odern. Phys., 31, 162—169.
26. H o c h s t r a s s e r  R. M., 1964, Photochem. Photobiol., 3, 317—331.
27. H e x  t e r  R. M., 1962, J. Chem. Phys., 37, 1347—1348.
28. M c R a e E. G., K a s h a  M., 1958, J. Chem. Phys., 28, 721—722.
29. J o h a n s s o n  L. B-A, L i n d b o m  G., W i e s l a n d e r  A., A r v i d s o n  G., 

1981, Febs Lett., 128, 97—99.
30. L a n d  E. J., S y k e s  A., T r u s c o t t  T. G., 1971, Photochem. Photobiol., 13, 

311—320.

http://rcin.org.pl



3 52 E. WŁOCH [18]

31. T r u s e  o t  t T. G., L a n d  E. J., S y k e s  A., 1973, Photochem. Photobiol., 17, 
43—51.

32» J e n s e n  N-H, W i l b r a n d t  R., P a g s b e r g  P. B., 1980, Photochem. Photo­
biol., 32, 719—725. ^

33. J e n s e n  N-H, W i l b r a n d t  R., P a g s b e r g  P. B., S i l l e s e n  A. H., 
H a n s e n  K. B., 1980, J. Am. Chem. Soc., 102, 7441—7444.

34. J e n s e n  N-H, N i e l s e n  A. B., W i l b r a n d t  R., 1982, J. Am . Chem. Soc.,
104, 6117—6119.

35. D a l l i n g e r  R. F., F a r  q u h  a r s o n  S., W o o d r  u  f f W. H., R od g e r  s M. A., 
1981, J. Am er. Chem. Soc., 103, 7433—7440.

36. M a t h i s  P., K 1 e o J., 1973, Photochem. Photobiol., 18, 343—346.
37. R o d g e r s  M. A. J., B a t e s  A. L., 1980, Photochem. Photobiol., 31, 533—537.
38. F a r m  i l  i o  A., W i l k i n s o n  F., 1973, Photochem. Photobiol., 18, 447—450.
39. F o o t e  C. S., D e n n y  R. W., 1968, J. Am . Chem. Soc., 90, 6233—6235.
40. H a s e g a w a  K., M a c m i l l a n  J.  D., M a x w e l l  W., C h i c h e s t e r  C. D., 

1969, Photochem. Photobiol., 9, 165—169.
41. F o o t e  C. S., C h a n g  J.  C., D e n n y  R. W., 1970, J. Am . Chem. Soc., 92, 

5216—5218.
42. M a t h e  w s - R o t h .  M. M., W i l s o n  T., F u j i m o r i  E., K r i n s k y  N. I., 

1974, Photochem. Photobiol., 19, 217—222.
43. K o k a  R., S o n g  P - S, 1978, Photochem. Photobiol., 28, 509—515.
44. F u j i m o r e  E., L i v i n g s t o n  R., 1957, Nature, 18, 1036— 1038.
45. B e n s a s s o n  R. V., L a n d  E. J., M o o r e  A.  L., C r o u c h  R. L., D i r  k s G., 

M o o r e  T. A., G u s t  D., 1981, Nature, 290, 329—332.
46. J u n g e  W.,  S c h a f f e r n i c h t  H., N e l s o n  N., 1977, Biochim . Biophys. Acta, 

462, 73—83.
47. A n d e r s o n  S. M., K r i n s k y  N. I., 1973, Photochem. Photobiol., 18, 403—408.
48. L i n d i g  B. A., R o d g e r s  M. A. J., 1981, Photochem. Photobiol., 33, 627—634.
49. T h r a s h  R. J., F a n g  H. L - B, L e r o i  G. E., 1977, J. Chem. Phys., 67, 5930— 

5933.
50. B i a ł e k - B y l k a  G. E., S h k u r o p a t o v  A. Ya., K a d o s h n i k o v  S. I., 

F r ą c k o w i a k  D., 1982, Photosynthesis Res., 3, 241—245.
51. S z a b a d  J., L e h o c z k i  E., S z a l e y  L., C a r t  o r  d a y  K., 1974, Biophys. 

Struct. M echanism., 1, 65—74.
52. M a h r e t e a b A., S t r a u s s  G., 1978, Photochem. Photobiol., 28, 369—375.
53. F ö r s t e r  Th .  1965, M odern Q uantum  Chem istry Cz. I ll ,  Action of Light and 

Organic Molecules., Academic P ress N.Y., 93—137.
54. F ö r s t e r  T h ., 1965, Pure Appl. Chem., 11, 287—295.
55. F ö r s t e r  T h ., 1959, Discuss Faraday Soc., 27, 7—17.
56. D e x t e r  D. L., 1953, J. Chem. Phys.,.21, 836—850.
57. T h r a s h  R. J.,  F a n g  H. L-B, L e r o i  G. E., 1979, Photochem. Photobiol.,

29, 1049—1050.
58. S o n g  P - S., K o k a  P., P  r e  z e l  i n  B. D., H a x o  F. T., 1976, Biochem istry

15, 4422—4427,
59. S o n g  P - S .,  J u n g  J., 1980, J. Korean Agricul. Chem. Soc., 23, 73—83.
60. N a q v i K. R., 1980, Photochem. Photobiol., 31, 523—524.
61. D i r k s  G., M o o r e  A. L., M o o r e  A. T., G u s t  D., 1980, Photochem. Photo­

biol., 32, 277—280.
62. M o o r e  A. L., D i r k s  G., G u s t  D., M o o r e  T. A., 1980, Photochem. Photo­

biol., 32, 691—695.
63. B o r i s o v  A. I., G o d i k  V. I., 1973, Biochim. Biophys. Acta, 301, 227—248.
64. M a t h i s  P., 1969, Photochem. Photobiol., 9, 55—63.
65. K r y n s k y  N. I., 1978, Phil. Trans. R. Soc. Lond. B., 284, 581—590.

http://rcin.org.pl



JOANNA GEMEL *>

Lipidy błon tylakoidów 

Lipids of thylakoid m em branes

Spis treści

I. Wstęp
II. Płynność błon a aktywności chloroplastów

III. Galaktolipidy
III-l. Charakterystyka ogólna
III-2. Kwasy tłuszczowe w  galaktolipidach
III-3. Galaktolipidy a struktura błon tylakoidów
III-4. Galaktolipidy a funkcjonowanie chloroplastów

IV. Fosfolipidy
IV-1. Charakterystyka ogólna
IV-2. Kwasy tłuszczowe w fosfolipidach
IV-3. Fosfolipidy a fotosyntetyczny transport elektronów

V. Sulfolipidy
V-1. Charakterystyka ogólna
V-2. Sulfolipid a fotosynteza

VI. Wolne kwasy tłuszczowe
VI-1. Oddziaływanie kwasów tłuszczowych z błonami 
VI-2. Kwasy tłuszczowe a struktura chloroplastów  
VI-3. Kwasy tłuszczowe a fotosynteza

VII. Uwagi końcowe

Contents

I. Introduction
II. Membrane fluidity and chloroplast activity

III. Galactolipids
III-l. General characteristics

*) Mgr, Zakład Enzym atyki, In sty tu t Biochemii, U niw ersytet W arszawski, 
Al. Żw irki i W igury 93, 02-089 W arszawa.

W ykaz stosowanych skrótów: PS I (II) — I(II) układ fotosyntezy, MGDG— mono- 
galaktozylodiacyloglicerol, DGDG — digalaktozylodiacyloglicerol, LHCP — kompleks 
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I. Wstęp

Błony chloroplastów tak  jak  inne błony biologiczne, m ają charak ter 
lipoproteinowy o stosunku ilościowym białek do lipidów 1:1 (1). Wśród 
lipidów dom inują galaktolipidy: m onogalaktozylodiacyloglicerol i digalak- 
tozylodiacyloglicerol, stanowiące 53—70% lipidów błon tylakoidów. W 
m niejszych ilościach w ystępują: fosfolipidy (12— 18%), sulfolipid (10— 
18%) i kwas fosfatydow y (0— 19%) (2, 3) (Tabela 1). W chloroplastach 
w ystępują także w niew ielkich ilościach (0,9—3,2 |xmola/mg chlorofilu) 
wolne kwasy tłuszczowe (4).

W badaniach lipidów chloroplastów szczególnie pomocne okazało się za­
stosowanie technik mikroskopowych (5— 7) i enzymów lipolitycznych

Tabela 1.

Skład lipidowy błon tylakoidów

Lipidy
Szpinak 

(5. olerá­
ceo)

Soja 
(G. max)

Ryż 
(O. sa- 

Z/va)

K ukur
(Z. n

Mezofil

ydza
rc/ys)

Pochwa
około-

wiązkowa

M onogalaktozylodiacylogl icerol 38 39 44 40 30
Digalaktozylodiacyloglicerol 29 28 24 30 23
6-Sulfochinowozylodiacyloglicerol 18 14 17 14 10
Fosfatydyloglicerol 11 11 8 10 10
Fosfatydylocholina 3 3 3 1 6
Fosfatydyloinozytol 1 2 1 1 T
Fosfatydyloetanoloam ina N D N D T N D 2
Kwas fosfatydowy T 3 3 4 19

N D  — nie stwierdzono, T  — ilości śladowe. Wszystkie wartości podano w % całkowitej ilości lipidów (3)

http://rcin.org.pl



[3] L IP ID Y  B ŁO N  TYLAK O IDÓ W 355

(8— 15), pozwalających na usunięcie z błon danej grupy lipidów i obser­
w ację efektów  w yw ołanych ich brakiem . W ykorzystanie tych i innych 
m etod doświadczalnych pozwoliło na ustalenie, że lipidy w chloroplastach 
odgryw ają rolę s truk tu ra lną  (5, 16), w pływ ają na aktywności fotoche­
miczne tych  organeli (7, 13, 14, 17— 19), fotofosforylację (5, 20, 21) i reak­
cje ciem ne fotosyntezy (20).

II. Płynność błon a aktywności chloroplastów

Niezwykle istotnym  czynnikiem  dla aktywności chloroplastów jest płyn­
ność błon uw arunkow ana ich składem  lipidowym (22—24). Od niej zależą 
m.in. przepuszczalność błon i aktywności fotochemiczne (24). Je j wpływ 
na aktyw ności chloroplastów można badać stosując związki bezpośred­
nio ograniczające ruchliwość lipidów np. m ielitynę (24) lub zmieniając 
skład lipidowy błon np. przez uwodornienie kwasów tłuszczowych wcho­
dzących w skład lipidów błonowych (22, 23). M ielityna (polipeptyd będący 
składnikiem  jadu pszczół) reagując z m onowarstwam i lipidowymi błon 
chloroplastów, ogranicza ich ruchliwość. Konsekwencją jej związania 
z błonam i jest zahamowanie aktywności fotochemicznych, zmniejszenie 
zdolności w ytw arzania grad ien tu  elektrochemicznego w poprzek błony, 
rozprzężenie i uwolnienie plastocyjaniny (24). Podobny efekt wywołuje, 
na skutek zmniejszenia płynności, uwodornienie podwójnych wiązań w 
cząsteczkach kwasów tłuszczowych. Jest to  proces zachodzący stopniowo 
(np. Ci8:3 ->  C18:2 Cn i -> C18:0). Uwodornienie 30— 40°/o podwójnych wią­
zań nie jest wystarczające dla zmodyfikowania aktyw ności fotochemicz­
nych chloroplastów. Dopiero nasycenie 50—60°/o wiązań jest powodem 
zaham owania aktywności PS  II i stym ulacji aktywności PS I (23). Spad­
kowi płynności błon tow arzyszy też zmniejszenie ich przepuszczalności (24).

Obecnie badania lipidów chloroplastów są przeprowadzane w bardziej 
szczegółowym aspekcie. K oncentrują się na określeniu współzależności po­
m iędzy galakto-, fosfo- i sulfolipidam i oraz wolnymi kwasami tłuszczowy­
mi a aktywnościam i chloroplastów.

III. Galaktolipidy

III-l. Charakterystyka ogólna

Do galaktolipidów błon tylakoidów (Rye. 1) zalicza się przede wszyst­
kim monogalaktozylodiacyloglicerol i digalaktozylodiacyloglicerol (25, 26) 
oraz w ystępujące w śladowych ilościach trigalaktozylodiacyloglicerol i te - 
tragalaktozylodiacyloglicerol (25—27). Acylogalaktolipidów (Ryc. 2): acylo- 
MGDG, acylo-DGDG i acylo-lizo-M GDG nie stw ierdzono in vitro. W y­
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stępują jedynie w hom ogenatach liści (28—30). Stąd ich powstawanie 
przypisuje się procesom uszkodzenia organeli (28).

Poziom galaktolipidów w roślinach^ jest cechą gatunkow ą (4). W yka­
zano zależność zdolności do fotosyntezy i poziomu galaktolipidów (25).

ch2oh

H 9  J — o . ? - c h 2

HC-0 -C 0 R., 

OH H2C-O-COR2

;oH

Monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG)
1,2-diacylo - 3-0-p-D-galaktopiranozylo - sn-g licero l

CHoOH 
HO J— n

h o ° - c h 2

h c - o- coRi 
h 2c- o- cor2

Digalaktozylodiacyloglicerol ( DGDG)
1,2-diacylo -3-0-(o(-D-galaktopiranozylo -(1*6 )*0-j3-D-galaktopiranozylo)-sn-glicerol

ch2oh 

hoho

HO ° - F H2

HO<oi7 ą? “ Ĥ2N j l i y  HC-O-CORi

h o h2c - o- cor2
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 roślinne (25).
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H 2 C -O -C O R 1

H0̂ 0 v° -CH2
HC-O-COR?

HO 1
MU h2c- o - cor3

6-0-A cylom ono galakto zylo d iacylo g licero l

I-0 -C 0 R 1

-C H 2
h c - o - cor2 

h 2c - o - cor3

6 -0 -A c y lo d ig a la k to zy lo d ia c y lo g lic e ro l

Ryc. 2. Acylogalaktolipidy roślinna (25).

W yrazem tego jest charakterystyczna dla błon chloroplastów przewaga 
ilościowa monogalaktozylodiacyloglicerolu w porównaniu z digalaktozylo- 
diacyloglicerolem  (3, 25) oraz wyższy poziom galaktolipidów niż w tkan ­
kach niefotosyntetyzujących, gdzie ponadto w ystępuje odwrócenie pro­
porcji galaktolipidów na korzyść digalaktozylodiacyloglicerolu (31, 32). 
W chloroplastach roślin chłodowrażliwych w porównaniu z chłodoodpor- 
nym i nie stw ierdzano istotnych różnic w poziomie galaktolipidów. W ska­
zuje to na b rak  zależności pomiędzy reakcją roślin na obniżoną tem pera­
tu rę  a zawartością galaktolipidów w ich chloroplastach (4) (Tabela 2).

Tabela 2.

Poziom  galaktozylodiacylogliceroli w chloroplastach roślin chłodoodpornych i chłodowrażliwych (4) 
Przedstaw ione wyniki (w pimolach/mg chlorofilu) są średnimi arytm etycznym i ±  odchylenie stan­
dardow e, obliczonymi na podstaw ie 3-5 doświadczeń

Ź ródło
galaktolipidów

M G D G D G D G
Suma 

M G D G  +  
D G D G

Stosunek 
M G D G /D G D G

ro
śli

ny
 

ch
ło

- 
do

w
ra

żl
iw

e Szpinak 
(5. oleracea) 
G roch 
(P. sativum)

1,06 ±0,03 

1,72 ± 0 ,27

0,65 ± 0 ,14  

0,78 ±0 ,06

1,71

2,50

1,6

2,2

u Fasola 0,72 ± 0 ,04 0,25 ±0,03 0,97 2,9
uo
a•oo

(P. vulgaris) 
Bób 0,79 ±0,13 0,68 ±0 ,03 1,47 1,2

O
T Jo
3u
>._c

(V. faba) 
K ukurydza 
(Z . mays) 
Pom idor

1,52 ± 0 ,2 0  

2 ,09±0 ,17

0,83 ±0 ,20  

1 ,1 3 ± 0 ,17

2,35

3,22

1,8

1,9
S/3o
l i \L. esculentum)
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III-2. Kwasy tłuszczowe w galaktolipidach

Dla galaktolipidów chloroplastów znam ienny jest wysoki stopień nie­
nasycenia kwasów tłuszczowych (33— 37). Ponad 90°/o stanowią kwasy 
nienasycone, przy czym w ystępują różnice m iędzygatunkowe dotyczące 
ich składu. Rośliny, które z w ielonienasyconych kwasów tłuszczowych za­
w ierają jedynie kwas linolenowy nazwano roślinam i Ci8:3, np. rodziny 
Asteraceae, Fabaceae (38, 39), a te które oprócz kw asu linolenowego za­
w ierają też heksadekatrienow y nazwano roślinam i C16:3, m.in. rodziny 
Solanaceae, Rannunculaceae, Chenopodiaceae, Apieceae i Brassicaceae 
(38, 39).

Dzięki zastosowaniu specyficznych enzymów hydrolizujących znana 
jest naw et pozycja kwasów tłuszczowych w cząsteczkach galaktolipidów 
(40—42). Kwas linolenowy najczęściej znajduje się w pozycji C -l glice­
rolu. W roślinach C16:3 w  m onogalaktozylodiacyloglicerolu w pozycji C-2 
towarzyszy m u naogół kwas heksadekatrienow y, a w  digalaktozylo- 
diacyloglicerolu palm itynowy. Natom iast w roślinach C i8:3 w monogalak- 
tozylodiacyloglicerolu w pozycji C-2 w ystępuje głównie kwas linolenowy, 
a w digalaktozylodiacyloglicerolu linolenowy lub palm itynow y (25, 39).

III-3. G alaktolipidy a s tru k tu ra  błon tylakoidów

Z przewagi ilościowej galaktolipidów nad innym i składnikam i lipido­
wymi w błonach tylakoidów  w ynika przypuszczenie o ich roli s tru k tu ra l­
nej (35, 43). Potw ierdzają ją obserwacje mikroskopowe chloroplastów tra k ­
towanych galaktolipazą (5), w  których obserw uje się zakłócenie regularnej 
s tru k tu ry  gran.

W ydaje się, że m onogalaktozylodiacyloglicerol i digalaktozylodiacylo- 
. glicerol tw orzą dwuw arstwow ą, płynną m atriks błon tylakoidów. Potw ier­

dzają to  doświadczenia przeprowadzone in vitro  (44, 45). M onogalaktozy­
lodiacyloglicerol w środowisku wodnym  tw orzy jedną z charakterystycz­
nych dla lipidów struk tu rę  tzw. heksagonalną II (44), a digalaktozylodia- 
cyloglicerol lam elarną (44). Tworzenie przez cząsteczki lipidów w wodzie 
różnych s tru k tu r m olekularnych w ynika z ich polarnej budowy (Ryc. 3). 
Lipidy o zbliżonych rozm iarach grup polarnych i hydrofobowych, jak  fos- 
fatydylocholina, fosfatydyloglicerol, digalaktozylodiacyloglicerol łatw o 
tworzą s tru k tu ry  dwuw arstwow e zgodne z przyjm ow anym  modelem błon 
biologicznych. Cząsteczki lipidów o niewielkich rozm iarach grup polar­
nych np. nienasycona fosfatydyloetanoloam ina, m onogalaktozylodiacylo­
glicerol, kardiolipina w obecności Ca2+ przyjm ują konfigurację heksagonal­
ną II tj. tw orzą cylindry, w których polarne części są skierowane do środka. 
Cząsteczki lipidów, w których części polarne dom inują np. lizolecytyny, 
gangliozydy tw orzą s tru k tu ry  heksagonalne I tj. cylindry  z częściami po-
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Struktura

stan 
ciekłokrystaliczny

Ryc. 3. S tru k tu ra  lipidów  błonowych poddanych rozproszeniu w środow isku wod­
nym  (46).

larnym i skierowanym i na zew nątrz (46). Skład kwasów tłuszczowych w 
cząsteczkach determ inuje ich konfigurację. W zrost nasycenia w yw ołany 
przez uwodornienie w iązań podwójnych redukuje zdolność m onogalakto- 
zylodiacyloglicerolu do tw orzenia s tru k tu r innych niż s tru k tu ra  dwu- 
w arstw y lipidowej (ang. non-bilayer) (47). Gdy monogalaktozylodiacylogli­
cerol i digalaktozylodiacyloglicerol podda się równocześnie dyspersji w wo­
dzie w stosunkach m olowych takich, w jakich w ystępują w błonach to 
obserwuje się regularną s tru k tu rę  dwuwarstwową, a pomiędzy dwiema 
w arstw am i lipidów odwrócone micele (7) (Ryc. 4). Z obserw acji m ikro­
skopowych błon chloroplastów poddanych freeze-fracture  w ynika ponad­
to, że obecność innych lipidów obdarzonych ładunkiem  wpływa dodatko­
wo na m odyfikację s tru k tu ry  (45) np. kwaśne lipidy: fosfotydyloglicerol 
i sulfolipid uniem ożliw iają tworzenie s tru k tu r innych niż dw uw arstw a 
lipidowa.

Ostatnio dużo uwagi poświęca się badaniom dotyczącym asym etryczne­
go rozmieszczenia lipidów w błonach biologicznych. Jest to możliwe dzięki 
zastosowaniu w yrafinow anych technik współczesnej biologii błon m.in. 
enzymów specyficznych wobec określonych lipidów oraz selektywnego
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znakowania składników błonowych. Asym etryczne rozmieszczenie galak- 
tolipidów wykazano m.in. w błonach tylakoidów sałaty (1). Tylko 20% 
monogalaktozylodiacyloglicerolu jest łatwo traw ione przez lipazę z Rhizo- 
pus. Fakt, że m niejsza część m onogalaktozylodiacyloglicerolu jest poło­
żona po zew nętrznej stronie błon tylakoidów potwierdza też R a d u n z 
w doświadczeniach z zastosowaniem przeciwciał wobec m onogalaktozylo- 
diacyloglicerolu (1, 48). Natomiast digalaktozylodiacyloglicerol jest roz­
mieszczony równom iernie w poprzek błony (1).

Ciekawą hipotezę dotyczącą s tru k tu ry  błon tylakoidów z uwzględnie­
niem nie ty lko położenia składników błonowych, w  tym  galaktolipidów 
w poprzek błony, lecz i asym etrię wzdłuż błony tylakoidów przedstaw ił 
ostatnio M u r p h y  (49) (Ryc. 5). Jeśli wyobrazić sobie pojedynczy ty la - 
koid gran jako wydłużony pęcherzyk otoczony podwójną błoną, to  ze 
względów term odynam icznych jest niemożliwe, aby białka znajdow ały 
się w częściach brzeżnych, zakrzywionych. W związku z tym  w częściach 
skrajnych w ystępują wyłącznie lipidy. We wklęsłej części błony znajdują 
się cząsteczki monogalaktozylodiacyloglicerolu o kształcie stożkowym, na­
tom iast w w ypukłej klinow ate cząsteczki digalaktozylodiacyloglicerolu. 
Około 1/3 całkowitej ilości m onogalaktozylodiacyloglicerolu w ystępuje 
w brzegowych częściach tylakoidów, pozostałe 2/3 jest składnikiem  tzw. 
odwróconych miceli, stabilizując deform acje indukowane obecnością bia­
łek. W arto przy tym  dodać, że C o s t  e s rolę stabilizującą przypisuje 
digalaktozylodiacyloglicerolowi (50).

W ykazano, że galaktolipidy są związane w błonach tylakoidów  z czą­
steczkami chlorofilu. W ydaje się, że długołańcuchowe, węglowodorowe 
reszty galaktolipidów są miejscem wiązania fitolowej części chlorofilu 
(51). Z oznaczeń ilościowych w ynika jednak, że tylko 15—20°/o galaktoli-

Ryc. 4. M ikrofotografia elektronow a (m etoda freeze-fracture) m ieszaniny MGDG 
i DGDG (2:1) poddanej działaniu u ltradźw ięków  w środow isku wodnym  (7).
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Tylakoidy

= r 7 r
lámele lámele 
stromy gran

zewnętrzna 
monowarstwa lipidowa

(̂ zewnętrzna monowarstwa lipidowa
>----------------------------------------------------------------------------------------------------------------— — ------------- ------------

wypukła lipidowa 
monowarstwa zewnętrzna

wklęsł 
lipidowa 
monowarstwa 
wewnętrzna DGDG 

COGI kształt klinu) 
(kształt stożka)

j
Ryc. 5. Schem at s truk tu ry  ty lakoidu w  przekroju  poprzecznym  (49). MGDG — mono- 
galaktozylodiacyloglicerol (cząsteczka o kształcie stożka), DGDG — digalaktozylodia- 
cyloglicerol (cząsteczka o kształcie klinu).

pidów jest związanych z kompleksami chlorofil-białko (36, 52), a stosunek 
związanych galaktolipidów do chlorofilu wynosi 1:4,5 (36). O ddziaływ a­
nie to  m a prawdopodobnie charak ter niespecyficzny.

IH-4. Galaktolipidy a funkcjonowanie chloroplastów

Oprócz roli s truk tu ra lnej wiele jest danych przem aw iających za udzia­
łem galaktolipidów w funkcjonow aniu chloroplastów. E r w i n  i B l o c h

10 Postępy Biochemii 3/84 http://rcin.org.pl
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(53) postulowali bezpośredni udział galaktolipidów w fotosyntetycznym  
wydzielaniu tlenu, a nienasyconym  kwasom tłuszczowym  przypisywali 
funkcję przenośników elektronów  (25, 53). W prawdzie stw ierdzono, że 
działanie egzogennej galaktolipazy na błony chloroplastów jest przyczyną 
zaham owania aktyw ności fotochemicznych (43, 54, 55), jednakże czynni­
kami ham ującym i są uwolnione kwasy tłuszczowe (por. VI).

W edług B e n s o n a  (25, 56) galaktolipidy biorą ponadto udział w 
transporcie cukrów  przez błony (25). Glukoza ulega epim eryzacji do galak- 
tozy, k tó ra  włączona do monogalaktozylodiacyloglicerolu łatwo może prze­
niknąć przez błonę otoczki. Następnie dzięki działaniu galaktozydazy cu­
kier ulega uwolnieniu z cząsteczki galaktolipidu. Hipoteza ta  nie znalazła 
jednak potwierdzenia w badaniach izotopowych R o u g h a n a  (57).

IV. Fosfolipidy

IV-1. Charakterystyka ogólna

Fosfolipidy błon tylakoidów (Ryc. 6) są reprezentow ane głównie przez 
fosfotydylocholinę i fosfatydyloglicerol oraz w śladowych ilościach fosfa- 
tydylodnozytol i fosfatydyloetanoloam inę, co razem  stanowi około 15% 
lipidów błon tylakoidów (2, 3). Fosfolipidy w ystępują na powierzchni błon

C H 7 - 0 -  C0 R1 
I
CH - 0  -  C0R2 
| 0  

ch2 - o - p - o x
L II

o

X = -H

X = -CH 2 -CH2 -N  (CH3)3 - 

X = -C H 2 -CH 2-NH2 

X = -glicerol 

X = -inozytol

Ogólny wzór 
fosfolipidów

Kwas fosfatydowy ( PA ) 

fosfatydylocholina ( PC ) 

fosfatydyloetanoloamina (PE) 

fosfatydyloglicerol ( PG) 

fosfatydyloinozytol ( PI )
Ryc. 6. Fosfolipidy błon tylakoidów  (58).
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(2, 59). Nie budzi też wątpliwości asym etria ich rozmieszczenia. Stosując 
traw ienie fosfolipazą A2 z trzustk i wykazano, że około 70% fosfatydylo­
glicerolu i 35% fosfatydylocholiny znajduje się po zew nętrznej, a pozo­
sta ła  ich część po w ew nętrznej stronie błon tylakoidów  (1, 11, 14).

IV-2. Kwasy tłuszczowe w fosfolipidach

Głównym składnikiem  fosfatydylocholiny w  tylakoidach jest kw as 
linolowy oraz w m niejszych ilościach palm itynowy, oleinowy i linolenowy 
(58). Mniej natom iast wiadomo na tem at pozycyjnego rozmieszczenia kw a­
sów tłuszczowych. W ykazano jedynie, że w pozycji C -l glicerolu dom inują 

-nasycone kwasy tłuszczowe (58).
W cząsteczkach fosfatydyloglicerolu najczęściej w ystępuje kw as pal­

m itynow y i 3-trans-heksadekanow y stanowiąc około połowy kwasów 
tłuszczowych wchodzących w jego skład (33, 60). Znaczne ilości kw asu 
3-trans-heksadekanowego w ystępują poza tym  jedynie w kardiolipinie 
z bobu (Vicia faba) i triacyloglicerolach z rodziny Compositeae (58). W fos­
fatydyloglicerolu kwas ten  w ystępuje w pozycji C-2 glicerolu (61, 62). 
W pozycji C -l najczęściej tow arzyszy m u kwas linolenowy (61, 62). W y­
daje się, że wrażliwość roślin na przem arzanie zależy od składu kwasów 
tłuszczowych w cząsteczkach fosfatydyloglicerolu. Z porównania bowiem 
9 gatunków  roślin chłodowrażliwych z 12 gatunkam i roślin chłodoodpor- 
nych wynika, że w cząsteczkach fosfatydyloglicerolu sum a fosfatydylogli­
cerolu zawierającego wyłącznie kwas palm itynow y oraz fosfatydyloglice­
rolu zawierającego w C -l glicerolu reszty kw asu palmitynowego, a w C-2 
3-trans-heksadekanow ego wynosi 6-65% w pierwszej grupie roślin, nato­
m iast 3-19% w drugiej z nich. Jest to  ty lko  jedna z różnic pomiędzy 
roślinam i obu grup (63).

W ysunięto przypuszczenie odnośnie znaczenia charakterystycznego dla 
fosfatydyloglicerolu kw asu 3-trans-heksadekanowego. Doświadczenia z za­
stosowaniem fosfolipazy Az w ykazały niezbędność fosfatydyloglicerolu 
zawierającego ten kwas dla wydajności apara tu  zbierającego św iatło  
i aktywności puli plastochinonu (64).

Ponadto wykazano, że fosfatydyloglicerol zaw ierający kwas 3-trans- 
heksadekanowy jest specyficznie związany z oligomeryczną form ą kom­
pleksu lipoproteinobarwnikowego LHCP tzw. L H C P 1 (65, 66). W skład 
tego kompleksu obok fosfatydyloglicerolu wchodzą m onogagalaktozylo- 
diacyloglicerol i digalaktozylodiacyloglicerol (65). Jednak tylko usunięcie 
(np. przez działanie fosfolipazy A2) fosfatydyloglicerolu zawierającego 
kwas 3-trans-heksadekanow y powoduje przekształcenie form y oligome- 
rycznej LHCP 1 w m onom eryczną LHCP 8 (67). Możliwa jest rekonstruk­
cja form y oligomerycznej przez zmieszanie form y monomerycznej z lipo- 
somami utworzonym i z fosfatydyloglicerolu zawierającego kwas 3-trans-
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heksadekanowy (66). To samo zjawisko stwierdzono in vivo  w liścieniach 
Picea abies w ciemności, gdzie obserwowano jedynie LHCP 8 i brak  kwasu 
3-trans-heksadekanowego. Dopiero w świetle białym  pojawiał się ten kwas 
(66, 68). Zaobserwowano zależność ułożenia tylakoidów w regularne stosy 
2wane granam i, od syntezy tego związku (65).

IV-3. Fosfolipidy a fotosyntetyczny transpo rt elektronów

Obecnie znana jest już zależność aktywności fotochemicznej chloro­
plastów od składu fosfolipidowego ich błon. Analogiczny kształt k rzy­
wych: hydrolizy fosfatydylocholiny i zmian aktyw ności H zO —► DCIP 
w obecności fosfolipazy A 2 świadczy o niezbędności fosfatydylocholiny dla 
aktyw ności PS II (14). Dodatkowym potwierdzeniem  tej obserwacji jest 
doświadczenie, w którym  błony tylakoidów poddawano działaniu enzy­
mów o odmiennej specyficzności substratow ej: fosfolipazy A2 z trzustk i 
i z jadu żmiji Vípera russelli (Ryc. 7). Wiadomo, że fosfolipaza trzustko­
wa wykazuje znaczną wybiórczość wobec fosfatydyloglicerolu, a fosfolipa­
za z jadu żmiji wobec fosfatydylocholiny. P rzy  takiej samej szybkości 
hydrolizy fosfatydyloglicerolu przez fosfolipazę trzustkow ą m niejszej hy ­
drolizie fosfatydylocholiny przez fosfolipazę trzustkow ą odpowiada m niej­
sza inhibicja aktywności PS II (14). Ponadto stw ierdzono udział w aktyw ­
ności PS II tylko tej części fosfatydylocholiny, która znajduje się po we-

Czas inkubacji ( min.)

Ryc. 7. Porów nanie działania fosfolipazy A2 z trzu stk i i jadu  
żm iji Vípera russelli na aktywność PS II (A) i hydrolizę fosfoli­
pidów (B) jako funkcja czasu inkubacji (14). A) A ktyw ność PS II 
(H20 D C I P )  w  obecności trzustkow ej fosfolipazy A2 ( • )  oraz 
w  obecności fosfolipazy A2 z Vípera russelli (O), B) Zaw artość 
fosfolipidów: PG w  obecności fosfolipazy A2 z trzustk i (A) i z 
Vipera russelli (A), PC w obecności fosfolipazy A2 z trzustk i ( £ )
i z Vipera russelli (□).
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w nętrznej stronie błon tylakoidów (14). W w arunkach hydrolizy tylko 
zew nętrznej puli fosfatydylocholiny (krótkie czasy działania fosfolipazy) 
nie obserwowano zaham owania aktywności PS II (14). Dopiero hydroliza 
w ew nętrznej puli fosfatydylocholiny wywołuje inhibicję tego układu.

Fosfatydyloglicerolowi przypisuje się rolę regulacyjną w aktywności 
PS  I (14). Hydrolizie tego fosfolipidu towarzyszy wzrost aktyw ności PS I. 
S tym ulacja jest m aksym alna, gdy hydrolizie poddaje się obie — ze­
w nętrzną i w ew nętrzną pulę fosfatydyloglicerolu (14). Zwiększenie aktyw ­
ności PS  I w obecności fosfolipazy nie w ynika z rozprzężenia i nie jest 
związane z działarriem kwasów tłuszczowych uwolnionych przez fosfo- 
lipazę (13). Można ją natom iast przypisać tw orzeniu lizozwiązków. W obec­
ności lipolitycznej acylohydrolazy, uniem ożliwiającej nagrom adzanie się 
lizofosfolipidów pow stających w w yniku działania fosfolipazy, obserwo­
wano inhibicję aktyw ności PS I (13). W ydaje się, że dwuw arstwow a 
s tru k tu ra  błon nie ulega naruszeniu na skutek hydrolizy fosfolipidów. 
Indukuje natom iast wzrost przepuszczalności błony. W zrost aktywności 
PS I może zatem w ynikać ze zwiększenia przepuszczalności błon dla 
donorów elektronów  (13). Natom iast przypuszczenie D u v a 1 a i wsp. (64)
0 udziale fosfatydyloglicerolu w aktywności PS  II wydaje się błędne, 
ponieważ autorzy zaniedbali fak t szerokiej specyficzności substratow ej 
stosowanej fosfolipazy z jadu  żmiji. Założyli, że w czasie jej działania po­
ziom fosfatydylocholiny jest stały, a hydrolizie ulega tylko fosfatydylo- 
glicerol, co zdaniem R a w y l e r a  i S i e g e n t h a l e r a  jest dużym 
uproszczeniem (14).

Podsumowując: w łańcuchu fotosyntetycznego transportu  elektronów  
stw ierdzono istnienie dwóch miejsc działania fosfolipazy A 2: miejsce 
inhibicji w PS II pomiędzy m iejscem  donorowym DPC a plastochinonem
1 miejsce stym ulacji pomiędzy miejscem donorowym DCIPH2 a pierw ot­
nym  akceptorem  PS I (14).

V. Sulfolipidy

V -l. C harak terystyka ogólna

Sulfolipidy są reprezentow ane w błonach tylakoidów przez sulfochino- 
wozylodiacyloglicerol (Ryc. 8). Zawiera on przede wszystkim  kw as linole-

ch2sô

H2C-0-C0R2 

Sulfochinowozylodiocytogliicerol 

Ryc. 8. S tru k tu ra  sulfolipidu roślinnego (58).
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nowy i palm itynow y (8, 69, 70). W pozycji C -l glicerolu w ystępuje n a j­
częściej kwas linolenowy, a w C-2 palm itynow y (69). Sulfolipid jest poło­
żony w błonach powierzchniowo (71). W ystępuje głównie po w ew nętrznej 
stronie błon (1).

V-2. Sulfolipid a fotosynteza

W tkankach niefotosyntetyżujących w ystępuje znacznie m niej sulfo- 
lipidu niż w fotosyntety żujących (70, 72), co sugeruje jego niezbędność 
w procesie fotosyntezy. U Euglena  oraz w roślinach wyższych stw ier­
dzono, że syntezie chlorofilu i galaktolipidów tow arzyszy synteza sulfo- 
lipidu (70). W hodowanej heterotroficznie tkance Ochromonas danica za­
wartość sulfolipidu jest 5—6-krotnie niższa niż w w arunkach w zrostu 
autotroficznego (73). W ysunięto szereg przypuszczeń tłum aczących jego 
udział w fotosyntezie. Niewykluczone, że sulfolipid zaw ierający kwas lino­
lenowy i palm itynow y wpływa na ułożenie cząsteczek chlorofilu w  błonach, 
zapewniające dużą wydajność działania barw nika. Przeciwciało przeciwko 
sulfolipidowi ham uje fotosyntetyczny transport elektronów  w PS I (8, 69). 
Usunięcie sulfolipidu z błon tylakoidów  przez ekstrakcję heptanem  powo­
duje zahamowanie aktywności PS I i fotofosforylacji (74). Egzogenny 
sulfolipid przyw raca tę aktywność ty lko  częściowo. N ajbardziej efektyw ne 
w reaktyw acji PS  I są nasycające ilości plastocyjaniny. Poza tym  sul­
folipid w większym stopniu niż galakto- i fosfolipidy chroni czynnik CFj 
przed inaktyw acją wyw ołaną chłodem (75). Sulfolipid jest też niezbędny 
w reakcjach ciem nych fotosyntezy (70, 76). Chlorella pyrenoidosa  hodo­
w ana w ciemności nie zawiera sulfolipidu (70) i w tych  w arunkach zaha­
m owana jest aktywność fosforybulozokinazy (70, 76). Ponieważ sulfolipid 
nie wpływa na aktywność wyizolowanego enzymu przypuszcza się, że jest 
on in  vivo  m iejscem wiązania enzym u (70, 76).

VI. Wolne kwasy tłuszczowe

VI-1. O ddziaływ anie kw asów  tłuszczowych z błonami

Egzogenne kwasy tłuszczowe w pływ ają wprawdzie na stru k tu rę  i funk ­
cje chloroplastów, ale nie są one tak  efektyw ne jak  endogenne, uw alniane 
przez lipazy (77, 78). Prawdopodobnie jest to  spowodowane trudniejszą do­
stępnością związku podanego z zew nątrz w porównaniu z endogennym. 
Tylko kwasy tłuszczowe co najm niej 12-węglowe mogą oddziaływać 
z błonam i chloroplastów, przy czym najbardziej efektyw ny jest kwas 
linolenowy (79—84). Dla skuteczności działania istotne jest nie tyle stę­
żenie kwasu tłuszczowego, co stosunek molowy kwas tłuszczowy/chlorofil,
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a  właściwie związany z błonam i kwas tłuszczowy/chlorofil (81, 83). W ią­
zanie to  ma charakter kooperatyw ny, ponieważ zdolność chloroplastów  
do wiązania kwasów tłuszczowych rośnie ze wzrostem  ilości związanego 
już kw asu tłuszczowego (83). Asocjacja kwasu z błoną może mieć charak ­
ter oddziaływania elektrostatycznego. Prawdopodobnie kw as tłuszczowy 
najp ierw  asocjuje z powierzchnią błony, a potem  przenika do jej w nętrza 
(83).

P rzed  destrukcyjnym  wpływem  kwasów tłuszczowych na s tru k tu rę  
i funkcje chloroplastów zabezpiecza je album ina (11, 18, 80). Efektyw ność 
jej działania m aleje ze w zrostem  stężenia kwasów (83). N atom iast n iecał­
kowita odwracalność przez album inę zmian w strukturze organeli i ich 
aktywnościach, w ynika z niecałkowitego związania kwasów tłuszczowych 
przez to białko (83). Skuteczność działania album iny jest większa gdy jej 
dodanie poprzedza dodanie kwastów tłuszczowych (81, 85). Podobny efekt 
obserw uje się w przypadku działania endogennych kwasów tłuszczowych 
uwolnionych przez galaktolipazę. Efektywność działania album iny zwięk­
sza się, gdy jej dodanie poprzedza dodanie enzym u (19) lub gdy zm niejszy 
się szybkość uw alniania kwasów tłuszczowych dodając kolejno m ałe ilości 
galaktolipazy zamiast tę  samą ilość enzym u jednorazowo (5). Praw dopo­
dobnie w przypadku dodania enzym u w pierwszej kolejności, album ina m a 
lepsze możliwości współzawodniczenia z błonam i o uwolnione kw asy tłusz­
czowe (86). W ydaje się bowiem, że działanie album iny polega na w iązaniu 
kwasów tłuszczowych, uniem ożliw iającym  im oddziaływanie na błony (86). 
W związku z tym  ham ujący wpływ egzogennych kwasów tłuszczowych jest 
łatw iej odwracany przez album inę niż spowodowany przez endogenne 
kw asy tłuszczowe (5).

VI-2. Kwasy tłuszczowe a s tru k tu ra  chloroplastów

W obecności kwasów tłuszczowych w m iarę wzrostu stosunku kw asu 
tłuszczowego/chlorofilu obserwowano stopniowe naruszanie s tru k tu ry  
chloroplastów — pęcznienie tylakoidów (6, 81, 87), a następnie zanik 
s tru k tu ry  gran (6, 81). A lbum ina wiążąc kwasy tłuszczowe w znacznym  
stopniu przyw raca regularną struk tu rę  chloroplastów (85) (Ryc. 9).

VI-3. Kwasy tłuszczowe a fotosynteza

Zarówno PS II, jak i PS  I jest w rażliw y na działanie kwasów tłusz­
czowych (88, 89), jednak oba układy fotosyntezy charakteryzuje  różna 
wrażliwość (18, 19, 90). Do zaham owania aktywności PS II w 50% w opty­
m alnych w arunkach w ystarcza stosunek kwas tłuszczow y/chlorofil =  1. 
natom iast dla PS I 16,5 (90). W PS II stw ierdzono dwa miejsca działania 
kwasów tłuszczowych: w  kompleksie rozszczepiającym wodę oraz za m iej­
scem donorowym DPC (18, 19). Działanie kwasów tłuszczowych na kom -
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Ryc. 9. W pływ egzogennego kw asu linolenowego na s tru k tu rę  chloroplastów  szpi­
naku. C hloroplasty inkubow ano w tem peratu rze  pokojowej w ciągu 30 min. z róż­
nym i stężeniam i kw asu tłuszczowego (6). A) K ontrola (bez kw asu linolenowego), pow. 
30 000 X. B) K w as linolenowy : chlorofil =  1 : 5, pow. 14 000 X. C) Kwas linoleno- 
wy : chlorofil =  1: 2,  pow. 14 000 X, D) K w as linolenowy : chlorofil =  1 :1 ,  pow. 
14 000 X. E) K w as linolenowy : chlorofil =  1: 1,  BSA 2 mg/ml, pow. 14 000 X.
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pleks rozszczepiający wodę polega na indukow aniu uw alniania z błon 
tylakoidów jednego z jego składników tj, m anganu luźno związanego 
z błonam i (18, 91—93). Działanie takie jest charakterystyczne zarówno 
dla kwasów egzogennych (Ryc. 10), jak i endogennych uw alnianych w w y-

Ryc. 10. W pływ kw asu linolenowego na zaw artość m anganu w  chloroplastach szpi­
naku  (93). W doświadczeniach stosowano chlorofil: KT w  zakresie 1:2—1:10.
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niku działania egzogennej galaktoiipazy (Ryc. 11) (93) lub nagrom adzają­
cych się w czasie przechowywania liści roślin chłodowrażliwych w chło­
dzie (0°C) i ciemności (91—94). W ydaje się, że czynnikiem  uw alniającym  
kwasy tłuszczowe jest działanie endogennej galaktoiipazy w tych rośli­
nach, co potwierdza fak t niskiej aktywności tego enzym u w roślinach

Ryc. 11. W pływ galaktoiipazy na poziom wolnych kw asów  tłuszczowych i m anganu 
w chloroplastach szpinaku (93). *

Rośliny chtodowrażliwe
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Rys. 12. Porów nanie aktyw ności galaktoiipazy w chloroplastach roślin chłodow rażli­
wych i chłodoodpornych (4).
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chłodoodpornych (4) (Ryc. 12), w których nie obserwowano nagrom adza­
nia się kwasów tłuszczowych w analogicznych w arunkach (93, 94). Wolne 
kwasy tłuszczowe są czynnikiem  indukującym  uw alnianie m anganu z błon 
i w konsekwencji zahamowanie reakcji H illa (93). Reaktyw ację zapewnia 
naświetlanie liści w ciągu 2 godzin (94), czemu tow arzyszy ponowne w bu­
dowanie m anganu i kwasów tłuszczowych w błony tylakoidów.

W pływ kwasów tłuszczowych na PS I jest bardziej zróżnicowany (18). 
Przy niskich stężeniach tj. stosunku kwas tłuszczow y/chlorofil =  1:10 — 
1:1 obserw uje się stym ulację transportu  elektronów , natom iast przy wyż­
szych 1:1 — 2:1 spadek (Ryc. 13). W zrost aktyw ności może w ynikać z roz-

Ryc. 13. W pływ kw asu linolenowego na aktywności fotochemiczne chloroplastów  
szpinaku (18).

przężenia transportu  elektronów  (81, 83, 85). W dużym  stopniu bowiem 
efekt ten jest znoszony w obecności związku rozprzęgającego, m etyloam iny 
(83). Indukowana przez kwasy tłuszczowe zmiana s tru k tu ry  błony powo­
duje ponadto zwiększenie reaktyw ności wobec sztucznych donorów elek­
tronów (18). Natomiast spadek aktywności PS I przy wyższych stężeniach 
kwasów tłuszczowych w ynika z usunięcia z błon plastocyjaniny. Dodanie 
jej powoduje bowiem reaktyw ację (18). Analogiczne zjawisko stw ierdzono 
w przypadku działania endogennych kwasów tłuszczowych uwolnionych 
przez galaktolipazę. Przeprowadzono w tym  przypadku próbę przyw ró­
cenia aktywności przez egzogenne galaktolipidy (17) (Tabela 3}. Jednak 
dodanie monogalaktozylodiacyloglicerolu lub digalaktozylodiacyloglicerolu 
(w stosunku ilościowym do chlorofilu 2,5) do liofilizowanych chloroplastów 
traw ionych galaktolipazą lub ekstrahow anych heptanem  (95) przyw raca 
tylko częściowo aktywność PS I (17). Dopiero dodanie nasycających ilości
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plastocyjaniny przyw raca tę aktywność prawie całkowicie, co sugeruje, że 
działanie galaktolipazy na aktywność PS I polega na usunięciu plastocyja­
niny z błon tylakoidów (17, 96). Łatwość przyw racania aktyw ności PS I 
świadczy o niew ielkim  uszkodzeniu błony. Ponadto częściowa rekonstruk­
cja aktywności PS I w chloroplastach traktow anych enzym em  zachodzi 
bez względu na obecność kwasów tłuszczowych uwolnionych w czasie 
traw ienia (17).

Tabela 3

Przywracanie aktywności PS I przez galaktozylodiacyloglicerole i plastocyjaninę w liofilizowanych 
chloroplastach  szpinaku traw ionych galaktolipazą (17)

+  M G D G  lub D G D G  
(¡¿mole/mg chlorofilu)

A ktywność: T M PD -*M V

([¿mole 0 2xmg 
chlorofilu-1 x h -1 )

% kon­
troli

(¡¿mole 0 2xm g 
chlorofilu-1 x h -1 ) 

+  PCy

% kon­
troli

_ 483 100

60 c3- 124 26 269 56
» |  2,5 M G D G 199 41 379 78
o  a  2,5 D G D G 199 41 380 79
i  ~  2,5 M G D G  + 212 44 396 82
H D G D G

Na działanie egzo- i endogennych kwasów tłuszczowych wrażliw a jest 
również synteza ATP (5, 21, 90). Hamowanie cyklicznej i niecyklicznej 
fotofosforylacji przez kw asy tłuszczowe w ynika z ich właściwości rozprzę- 
gających na ten proces (81, 83, 85) oraz zahamowania transportu  elektro­
nów z powodu uwolnienia m anganu (92, 93) i plastocyjaniny (17) z błon 
tylakoidów.

Znany jest także wpływ  egzogennych kwasów tłuszczowych na reakcje 
ciemne fotosyntezy (20). W pływ ają one bowiem ham ująco na karboksylazę 
rybulozo-l,5-bisfosforanu, fosfatazę-l,6-bisfosforanu i sedoheptulozo-1,7- 
bisfosforanu oraz na skutek zahamowania fotofosforylacji, na kinazę ry - 
bozo-5-fosforanu i reakcje syntezy sacharozy i polisacharydów z cukrów  
prostych (20).

VII. Uwagi końcowe

W fotosyntetyzujących roślinach zielonych lipidy są aktyw nym i m e­
tabolitam i (10, 97). Ich biosynteza i degradacja jest kontrolow ana przez 
szereg czynników m.in. przez w arunki świetlne, tem peraturę, dostępność 
tlenu  i ATP (81). W ydaje się, że na struk tu rę  i funkcje chloroplastów 
w pływ ają głównie zm iany poziomu lip idów , a właściwie stosunku
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chlorofil/(galakto)lipidy/wolne kwasy tłuszczowe (84). Szczególnie w yraźne 
są one podczas starzenia izolowanych chloroplastów (77— 80, 91, 98— 103) 
i w czasie przechowyw ania liści roślin chłodow rażliwych w  chłodzie i ciem­
ności (91—93, 104, 105). Procesowi tem u tow arzyszy m.in. ubytek galakto­
lipidów i w yraźny wzrost poziomu wolnych, zwłaszcza nienasyconych 
kwasów tłuszczowych (92, 93, 94). Na skutek nagrom adzania się kwasów 
tłuszczowych spowodowanego hydrolizą lipidów błonowych zachodzą zmia­
ny analogiczne do opisanych wcześniej. Są to  zarówno zmiany s tru k tu ­
ralne, jak  i dotyczące transportu  elektronów, syntezy ATP i cyklu Cal vina. 
(Bardziej szczegółowy opis zmian zachodzących w chloroplastach w czasie 
ich starzenia znajdzie czytelnik w opublikowanym  przed kilku la ty  a rty ­
kule przeglądowym W o l i ń s k i e j  (106).)

Pragnę w yrazić serdeczne podziękowania P anu  Prof. Zbigniewowi K aniudze 
za zachęcenie m nie do napisania niniejszej pracy oraz cenne uw agi podczas jej 
przygotowania.

Część badań  przedstaw ionych w artyku le  w ykonano w  ram ach problem u węzło­
wego n r  10.2.10. i m iędzyresortowego MR-II/15 oraz MR-II/7.
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I. W stęp

Cząsteczka glikosfingolipidu zbudowana jest z kwasu tłuszczowego, 
długołańcuchowej zasady organicznej sfingozyny oraz fragm entu sacha- 
rydowego (2—4). Sfingozyna razem  z kwasem tłuszczowym  tw orzy część 
zwaną ceram i dem (Ryc. 1). Glikosfingolipidy tworzą liczną i niejednorodną

kwas tłuszczowy

CHoOH .NH
CH-, -C H

\

Ć - (C H 2)22- ^ 3

c h - c h = c h - ( c h 2 )i 2 -c h 3

OH

glukoza sfingozyna

Ryc. 1. S tru k tu ra  chemiczna glukozyloceram idu, jednego z najprostszych glikosfingo- 
lipidów

grupę Związków różniących się między sobą ciężarem  cząsteczkowym, 
składem  i s trukturą . Ze względu na budowę łańcuchów cukrow ych gliko­
sfingolipidy zwierzęce dzieli się na glikosfingolipidy obojętne, gangliozydy 
i glikosfingolipidy siarczanowe (sulfatydy). Glikosfingolipidy obojętne za­
w ierać mogą w cząsteczce glukozę, galaktozę, N-acetyloglukozoaminę, N- 
acetylogalaktozoaminę i fukozę. Gangliozydy charak teryzu ją  się dodatko­
wo obecnością kwasu sjalowego, zaś sulfatydy obecnością reszt siarczano­
wych. Ostatnio zalecana klasyfikacja glikosfingolipidów bierze pod uwagę 
s tru k tu rę  chemiczną tetraglikozyloceram idów (Tab. 1).

Glikosfingolipidom przypisuje się ważne funkcje biologiczne. P rzy ­
puszcza się, że związki te jako składniki błony plazm atycznej biorą udział

http://rcin.org.pl



[3] B IO SY N T E Z A  G LIK O SFIN G O L IPID Ó W 381

Tabela 1.

Struk tura  chemiczna tetrasacharydoceram idów  glikosfingolipidów ,,ganglio” , 
,,globo” , ,,globoizo” , ,,lakto”  i , ,laktoneo”

Nazw a S truktura  chemiczna
glikosfingolipidu tetraglikozyloceram idu

„ ganglio” Gal[3(l— 3)-GalNAc(3(l—4)-G aip (l— 4)-Glc-Cer
„globo" GalNAc(3(l -  3 ) - G a la ( l^ ) - G a ip ( l^ ) - G lc - C e r
,,globoizo” G a lN A cp (l— 3)-G ala (l— 3)-G alp(l—4)-Glc-Cer
,,lakto G a ip (l— 3)-G lcN A cp(l -  3)-Gal[3(l -4 )-G lc -C e r
, ,laktoneo” G al [3 (1 — 4)-G lcN Ac (3 (1— 3)-Gal 8(1 — 4)-G lc-Cer

W tabeli wymieniono grupy glikosfingolipidów omawiane w tej pracy. Dokładną klasyfikację 
glikosfingolipidów znajdzie czytelnik w pracy S w e e 1 e y’a i S i d d i q u i (2).

w przekazyw aniu inform acji ze środowiska zewnętrznego do w nętrza ko­
mórek. Wiele spośród glikosfingolipidów erytrocytów  człowieka opisanych 
zostało jako powierzchniowe antygeny grupowe (4). Szereg gangliozydów 
pełni funkcje receptorów  takich substancji jak  toksyny (5, 6), horm o­
ny (7, 8), interferon (9), fibronektyna (10) czy białka w irusa g rypy  (11). 
Znane są prace wskazujące, że gangliozydy błony plazm atycznej biorą 
udział w procesie rozpoznawania się komórek (12). W tkance nerw ow ej 
związki te wiążąc jony wapnia uczestniczą przypuszczalnie w transm isji 
synaptycznej (13). Prowadzone są aktualnie badania nad rolą gangliozy­
dów w transform acji lim focytów (14, 15), a także nad udziałem  glikosfin­
golipidów w procesie cytolizy kom órek obcych przez układ lim focytarny 
organizmów zwierzęcych (16-18).

Biosynteza glikosfingolipidów rozpoczyna się utworzeniem  fragm entu 
lipidowego, do którego dołączane są kolejno pojedyncze reszty cukrowe. 
Ostateczna stru k tu ra  chemiczna glikosfingolipidów uw arunkow ana jest 
specyficznością oraz kolejnością działania enzymów syntetyzujących. Ni­
niejsza praca poświęcona została biosyntezie glikosfingolipidów. W roz­
działach II i III omówione zostaną reakcje enzym atyczne związane z po­
wstaw aniem  oraz glikozylacją ceramidu. W rozdziałach IV, V i VI przed­
stawione zostaną najnowsze poglądy na przebieg biosyntezy glikosfingoli­
pidów w żywej komórce, omówiony zostanie także problem transportu  
glikosfingolipidów z m iejsca biosyntezy do błony komórkowej oraz prob­
lem regulacji biosyntezy.

II. Biosynteza ceramidu

W latach 50-tych zaobserwowano, że sfingolipidy pow stają przy udziale 
octanu i seryny (19, 20). B r a d y  i K o v a l  (21) byli pierwszym i, k tó­
rym  udało się przeprowadzić biosyntezę długołańcuchowej zasady orga­
nicznej w preparatach bezkomórkowych. Później stwierdzono, że kom órki
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drożdży w ykorzystują w biosyntezie sfingozyn kwas palm itynow y (16:0)
i serynę (22—26). Reakcja opisana została w sposób następujący:

Palm ityloCoA +  Seryna —> 3-dehydrosfinganina +  CoA

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

Jeśli w łańcuchu węglowodorowym syntetyzowanego związku wytw orzo­
ne zostanie wiązanie podwójne, zamiast sfinganiny (Ryc. 2, wzór I) po­
w staje sfingenina (Ryc. 2, wzór II). W ytworzenie podwójnego wiązania 
zachodzi albo na etapie palmityloCoA (23, 24, 27), albo też po przyłączeniu 
se ryny  (28). Seryna i kwas tłuszczowy są także prekursoram i sfingozyn 
w tkankach  zwierzęcych (29—31). Sfingozyna zaw ierająca 20 atomów 
węgla w cząsteczce (Ryc. 2, wzór III) powstaje z seryny i kwasu tłuszczo­
wego osiemnastowęglowego (31—33). Wiele prac poświęconych zostało po­
w staw aniu  sfingozyny zawierającej dodatkowo grupę hydroksylową przy 
w ęglu 4 (4-hydroksysfinganiny), znanej pod nazwą fitosfingozyny (Ryc. 2, 
wzór IV), (34—37). Dotychczasowe prace wskazują, że dołączenie grupy 
OH do węgla 4 zachodzi bądź drogą hydroksylacji sfinganiny, przebiega­
jącej w obecności tlenu  (0 2), bądź też drogą przyłączenia cząsteczki wody 
do cząsteczki sfingeniny w miejscu wyznaczonym przez wiązanie po­
dw ójne (37).

ch2oh CH^H
i

hc- nh2 ~HC -NHo CH^H

ch2oh HC-OH
|

HC-OH
i

h c-n h 2
i

hc - nh2
I

HC
II
CH

HC
II
CH|

HC-OH
|

HC-CH HC-OH

(CH2 ) 14 ł (ch 2'12| (CH2)u1
(CH2)i3

|

O I- u> ch3 CH3. c h3

I n m IV
Sfinganina 4 -sfingeriina 4 -  ikozasfingenina 

/ sfingozyna C-20/
AD-hydroksysfinganma 
/frtosfingozyna /

Ryc. 2. Wzory chemiczne najbardziej znanych sfingozyn

W cząsteczce ceram idu sfingozyna połączona jest z kwasem tłuszczo­
wym  wiązaniem amidowym (Ryc. 1). Kwasy tłuszczowe występujące 
w glikosfingolipidach zwierzęcych zaw ierają od 16 do 26 atomów węgla 
w cząsteczce (3, 38). Są to pochodne nasycone lub nienasycone, niektóre 
z nich w ykazują obecność grup hydroksylowych. Do kwasów odnajdy­
w anych w najw iększych ilościach należą: kwas lignocerynow y (24:0), 
nerw onow y (24:1), palm itynow y (16:0), behenowy (22:0) oraz kwas o nie­
parzystej liczbie atomów węgla w cząsteczce, 23:0. W niektórych gliko­
sfingolipidach dom inują kwasy a-hydroksylowe.
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Uważa się obecnie, że główną reakcją w której powstaje ceram id jest 
przeniesienie kwasu tłuszczowego na sfingozynę przy udziale koenzym u A 
(39—42):

AcyloCoA +  sfingozyna —► ceram id+C oA

W ykazano, że tem po biosyntezy ceram idu zależy od s tru k tu ry  kwasu 
tłuszczowego dołączanego do sfingozyny. W mózgu w ykryto cztery  różne 
transferazy  reszt acylowych różniące się specyficznością substratow ą (41).

W innych pracach stwierdzono, że biosynteza ceram idu przebiegać 
może przy udziale ceram idazy drogą odwrócenia reakcji hydrolizy (43):

Kwas tłuszczow y+ sfingozyna c e ra m id + H zO

Ostatnie badania w skazują jednak, że przem iana ta  jeśli w ogóle zachodzi 
w kom órkach jest reakcją nieistotną z punktu  widzenia ilościowego (42, 44).

Niedawno opisano w preparatach mózgowych enzym różniący się od 
opisanej uprzednio transferazy  kwasów tłuszczowych i ceram idazy (45). 
Enzym w ykorzystuje jako substra t długołańcuchowy kwas lignocerynowy, 
wym aga obecności nukleotydu pirym idynowego i jest ham ow any przez 
inhibitory łańcucha oddechowego. ATP i CoA nie przyspieszają pow sta­
wania ceram idu, jednak autorzy nie w ykluczają możliwości aktyw acji 
kwasu tłuszczowego przy udziale innych, nieznanych obecnie czynników 
jako w arunku reakcji ze sfingozyną.

III. Glikozylacja ceram idu

Biosynteza łańcuchów cukrow ych glikosfingolipidów przebiega drogą 
przyłączania pojedynczych reszt cukrow ych do związków akceptorow ych 
przy udziale specyficznych glikozylotransferaz (3). Pierw szy cukier prze­
noszony jest na wolną lub związaną z kwasem tłuszczowym sfingozynę 
Do powstałego glikosfingolipidu dołączane są kolejno następne reszty 
sacharydowe aż do w ytw orzenia produktu końcowego. P rzy jm uje  się, że 
transferazy  cukrowe działają w błonowych kom pleksach w ieloenzym a- 
tycznych. Cukry przed wejściem  w reakcję ulegają aktyw acji przy udziale 
nukleotydów. N ukleotydylocukry (UDP-Gal, UDP-Glc, UDP-GlcNAc, 
UDP-GalNAc, GDP-Fuk, CMP-NANA) są bezpośrednimi donoram i reszt 
sacharydowych.

I II - l . Biosynteza monoheksozyloceram idów

Badania prowadzone przez Basu i wsp. (46—48) wykazały, że w móz­
gach embrionów kurzych m onoheksozyloceram idy pow stają przez przy­
łączenie cukru do ceram idu. Opisano reakcje prowadzące do powstania 
glukozylo i galaktozyloceramidu:
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UDP-Glc +  Ceram id ->G lukozyloceram id+ UDP 
U D P-G al+  Ceramid ->G alaktozyloceram id+U D P

W innych pracach stwierdzono, że reszty cukrowe mogą być przyłączane 
taKże bezpośrednio do sfingozyn (49, 50). Zaproponowano następujący me­
chanizm biosyntezy galaktozyloceram idu w mózgu szczura (49):

Sfingozyna +  UDP-Gal -> Galaktozylosfingozyna +  UDP (ij
(Psychozyna)

Psychozyna +AcyloCoA -> G alaktozyloceram id+C oA  (II)

Ponieważ w obecności enzymów tkankow ych wolna sfingozyna jest w 
znacznie większym stopniu przekształcana w ceram id niż w psychozynę, 
wydaje się że przedstaw iony powyżej schem at (reakcje I i II) nie stanowi 
głównej drogi biosyntezy glikosfingolipidów (50).

Dwa główne m onosacharydoceram idy kom órek zwierzęcych to gluko- 
zylo i galaktozyloceram id (2). W ludzkiej tkance nowotworowej opisano 
nietypow y związek zaw ierający fukozę przyłączoną bezpośrednio do ce- 
ram idu (51). M onosacharydoceramidy, mimo iż służą w biosyntezie gliko­
sfingolipidów jako akceptory następnych reszt cukrowych, mogą występo­
wać w kom órkach w postaci wolnej.

III-2. Biosynteza złożonych glikosfingolipidów

W w yniku przyłączenia cząsteczki galaktozy do glukozyloceramidu 
powstaje laktozyloceram id (46, 52, 53):

Gic (5/1 — 1/Cer +  UDP-Gal —► Gal p/l — 4/Glc P/l — 1/Cer +  UDP

Laktozyloceram id w ystępuje powszechnie w tkankach i płynach ustro jo­
wych ludzi i zw ierząt (2). Jest to związek kluczowy w biosyntezie gliko­
sfingolipidów. Laktozyloceram id jest prekursorem  glikosfingolipidów typu 
„ganglio”, „globo”, „globoizo”, „lakto” i „laktoneo” (2, 3), (Tabela 1).

Do glikosfingolipidów typu „ganglio” zaliczana jest liczna rodzina gan- 
gliozydów, z których najbardziej znane są gangliozydy GM3, GM2, GM1, 
GDla, GDlb i GT1 (54, 55). Gangliozydy grupy „ganglio” w ystępują głów­
nie w mózgu, choć w ykryw a się je także w innych tkankach. Do na jbar­
dziej rozpowszechnionych gangliozydów tkanek pozamózgowych należą 
GM 3 i GD3 (2, 56).

H ipotetyczny schem at biosyntezy gangliozydów mózgowych zapropo­
now any został po raz pierwszy przez grupę R o s e m a n a  (57, 58). P rzed­
stawiono ciąg reakcji w którym  GM3 przekształcany był w GM2, a GM2 
w GM1. Sugerowano, że GD3 jest prekursorem  GD2, a GD2 prekursorem  
GDI. GM1 przekształcał się następnie w dwusjalozylogangliozyd G D la, 
zaś G D lb w trójsalozylogangliozyd GTlb. Szczegółowe prace wykazały, 
że enzym y biorące udział w proponowanych reakcjach obecne są w ko­
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m orkach mózgowych (59—70) oraz pozamózgowych (71— 73) różnych 
zwierząt. W ykryto także sjalozylotransferazę przekształcającą gangliozyd 
G D la w G T la (69) oraz enzym dołączający kwas sjalowy do gangliozydu 
G T lb  z wytworzeniem  gangliozydu G Q lb (70), (Ryc. 3).

W komórkach zwierzęcych obecne są również, choć w niew ielkich 
ilościach, glikosfingolipidy „ganglio” nie zawierające kwasu sjalowego 
(74— 76). Enzymatyczne przyłączenie N -acetylo-galaktozoam iny do lakto- 
zyloceram idu z wytworzeniem  gangliotrójheksozyloceram idu przeprow a­
dzili in vitro  B a s u  i wsp. (77). Także inni autorzy (78, 79) w ykryli 
enzym y biorące udział w biosyntezie asjalogangliozydów takich jak  asjalo

GalJ3( 1 —A)Glc-Cer 

C M P -N A N A  (6 6 _7 0 , 72 )

GalJ3(1-*-4)Glc-Cer 

3|2*
ocNANA 
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GalJ3(U3)GalNAcJi(1*A)GalJ3(1*4)Glc-Cer 
3 1 3 1 (GD1a)
2 21 
ot NANA ot NANA

(60)
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otNANA^— -  ot-NANA
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GalJ3(1-*3)GalNAcJ}(U4)Galj3(W4)Glc-Cer 
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Ryc. 3. Biosynteza gangliozydów mózgowych. S trzałk i oznaczają k ierunek  reakcji. 
W naw iasach podano odnośniki litera tu row e do prac, w których poszczególne reakcje  
zostały opisane. L inia p rzeryw ana oznacza szlak hipotetyczny. Cyfry umieszczone przy 
liniach łączących jednostki cukrow e określają atom y węgla w pierścieniu  cukrow ym  
biorące udział w w ytw arzaniu w iązań glikozydowych. L itery  greckie a  i p oznaczają 
konfigurację w iązań glikozydowych.
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GM2 (GA2), czy asjalo GM1 (GAI). Opisano również transferazę kwasu 
sjalowego przekształcającą GAI do gangliozydu G M lb (80, 81) oraz tran s­
ferazę fukozy syntetyzującą fukozylo-GAl (76). Schemat biosyntezy gliko- 
sfingolipidów typu „ganglio” przebiegającej przy udziale asjalogangliozy- 
dów przedstaw ia ryc. 4. W szystkie enzymy tego szlaku znaleziono w szpi­
ku kostnym  królika (76).

ocNANA

Ryc. 4. Biosynteza glikosfingolipidów  „ganglio” przebiegająca drogą asjalogangliozy- 
dów. Oznaczenia jak  na ryc. 3.

Glikosfingolipidy zaliczane do grupy „globo” i „globoizo” (tabela 1) 
są szeroko rozpowszechnione w kom órkach ludzkich i zwierzęcych (2). 
G lobotetraglikozyloceram id jest głównym glikosfingolipidem erytrocytów  
człowieka (82, 83) i świni (84). Związek ten opisany został jako krw inkow y 
antygen grupowy P (85—87). Jego prekursor globotrójheksozyloceram id 
charakteryzuje się aktyw nością grupową P k (85—87). Znanym  glikosfingo­
lipidem typu „globo” jest także antygen Forssm ana w ykryw any w ko­
m órkach wielu zwierząt. A ntygen Forssm ana jest głównym glikosfingoli­
pidem krw inek czerwonych owcy (89) i kozy (90). Globoizotetraglikozyl- 
ceram id znaleziono w nerce szczura (91) oraz w tkance nowotworowej 
wywodzącej się z komórek szczura (92). Biosyntezę trójheksozyloceram idu 
przeprowadzili in vitro  H i l d e r b r a n d t  i H a u s e r  (53), stosując 
jako źródło enzymu hom ogenaty śledziony szczura. W reakcji tej trans- 
feraza galaktozy przenosiła resztę galaktozy na laktozyloceram id. Typu 
wiązań w otrzym anym  produkcie nie ustalono.

G a lJ 3 (U 4 )G tc -C e r  

UDR-Gal NAc

(75,76,77)

Ga l N Ac]3 (1 -  4) Ga l J3( 1 ♦  G Ic-Cer (G A 2) 

U DP-G al

\  (75,78)\
G alJ3(U 3)G alNA cJ3(U 4)G alJ3[U 4)G lc-C er (GA1)

T
Gal J3 (1 *3) Gai N Acj3 (1 —4) Gal J3 (U 4 )G lc -(  

| (Fuk -  GA1)

■Cer GalJ3(1*3)GalNAcjM 1-4)GalJ3(1*4)G lc-Cer 

31
Fuk 2 (GM1 b)

U D P-G al+  Gal-G lc-Cer G al-G al-G lc-C er+U D P

Później wykazano, że mikrosomy śledziony i szpiku kostnego szczura za­
w ierają enzym dołączający galaktozę do laktozyloceram idu wiązaniem
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a ( l— 3), (93). W mikrosomach nerki szczura w ykryto enzym y syn te tyzu ją­
ce zarówno „globo” jak  i „globoizo” trójheksozyloceram id zaw ierające 
wiązanie pomiędzy term inalną i w ew nętrzną galaktozą typu (1—4) i (1—3), 
(94). Transferazę przenoszącą N-acetylogalaktozoam inę na globotrójhek- 
sozyloceram id z wytw orzeniem  wiązania glikozydowego typu  beta znale­
ziono w mózgu embrionów kurzych (95). W w yniku przyłączenia reszty 
N -acetylogalaktozoam iny do globotetraglikozyloceram idu z w ytw orzeniem  
wiązania a powstaje antygen Forssm ana. Reakcję syntezy antygenu Forss- 
m ana odtwarzano in vitro  w ielokrotnie (96— 100). Schemat biosyntezy gli- 
kosfingolipidów typu „globo” i „globoizo” przedstaw ia ryc. 5.

Gal J5 (1-4) Gic -Cer 
UDP-Gal

Galot.(1-*-4)GalJ3 
UDP-Gal N Ac

Galo<-(1-* 3 )GalJ3(1-*-4)Glc-Cer

GalNAcJ^(U3)Galoc.(1-A)Galj3(1-*A)Glc-Cer 

UDP-Gal N Ac
' (95-99)

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

Ryc. 5. Biosynteza glikosfingolipidów „globo” i „globoizo”. Z lewej strony ryciny 
przedstaw iono reakcje prow adzące do pow stania glikosfingolipidów „globo”, z p ra ­
wej — „globoizo”. Oznaczenia jak  na ryc. 3.

Do grupy „lakto” i „laktoneo” (tabela 1) zalicza się glikosfingolipidy 
charakteryzujące się aktyw nościam i serologicznymi ABH, Lea, Leb (101), 
P! (102) oraz Ii (103, 104). Większość z nich to fukoglikosfingolipidy. W śród 
glikosfingolipidów „laktoneo” znajdują się gangliozydy zaw ierające w łań ­
cuchu cukrow ym  N-acetyloglukozoaminę (105) oraz poliglikozyloceramidy 
charakteryzujące się obecnością w cząsteczce od 20 do 60 reszt sacharydo- 
wych (103, 104, 106). Biosyntezę trójheksozyloceram idu oraz tetraglikozy- 
loceram idu przeprowadzili in vitro  B a s u i wsp. (107) oraz B a s u  i B a - 
s u (108). Dokładnej s tru k tu ry  wiązań glikozydowych w otrzym anych pro­
duktach nie udało się autorom  ustalić. W surowicy ludzkiej Z i e 1 e ń s k i
i K o ś c i e 1 a k (109) w ykryli transferazę przenoszącą galaktozę na lakto- 
trójheksozyloceram id z w ytw orzeniem  wiązania P(1—4). Enzym ten  ziden­
tyfikow any został jako kom ponenta A syntazy laktozy (EC 2.4.1.90). 
T ransferazy biorące udział w biosyntezie glikosfingolipidów grupowych 
układu ABO i Lewis opisano w kilku laboratoriach. W szpiku kostnym
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królika a także w  innych tkankach zwierzęcych znaleziono enzym  prze­
noszący resztę galaktozy na term inalny  cukier laktotetraglikozyloceram i- 
du z w ytworzeniem  wiązania glikozydowego typu a (110— 113). Pow sta­
jący w tej reakcji pentaglikozyloceram id, mimo braku fukozy w ykazuje 
aktywność grupową B. Biosyntezę glikosfingolipidu grupowego H prze­
śledzono w innych pracach. Transferazę fukozy przenoszącą fukozę na 
term inalną galaktozę laktoneotetraglikozyloceram idu z w ytw orzeniem  
wiązania a(l — 2) znaleziono, w tkankach ludzkich i zwierzęcych (112, 
114— 116). Przez przyłączenie fukozy wiązaniem  a(l — 2) do przedostat­
niej galaktozy laktoneopentaglikozyloceram idu otrzym ano glikosfingoli- 
pid grupowy B (117). A ntygeny A i B zsyntetyzow ano także przenosząc 
enzymatycznie odpowiednio resztę N-acetylogalaktozoam iny i galaktozy na 
term inalną galaktozę glikosfingolipidu grupowego H (118).

Komórki zwierzęce zaw ierają oprócz a(l — 2) fukozylotransferazy bio­
rącej udział w tw orzeniu antygenów grupowych ABH, enzym y dołączają­
ce fukozę do N-acetyloglukozoaminy związków akceptorowych. A ntygeny 
Lewis (Lea i Leb), które zaliczane są do grupy „ lakto” charak teryzu ją  się 
obecnością fukozy przy węglu 4 N-acetyloglukozoaminy (4, 119, 120). 
Związki te otrzym ano przenosząc enzymatycznie fukozę na glikosfingoli- 
pidy izolowane z krw inek ludzkich (121). Znane są także przypadki przy­
łączania fukozy do N-acetyloglukozoaminy glikosfingolipidów grupy „lak- 
toneo” z w ytworzeniem  wiązania (1 — 3), (114, 117, 122). Schem at biosyn­
tezy glikosfingolipidów „lakto” i „laktoneo” przedstaw iają ryc. 6 i 7.

Odrębną grupę glikosfingolipidów stanowią sulfatydy zaw ierające w 
łańcuchach cukrow ych reszty siarczanowe (2, 123). N ajbardziej znanym  
sulfatydem  jest siarczan galaktozyloceram idu obecny w dużych ilościach

G alj3(1*4)G lc-C er

,L)P-GlcNAc

' (106)

GlcNAcJ3fU3)GalJ3(1-4)Glc-Cer 

UDP-Gal

(107)

GalJ3(1-3)GlcNAcJ3(1»3)GalJ3(1*4)Glc-Cer

UDP-Gal GD P-Fuk  

(109.110) \

Galot—Gaip(1 ♦3)GlcNAcjM1-*3)GatJ3(1*4)Glc-Cer

(120)

Gaip(1-3)GlcNAcJ3(1-3)GatJ3(1-4)Glc-Cer GalJ3(1-»3)GlcNAcJ3(1~3)GalJi(1*4)Glc-Cer

il il ' W
«¿Puk otFuk ( Lg^) eCFuk (Lea )

Ryc. 6. Biosynteza glikosfingolipidów „lakto". Oznaczenia jak  na ryc. 3.
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GalJ3(1-4)Glc-Cer 

UDP* GlcNAc
(106)

GlcNAcJ3(1-»3)GalJ3(1-»4)Glc-Cer ------- Gj3P'^ uk >• GlcNAcfl(1-3)GalJ3(1-4)Glc-Cer

1107,108)

Gaip(1-»A)GlcNAcp(1-»3)GalJ3(1-*4)Glc-Cer •
GDP-Fuk GDP-Fuk

H13I

GatJ3(1-4)GlcNAcJi(1-»3)GQlJ3(UA)Glc-Cer\

( 111)

(112-115)

Gal «U 1*3)GalJ5(1-*A)GlcNAcJ3(1-*3)GalJ?(1-»A)Glc-Cer 
GDP-Fuk \ GDP-Fuk

(116)

(glikosfingolipid H)

Galfl(1-4)GtcNAcp(1-»3)GatJ3(1~4)Glc-Cer 

2 
1

«.Puk
UDP-GalNAc / (117)

GalNAcoc(1-»3)GalJi(1-»4)GlcNAcp(1-»3)Gaip(1-*4)Glc-Cer 

(g likosłm golip id  A)

«cFuk

GaU(1-3 )GalJ3( 1 w,)GlcNAcJi (1 -3)Goip(1*4)Glc-Cei 

(115.1161 L , .

(g likosfingolipid 6)

Ryc. 7. Biosynteza glikosfingolipidów „laktoneo”. Oznaczenia jak  na ryc. 3.

Galot(U3)Gaip(1~4)GlcNAcJ}(1*3)GalJ3(1*4)Glc-Cer 

«Fuk

w mózgu człowieka i zwierząt (2, 123, 124) oraz w gruczołach solnych 
ptaków (125). Komórki zwierzęce zaw ierają także sulfatydy będące po­
chodnym i dwu i trójheksozyloceramidów. W nerce psa w ykryto siarczan 
dwugalaktozyloceram idu (126). Z narządów  miąższowych człowieka w y­
izolowano siarczan laktozyloceram idu (127). Bogatym źródłem sulfatydów  
jest śluzówka żołądka świni, k tóra obok siarczanu mono i dwuheksozylo- 
ceram idu zawiera siarczan trójheksozyloceram idu o budowie (128):

(S 0 3H 3)-G al-/l — 4/-G al-/l — 4/-G lc/l — 1/-Cer

W biosyntezie sulfatydów bierze udział sulfotransferaza, k tóra prze­
nosi resztę siarczanową na węgiel 3 term inalnej galaktozy związku akcep­
torowego. Siarczan nieorganiczny przed wejściem w reakcję ulega ak ty ­
wacji przy udziale ATP. Pow stający 3-fosfoadenozylo-5-fosfosiarczan j‘est 
bezpośrednim  donorem reszt siarczanowych. Reakcję opisano na przy­
kładzie glikosfingolipidów zaw ierających jedną i dwie reszty cukrowe 
w cząsteczce (129— 132):

c q 2 -  A T P
Gal-fW l — 1/-Cer _  4 ’ (S 0 4H 3)-Gal-(3/l — 1/-Cer

♦
O drębny problem stanowi biosynteza glikosfingolipidów wysokoczą- 

steczkowych. Dużo uwagi poświęca się aktualnie enzymom rozgałęziają­
cym złożone łańcuchy cukrowe do których należą (5(1 — 3) i (3 1 — 6) 
glukozoam inylotransferazy (133— 139). B a s u  i wsp. (134) dołączyli enzy­
m atycznie N-acetyloglukozoaminę do laktoneotetraozyloceram idu otrzym u­
jąc dwa pentaglikozyloceram idy zawierające term inalne sekwencje cukro­
we GlcNAc P(1 — 3)-Gal i GlcNAc (3(1 — 6)-Gal. Identyczne s truk tu ry  
cukrowe uzyskali Z i e l e ń s k i  i K o ś c i e l a k  (138) przy zastosowa­
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niu laktozy jako substratu. Ci sami autorzy zsyntetyzow ali enzym atycz­
nie czterocukier o budowie GlcNAc (i(l — 6)-[GlcNAc |5(1 — 3)]-Gal P-(l — 
4)-Glc (139). Związek ten  zawiera rozgałęzienie typowe dla złożonych gli­
kosfingolipidów.

W ydaje się, że wydłużanie łańcuchów cukrow ych drogą przyłączania 
pojedynczych reszt sacharydowych obowiązuje w biosyntezie glikosfingo­
lipidów niezależnie od ciężaru cząsteczkowego tworzącego się związku. 
W ykazano, że transferaza galaktozy przenosząca galaktozę na glukozo- 
aminę z w ytworzeniem  wiązania (5(1 — 4), obecna w surowicy ludzkiej 
wykorzystuje jako substrat nie tylko niskocząsteczkowy laktotrójheksozy- 
loceramid, ale także poliglikozyloceramid, w którym  chemicznie usunięto 
końcowe ugrupowania cukrowe (109). Nie można jednak wykluczyć możli­
wości biosyntezy łańcuchów oligosacharydowych poliglikozyloceramidów 
lub ich fragm entów  przy udziale związków pośredniczących. Wiadomo, 
że w biosyntezie pewnych glikoprotein (patrz rozdział IV.5) łańcuchy 
cukrowe przenoszone są na peptydy w postaci gotowych fragm entów  oli­
gosacharydowych, syntetyzow anych przy udziale fosforanów dolicholi 
(140— 142). Ciekawe byłoby zbadanie, czy poliglikozyloceramidy i poligli- 
kozylopeptydy (143— 145) syntetyzow ane są przez te same kom pleksy enzy­
matyczne.

Innym  zagadnieniem jest udział glikozydaz w biosyntezie łańcuchów 
cukrow ych glikokoniugatów. Wiadomo, że hydroliza enzym atyczna wiąza­
nia glikozydowego jest reakcją odwracalną. W zależności od w arunków  
reszta cukrowa może być przenoszona przez enzym bądź na cząsteczkę 
wody, bądź też na inny cukier. Aktywność transferazow ą glikozydaz opi­
sano na przykładzie szeregu enzymów (146, 147). W mózgu szczura znale­
ziono P-galaktozydazę, k tóra w ykorzystując jako donory różne P-galakto- 
zydy przenosiła resztę galaktozy na ceram id (147). W świetle współcze­
snych badań nie wydaje się jednak, by transglikozylacja katalizowana 
przez enzymy hydrolityczne odgrywała znaczącą rolę w biosyntezie gliko­
sfingolipidów.

IV. Miejsce biosyntezy glikosfingolipidów w komórce oraz transport gli­
kosfingolipidów do błony plazmatycznej

♦
Przedstawione w rozdziałach II i III szlaki biosyntezy glikosfingolipi­

dów ustalano na podstawie badań enzym atycznych prowadzonych głównie 
przy zastosowaniu homogenatów tkankow ych oraz frakcji subkomórko- 
wych. W wielu laboratoriach pracuje się obecnie nad poznaniem zjawisk 
towarzyszących biosyntezie glikosfingolipidów w żywej komórce. W tym  
ujęciu biosynteza glikosfingolipidów staje się zagadnieniem  bardzo szero­
kim, powiązanym bezpośrednio z problemem biogenezy błony plazm a­
tycznej.
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Obszerna lite ra tu ra  wskazuje, że glikosfingolipidy w ystępują w ko­
mórce na powierzchni błony komórkowej (148— 154). F ragm enty  ceram i- 
dowe służą zakotwiczeniu glikosfingolipidów w błonie, podczas gdy reszty 
oligosacharydowe w ystają do środowiska zewnętrznego tworząc razem 
z innym i glikokoniugatami w arstw ę, za pośrednictw em  której komórka 
kontaktu je  się z otoczeniem (153, 154).

Badania nad subkomórkowym  rozmieszczeniem gangliozydów w ko­
m órkach hodowanych in vitro w ykazują, że około 70-80% tych związków 
znajduje się w błonie plazm atycznej (155). Powierzchniowe um iejscowienie 
gangliozydów wykazano znakując bezpośrednio błonę plazm atyczną nad- 
jodanem  oraz neuram inidazą, a także drogą pośrednich wyliczeń opartych 
na reakcji wiązania toksyny cholery przez gangliozyd GM1. W ydaje się, 
że glikosfingolipidy błony plazm atycznej nie stanowią sztyw nych s tru k tu r 
lecz mogą ulegać przemieszczaniu w płaszczyźnie horyzontalnej tworząc 
m niejsze lub większe skupiska (tzw. patches i caps, 14). Jest także praw ­
dopodobne, że podatność glikosfingolipidów na działanie czynników ze­
w nętrznych może się zmieniać dzięki obecności glikoprotein m askujących 
(156— 158). Niedawno wykazano, że egzogenny gangliozyd GM1 włączany 
do błony plazm atycznej kom órek neuroblastom a ulega endocytozie (159). 
Pozostaje sprawą niejasną, czy receptory glikosfingolipidowe w nikają do 
w nętrza komórek razem  z ligandami i czy są w ielokrotnie w ykorzystyw ane 
do celów transportowych. Proces ten  opisano na przykładzie receptorów 
białkowych (160, 161).

Niewielkie ilości glikosfingolipidów w ystępują stale we w nętrzu ko­
mórek. W komórkach NIL glikosfingolipidy obojętne oraz hem atozyd zna­
leziono nie tylko w błonie plazm atycznej, lecz także w jądrach komórko­
wych, m itochondriach i siateczce endoplazmatycznej (162). W wątrobie 
szczura gangliozydy w ykryto w siateczce endoplazmatycznej w m itochon- 
driacli, w aparacie Golgiego i w cytosolu (163). Gangliozydy cytosolowe 
opisano w komórkach mózgowych szczura i cielęcia (164, 165). M etodami 
histochemicznym i stwierdzono obecność galaktozyloceram idu w cytoplaz- 
mie kilku różnych linii kom órkowych (166). Przypuszcza się, że glikosfin­
golipidy wewnątrzkom órkowe są odzwierciedleniem procesów biosyntezy
i degradacji, być może jednak iż pełnią one jakąś specyficzną funkcję bio­
logiczną.

IV-2. Rozmieszczenie transferaz cukrow ych w kom órce

Transferazy cukrowe biorące udział w budowie łańcuchów cukrow ych 
glikosfingolipidów zlokalizowano głównie w błonach w ew nątrzkom órko­
wych (3, 167). W najw iększych ilościach w ystępują one w siateczce endo-
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plazmatycznej i w aparacie Golgiego, k tóry  uważany jest za główne m iej­
sce glikozylacji. Tu znaleziono enzym y związane z biosyntezą glikosfingo- 
lipidów obojętnych, gangliozydów i glikosfingolipidów siarczanowych. 
A parat Golgiego w ątroby szczura zawiera wszystkie transferazy  niezbęd­
ne do przekształcenia laktozyloceram idu w gangliozyd GDla (71, 72) oraz 
sjalozylotransferazę dołączającą kwas sjalowy do gangliozydu GM3 z w y­
tworzeniem  gangliozydu GD3 (168). Komplet enzymów syntetyzujących 
gangliozyd GDla z laktozyloceram idu w ystępuje także w aparacie Golgie­
go tarczycy wołowej (73). Z tym  samym przedziałem kom órkowym  zwią­
zane są enzym y szlaku biosyntetycznego glikosfingolipidu grupowego B 
(169) oraz pochodnej siarczanowej galaktozyloceram idu (170). W aparacie 
Golgiego kom órek nowotworowych znaleziono enzym y biorące udział 
w biosyntezie antygenu Forssm ana (98). Z drugiej strony w tarczycy wo­
łowej enzym przenoszący kwas sjalowy na gangliozyd GM3 w ystępuje 
we frakcjach kom órkowych nie zawierających aparatu  Golgiego (73). Po­
dobne spostrzeżenia zanotowano odnośnie enzymu przenoszącego galakto- 
zę na ceram id w nerce szczura (171). W ydaje się, że glikozylacja gliko­
sfingolipidów zachodzić może w kilku miejscach komórki.

Niewielkie ilości transferaz cukrow ych w ystępują na powierzchni ko­
m órek (172). Transferazom  powierzchniowym przypisuje się rolę regulato­
rową. Stwierdzono, że aktywność powierzchniowa galaktozylotransferazy 
w jelicie szczura w zrasta w kom órkach dzielących się (173). W ykazano 
także, że powierzchniowe galaktozylotransferazy uczestniczą w procesie 
aglutynacji kom órek (174, 175). W edług R o s e m a n a  (176) enzym y błony 
plazm atycznej poprzez in terakcje z akceptoram i cukrow ym i kom órek są­
siadujących biorą udział w takich procesach jak adhezja komórkowa czy 
u tra ta  ham owania kontaktowego w komórkach nowotworowych. Nie 
wydaje się by transferazy  cukrowe błony plazm atycznej uczestniczyły 
w biosyntezie. Sprawą kontrow ersyjną pozostaje także biosynteza ganglio­
zydów w synaptosomach. T ransferazy reszt cukrow ych w błonach synap­
tycznych kom órek nerw owych opisywano w różnych laboratoriach (64, 
177, 178). N g  i D a i n  (68) uważają jednak, że obecność tych enzymów 
we frakcjach zawierających błony synaptyczne w ynikać może z niedo­
skonałości m etod frakcjonow ania komórkowego.

IV-3. B iosynteza glikosfingolipidów w komórce

Najczęściej stosowaną metodą badania biosyntezy glikosfingolipidów 
w żywej komórce jest znakowanie glikosfingolipidów radioaktyw nym i 
prekursoram i i następnie ich analiza.

M a c c i o n i  i wsp. (179) podawali młodym szczurom znakowaną N- 
acetyloglukozoaminę i śledzili wzrost radioaktyw ności w gangliozydach 
mózgowych. Nie zaobserwowano, by gangliozydy o niższych m asach czą­
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steczkowych pojaw iły się w kom órkach wcześniej niż gangliozydy o wyż­
szych m asach cząsteczkowych. W brew oczekiwaniom wykazano wcześniej­
sze włączanie znaku do gangliozydów bardziej złożonych. Nie stwierdzono 
także różnic we wzroście radioaktyw ności właściwej w ew nętrznej i te r ­
m inalnej reszty kwasu sjalowego w dwusjalozylogangliozydach. Desjaliza- 
cja gangliozydów którą uzyskiwano działając neuram inidazą na preparaty  
błonowe nie zmieniała endogennej zdolności błon do przyłączania grup 
sjalowych (180). Na podstawie tych i innych wyników sugerowano, że 
gangliozydy syntetyzow ane są przy udziale kompleksów enzym atycznych 
w sposób uniem ożliw iający mieszanie się nowo powstałych gangliozydów 
prekursorow ych z główną pulą gangliozydów obecną w błonie plazm atycz­
nej (179, 181). Eksperym enty w skazywały także, że biosynteza różnych 
gangliozydów przebiegać może przy udziale różnych kompleksów enzy­
m atycznych (155, 179, 181). Nieco inne wyniki uzyskano po podaniu ko­
mórkom neuroblastom a NB14A radioaktyw nej m annozoaminy (182). Zna­
kowany gangliozyd GM3 pojawiał się po czasie krótszym  niż 10 m inut, 
gangliozyd GM2 w ykryw ano po 30 m inutach od m om entu podania radio­
aktyw nego prekursora, zaś gangliozyd GM1 odnajdywano po 60—90 mi­
nutach.

Dodatkowych danych wskazujących na obecność w ew nątrzkom órko­
wej puli gangliozydów prekursorow ych nie m ieszających się z gangliozy- 
dami błonowymi dostarczyły badania nad w ew nątrzkom órkow ym  trans­
portem  gangliozydów. Stwierdzono, że w kom órkach nerw ow ych nowo 
powstałe gangliozydy pojaw iają się najpierw  w perikarionie, po czym wę­
dru ją  do wypustek nerw ow ych (183). W innej serii badań wykazano, że 
nowo powstałe gangliozydy pojaw iają się we w nętrzu kom órek, następnie 
zaś w błonie kom órkowej (184).

IV-4. T ransport gangliozydów z m iejsca glikozylacji do pow ierzchni kom órki

Transport gangliozydów z miejsca biosyntezy do błony komórkowej 
badany był w kom órkach glioma C6 i neuroblastom a NI 8. Opracowano 
metodę powierzchniowego znakowania gangliozydów dzięki k tórej możli­
we było śledzenie włączania radioaktyw nej galaktozy jednocześnie do 
gangliozydów w ew nątrz i zew nątrzkom órkowych (184). W ykazano, że 
wzrost radioaktyw ności w obu frakcjach przebiegał w początkowym okre­
sie inkubacji w sposób liniowy z przesunięciem  w czasie około 20 minut. 
Gangliozydy pojaw iały się najpierw  we w nętrzu komórek, po czym w 
sposób ciągły dostarczane były do błony plazm atycznej. Szybkość ujaw ­
niania się różnych gangliozydów na powierzchni kom órek obu badanych 
linii była podobna. Obliczenia m atem atyczne sugerow ały stałą szybkość 
transportu . Mechanizm transportu  glikosfingolipidów z m iejsca biosynte­
zy do błony plazm atycznej pozostaje nieznany, wiele danych wskazuje
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jednak, że jest on podobny do mechanizmu transportu  innych elem entów 
błony. Problem  ten omówiony zostanie szerzej w następnym  rozdziale.

IV-5. Biogeneza błony biologicznej i mechanizm  transpo rtu  składników  błonowych 
z m iejsca biosyntezy do pow ierzchni kom órki

N ajbardziej rozpowszechnioną obecnie koncepcją powstawania błony 
plazm atycznej jest hipoteza znana pod nazwą „m em brane jlow  m odel” 
{185). Zakłada ona, że błona plazm atyczna tw orzy się w ew nątrz komórek 
w siateczce endoplazm atycznej i w aparacie Golgiego, po czym w postaci 
gotowych fragm entów  transportow ana jest ku powierzchni komórki. Hipo­
teza „m em brane flow  m odel” znajduje poparcie w badaniach nad biosyn­
tezą białek będących istotnym  składnikiem  błony plazm atycznej. Ryc. 8

trans

wolny
rybosom

sia teczka
endoplazm atyczna

a pa rat
Golgiego transportowy p lazm a­

tyczna

Ryc. 8. Schem at w ew nątrzkom órkow ego tran sp o rtu  glikoprotein błonow ych i sekre- 
cyjnych (wg 140, 198, 202).

podsumowuje obecne koncepcje dotyczące biosyntezy i transportu  we­
wnątrzkom órkowego glikoprotein zawierających połączenia cukrow o-biał- 
kowe typu  glukozoam ina-asparagina. Biosynteza rozpoczyna się na wol­
nych rybosom ach (a). Według wyników prac B l o b e l a  i D o b b e r -  
s t e i n a  (186, 187) N-końcowy fragm ent rosnącego polipeptydu zawiera 
tzw. sekwencję sygnałową, która powoduje związanie rybosom u z błoną 
siateczki endoplazm atycznej w m iejscu wyznaczonym przez odpowiednie 
receptory (b). Polipeptyd przeciska się przez kanał w ytw orzony w błonie 
do w ew nętrznych przestrzeni siateczki endoplazmatycznej, gdzie nastę­
puje w stępna glikozylacja białka (188— 191) przy udziale fosforanów do- 
licholi (140— 142), (c). Na tym  etapie do polipeptydu dołączane są reszty 
glukozy, N-acetylogukozoam iny i mannozy. Po w stępnej glikozylacji część 
reszt cukrow ych ulega odszczepieniu (tzw. processing), (192, 193), po czym
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białko przemieszcza się do aparatu  Golgiego (d). W aparacie Golgiego na­
stępuje końcowa glikozylacja glikoproteiny, tzn. przyłączenie odpowiednio 
reszt N-acetyloglukozoam iny, galaktozy i kwasu sjalowego (194—196)
i białko transportow ane jest do błony plazm atycznej (e, f). Przedstaw iony 
schem at biosyntezy proponuje się zarówno dla białek błonowych jak  i se- 
krecyjnych  przy założeniu, że białka sekrecyjne oddzielają się na pewnym  
etapie od s tru k tu r błonowych co umożliwia ich wydzielenie z komórki. 
P rzy jm uje  się, że transport zachodzi przy udziale pęcherzyków błonowych, 
k tóre zlew ają się z błoną na powierzchni kom órki drogą fuzji. W ew nątrz­
kom órkow y transport w pęcherzykach błonowych jest obecnie dobrze 
udokum entow any dla białka w irusa VSV (197).

A parat Golgiego w ykazuje budowę niesym etryczną (198—202). Gliko- 
zylotransferazy biorące udział w końcowych glikozylacjach glikokoniuga- 
tów  zlokalizowane są w tzw. fragm encie „trans”. Fragm ent „cis” obecno­
ścią wielu enzymów przypom ina skład błon siateczki endoplazm atycznej. 
W edług R o t h m a n a  (202) nowo utworzone białka błonowe (a także 
sekrecyjne, lizozomowe i inne) transportow ane są z błon siateczki endo- 
plazm atycznej do aparatu  Golgiego razem  z całą. masą białek tow arzyszą­
cych bądź dołączonych przypadkowo, bądź też stanowiących m ateriał 
nośny. Podczas przechodzenia przez kolejne cysterny aparatu  Golgiego 
białka przeznaczone do dalszego transportu  ulegają zagęszczeniu i oczysz­
czeniu, pozostałe zaś w racają do błon siateczki endoplazm atycznej. Hipo­
tetyczny proces oczyszczania się związków w aparacie Golgiego porów nuje 
R o t h m a n  do destylacji frakcyjnej. W części „trans” aparatu  Golgiego 
następuje końcowa glikozylacja oraz sortowanie białek. Następnie frag­
m enty  błon o odpowiednio uform owanym  składzie odryw ają się od apa­
ra tu  Golgiego i w ędrują do m iejsca swego przeznaczenia. Niedawno przed­
staw iono wyniki sugerujące, że w kom órkach nerw owych żaby wszystkie 
białka przemieszczające się do w ypustek nerw owych przechodzą przez 
aparat Golgiego (203). W ykazano, że jonofor m onensyna blokujący we­
w nątrzkom órkow y transport glikoprotein na poziomie aparatu  Golgiego 
(204— 207) ham uje aksonalny transport wszystkich nowo utw orzonych 
białek w  jednakow ym  stopniu.

Zakładając słuszność hipotezy o wew nątrzkom órkow ym  m ontażu bło­
ny plazm atycznej, losy tw orzących się glikosfingolipidów powinny pozo­
staw ać w ścisłym związku z biosyntezą pozostałych elem entów błony. 
W ydaje się, że biosynteza glikosfingolipidów podobnie jak białek rozpo­
czyna się w błonach siateczki endoplazmatycznej. Tu bowiem w ystępuje 
wiele enzymów katalizujących biosyntezę lipidów, w tym  także sfingoli- 
pidów (208, 209). Choć przyjm uje się, że łańcuchy cukrowe glikosfingoli­
pidów pow stają w aparacie Golgiego, szereg danych wskazuje, że począt­
kowa glikozylacja ceram idu zachodzić może w innym  m iejscu komórki.
O rozmieszczeniu transferaz cukrow ych we frakcjach subkomórkowych 
pisano w rozdziale IV-2. Niedawno w ykryto, że wiele związków zakłóca­
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jących w ew nątrzkom órkow y transport glikoprotein powoduje w kom ór­
kach glioma i neuroblastom a nagrom adzanie się glukozyloceram idu i spa­
dek ilości glikosfingolipidów o wyższych masach cząsteczkowych (M i 1 - 
l e r - P o d r a z a  i F i s h m a n ,  praca przygotowyw ana do druku). 
W ykazano także szybsze pojawianie się w kom órkach glukozyloceramidu 
w porównaniu z innymi, bardziej złożonymi glikosfingolipidami (210). Za 
hipotezą „membrane jlow  m odel” przem aw ia także fakt, że nowo utworzo­
ne gangliozydy nie przechodzą w kom órkach do cytosolu, lecz pozostają 
związane z frakcjam i błonowymi (210). Znam ienne jest i to, że czas tran s­
portu gangliozydów z miejsca biosyntezy do błony komórkowej obliczony 
na ok. 20 m inut (184) zbliżony jest do czasu transportu  innych związków 
przenoszonych ku powierzchni błony. Obliczono na przykład, że 50% 
glikoproteiny w irusa VSV przemieszcza się z aparatu  Golgiego do błony 
kom órkowej w czasie 45 m inut (197). W wątrobie transport sjalowych 
glikoprotein z miejsca glikozylacji do powierzchni kom órki zajm uje 20— 
30 m inut (211). W m akrofagach glikoproteiny przebyw ają drogę z ryboso­
mów do błony komórkowej w czasie 36—55 m inut (212). W podobnym 
tem pie odbywa się także transport sulfatydów w kom órkach nerki (170).

Z drugiej strony szereg prac wskazuje, że w ew nątrzkom órkow y tran s­
port prekursorów  błonowych zachodzić może indyw idualnie przy udziale 
związków nośnikowych. Na przykład S o n n i n o  i wsp. (164) sugerują, 
że gangliozydy transportow ane są do błony plazm atycznej w postaci roz­
puszczalnych kompleksów lipidowo-białkowych. Kompleksy takie wyizo­
lowano z frakcji cytosolowej mózgu cielęcia. Rozpuszczalne białka cyto- 
solowe przyspieszające transport pomiędzy błonami biologicznymi opisano 
na przykładzie fosfolipidów (213—219) oraz glikosfingolipidów obojętnych
i kw aśnych (220—222). Być może, że glikosfingolipidy prekursorow e prze­
byw ają drogę pomiędzy punktam i biosyntezy w form ie rozpuszczalnej, 
zaś w pełni uform owane związki transportow ane są do powierzchni ko­
m órek w  pęcherzykach błonowych. Nie można wykluczyć także i tego, 
że różne organizmy rozw iązują problem wewnątrzkom órkowego transpor­
tu  związków w różny sposób.

V. Regulacja biosyntezy glikosfingolipidów

W determ inow aniu s tru k tu ry  chemicznej glikosfingolipidów główną 
rolę pełnią enzym y syntetyzujące, których obecność w komórce jest w y­
razem  inform acji genetycznej zaw artej w chromosomach. O roli transferaz 
przenoszących kwasy tłuszczowe na sfingozynę i ich specyficzności sub­
stratow ych wspomniano w rozdziale II. Enzymy rozpoczynające biosyntezę 
łańcuchów cukrow ych glikosfingolipidów rozpoznają określone stru k tu ry  
we fragm encie lipidowym. W mózgu embrionów kurzych transferaza prze­
nosząca galaktozę na ceram id w ykorzystuje tylko te akceptory które za­
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w ierają a-hydroksykw asy C18:0 i C18:l (47). W przypadku enzymów prze­
noszących reszty cukrowe na związki o wyższych m asach cząsteczkowych 
specyficzność ogranicza się prawdopodobnie do końcowych ugrupow ań 
cukrow ych. Badania nad substancjam i grupowym i krw i wskazują, że te 
same enzym y mogą brać udział w biosyntezie glikolipidów i glikoprotein 
(223). Specyficzność odnośnie term inalnego cukru tworzącego się glikoko- 
n iugatu w ydaje się być jednak bardzo wysoka. Wiele danych w skazuje, 
że w biosyntezie łańcuchów cukrow ych glikosfingolipidów każdej reakcji 
transferu  odpowiada oddzielny enzym. Stwierdzono na przykład, że a i (3 
galaktozylotransferazy śledziony szczura biorące udział w biosyntezie lak- 
tozyloceram idu i trójheksozyloceram idu różnią się wrażliwością na dzia­
łanie tem peratu ry  i w ykazują inne w ym agania odnośnie jonów m etali 
(53). Dwie różne galaktozylotransferazy z których jedna przenosiła galak- 
tozę na trójheksozyloceram id, a druga na tetraglikozyloceram id w ykryto  
w szpiku kostnym  królika (110). a(l — 2) i a(l — 3) fukozylotransferazy 
surow icy ludzkiej są też odrębnym i białkam i (114), podobnie jak  a i (5 
galaktozoam inylotransferazy syntetyzujące antygen Forssm ana (99). Z d ru ­
giej strony w mózgu embrionów kurzych ta  sama transferaza przenosi 
resztę N-acetylogalaktozoam iny na ‘globotrójheksozyloceram id, laktozylo- 
ceram id i gangliozyd GM3 (95). W śledzionie wołowej opisano enzym  do­
łączający fukozę do laktoneotetraozyloceram idu i pentaglikozyloceram i- 
du B (115).

Według koncepcji R o s e m a n a  (176) transferazy cukrowe w ystępują 
w błonach biologicznych w form ie kompleksów wieloenzym atycznych. 
Istnieje szereg prac, które tę koncepcję popierają. Stwierdzono na przy­
kładzie gangliozydów, że endogennie syntetyzow any związek jest lepszym  
prekursorem  w biosyntezie niż glikosfingolipid dodany z zew nątrz do m ie­
szaniny reakcyjnej (62). Badania nad biosyntezą antygenu Forssm ana 
w kom órkach chomika NIL w ykazały, że a i fi galaktozoam inylotransferazy 
przekształcają globotrójheksozyloceram id w tem pie sugerującym  współ­
działanie enzymów (99). W ydaje się, że glikosfingolipidy prekursorow e 
pozostają w trakcie biosyntezy związane z błonami w których przestrzen­
ne rozmieszczenie transferaz cukrow ych umożliwia nieprzerw aną gliko- 
zylację aż do uzyskania produktu  końcowego. Niedawno K a n n a g i 
i wsp. (224) zwrócili uwagę na możliwą rolę ceram idu w regulacji biosyn­
tezy łańcuchów cukrow ych glikosfingolipidów. A utorzy zakładają, że 
fragm enty lipidowe om aw ianych związków poprzez oddziaływania hydro­
fobowe zm ieniają stopień powiązania glikosfingolipidów z kom pleksam i 
enzym atycznym i wpływając w ten sposób na przebieg glikozylacji. Po­
wyższe rozumowanie oparte zostało na obserwacji, że w pewnych tk an ­
kach w ystępuje zależność pomiędzy s truk tu rą  ceram idu i budową łańcu­
chów cukrow ych glikosfińgolipidów. Z drugiej strony K o ś c i e l a k  
i wsp. (225) sugerują, że odmienność w budowie ceramidów różnych gliko-
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sfingolipidów może być wynikiem  różnych miejsc biosyntezy i różnej do­
stępności poszczególnych kwasów tłuszczowych w różnych tkankach.

Ilość glikosfingolipidów komórkowych zmieniać się może w organizmie 
pod wpływem różnych czynników. Bezpośrednio w pływ ają na aktywność 
transferaz cukrow ych nukleotydy (226, 229). UDP na przykład aktyw uje 
P-galaktozoam inylotransferazę biorącą udział w biosyntezie globotetragli- 
kozyloceramidu i jednocześnie ham uje a-galaktozoam inylotransferazę ka­
talizującą syntezę globopentaglikozyloceram idu (antygenu Forssmana), 
(229). Poziom transferaz cukrow ych w komórce zależy od stężenia pew ­
nych hormonów. Testosteron zmienia w kom órkach m yszy aktywność 
enzymu przenoszącego galaktozę na ceramid (230). Cortisol przyspiesza 
biosyntezę sulfatydu w kom órkach glioma (231). Znany jest wpływ po­
chodnych kwasu masłowego. M aślan sodowy w kom órkach HeLa zwięk­
sza aktywność transferazy  kwasu sjalowego biorącej udział w biosyntezie 
gangliozydu GM3 (232, 233). Badania nad biosyntezą innych związków 
cukrowcowych wykazały, że również pewne białka mogą pełnić funkcje 
regulatorowe w reakcjach glikozylacji. Przykładem  może być wpływ 
a-laktoalbum iny na syntezę laktozy (234).

VI. Biosynteza glikosfingolipidów w organizmach rozwijających się oraz 
w tkankach nowotworowych

Poziom aktywności transferaz cukrow ych zmienia się w cyklu kom ór­
kowym oraz w rozwoju osobniczym zwierząt. W ludzkich komórkach KB 
biosynteza glikosfingolipidów przebiega najintensyw niej pod koniec cyklu 
komórkowego (235). Zsynchronizowanym  komórkom podawano radioak­
tyw ną galaktozę i badano w czasie włączanie izotopu do glikosfingolipi­
dów obojętnych oraz gangliozydów. Radioaktywność specyficzna obu grup 
związków w zrastała gwałtownie w fazie M i G l. Podobne badania prow a­
dzono stosując jako model eksperym entalny kom órki chomika NIL (236). 
W łączanie radioaktyw nych prekursorów  do glikosfingolipidów zachodziło 
we wszystkich fazach cyklu komórki, jednak biosynteza pewnych gliko­
sfingolipidów w zrastała w fazie Gl i w początkach fazy S.

Aktywności enzymów syntetyzujących glikosfingolipidy zm ieniają się 
w rozw ijających się mózgach zwierzęcych (237). W mózgu kurczęcia m ak­
sym alną aktywność transferazy  galaktozy związanej z biosyntezą galakto- 
zyloceram idu obserwowano pomiędzy 17 i 2f dniem życia em brionalnego 
(47). Najwyższy poziom transferazy  glukozy przenoszącej glukozę na ce­
ram id w ykryto w 13 i 14 dniu rozwoju (48). Stwierdzono różnicę w tem pie 
biosyntezy gangliozydów cytosolowych i błonowych. W mózgu królika 
m aksimum  biosyntezy gangliozydów cytosolowych obserwowano w 21 i 22 
dniu rozwoju, zaś m aksim um  biosyntezy gangliozydów błonowych stw ier­
dzano pomiędzy 29 i 31 dniem, to znaczy w ostatniej fazie życia płodowego
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(165). Wykazano, że biosynteza galaktozyloceram idu w rozw ijających się 
mózgach zwierzęcych zbiega się z fazą m ielinacji (238), podobnie jak  bio­
synteza gangliozydu GDla (239) i biosynteza sulfatydów  (130, 238).

Biosynteza glikosfingolipidów ulega zakłóceniu w kom órkach nowo­
tworowych. W porównaniu z tkankam i norm alnym i tkanki nowotworowe 
w ykazują zazwyczaj podwyższony poziom glikosfingolipidów zaw ierają­
cych krótkie łańcuchy cukrowe przy obniżonym poziomie glikosfingolipi­
dów o wyższych m asach cząsteczkowych. Zm iany te powodowane są b ra ­
kiem  lub obniżeniem aktyw ności pewnych transferaz cukrowych, co pro­
wadzi do gromadzenia się w kom órkach związków prekursorow ych. W m y­
sich kom órkach nowotworowych obserwowano blok w biosyntezie ganglio­
zydu GM2 (240). W kom órkach chomika BHK poddanych transform acji 
nowotworowej zarejestrow ano obniżony poziom transferazy  przenoszącej 
kw as sjalowy na laktozyloceram id (241). Znane są przypadki supresji 
enzymów biorących udział w biosyntezie gangliozydu GM1 (242), a także 
gangliozydów zaw ierających dwie reszty sjalowe w cząsteczce (242, 243). 
P rzykładów  uproszczonego obrazu glikosfingolipidów w kom órkach nowo­
tw orow ych jest bardzo wiele (244—250), znane są jednak przypadki 
zwiększonej syntezy glikosfingolipidów zawierających rozbudowane łań ­
cuchy cukrowe. Przykładem  mogą być kom órki 3T3sv-A26 i 3T3sv-CE56, 
które syntetyzują duże ilości gangliozydu GDla kosztem gangliozydu GM3 
(151). Pozostaje sprawą nierozstrzygniętą, czy zmiany w biosyntezie gliko­
sfingolipidów obserwowane w kom órkach nowotworowych powodowane 
są u tra tą  kontroli nad tym i kom órkam i przez organizm, czy też są odbi­
ciem nieodw racalnych zmian genetycznych.

VI. Podsumowanie

Do chwili obecnej opisano szlaki biosyntetyczne całego szeregu gliko­
sfingolipidów obojętnych i kwaśnych. W wielu laboratoriach pracuje się 
nad poznaniem procesów tow arzyszących biosyntezie glikosfingolipidów 
w kom órkach żywych. Większość uzyskanych inform acji dotyczy ganglio­
zydów. Ustalono, że w biosyntezie tych związków bierze udział niew ielka 
wew nątrzkom órkowa pula gangliozydów prekursorow ych, k tóra nie miesza 
się z pulą główną obecną w błonie plazm atycznej. Na podstawie rozmiesz­
czenia subkomórkowego enzymów syntetyzujących stwierdzono, że aparat 
Golgiego jest głównym miejscem glikozylacji glikosfingolipidów. Biosyn­
teza rozpoczyna się prawdopodobnie w błonach siateczki endoplazm atycz- 
nej. T ransport glikosfingolipidów z miejsca glikozylacji do błony plazm a­
tycznej prześledzono w kom órkach glioma i neuroblastom a. Czas transpor­
tu  obliczono na ok. 20 min. M echanizm transportu  pozostaje niew yjaśniony. 
Analiza litera tu ry  dotyczącej biosyntezy glikoprotein pozwala dostrzec 
szereg analogii pomiędzy biosyntezą tych związków i biosyntezą glikosfin-
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golipidów. Pozostaje to  w zgodzie z hipotezą zakładającą w ew nątrzkom ór­
kowy montaż błony plazm atycznej. Dalsze badania nad biosyntezą i we­
wnątrzkom órkow ym  transportem  glikosfingolipidów przyczynić się mogą 
do w yjaśnienia biogenezy błony plazmatycznej.
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410 A. SIK O R SK I [2]

S i n g e r  i N i c o  1 s o n  [1, 2, 3] z początkiem lat siedem dziesiątych 
przedstaw ili model m olekularnej organizacji lipidów i białek w błonach 
biologicznych uwzględniający ich term odynam iczne właściwości. Model 
płynnej, podwójnej w arstw y lipidowej, w którą w nikają w różnym  stop­
niu białka integralne nie uwzględniał jednak między innym i ich ograni­
czonej ruchliwości dyfuzyjnej. W arunkuje ona zmiany rozmieszczenia re ­
ceptorów powierzchniowych oraz właściwości m echanicznych błony [4], 
Szeroki przegląd tych zjawisk znajdzie czytelnik w klasycznych już dzi­
siaj artykułach N i c o l s o n a  [5, 6]. N iektóre zagadnienia dotyczące 
m echanicznych właściwości błony erytrocytów  i roli szkieletu kom órko­
wego przedstaw ili R a l s t o n  [7] i K i r k p a t r i c k  [8]. Udział białek 
peryfery jnych  w kontroli właściwości i funkcji błony skupił uwagę na 
poznaniu ich s tru k tu ry  i oddziaływań z podwójną w arstw ą lipidową 
i białkam i integralnym i. Szczególnie przydatną do takich badań okazała 
się błona erytrocytów . Jednym  z elem entów szkieletu komórkowego e ry tro ­
cytu jest spektryna, k tó ra  odgrywa ważną, aczkolwiek niew yjaśnioną 
w pełni rolę. W badaniach jej s tru k tu ry  i w ystępowania zanotowano ostat­
nio znaczny postęp,

I. W stęp

II. Spektryna głównym białkiem peryferyjnym błony erytrocytu

Na przełomie lat sześćdziesiątych i siedem dziesiątych pojawiło się kilka 
doniesień o zastosowaniu roztworów o niskiej sile jonowej do ekstrakcji 
białek z błon erytrocytów  [9— 18]. Białka wyciągu rozdzielały się podczas 
elektroforezy w żelu poliakryloam idowym  w obecności SDS na kilka 
frakcji, wśród których były dwie frakcje o m ałej ruchliwości elektrofo- 
retycznej określane jako wielkocząsteczkowe frakcje polipeptydowe 1 i 2 
(lub też a i P) oraz aktynę (frakcja 5) [13, 14]. W zależności od warunków  
ekstrakcji wyciąg zawierał również inne białka [13, 16], ale zawsze w ięk­
szość stanow iły wielkocząsteczkowe polipeptydy 1 i 2. Białko składające się 
z obydwu łańcuchów polipeptydowych zostało nazwane przez jednych au­
torów [10] spektryną, a przez innych tek tyną A [12, 18]. Później okazało 
się, że tek tyna A jest identyczna ze spektryną [19] i w ystępuje w e ry tro ­
cytach wszystkich przebadanych gatunków  [20].

Zgodnie z piśm iennictwem  dotyczącym szkieletu komórkowego czą­
steczkę spektryny złożoną z dwu łańcuchów polipeptydow ych nazywam y 
dimerem, złożoną z czterech — tetram erem , a bardziej złożone — wyż­
szymi oligomerami [21]. Jak  dotąd nie ustalono, k tó ry  z oligomerów sta­
nowi funkcjonalną i s truk tu ra lną  całość. Prawdopodobnie jest nią te tra -  
m er spektryny.
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[3] SP E K TR Y N A  ERYTROCYTÓW 411

Spektryna jest drugim  ilościowo białkowym  składnikiem  błony ery­
trocy tu  po głównym białku integralnym  (polipeptyd 3, białko 3 pasma 
elektroforetycznego). Spektryna stanowi około 25% wszystkich białek 
błony [10— 12]. W pojedynczym  erytrocycie w ystępuje około 220 000 ko­
pii każdego z polipeptydów [20, 23]. Nicolson i wsp. [24, 25] przy pomocy 
przeciwciał antyspektrynow ych sprzężonych z ferry tyną  wykazali, że spek­
try n a  znajduje się po cytoplazm atycznej stronie błony kom órkowej. Spek­
try n a  w erytrocytach, w przeciwieństwie do izolowanych, przepuszczalnych 
cieni nie ulega znakowaniu radioaktyw nym  jodem w reakcji laktopery- 
oksydazowej [26—28],

III. Struktura i właściwości spektryny

I I I - l .  W yodrębnianie spektryny

K rótka ekstrakcja cieni erytrocytów  roztw oram i o niskiej sile jono­
wej w 37°C daje spektrynę o masie cząsteczkowej 450 000 a dłuższa, kilku­
nastogodzinna, w 0—4°C pozwala uzyskać spektrynę o masie cząsteczko­
wej około 900 000 [29—30]. W początkowym okresie stosowano do eks­
trakcji spektryny  bufory o pH 8.0—9.5 zawierające EDTA [11, 14, 31], 
gdyż uważano, że kationy dwuwartościowe ekranując ujem ne ładunki 
w spektrynie umożliwiają jej wiązanie z błoną. Jak  się później okazało, 
znacznie mniej zanieczyszczone hemoglobiną p repara ty  uzyskuje się w roz­
tw orach o pH około 7 [32, 33]. Dodatek EDTA do buforu nie wpływa na 
uw alnianie spektryny z błony e ry trocy tu  a naw et, jak  podają 
niektórzy, obecność 1 mM Ca2+ lub Mg2+ nie przeszkadza w  jej eks­
trakc ji [19]. EDTA ham uje natom iast zależną od jonów wapnia endogenną 
proteazę [34—36],

Oczyszczanie spektryny sprowadza się do sączenia m olekularnego w y­
ciągu z cieni erytrocytów  na kolum nach wypełnionych żelami agarozo- 
wym i [30, 37]. Pierw sza frakcja zawiera kom pleks spektryny z aktyną 
oraz polipeptydam i 2.1 i 4.1, druga, w zależności od tem pera tu ry  ekstrak­
cji, dim er lub teram er spektryny, a trzecia inne polipeptydy błony e ry tro ­
cytu  oraz hemoglobinę. Do oczyszczania spek tryny  stosuje się również 
u ltraw irow anie w gradiencie gęstości sacharozy [38]. N atom iast rozdzie­
lenie polipeptydów 1 i 2 przysparza dużo trudności. Polipeptydy te mocno 
ze sobą oddziałują i nie różnią się istotnie wielkością i ładunkiem . Do roz­
dzielania polipeptydów 1 i 2 stosuje się preparatyw ną elektroforezę [39], 
sączenie m olekularne [40] oraz chrom atografię na kolumnie z hydroksy- 
apaty tu  [41] w obecności SDS lub mocznika.

13* http://rcin.org.pl



412 A. SIK O R SK I [4 ]

III-2 . Charakterystyka cząsteczki spektryny

Skład aminokwasowy spektryny  oznaczono w  kilku laboratoriach 
[11, 19, 42]. Na uwagę zasługuje względnie duża zawartość kw asu g lu ta­
minowego (około 20 M°/o) i asparaginowego (około 11 M°/o) oraz leucyny 
(14 M°/o). M onomer spektryny zawiera 21 reszt cysteiny [19], które w w a­
runkach fizjologicznych nie tw orzą mostków dwusiarczkowych. W ew nątrz­
kom órkowy glutation utrzym uje większość grup sulfhydrylow ych w  sta­
nie zredukow anym  [43]. W cieniach erytrocytów  grupy sulfhydrylow e 
sta ją  się podatne na utlenianie. Podczas inkubacji cieni erytrocytów  w pH 
4.5—5.0 spektryna ulega spontanicznem u sieciowaniu z innym i b iałka­
mi błony [44] poprzez mostki dwusiarczkowe. Pod wpływem  odczynni­
ków utleniających, takich jak czterotionian lub dwuam id *] [45—47] spek­
try n a  w ery trocytach  ulega sieciowaniu oraz wiąże glutation [43],

Skład aminokwasowy polipeptydów 1 i 2 jest bardzo podobny [19, 40]. 
Analizy map peptydow ych uzyskanych różnym i m etodam i [40, 42, 48— 51] 
wykazały jednak, że polipeptyd 2 nie jest m odyfikacją potranslacyjną po- 
lipeptydu 1, a zatem oba polipetydy są produktam i odrębnych genów 
[48, 52].

Oznaczenia aminokwasów N-końcowych w skazywały na to, że spek­
tryna  zbudowana jest z więcej niż dwóch polipeptydów [19, 53—55]. Dane 
te mogą wynikać z obecności zanieczyszczeń innym i białkam i, lub z en­
dogennej proteolizy. Zew nętrzne odcinki polipeptydów tworzących spek- 
trynę  są wrażliwsze na proteolizę niż w ew nętrzne [43, 52]. Sugeruje się 
[79], że N-końcowe grupy aminowe w obu polipeptydach są zablokowane. 
Zastosowanie reakcji transam inacji pozwoliło na ilościowe oznaczenie ty l­
ko N-końcowej grupy aminowej łańcucha polipeptydowego spektryny  [56]. 
Am inokwasy N-końcowe spektryny nie zostały nadal zidentyfikowane.

Spektryna jest białkiem  kwaśnym , w ytrącającym  się w pobliżu punktu  
izoelektrycznego w pH 4.5— 5.5 [32, 57, 58]. Stosując m etodę izoelektrycz- 
nego ogniskowania uzyskano dwie wąskie frakcje spektryny  w  przedziale 
pH 5.0—5.2 [40]. W cześniejsze dane dotyczące reszt aminokwasów N -koń­
cowych, punktu  izoelektrycznego [53— 55] oraz wieloznaczne wyniki uzy­
skane za pomocą krzyżowej im m unoelektroforezy [59—61] budziły wiele 
wątpliwości co do jednorodności polipeptydów 1 i 2. Późniejsze badania 
przem aw iają jednak za jednorodnością obu polipeptydów [20, 48, 52].

Masy cząsteczkowe polipeptydów 1 i 2 oznaczono za pomocą elektrofo­
rezy w żelu poliakryliam idowym  w obecności SDS i wykazano, że masa 
cząsteczkowa polipeptydu 1 wynosi 240 000, a polipeptydu2 — 220 000 [12]. 
W yniki te zostały następnie potwierdzone innym i m etodam i [19, 32]. Żadna 
próba rozdzielenia polipeptydów 1 i 2 na mniejsze podjednostki nie po­
wiodła się [11, 14, 19], są one przeto jednym i z najw iększych polipep­
tydów  w kom órkach eukariontów  [22]. W związku z tym , że polipeptydy

* dw uam id — bisdim etyloam id kw asu diazynodikarboksylow ego
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15] SP E K T R Y N A  ERYTROCYTOW 4 1 3

1 i 2 stanow ią jedyne składniki spektryny nie ulegające dalszej dysocjacji 
można je określać jako podjednostki spektryny.

Jak  już wspomniano, spektryna traci rozpuszczalność w pobliżu punk­
tu  izoelektrycznego. Precypitację charakteryzuje bardzo duża ostrość, gdyż 
już przy zmianie pH o 0,1 jednostki następuje całkowite w ytrącenie spek­
try n y  [32]. Dodatek jonów wapnia (10 mM) przesuwa pH precypitacji do 
wyższych wartości. Ścisła zależność precypitacji od pH w ynika z bieguno­
wego rozmieszczenia jednoim iennych ładunków  w łańcucach polipeptydo- 
wych, które agregują ze sobą na zasadzie oddziaływań polianion-polika- 
tion [32]. W yodrębniona spektryna w ytrąca się w  obecności zasadowych 
polipeptydów — polilizyny i histonu bogatego w lizynę [57, 58], W pływ 
kationów dwuwartościowych a szczególnie Ca2+ uważa się za efekt nie­
swoisty [21]. Pierw otnie, tworzenie agregatów  [35] w obecności jonów 
w apnia tłum aczono udziałem  tych  jonów w wiązaniu spektryny  z fosfoli­
pidam i błony. Jednakże stosowane w tedy p repara ty  spektryny  zanieczysz­
czone były aktyną i innym i polipeptydam i, a stężenia jonów wapnia prze­
kraczały znacznie jego stężenia fizjologiczne [62]. Nie w ykryto  również 
dodatkowej grupy gamma karboksylowej w resztach kwasu glutam ino­
wego [20], która uław iałaby wiązanie fosfolipidów w obecności jonów wa­
pnia. M odyfikacja taka znana jest w przypadku niektórych białek osocza 
biorących udział w krzepnięciu krwi. Wiadomo, że w itam ina K stym uluje 
reakcję y-karboksylacji, w w yniku której reszty  kwasu glutaminowego 
zyskują drugą grupę karboksylową w pozycji gamma [63]. M odyfikacja ta 
ułatw ia wiązanie fosfolipidów, prawdopodobnie poprzez tworzenie „most­
ków wapniowych”. Jak  dotąd nie stwierdzono takiej m odyfikacji w czą­
steczce spektryny.

III-3. M odyfikacje potranslacyjnc

Spektryna, podobnie jak inne białka błony ery trocy tu  ulega fosfory­
lacji [64—66] przy pomocy niezależnych od cAMP kinaz białkowych e ry ­
trocytów  [65, 67— 72], Może ona ulegać również defosforylacji pod wpły­
wem endogennej fosfatazy [71]. Podjednostka 2 spektryny ulega fosfo­
ry lacji podczas inkubacji z Y-[P82] ATP zarówno erytrocytów  jak i cieni 
erytrocytów  [73—77]. Liczba kow alencyjnie związanych przez spektrynę 
reszt fosforanowych została ostatnio oceniona na 4 mole na mol podjed­
nostki 2 [76—79]. K inetyka fosforylacji i defosforylacji wskazuje na rów- 
norzędność wszystkich miejsc fosforylacji [79— 80]. W spektrynie ery trocy­
tów 90°/o miejsc fosforylacji jest zajętych przez reszty fosforanowe a po­
zostałe dają się enzymatycznie ufosforylować. W erytrocytach występuje 
nieswoista kinaza kazeiny ham ow ana przez jony wapnia w stężeniu wyż­
szym od 10 mM [67, 72] oraz kinaza spektryny  i polipeptydu 3 aktyw o­
wana przez jony wapnia i regulow ana przez kalm odulinę [81— 83]. Ta osta­
tn ia aktywność jest również stym ulow ana przez norepinefrynę [83],
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Mapowanie peptydów powstałych po traw ieniu  znakowanej radioak­
tyw nym  [32P] fosforanem  spektryny  [79, 84] wykazało, że trzy  peptydy 
zaw ierają cztery grupy fosforanowe. Peptydy te są fragm entam i C-koń- 
cowego polipeptydu o masie cząsteczkowej 20 000 powstałego z podjedno- 
stki 2 po fragm entacji spektryny brom ocyjanem  [79]. Jeden z trzech fosfo- 
peptydów trypsynow ych zawiera zarówno fosfoserynę jak i fosfotreoninę, 
a pozostałe tylko fosfoserynę [79],

Fosforylacja spektryny, jak  sądzono [75] ma odgrywać istotną rolę 
w zmianach kształtu  erytrocytów , jak  i ich podatności na deformację. 
Jednakże ostatnie doniesienia wskazują, że te właściwości erytrocytów  w ią­
żą się raczej z poziomem ATP, a nie ze stopniem ufosforylow ania spektry­
ny [85], Są dane [86] wskazujące na to, że spektryna ulega także fosfo­
rylacji zależnej od cAMP.

Wielkość podjednostek spektryny oraz występowanie w jej hydroliza­
tach dwupeptydu, glutam ylo-lizyny wskazywały na obecność kow alencyj­
nych wiązań £-(Y-glutamylo) lizynowych. Początkowo zakładano, że 
dwupeptyd ten łączy mniejsze fragm enty w podjednostki spektryny, po­
dobnie jak  to m a miejsce w fibrynie [88—90]. Nie stw ierdzono jednak ta ­
kich wiązań w izolowanych podjednostkach spektryny [19].

Obecnie wiadomo, że w erytrocytach w ystępuje latentna, aktyw ow a­
na przez jony wapnia transam idaza (transglutam inaza) [91— 93]. Zw ięk­
szenie przepuszczalności błony ery trocy tu  dla jonów wapnia przy pomocy 
jonoforu prowadzi do powstawania połączonych kow alencyjnie agregatów 
białkowych o masie cząsteczkowej przekraczającej 1X10°. W iązania ko­
walencyjne katalizowane transglutam inazą powstają w błonach zarówno 
pomiędzy podjednostkam i spektryny  jak  i pomiędzy spektryną i innym i 
polipeptydam i błon, takim i jak  polipeptyd 3, aktyna, lub polipeptyd 4.1 
[91]. Potraktow anie cieni erytrocytów  roztworam i zaw ierającym i jony 
wapnia w yw ołuje również form owanie takich agregatów [91—93]. Sie­
ciowanie białek w izolowanych błonach erytrocytów  zachodzi również pod 
wpływem transam idazy z w ątroby świnki m orskiej (transglutam inaza) 
[94—96] lub osocza ludzkiego (fibrynoligaza — aktyw ny czynnik XIII) 
[96]. S i e f r i n g  i L o r a n d  [91] postawili hipotezę, iż aktyw owane 
przez jony wapnia sieciowanie białek szkieletu komórkowego prowadzi 
do usztyw nienia błony, u tra ty  elastyczności erytrocytów  i staje się sygna­
łem do usunięcia takiej kom órki z krążenia. Są to bowiem komórki, które 
nie produkują już w ystarczającej ilości ATP koniecznej do wypom powa­
nia jonów wapnia z komórki.

III-4. Oligomer utworzony z heterodim erów  form ą natyw nej spek tryny

Wiele uwagi poświęcono oddziaływaniu podjednostek spektryny  w ko­
mórce. Szukano mianowicie odpowiedzi na dwa pytania: czy podjednostki
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tw orzą hetero-, czy hom odim ery oraz czy w komórce spektryna w ystępuje 
w form ie dimerów, tetram erów , czy też bardziej złożonych oligomerów. 
Stosując odczynniki sieciujące [przegląd poz. 97] spodziewano się uzyskać 
odpowiedź na postawione pytania. Znikanie obu podjednostek po siecio­
w aniu [98— 100] oraz pojawianie się ich po rozłożeniu wiązań sieciujących 
[99— 102] wskazuje na to, iż dim er spektryny tw orzą obie podjednostki 
1 i 2. Inaczej zinterpretow ano wyniki sieciowania solą miedziową fenan- 
tro liny  [23, 103], zakładając że spektryna może tworzyć dwa rodzaje homo­
dim erów „1— 1” i „2— 2”. Za istnieniem  w kom órkach heterodim erów  
przem aw iają następujące dane: obie podjednostki w ystępują w  równo- 
m olarnych ilościach [12, 14], oraz większość wyników uzyskano przy uży­
ciu odczynników sieciujących [99— 102]. Szczególnie przekonująco przem a­
wia za występowaniem  heterodim erów  udana rekonstrukcja  spektryny 
z w yodrębnionych podjednostek 1 i 2. Renaturow ane podjednostki 1 i 2 
zmieszane ze sobą tw orzą heterodim er o cechach natyw nej spektryny  [41]. 
R enaturow ana podjednostka 1 nie tw orzy homodimerów, ani nie agreguje, 
podczas gdy podjednostka 2 agreguje wprawdzie do wyższych oligomerów, 
ale nie tw orzy homodimerów.

Liczba heterodim erów  wchodzących w skład cząsteczki natyw nej 
spektryny  erytrocytów  wzbudza, jak już wspomniano wiele kontrow ersji. 
Wiadomo, że zarówno izolowany dimer jak  i te tram er reasocjują z błoną 
pozbawioną spektryny [38, 104]. Z kolei najłagodniejsza ekstrakcja w 4°C 
daje te tram ery  przechodzące w 37°C w  dim ery [21, 33]. Badania z zasto­
sowaniem  odczynników sieciujących w skazują na występowanie tetram e- 
ru  spek tryny  w błonie ery trocy tu  [105, 106], Na podstawie dostępnych 
danych uważa się obecnie, że form ą spektryny w ystępującą w ery trocy­
tach jest te tram er utw orzony z dwóch heterodim erów  [107]. W prepara­
tach tetram erów  mogą występować niewielkie ilości nieliniowych, hek- 
sam erycznych form spek tryny  [108], a naw et wyższe oligomery. W ykaza­
no mianowicie w roztw orach spektryny o stężeniu 10—20 mg/ml obecność 
oligomerów zawierających aż do 11 dimerów [109]. Wyższe oligomery za­
w ierające wyłącznie spektrynę wyodrębniono z błony erytrocytów  [110]. 
Takie oligom ery spektryny w  błonach erytrocytów  obserwowano już wcze­
śniej w badaniach z zastosowaniem odczynników sieciujących [97, 105, 
106].

III-5. Oddziaływania spektryny z innymi składnikami erytrocytu

Jak  już wspomniano, spektryna oddziałuje z błoną ery trocytu  głów­
nie poprzez polipeptyd 2.1 — ankirynę (Ryc. 1) [38, 87, 104]. Stała powi­
now actw a kompleksu z ankiryną wynosi 1— 5 X l0 7 M-1 1 [87]. Miejsce w ią­
zania ank iryny  znajduje się w podjednostce 2 [41]. Jedna cząsteczka te- 
tram eru  spektryny w roztworze wiąże m aksym alnie dwie cząsteczki an-
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Ryc. 1. S tru k tu ra  błony erytrocytów — rozmieszczenie i wzajemne oddziaływania 
białek. A — w płaszczyźnie poprzecznej i B. — w płaszczyźnie la te ra lne j błony e ry ­
trocytów  (bez zachow ania proporcji w ielkości b iałek  integralnych).

A. — oznaczenia poszczególnych białek odpowiadają elektroforetycznym frakcjom polipepty- 
dowym [23]; 1 — pod jednostka 1 spektryny, 2 — pod jednostka 2 spektryny; 2.1 — ankiryna; 
3 — polipeptyd 3 (białko 3 pasma elektroforetycznego, białko transportujące aniony); GFA — 
glikoforyna A (PAS 1, sialoglikoproteid a); GFC — glikoforyna C (PAS 2, sialoglikoproteid |i, 
glikonektyna); 4.1 — polipeptyd 4.1; 4.2 — polipeptyd 4.2; 5 — aktyna; 6 — dehydrogenaza alde­
hydu 3-fosfoglicerynowego; B. — oznaczenia poszczególnych białek błony: (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; 4.1 — polipeptyd 4.1; (5)10 — aktyna, 
dekamer; 2.1 — ankiryna. Na rycinie zaznaczono schematycznie ważniejsze oddziaływania: poli­
peptyd 3 w formie tetrameru będącego w równowadze z dimerem [111] tworzy kompleks z di- 
meryczną glikoforyną A będącą w równowadze z wolnym dimerem [112—114]. Tetramer poli- 
peptydu 3 wiąże tetramer polipeptydu 4.2 oraz pollpeptydu 6 [23, 115, 116]. Około 40"/o tetrameru 
polipeptydu 3 oddziałuje z ankiryną [117, 118]. Ankiryna łączy się ze spektryną występującą 
w postaci heterotetramerów i wyższych oligomerów [87, 105, 106, 108, 109]. Spektryna oddziałuje 
z dekamerem aktyny [119]. W połączeniach spektryny z aktyną pośredniczy polipeptyd 4.1 [120, 
122]. Polipeptyd ten bierze również udział w  połączeniach spektryny z glikoforyną C [123, 124]. 
Spektryna oddziałuje również z fosfolipidami cytoplazmatycznej warstwy błony wykazując po­
winowactwo do fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolaminy [125]. Na schemacie nie zaznaczo­
no wyższych niż oktamery oligomerów spektryny ani wyższych niż dekamery polimerów ak­
tyny [126].
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kiryny. Ze stężenia ankiryny  i spektryny wynika, że w ery trocytach  je­
den hetero tetram er spektryny wiąże jedną cząsteczkę ankiryny  (Ryc. 1). 
F ragm enty  ankiryny (polipeptydy 2.2, 2.3... 2.6, syndeiny), powstałe w w y­
niku endogennej proteolizy również wiążą spektrynę [127]. A nkiryna w ią­
że się również z cytoplazm atycznym  odcinkiem polipeptydu 3. Tworzą one 
w roztworze kompleks o stałej powinowactwa 1.3—2 X l0 7 M-1 [117, 118]. 
Z porównania ilości cząsteczek polipeptydu 3 i ankiryny  w ery trocytach  
w ynika, że około 40°/o polipeptydu 3 wiąże się ze szkieletem kom órkowym  
poprzez ankirynę [117, 118].

Spektryna dystalnym i końcami te tram eru  wiąże się z aktyną, drugim  
białkiem  struk tu ra lnym  szkieletu komórkowego [119]. A ktyna błony w y­
stępuje w postaci dekam erów o długości około 26 nm [119]. Należy dodać, 
że ostatnio pojawiły się dane o występowaniu ak tyny  w błonie e ry tro ­
cytów  w postaci polim erycznej [126]. Kompleks spektryny z ak tyną po­
w staje w  obecności polipeptydu 4.1 o masie cząsteczkowej 78 000 [120— 
122]. Dodatek tego białka aktyw uje wiązanie F -aktyny z pęcherzykam i 
błon erytrocytów  pozbawionych uprzednio spektryny i ak tyny  [128— 
130]. Obydwie podjednostki spektryny niezbędne są do utw orzenia kom ­
pleksu z aktyną i polipeptydem  4.1 [41]. Każdy hetero tetram er zawiera 
dwa m iejsca wiążące polipeptyd 4.1 [120]. Polipeptyd 4.1 odgrywa także 
rolę w wiązaniu spektryny  w błonie erytrocytu . Tworzy on mianowicie 
kompleks z glikoforyną C (Rys. 1) [123, 124] (sialoglikoproteid P, PA S 2) 
nazyw aną glikonektyną. Ze względu na m ałą ilość glikonektyny [13] w bło­
nie erytrocytów  ilość takich kompleksów jest znacznie m niejsza niż kom­
pleksów spektryny z ankiryną i polipeptydem  3.

Oprócz oddziaływań z białkam i integralnym i spektryna oddziałuje rów ­
nież z fosfolipidami błony erytrocytów  [125]. W układach modelowych ob­
serw uje się in terakcję spektryny z liposomami sporządzonymi zarówno 
z dodatnio jak i ujem nie naładow anych fosfolipidów. Oddziaływanie spek­
try n y  z dodatnio naładow anym i liposomami jest na tu ry  elektrostatycznej, 
gdyż zanika pod wpływ em  podwyższonej siły jonowej. Oddziaływanie 
spektryny  z ujem nie naładow anym i fosfolipidami jest n a tu ry  hydrofobo­
wej, gdyż nie elim inuje go podwyższenie siły jonowej [132, 133]. Oddziały­
w ania elektrostatyczne dodatnich grup obecnych w cząsteczce spek tryny  
z ujem nie naładow anym i resztam i fosfolipidów odgryw ają jednak pewną 
rolę, gdyż zobojętnienie ujem nych ładunków  spektryny (obniżenie pH) 
zwiększa jej wnikanie do m onow arstw y lipidowej w układzie modelo­
wym  [134]. Ilość wiązanej spektryny zwiększa się wtedy, gdy zamiast lipo- 
somów z czystej fosfatydyloseryny zastosuje się jej mieszaninę z innym  
fosfolipidem. Liposomy sporządzone z m ieszaniny fosfatydyloseryny z fos- 
fatydyloetanolam iną wiążą najw ięcej spektryny  [135]. Oddziaływanie 
spektryny  z fosfolipidami jakkolw iek znacznie słabsze (stała powinowac­
tw a dla fosfatydyloseryny wynosi 1.4X 10® M“ 1 1 [135]) od oddziaływania 
z białkam i integralnym i m a istotne znaczenie w kształtow aniu s tru k tu ry
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i funkcji błony. W iązanie spek tryny  z pęcherzykam i błon erytrocytów , 
pozbawionych jej uprzednio, wpływa na wzrost uporządkowania w arstw y 
lipidowej [137]. Badania nad sieciowaniem spektryny  w erytrocytach przy 
użyciu dwuam idu i czterotionianu wykazały, że spektryna oddziałuje z fo­
sfolipidami w ew nętrznej w arstw y błony i wpływa na właściwości całej 
błony. In terakcja  spektryny  z fosfolipidami jest czynnikiem  u trzym ują­
cym ich asym etryczne rozmieszczenie w błonie [47, 125, 138]. Fosfatydylo- 
etanolam ina, fosfolipid charakterystyczny dla w ew nętrznej w arstw y bło­
ny, po utlenieniu grup -SH spektryny staje się dostępna dla dodanej do za­
wiesiny całych erytrocytów  fosfolipazy [138]. U tratę asym etrii poprzedza 
znaczny wzrost ruchliwości poprzecznej (transw ersalnej, flip-flop) lipi­
dów [139]. A sym etria tych lipidów zanika także po usunięciu spektryny  
z błony erytrocytów  [140]. Usieciowanie spektryny wpływa także na wzrost 
płynności zew nętrznej w arstw y błony spowodowany zapewne wzrostem  
ilości fosfatydyloetanolam iny w tej warstw ie [141]. Innym i efektam i usie- 
ciowania spektryny w erytrocytach są: wyraźne usztyw nienie ery trocy­
tów [142], spadek ruchliwości lateralnej białek integralnych [143], agre­
gacja cząstek wew nątrzbłonow ych [144, 145] oraz utworzenie „porów” 
wodnych [146].

Potraktow anie erytrocytów  difluorodinitrobenzenem , odczynnikiem sie­
ciującym  grupy aminowe powoduje związanie spektryny z fosfatydylose- 
ryną i fosfatydyloetanolam iną [147]. W w yniku sieciowania cząsteczka 
spektryny wiąże kowalencyjnie 38 cząsteczek fosfolipidów [147]. Za częś­
ciowym wnikaniem  spektryny do w nętrza w arstw y lipidowej przem awia 
znakowanie jej w ery trocytach  hydrofobowym i znacznikami — aryloizo- 
tiocyjanianam i [148, dane własne niepublikowane]. Uważa się, że powino­
wactwo spektryny do fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolam iny w bło­
nie erytrocytów  w ynika z większej od innych fosfolipidów „ściśliwości” 
w ynikającej z większej powierzchni zajm owanej przez te fosfolipidy w bło­
nie, a spowodowanej znacznym nienasyceniem  ich składowych kwasów tłu ­
szczowych [134].

Podjednostka 1 spektryny zawiera obszar wiążący podjednostkę 2. 
Ograniczona proteoliza spektryny trypsyną pozwala otrzym ać stabilny 
fragm ent o masie cząsteczkowej około 80 000, pochodzący z podjednostki 1 
[149, 150]. Fragm ent ten tw orzy kom pleksy zarówno z dimerem, jak i z te- 
tram erem  spektryny oraz ham uje jej tetram eryzację [149— 151]. Sądzi się 
[151], że podjednostka 1 zawiera niewysycone miejsce mogące wiązać wię­
cej niż jedną podjednostkę 2. W dimerze może ona wiązać następny dimer 
tworząc tetram er, a ten z kolei następny tworząc heksam er.

Spektryna w obecności jonów wapnia wiąże kalm odulinę [152— 154], 
a miejsce jej w iązania znajduje się w podjednostce 1 spektryny. Szczegó­
łowy opis s tru k tu ry  i funkcji kalm oduliny znajdzie czytelnik w artykule 
K u ź n i c k i e g o  i D r a b i k o w s k i e g o  [155], Nie znany jest wpływ 
kalm oduliny na spektrynę. Wiadomo, że spektryna jest zdolna związać
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około 97% kalm oduliny ery trocytu , podczas gdy zależna od jonów  wapnia 
Ca2+-ATP-aza, która ulega aktyw acji w obecności kalm oduliny, pozostałe 
3% [153]. Nie wiadomo jednak czy w komórce, gdzie stężenie jonów w a­
pnia jest bardzo niskie (poniżej 1 m-M) spektryna wiąże kalm odulinę.

Być może wiązanie kalm oduliny stanowi funkcjonalne połączenie szkie­
letu  komórkowego z „pompą w apniową”. W ery trocytach  w ystępuje Ca2+- 
ATP-aza aktyw ow ana przez spektrynę, a niezależna od kalm oduliny 
i „pompy w apniow ej”. Spektryna tw orzy kompleks z tą A TP-azą w sto­
sunku 1:1 [156, 157].

Spektryna zawiera także 14 miejsc wiążących 2,3-dwufosfoglicerynian. 
S tała powinowactwa tego kom pleksu wynosi 1,2X104 M-1 1 [158]. Uważa 
się, że in terakcja ta  ułatw ia transport tlenu. M etabolit ten  ham uje fosfo- 
ry lację spektryny  [159].

III-6. Równowaga heterodimer-heterotetramer spektryny

H etero tetram er spektryny  o masie cząsteczkowej około 900 000 i stałej 
sedym entacji S20W 11.5— 12.2 [37] w roztw orach o niskiej sile jonowej 
w 37°C przechodzi w heterodim er o masie cząsteczkowej około 460 000 
i stałej sedym entacji S20W około 9,5 S [21, 33], W niskiej tem peraturze 
i w roztw orach o um iarkow anej sile jonowej zarówno he te ro te tram er jak
i heterodim er są względnie stabilne i w ykazują niew ielką tendencję do 
w zajem nych przejść [21, 33]. Przejście hetero tetram eru  w heterodim er 
w 37° osiąga równowagę po około 30 m inutach w roztworze o um iarko-

/

J  25,5 -31°C
1 0,15 MNaCI

! 37°C

\
niska sita jo

m m
D

Ryc. 2. Schem at stru k tu ry  heterodim erów  (D) i hetero te tram erów  (T) spektryny. 
Dimer (D) stanowi podwójną spiralę ułożonych równolegle do siebie podjednostek 1 i 2 o dłu­
gości około 100 nm [107, 177, 179]. Heterotetramer o długości dwa razy większej tworzą dwa 
heterodimery łącząc się liniowo według symetrii „głowa—głowa” [179]. Na schemacie zaznaczono 
miejsca wiązania ankiryny (2.1), polipeptydu 4.1 i aktyny (5) [107, 179]. W roztworze, w 37°C 
i niskiej sile jonowej dimer jest składnikiem uprzywilejowanym. W temperaturze 25,5—31°C 
i umiarkowanej sile jonowej dimer asocjuje do tetrameru [21].
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w anej sile jonowej (0.15 M NaCl) (Ryc. 2). Dysocjacja te tram eru  do di- 
m eru  spełnia w arunki reakcji I rzędu. Asocjacja dim eru do te tram eru  za­
chodzi w tem peraturze 25,5—31°C w obecności 0.15 M NaCl. Szybkość tej 
reakcji zależy od stężenia substratów  i spełnia w arunki reakcji II rzędu. 
S ta ła  równowagi tego przejścia w 0.15 M NaCl w tem peraturze 29,5°C 
w ynosi 1,5X10-8 M-1. W ysoka energia aktyw acji tego procesu (około 290 
k Jm ol-1) wskazuje na zmiany konform acji spek tryny  podczas asocjacji. 
Szybkość asocjacji dim er — tetram er zmniejsza się w raz z obniżaniem siły 
jonowej. Stąd w niskiej sile jonowej dim er staje się form ą uprzyw ilejow a­
ną (Ryc. 2). Stała równowagi przejścia te tram er — dim er w 37°C i niskiej 
siłe jonowej jest dużo m niejsza niż 1X10-4 M -1. Na równowagę układu 
d im er-te tram er nie wpływa stan ufosforylow ania podjednostki 2 spektry­
ny [21].

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

W obecności detergentów  lub mocznika w yodrębniony heterodim er 
spek tryny  daje m onom ery o stałej sedym entacji 4.4 S [32] lub 5.5 S (w de- 
zoksycholanie) [160]. W yodrębnione w obecności mocznika lub SDS [39— 
41] podjednostki, po usunięciu czynnika denaturującego, odzyskują s tru k ­
tu rę  spiralną w stopniu przypom inającym  s truk tu rę  heterodim eru, co 
świadczy o tym , że ich in terakcja  nie decyduje o struk tu rze natyw nej 
spektryny. Z przebiegu denaturacji dimerów spektryny mocznikiem w yni­
ka, że dysocjacja podjednostek znacznie wyprzedza ich rozfałdowanie 
[161].

Spektryna w roztworze w ykazuje w większości (około 70°/o) struk tu rę  
spiralną [32, 162], z tym  że te tram er zawiera jej nieco więcej niż dimer. 
Nie w ykazano obecności s tru k tu ry  beta. W spółczynniki sedym entacji i za­
w artość stru k tu ry  alfa spiralnej [162, 163] obniżają się w roztworach o nis­
kiej sile jonowej wskazując na rozprostowanie i wydłużenie cząsteczki.

Białko to w roztworze o niskiej sile jonowej charakteryzuje się przej­
ściem tem peraturow ym  (20—50°C) obserwowanym  zarówno w rotacji op­
tycznej jak  i kalorym etrii różnicowej. W 0.15 M NaCl przejście to  jest 
oetre w tem peraturze 49°C [162]. Należy dodać, że podobnie ostre przejś­
cie tem peraturow e obserw uje się w erytrocytach [164].

Początkowo doszukiwano się podobieństw zarówno w struk turze  jak 
i funkcji spektryny i m iozyny mięśniowej. Uważano, że cząsteczka spek­
try n y  w ykazuje s truk tu rę  pałeczkowatą [165— 171]. Pojaw iło się naw et do­
niesienie o słabej, aczkolwiek swoistej reaktyw ności spektryny  z przeciw­
ciałam i antym iozynowym i [169], a także o dużym podobieństwie własności 
hydrodynam icznych i optycznych obu białek [166]. Badania porównawcze
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m ap peptydowych [50], jak też s tru k tu ry  przestrzennej nie potw ierdziły 
tych  przypuszczeń. Właściwości fizyczne hetero-dim erów  i hetero te tram e- 
rów  (Tabela 1) wykazały, że są to cząsteczki o niskiej lub um iarkow anej

Tabela 1.

Niektóre właściwości fizyko-chemiczne spektryny erytrocytów

Właściwość Monomer Dimer | Tetramer
1

Piśmien­
nictwo

Absorpcja w UV, E^go’ 10/° 11.5 [29]

Masa cząsteczkowa x 103 240*) 220**) 460—470 960—970 [12, 32, 33, 371

Stała sedymentacji 
S20W [S]

4.4 9.3 12.2 [29, 32, 33, 
37, 162, 163]

Promień Stokesa 
[A]

— 115—140 195—201 [29, 163]

Stosunek osi a/b — 7.2 4.0 [29, 1631

*) podjednostka 1 
**) podjednostka 2

asym etrii: stosunek osi w dimerze wynosi 7 [128] a w tetram erze 4 [29]. 
T etram er zbliża się w swej asym etrii do cząsteczki album iny surowicy wo­
łu. W cząsteczce miozyny stosunek osi wynosi około 100 [172]. W łasności 
hydrodynam iczne dim eru nie odpowiadają ani cząsteczce globularnej ani 
cząsteczce o formie sztywnej pałeczki [163]. Badania rozpraszania św iatła 
[173] wskazują, że promień żyracji dim eru 22 nm po obniżeniu stężenia 
soli do około 1 mM w zrasta do około 40 nm, co w skazuje na to, że dim ery 
spektryny  są elastycznym i, wydłużonym i cząsteczkami o długości 76— 
140 nm. Dane te potw ierdzają również pom iary dwójłomności elektrycz­
nej [174— 176]. Na podstawie fizycznych własności dimerów D u n b a r  
i R a l s t o n  [163] wnioskują, że s truk tu ra  spektryny odpowiada mode­
lowi elastycznej lub skręconej pałeczki. P repara ty  dimerów sporządzo­
ne techniką niskokątowego, rotacyjnego cieniowania obserwowane w m i­
kroskopie elektronow ym  wykazały obecność wielu różnych struk tu r, co 
potwierdza dane o elastyczności cząsteczki [177], Oczekiwana długość di­
m eru spektryny wynikająca z istnienia s tru k tu ry  alfa spiralnej w ozna­
czonej proporcji powinna przekraczać 200 nm. Dalsze badania przy użyciu 
m ikroskopu elektronowego wskazują, że heterodim er spektryny jest asy­
m etryczną cząsteczką o długości tylko 100 nm utworzoną z dwóch ułożo­
nych równolegle do siebie i skręcających się w luźną podwójną spiralę 
monomerów. Stosunek osi dim eru wyznaczony tą metodą wynosi około 5 
[177— 179]. Przebieg denaturacji dim eru wskazuje na obecność niezależ­
nie od siebie rozw ijających się domen przedzielonych odcinkami o s tru k tu ­
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rze elastycznej i nieglobularnej [161]. Odcinki te charakteryzują  się dużą 
wrażliwością na proteolizę [48, 52]. W idma wysokorozdzielczego protono­
wego rezonansu jądrowego wykazały, że około jedną piątą cząsteczki spek­
try n y  charakteryzuje znaczny stopień hydrofobowości [161]. Znaczny 
wpływ  siły jonowej na prom ień Stokes’a przem awia również za taką s tru k ­
tu rą  dimeru. Prawdopodobnie odcinki hydrofobowe w spektrynie nie są 
równom iernie rozłożone wzdłuż cząsteczki, ale skupiają się w kilku m iej­
scach zawierających reszty tryp to fanu  i wiążące bromowane kwasy tłusz­
czowe, za czym przem aw ia wygaszanie fluorescencji wszystkich reszt try p ­
tofanu [180].

M apowanie peptydów uzyskanych po traw ieniu  spektryny  trypsyną 
w 0°C pozwala wnioskować, że cząsteczka spektryny zawiera 9 różnych do­
m en względnie niew rażliw ych na proteolizę (podjednostka 1 — pięć, a pod- 
jednostka 2 — cztery domeny [181]). Domeny zorientowane są przypusz­
czalnie równoległe do długiej osi cząsteczki, o czym świadczą niekow alen- 
cyjne oddziaływania pomiędzy w yodrębnionym i fragm entam i obu pod­
jednostek. Domeny różnią się od siebie opornością na traw ienie trypsyną. 
W dalszych badaniach [182] uzyskano serię m onoklonalnych przeciwciał 
dla podjednostki 1, przy pomocy których potwierdzono występowanie pię­
ciu różnych domen w tej pod jednostce.

Badania hydrodynam iczne te tram eru  spektryny wskazują, że jest on 
cząsteczką bardziej sym etryczną od dim eru [29, 163]. S tąd zakładano, że 
te tram er ma s truk tu rę  „krzyża” [7, 30]. Badania przy użyciu m ikroskopu 
elektronow ego jednakże wykazały, że te tram er powstaje z dwóch dimerów 
połączonych ze sobą według sym etrii „głowa-głowa”. Tworzy on cząstecz­
kę o długości około 200 nm [178, 179]. Kompleksy z ankiryną i polipepty- 
dem 4.1 pozwoliły ustalić, że miejsca wiązania ank iryny  leżą w każdym  
heterodim erze w odległości około 20 nm od środka hetero te tram eru  a m iej­
sca wiązania polipeptydu 4.1 i ak tyny  znajdują się przy obu końcach 
te tram eru  [179] (Ryc. 2). Nie w yjaśnioną spraw ą pozostaje wzrost sym etrii 
te tram eru  w stosunku do dim eru obserwowany w badaniach hydrody­
nam icznych [163]. Uważa się, że dłuższa cząsteczka staje się podatniejsza 
na zgięcia i skręcenia co zwiększa jej sym etrię. Domieszka drobnych ilości 
nieliniowych, wyższych oligomerów [108— 110] będzie również wpływać 
na oznaczany wzrost sym etrii cząsteczek spektryny.

IV. Polipeptyd o masie cząsteczkowej 240 000 składnikiem białek szkie­
letu komórkowego

Do niedaw na uważano, że spektryna jest swoistym białkiem  ery trocy­
tów [184, 185]. Zw racano uwagę na podobieństwa jakie zachodzą pomiędzy 
spektryną i innym i białkam i wiążącymi aktynę takim i jak  filam ina, czy 
białko m akrofagów wiążące aktynę [186— 189]. Białka te w ykazują pewne
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podobieństwa struk tu ra lne  do spektryny — cząsteczki ich są rów nież w y­
dłużone, spiralne i elastyczne [188]. Podobieństwo to jest jednak  bardzo 
ograniczone. Białka te zbudowane są z jednego rodzaju podjednostek
o masie cząsteczkowej około 250 000. M ają one s truk tu rę  pojedynczej spi­
ra li [188— 190] i nie wiążą kalm oduliny [190]. Przeciwciała antyfilam ino- 
we reagują z białkiem  wiążącym  aktynę z m akrofagów [191] a nie reagują 
ze spektryną [190],

W ostatnim  czasie pojawiło się jednak kilka doniesień skłaniających do 
w eryfikacji poglądów o występow aniu spektryny wyłącznie w e ry tro ­
cytach. Przeciwciała uzyskane przeciw podjednostce 1 spek tryny  e ry tro ­
cytów  kurczęcia reagują ze spektryną erytrocytów  ssaków [192]. Badania 
im m unofluorescencyjne wykazały, że przeciwciała te reagują z białkam i 
położonymi blisko cytoplazm atycznej powierzchni błony kom órkowej ko­
m órek różnych organów kurcząt [192]. Podobnie przeciwciała skierowane 
przeciw spektrynie erytrocytów  ludzkich reagują z białkami o podobnej 
masie cząsteczkowej błon kom órkowych nerek, w ątroby, jąder i mózgu 
świni [193]. Embrionalne m iocyty serca kurczęcia, mysie fibroblasty  linii 
3T3, transform ow ane w irusem  SV-40 fibroblasty 3T3 oraz kom órki hepa­
tom a szczura zawierają białko zbudowane z dwóch polipeptydów o masie 
cząsteczkowej 230 000 i 240 000 wykazujące znaczne podobieństwo w s tru k ­
tu rze pierwszorzędowej do spektryny [194].

Frakcje błon kom órkowych mózgu są najbogatszym  źródłem  nazw anej 
przez B e n n e t t a  i wsp. [193] „spektryny mózgowej”. Praw dopodobnie 
tego samego białka dotyczą doniesienia mówiące o fodrynie, kalspektynie 
lub białku wiążącym kalm odulinę [194—203]. Spektrynopodobne białka 
ekstrahu ją  się z błon kom órkowych mózgu zarówno roztw oram i o wyso­
kiej jak  i niskiej sile jonowej [193, 198, 203] i podobnie jak  spektryna nie 
ekstrahu ją  się roztworam i T ritonu X-100 [198]. Fodryna i kalspektyna zbu­
dowane są z dwóch podjednostek o masie cząsteczkowej 240 000 i 235 000 
[193, 196—198, 203]. Przeciw ciała uzyskane przeciw zdenaturow anej fod­
rynie pozwoliły na jej lokalizację w korowej strefie cytoplazm y neuronów  
techniką im m unofluorescencji [192]. Dalsze badania wykazały, że jest ona 
w około 70% związana z błonam i komórek nerwowych, a w około 30% 
w ystępuje w cytozolu [197, 198], Najbogatszym źródłem kalspektyny są 
synaptosom y, a w szczególności ich błony [196, 202].

Innym  białkiem  spektryno-podobnym  jest tzw. białko TW 260/240 
kom órek nabłonka jelita z rąbkiem  prążkow anym  (nabłonka szczoteczko­
wego). Białko to jest jednym  z głównych składników siateczki granicznej 
(term inal w eb) komórek nabłonka jelita. Szkielet m ikrokosmków stano­
wią uporządkowane wiązki filam entów rdzeniowych połączonych leżącymi 
poniżej nich filam entam i siateczki granicznej. Białko TW 260/240 jest 
hetero tetram erem  zbudowanym  z dwóch rodzajów podjednostek o masie 
cząsteczkowej 260 000 i 240 000 [190].

Fodryna i TW 260/240 m ają wiele cech wspólnych ze spektryną (Ta­
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bela 2). Stanowią bowiem rów nom olarny kompleks dwóch podobnych pod- 
jednostek, wiążą i sieciują F-aktynę. W m ikroskopie elektronow ym  struk ­
turaln ie przypom inają spektrynę; w ykazują s truk tu rę  elastycznych, po­
dwójnie spiralnych cząsteczek różniących się długością. D im ery w te tra -  
merze, podobnie jak  w spektrynie łączą się według sym etrii „głowa—gło­
w a” [190, 197, 198, 203], Podjednostki fodryny m ają podobny do spektryny 
skład aminokwasowy [203]. Spektryna mózgowa wiąże się z błonam i e ry ­
trocytów  w m iejscu wiązania spektryny wykazując jednak około dwu­
krotnie m niejsze powinowactwo [193]. Tetram er fodryny w ykazuje sztyw ­
niejszą struk tu rę  na co w skazuje niższy w porównaniu ze spektryną współ­
czynnik sedym entacji — około 11 S [198, 203]. Tetram er fodryny w yka­
zuje także większą stabilność w porównaniu z tetram erem  spektryny, 
gdyż przechodzi w dim er podczas inkubacji w 37°C w obecności 1 M NaBr 
[193] lub 0.6 M KC1 [198].

K alspektyna podobnie jak  spektryna ulega w błonach synaptycznych, 
niezależnej od cAMP endogennej fosforylacji. W wyodrębnionych błonach 
tylko podjednostka 2 o masie cząsteczkowej 235 000 ulega fosforylacji 
[204]. Obie podjednostki są fosforylowane w dodanej kalspektynie [205]. 
Dwie kinazy fosforylujące obie podjednostki kalspektyny wyodrębniono 
z błon kom órkowych mózgu. Jedna z nich o masie cząsteczkowej 800 000 
jest aktyw na w obecności jonów wapnia i kalm oduliny, a druga o masie 
80 000 jest aktyw na niezależnie od kalm oduliny i jonów wapnia, ale do­
datek jonów wapnia zwiększa jej aktywność [205]. Różnice w fosforylacji 
kalspektyny związanej z błonami i izolowanej w ynikają z przestrzennego 
usytuow ania podjednostek i różnic w dostępności dla kinaz [205].

Reaktywność tych  białek z przeciwciałami antyspektrynow ym i jest 
różnie interpretow ana. Jedna z hipotez [193] zakłada, że homologia spek­
tryny  erytrocytów  i jej mózgowego analogu jest rzędu 20%, na co wska­
zuje ograniczona reaktyw ność z przeciwciałami antyspektrynow ym i oraz 
porównanie map peptydow ych obu białek. Ograniczona homologia może 
być jedną z przyczyn niepowodzeń w w ykryw aniu analogów spektryny 
w innych kom órkach [193]. Spektryny stanowią wielogenową rodzinę bia­
łek o wspólnym  pochodzeniu [193]. Spektryna erytrocytów  jest najbardziej 
oddalona ew olucyjnie ze względu na funkcjonalną specjalizację ery trocy­
tów [193]. W edług innej, lepiej udokum entowanej hipotezy białka te za­
w ierają wspólną podjednostkę o masie cząsteczkowej 240 000 [154, 203]. 
Przeciwciała uzyskane przeciw fodrynie i TW 260/240 reagują krzyżowo 
z podjednostkam i o masie cząsteczkowej 240 000 obu białek a także z pod- 
jednostką 1 spektryny [154]. Podjednostka ta wiąże kalm odulinę [154, 
190, 196— 198]. D ruga podjednostka każdego z tych białek jest przy­
puszczalnie swoista dla typu  kom órki (154, 203). W tabeli 2 porównano nie­
które właściwości tych białek. Ograniczoną homologię z podjednostką 1 
spektryny  w ykazuje również białko 2 izolowane z mózgu, wiążące się 
z m ikrotubulam i (MAP2) [206, 207]. Nie poznano, jak dotąd, ani udziału
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białek spektryno-podobnych innych kom órek w tw orzeniu szkieletu ko­
mórkowego, ani także ich in terakcji z błoną komórkową. Nie wszystkie 
cechy tych białek są wspólne. Rozbieżności w ocenie zawartości białek 
spektryno-podobnych i stopnia ich homologii ze spektryną erytrocytów  
nasuw ają wątpliwości, czy białka mózgu przypom inające spektrynę są 
identyczne.

V. Spektryna erytrocytów pacjentów z niektórymi anemiami hemolitycz- 
nymi

Niektóre anemie hem olityczne objaw iające się między innym i nienor­
m alnym  kształtem  erytrocytów  są prawdopodobnie uw arunkow ane uszko­
dzeniami cząsteczek białek tworzących szkielet komórkowy [208].

Spektryna osób z eliptocytozą jest podatna na denaturację cieplną [209] 
oraz wykazuje zaburzoną asocjację d im er-tetram er [210]. Spektryna krw i­
nek tych osób w ykazuje zwiększoną wrażliwość na trypsynę [211]. W nie­
których przypadkach (typ I) uzyskuje się zmienione m apy peptydowe 
w  w yniku straw ienia spektryny  trypsyną [212, 213]. Obserwuje się wzrost 
zawartości fragm entu  o masie cząsteczkowej 73 000 i równocześnie spadek 
ilości fragm entu  o masie cząsteczkowej 80 000. U pacjentki z dziedziczną 
eliptocytozą w ykryto  obecność w arian tu  podjednostki 2 spektryny  o masie 
cząsteczkowej 214 000 w ystępującej obok norm alnej podjednostki 2 [213]. 
Obecność tej zmienionej podjednostki (w ariant beta — Le Puy) nie ule­
gającej fosforylacji powoduje zmienioną interakcję dimerów [213].

Dziedziczna pyropoikiloza jest rzadkim  schorzeniem, które charakte­
ryzuje niepraw idłow y kształt erytrocytów  i ich wzmożona podatność na 
fragm entację pod wpływem  podwyższonej tem pera tu ry  [214] spowodo­
w aną prawdopodobnie dziedzicznie uszkodzoną spektryną [215, 216]. 
Spektryna krw inek  osób z tym  schorzeniem w ykazuje również zwiększo­
ną podatność na denaturację cieplną [216].

Inną anemią z tej grupy jest dziedziczna sferocytoza. Błony ery trocy­
tów  myszy z ostrą anemią sferocytyczną spowodowaną obecnością alleli 
recesywnych w ykazują obniżoną zawartość spektryny [217]. W opisanych 
dwóch przypadkach ostrej sferocytozy błony erytrocytów  zaw ierały naj­
wyżej połowę norm alnej ilości spektryny, z tym  że ubytek podjednostki 1 
był nieco większy niż podjednostki 2 [218]. E ry trocyty  charakteryzow ała 
bardzo duża wrażliwość osmotyczna. Przypadki ostrej, homozygotycznej 
sferocytozy są bardzo rzadkie. Przypuszcza się, że naw et małe obniżenia 
ilości spektryny spowodowane defektam i genetycznym i prowadzącymi 
bądź do obniżenia syntezy, bądź do m odyfikacji potranslacyjnej może po­
wodować cały wachlarz zmian obserwowanych w dziedzicznej sferocytozie 
[218]. Sporo danych dotyczy innych uszkodzeń szkieletu komórkowego 
[208, 219, 220], na przykład obniżenia ilości ankiryny  lub polipeptydu 4.1.
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VI. Podsumowanie

Za spektrynę uważa się białko błon erytrocytów  zbudowane z łańcu­
chów polipeptydowych 1 i 2 analizowanych elektroforetycznie w żelu 
poliakryloamidowym  w obecności SDS. Masa cząsteczkowa podjednostek 
spektryny wynosi 240 000 i 220 000. P unk t izoelektryczny podjednostek 
1 i 2 mieści się w przedziale pH 5.0-5.2. Podjednostka 2 spektryny  ulega 
niezależnej od cAMP fosforylacji. W podjednostce tej znajduje się miejsce 
wiążące ankirynę. W podjednostce 1 znajduje się miejsce wiążące pod- 
jednostkę 2 odpowiadające za tworzenie oligomerów spektryny. Podjed­
nostka 1 wiąże kalmodulinę. Obydwie podjednostki niezbędne są do utw o­
rzenia kompleksu z aktyną i polipeptydem  4.1. W natyw nych kom órkach 
w ystępują te tram ery  i wyższe oligomery spektryny utworzone z heterodi- 
merów. Spektryna, zarówno tetram eryczna jak  i dimeryczna jest elastycz­
ną cząsteczką o strukturze podwójnej spirali i um iarkow anej asym etrii. 
Spektryna w ystępuje w  erytrocytach w szystkich zbadanych gatunków  
zwierząt. Podjednostka 1 spektryny okazała się białkiem  bardzo podobnym 
lub naw et identycznym  z podjednostkam i o masie cząsteczkowej 240 000 
białek szkieletu komórkowego innych komórek. W przypadkach niektó­
rych anemii hem olitycznych stw ierdza się występowanie w erytrocytach 
zmienionej podjednostki 2 lub znaczne zmniejszenie ilości spektryny.

A utor serdecznie dziękuje P ani P rofesor d r W andzie M ejbaum -K atzenellenbogen za 
pomoc w  redakcji tej pracy oraz za życzliwe uw agi i dyskusję a d r A. Kozubkowi 
za dyskusję i graficzne opracow anie ryc. 1

Z a a k c e p to w a n o  do  d r u k u  9.03.1984
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I. Wstęp

Już od dawna z hodowli mikroorganizm ów izolowano niskocząsteczko- 
we związki, tworzące barw ne kom pleksy z żelazem. Rola ich nie była 
znana. Niektóre z nich, jak  w ykrytą już w 1912 r., jako czynnik wzrosto-

*) Prof. d r hab., Zakład Chemii O rganicznej, Politechnika G dańska, ul. M aja­
kowskiego 11/12, 80-952 Gdańsk
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wy M ycobacterium paratuberculosis, m ykobaktynę (1) zbadano dokładnie 
dopiero w roku 1965 (2). Zw rotnym  punktem , k tóry  pozwolił połączyć po­
zornie odległe spostrzeżenia w spójną całość, było wyizolowanie k ry sta ­
licznego kom pleksu żelaza, zwanego ferrichrom em  z ku ltu ry  grzyba 
Ustilago sphaerogena w roku 1952 (3). W tym  samym  czasie w laborato­
rium  firm y Lederle stwierdzono, że inny szczep grzybów Pilobolus kleinii 
wym aga do w zrostu ekstrak tu  nawozowego, lub jak później ściśle określo­
no, koprogenu — kom pleksu żelaza, zawartego w kulturze Pénicillium  (4). 
Jednocześnie w Kanadzie pracowano nad czynnikiem  wzrostowym, okre­
ślonym jako artrobak tyna  (5), a  w Anglii izolowano inny czynnik — 
pierwszą z grupy m ykobaktyn. Siedem lat później grupa K e l l e r -  
S c h i e r l e i n a  rozpoczęła prace nad ferrioksam inam i — rodziną związ­
ków zaw ierających żelazo (6). Związki te okazały się antagonistam i an ty ­
biotyków znanych jako syderom ycyny *. W roku 1960 N e i 1 a n d s w y­
kry ł w cząsteczce ferrichrom u obecność wiązania N-hydroksyam idowego 
(7) a grupa K e l l e r - S c h i e r l e i n a  (8, 9) potwierdziła to odkrycie, 
stw ierdzając, że zarówno ferrichrom , jak  i ferrioksam ina B są kom pleksa­
mi żelaza i kw asu trihydroksam owego. Obserwacją N e i l a n d s a  o fun­
dam entalnym  znaczeniu było stw ierdzenie, że wysokie stężenie jonu żelazo­
wego w pożywce zmniejsza syntezę ferrichrom u (10). Dalszy rozwój badań 
pozwolił na stworzenie obecnie dość już przejrzystej całości, obejm ującej 
spraw y dotyczące transportu  żelaza do komórki drobnoustrojów. Zasad­
nicze elem enty tej konstrukcji logicznej są przedm iotem  niniejszego a rty ­
kułu.

Wiadomo, że żelazo jest niezbędnym  elem entem  procesów biochemicz­
nych, a enzym y zawierające ten  pierw iastek biorą udział w wielkich cyk­
lach biochemicznych, w całej gamie organizmów żywych, od najprostszych 
do bardzo złożonych. Żelazo jest jednym  z najbardziej rozpowszechnionych 
pierwiastków skorupy ziemskiej. Tylko tlen, krzem  i glin są bardziej 
pospolite. W prawdzie w krystalicznej strukturze skał w ystępuje ono w 
postaci jonu żelazawego i żelazowego, jednakże w roztworach wodnych 
i osadach poddanych działaniu tlenu atm osferycznego w ystępuje jedynie 
jako żelazo na trzecim  stopniu utlenienia: Ten stan rzeczy związany jest 
ze stopniową przem ianą atm osfery ziemskiej z beztlenowej w utleniającą, 
co m iało miejsce 3-4*10® lat tem u. Żelazo w wodzie najczęściej spotyka się 
w postaci stabilnego koloidu lub hydrosolu, zdyspergowanego jako uwod­
niony wodorotlenek żelaza Fe(0H )3*nH20 . Iloczyn rozpuszczalności tego 
połączenia jest skrajnie niski, K =  10~88>7 (11). W przeciw ieństwie do tego, 
związki żelaza dwudodatniego są lepiej rozpuszczalne. Stopniowa przem ia­
na jonów żelazawych w żelazowe w biosferze ziemskiej prowadziła, w toku 
ewolucji, do coraz trudniejszego przysw ajania żelaza przez komórki drob­
noustrojów. Proste, pierwotne system y transportu  żelaza m usiały prze­

* P orów naj rozdział III
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kształcić się w złożony, wysokospecyficzny system  um ożliw iający uzyski­
wanie żelaza ze skrajnie trudno rozpuszczalnych substratów .

Obecnie ustalono, że system  ten  obejmuje: biosyntezę niskocząsteczko- 
wego, specyficznego dla jonów żelazowych ligandu, zwanego dalej side- 
roforem , dyfuzję jego poza komórkę, kompleksowanie jonu żelaza przez 
siderofor i aktyw ny transport tego jonu do w nętrza kom órki z w ykorzy­
staniem  specyficznych receptorów  białkowych błony komórkowej. Poni­
żej będą omówione poszczególne elem enty tego układu ze szczególnym 
uwzględnieniem  sideroforów.

II. Jon  żelazowy

Przyczyną szczególnej roli żelaza w biokatalizatorach jest fak t jego 
występowania na dwóch trw ałych  stopniach utlenienia, ze stosunkowo 
szerokim  zasięgiem potencjału u tleniająco-reaukującego około 1 Volt. 
Może on się wahać bowiem od + 300 mV w cytochrom ach typu A do
— 500 mV w ferredoksynach (12). P referow aną geom etrią kompleksów 
żelazowych jest koordynacja oktaedryczna, gdzie centralnie położony jon 
żelaza jest otoczony przez sześć atomów. Żelazo jako pierw iastek przej­
ściowy m a niewypełnione orbitale d. Ligandy wchodząc w sferę koordy­
nacji rozszczepiają zdegenerowany poziom d na dwa poziomy. Ze słabym i 
donoram i elektronów jak  np. z jonam i chlorkowym i tw orzy się tzw. 
kom pleks wysokospinowy, k tó ry  zawiera pięć niesparowanych elektronów. 
Odm iennie — ligandy o silnym  polu dają kom pleksy niskospinowe, zawie­
rające w przypadku żelaza jeden elektron niesparowany. Siderofory, jako 
ligandy, tw orzą z żelazem kom pleksy wysokospinowe d5 (13) o niskiej 
energii stabilizacji pola krystalicznego, które nie m ają dozwolonych przejść 
typu d-d. Widma UV tych kompleksów charakteryzują się intensyw nym i 
pasmami przeniesienia ładunku przy 400-420 nm.

Ryc. 1. O ktaedryczna koordynacja i kom pleks jonu żelazowego.
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In teresu jąca jest również stereochem ia kompleksów oktaedrycznych 
żelaza. W wypadku ligandu dwukleszczowego, lecz niesym etrycznego, tj. 
zawierającego dwa atom y A i B lub dwie jednakow e lecz nierównocenne 
grupy  (np. dwie grupy fenolowe kwasu 2,3-dihydroksybenzoesowego) — 
może powstać teoretycznie aż 16 różnych izomerów geom etrycznych 
i optycznych. Zwykle jednak ta  mnogość jest ograniczona a izomery o m a­
łym  stopniu sym etrii, typu tran s — przeważnie nie w ystępują. Bardzo 
istotne są natom iast izom ery optyczne. Jak  wykazały badania chiralo- 
optyczne — CD (14), kompleksy sideroforów mogą mieć na atomie żelaza 
dwie odmienne konfiguracje, które odpowiadają lewo i praw oskrętnej 
tró jłopatkow ej śrubie. Tego typu chiralne układy o osi sym etrii C3, ozna-

CIS

R ń nB A — np.: C - N
II I
0 0

Ryc. 2. Izomeryczne kom pleksy cis i tran s  jonu żelazowego z dwukleszczowym, 
n iesym etrycznym  ligandem . K onfiguracja wokół żelaza A.

0, 0 2 Ugand i jego nierównocenne atomy tlenu

Ryc. 3. Enancjom eryczna para kom pleksów cis: A i A o przeciw nej konfiguracji 
wokół żelaza.
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czane jako A i A, można łatwo określać przez badanie krzyw ej CD w za­
kresie 400—500 nm. K onfiguracja A charakteryzuje się ujem ną, a A do­
datnią krzyw ą CD (15).

Inny punkt w idzenia na trw ałość kompleksów żelaza daje teoria 
Pearsona (16), p referu jąca jako najbardziej trw ałe pary: tw ardy-tw ardy  
lub m iękki-m iękki. I tak  jon żelazowy, jako tw ardy, będzie preferować 
tw ardy  atom tlenu  w sideroforze, a po redukcji bardziej m iękki jon żela­
zawy tworzyć będzie stabilniejsze kompleksy z atomem siarki w układach 
wewnątrzkom órkowych.

III. Terminologia

Nazwa siderofor, w ybrana dla specyficznego jonoforu jonów żelazowych 
(żelazoforu), wywodzi się od greckiej nazwy żelaza — sidero. Term in si­
derofor *, wprowadzony ostatecznie w roku 1973 przez L a n k f o r d a
(17), zastąpił wcześniej używ any i jednoznaczny z nim  term in syderochrom
(18) oraz wchłonął proponowane przez grupę K e l l e r a - S c h i e r l e i -  
n a (6) pojęcia: syderam in i syderom ycyn, stosowane uprzednio odpo­
wiednio do czynników wzrostowych typu am in oraz do antybiotyków . 
N iestety w literaturze spotyka się jeszcze często dowolności term inologicz­
ne, np. kompleks z żelazem jakim  jest ferrichrom  nazywa się też niekiedy 
sideroforem. Lecz w tej pracy określenie siderofor będzie konsekwentnie 
używane jedynie w odniesieniu do ligandu pochodzenia naturalnego spe­
cyficznego dla jonu żelazowego. D esferri-ferrichrom  (cząsteczkę ferri- 
chrom u bez jonu żelaza) wygodniej będzie nazwać ligandem  ferrichrom u.

IV. Klasyfikacja sideroforów

Obecnie można zasadniczo siderofory zaliczyć do dwóch głównych klas: 
pochodnych fenoli i kwasów hydroksam owych (18). Obie te k lasy  groma­
dzą związki będące słabym i kwasami (pKa =  9) i w ich kompleksach 
zwykle tylko atom y tlenu są w sferze koordynacyjnej żelaza. N ajbardziej 
typowym i przedstawicielam i tych obu grup są: ligand ferrichrom u (tab. 4) 
i enterobaktyna (wzór I). K lasyfikacja ta  jest uproszczona, bowiem przy­
kładowo: m ykobaktyna (wzór XXIII) jest hybrydem , w k tórym  ligand 
koordynuje żelazo zarówno ugrupowaniem  kwasów hydroksam owych, jak 
i atom ami tlenu  reszt fenolowych, a ponadto atomem azotu układu 
oksazoliny.

* A utor św iadom ie w prow adza nazwą polską najbardzie j zbliżoną do oryginału 
(ang.: siderophore), uw zględniając wymogi współczesnych system ów  inform atycznych.
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Ryc. 4. Dwukleszczowe fragm enty  ligandów  (sideroforów) w  sferze koordynacyjnej 
żelaza.

V. Biosynteza sideroforów

Jednym  z najistotniejszych czynników, w pływ ających na proces tw o­
rzenia się sideroforów jest niskie stężenie żelaza w środowisku. O pty­
m alnie wynosi ono 10-7 gat/dcm 3. W zrost jego poziomu do około 10-5 
gat/dcm 8 powoduje stopniowe zahamowanie syntezy ligandu sideroforo- 
wego (18). Całkowity brak  żelaza w strzym uje jednak również wzrost 
drobnoustrojów . Drogi biosyntezy sideroforów zależą od typu  ich budo­
wy. Synteza sideroforów pochodnych fenoli związana jest ze szlakiem 
m etabolicznym  arom atycznych aminokwasów, opartym  na syntezie kwasu 
choryzmowego. Ten ostatni izom eryzuje do kwasu izochoryzmowego, 
z którego tw orzy się kwas 2,3-dihydroksydehydrobenzoesowy, bezpośredni 
prekursor kwasu 2,3-dihydroksybenzoesowego, którego reszty  acylowe są 
popularne wśród ligandów sideroforowych (19). Kwas izochoryzmowy jest 
również prekursorem  kwasu salicylowego, ważnego składnika budowy 
sideroforów (20).

In teresujący jest problem  biosyntezy wiązania N-hydroksyamidowego, 
charakterystycznego dla sideroforów — kwasów hydroksam owych. Fawo­
ryzowana term odynam icznie możliwość utlenienia grupy aminowej do 
pochodnej hydroksyloam iny, obserwowana w biosyntezie ferrichrom u 
i hadacydyny (21, 22), konkuruje z logicznie bardziej akceptowaną możli­
wością utlenienia wiązania amidowego, k tórą obserw uje się na przykła­
dzie kwasu aspergilowego (23). W procesie pierwszym, końcowym etapem  
jest oczywiście acylowanie pochodnej hydroksyloam iny. Dokładniej zba­
dano (24) biosyntezę kwasu rodotorulowego, stosując spektrom etrię maso­
wą. Stwierdzono przy użyciu izotopu tlenu, że enzym atyczne utlenienie 
zachodzi przy udziale tlenu  atmosferycznego. Stwierdzono, że (o-acetylo-co- 
N -hydroksyornityna jest prekursorem  wielu sideroforów z grupy diketo- 
piperazyn i ferrichrom ów  (25).
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Ryc. 5. Droga biosyntezy sideroforów  pochodnych fenoli.

Jest pewne, że praw ie wszystkie typy  aerobowych i częściowo aerobo- 
wych kom órek drobnoustrojów  w ytw arzają siderofory lub korzystają 
z sideroforów. Jedynie u takich beztlenowców jak  Clostridia, czy bak te­
rie  kw asu mlekowego — nie w ykryto  tych związków (26). Siderofory 
z grupy fenoli, w ytw arzane są głównie przez kom órki prokariotyczne. 
U prokariontów  spotyka się również siderofory z grupy kwasów hydro- 
ksamowych, pochodne kw asu cytrynowego. Organizm y z pogranicza bak­
terii i grzybów jak: Actinom ycetes  i Streptom ycetes  posługują się Ugan­
dami ferrioksam in — N -hydroksyam idam i kwasu bursztynowego, podczas 
gdy u drożdży i grzybów przew ażają siderofory typu peptydowego — 
ligandy ferrichrom ów  i fuzaryniny, stanowiące pochodne co-N-acylo-L-co- 
N-hydroksy-L-ornityny. W yższy homolog tego aminokwasu to-N-hydroksy- 
L-lizyna w ystępuje w m ykobaktynach z Mycobacterium, i w aerobakty- 
nie z Aerobacter aerogenes (27). W świetle tych faktów  nie jest dziwne, 
że siderofory w ykryw a się zarówno w glebie (28), jak i w dolnych partiach 
przewodu pokarmowego zw ierząt wyższych (29).

t

-r R — NHOH 
R -N H , R - ljl-C O -R ’

\  R - N H - C O - R '  ^  OH

Ryc. 6. Możliwości biosyntezy kw asów  hydroksam ow ych.
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Tabela 1.

Występowanie sideroforów

Mikroorganizm Siderofor

Escherichia coli enterobaktyna
Salmonella typhimurium enterobaktyna
Bacillus megaterium schizokinen
Mycobacteriae mykobaktyny
Micrococus denitrificans parabaktyna
Cyanobacteriae schizokinen
Streptomyces sp. ferrioksaminya>
Ascomycetes ferrichromy“)
Basidiomycetes ferrichromy
Aspergilli ferrichromy
Neurospora ferrichromy
Penicillia ferrichromy
Fusaria fuzaryniny

a) kompleksy sideroforów z żelazem

VI. Kom pleksy sideroforów

Większość badań nad kom pleksami sideroforów prowadził R a y m o n d  
(30, 31, 32). Ważną, lecz niekorzystną, cechą wysoko spinowych kom plek­
sów żelaza jest bardzo duża szybkość w ym iany jonu centralnego (33), co 
u trudniało  badania. Dlatego też w początkowym okresie posłużono się 
kinetycznie inertnym i, modelowymi, kompleksami sideroforów z chro­
mem (30). Kompleksy sideroforów mogą być obdarzone potrójnym  ładun­
kiem  ujem nym , jak  w  kompleksie enterobaktyny, lub być jego pozbawione, 
jak  w ferrichrom ie. Nie ładunek jednak determ inuje rolę kom pleksu side- 
roforu. Najważniejszą cechą tych kompleksów są ich stałe trwałości, które 
osiągają niezwykle wysokie w artości 1030, a nawet, jak  w przypadku kom­
pleksu enterobaktyny 10“ . Są to najtrw alsze, znane kom pleksy żelaza. Ta 
cecha pozwala na wiązanie jonów żelazowych przez siderofory wydzielane 
przez komórkę do środowiska zewnętrznego (osocze, woda m orska, gleba),

Tabela 2.

Stałe trwałości kompleksów z żelazem wybranych sideroforów (31)

Siderofor lg stałej trwałości

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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naw et gdy zawarte w nim  żelazo znajduje się w bardzo trudno dostępnej 
formie. P rzykłady stałych trw ałości w ybranych kompleksów sideroforów 
ilustru je  tabela 2, w której widać, że kompleksy kwasów hydroksam owych 
m ają niższe stałe, niż kom pleksy fenoli. Rozważania nad stałym i trw ałości 
m ają szczególny sens w odniesieniu do białkowych kompleksów żelaza, 
jak  ferry tyna  i transferyna (34). Wiąże się to bowiem z możliwością usu­
wania żelaza z transferyny  przez bakterie, wydzielające w  osoczu sidero- 
fory, lub przez podawanie do organizm u sideroforopodobnych leków. Taką 
terapię sideroforową stosuje się przy niekorzystnych stanach przeładow a­
nia żelazem, w ystępujących po częstych transfuzjach  u ludzi cierpiących na 
tzw. anemię Cooley’a. W użyciu klinicznym  znalazła zastosowanie sól 
ligandu ferrioksam iny B (35). Również usuwanie aktynowców z organiz­
mu, przy użyciu syntetycznych analogów sideroforów, stało się przedm io­
tem  obszernych program ów badawczych (36).

Kompleksy sideroforów z żelazem są barw ne. Barwa zmienia się od 
złoto-żółtej do purpurow o-czerw onej a zależy od ligandu, pH i składu 
kompleksu. Ta absorpcja jest znaczna w świetle widzialnym  i w u ltra ­
fiolecie.

Proces tworzenia kom pleksu wiąże się z głębokimi zmianami konfor­
m acji sideroforowego ligandu, k tó ry  przechodzi od nieuporządkow anej 
s tru k tu ry  do postaci stabilizowanej niekiedy kilkom a mostkami wodoro­
wymi, jak to np. ustalono, badając rentgenograficznie s tru k tu rę  kryształu  
ferrichrom u A (37). Tą techniką badano również kilka innych kom plek­
sów sideroforów jak: ferrichryzynę (38), ferrioksam inę E (39) oraz kom ­
pleksy triacetylofuzaryniny (40) i m ykobaktyny P (41). Niezwykle isto tną 
spraw ą stała się możliwość ustalenia konfiguracji ligandów wokół atom u 
żelaza. W związkach grupy ferrichrom u określono ją jako cis A. U stale­
nia rentgenograficzne stały się jedną z podstaw do praw idłowych odczy­
tów  chiralności z krzyw ych CD (32). Tak udało się określić kom pleksy 
kwasu rodotorulowego (15) i enterobaktyny, jako cis A (42). Ostatnio po­
dano, że konfiguracja wokół atom u żelaza wiąże się w sposób w yraźny 
z aktywnością biologiczną (43). Kom pleks o układzie A utw orzony z agro- 
baktyną i parabaktyną nie pobudza wzrostu E. coli, a wpływa na wzrost 
P. denitrificans. Odwrotnie, kom pleks enterobaktyny: A pobudza w zrost 
E. coli.

VII. Funkcja biologiczna

Funkcję biologiczną sideroforów oraz ich udział w aktyw nym  tra n s­
porcie żelaza przez błonę kom órkow ą przedstaw ia N e i 1 a n d s (44). P o­
daje on, że przy stosunkowo wysokich stężeniach jonów żelaza drobno­
ustroje korzystają z niespecyficznych procesów jego przysw ajania, k tóre 
są mało zbadane. Natomiast przy niskich stężeniach główną rolę w pro­
cesie asymilacji żelaza odgrywa wysokospecyficzny, sideroforowy system
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transportow y. System  ten udoskonalił się w toku ewolucji, pozwalając na 
przeżycie m ikroorganizm ów w środowiskach o niskich stężeniach żelaza, 
np. w wodzie m orskiej lub w glebach. Jak  wspomniano, ten  system  tran s­
portu składa się z dwóch zasadniczych części: ligandów, zwanych sidero- 
foram i oraz specyficznych dla kompleksu: siderofor — jon żelazowy, biał­
kowych receptorów błony komórkowej. Obecne prace nad wyizolowa­
niem i identyfikacją tych białek receptorow ych prowadzi się głównie na 
bakteriach E. coli i Salmonella typh im urium  (45). U E. coli, k tóra nie 
w ytw arza ferrichrom u, lecz korzysta z en terobaktyny stwierdzono dwa 
różne receptory: receptor ferrichrom u, białko o masie cząsteczkowej 
78 000 (kodowane przez gen ton  A lub fh u  A (46) oraz dość labilny receptor 
en terobaktyny o masie cząsteczkowej 81 000 (gen cbr lub fep  A (47). Re­
ceptor ferrichrom u jest też receptorem  fagów Tj, T5, 0  80, kolicyny M 
oraz antybiotyku albom ycyny.

Przypuszcza się, że biosynteza enterobaktyny ma negatyw ną regula­
cję ekspresji genów. P rzy  dużym stężeniu żelaza w komórce, spowodowa­
nym  transportem  aktyw nym  przy udziale sideroforu, tw orzy się kom ­
pleks: żelazo — aporepresor. Blokuje on operon genów, w strzym ując 
transkrypcję  i syntezę białek enzym atycznych, niezbędnych do syntezy 
sideroforu. Synteza sideroforu zmniejsza się lub ustaje. W toku obecnie 
prowadzonych prac ustala się położenie genów, kodujących enzym y en­
terobaktyny, w chromosomie E. coli (44).

Dotąd nie są całkowicie w yjaśnione wszystkie spraw y związane z m e­
chanizmem sideroforowego transportu  żelaza. Siderofor, wydzielony na 
zew nątrz komórki, w ytw arza kompleks, w ykorzystując trudno dostępne 
źródło żelaza. Kompleks przyłącza się do receptora. Dalsze etapy tra n s­
portu żelaza różnią się w zależności od ligandu. Ferrichrom  wnika do ko­
m órki poprzez błonę, zwykle z udziałem  permeaz. W ew nątrz kom órki na­
stępuje redukcja jonu żelazowego. Kompleks rozpada się, a siderofor

Ryc. 7. Wysokospecyficzny system transportu jonów żelazowych poprzez błonę bio­
logiczną.
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zostaje ponownie użyty (48). Można by sądzić, że ten  m echanizm  jest 
typow y dla większości sideroforów. W przypadku jednak kwasu rodotoru- 
lowego, kompleks przekazuje żelazo na powierzchni komórki, ale sidero­
for jest też ponownie użyty (49). Uwolnienie żelaza łączy się z jego reduk­
c ją  gdyż kompleksy żelazawe sideroforów nie są trw ałe. Dlatego też 
określono potencjały redoksowe kompleksów kilku sideroforów, które 
z w yjątkiem  kompleksu enterobaktyny (—750 mV), znajdują się w  za­
sięgu reduktorów  kom órkowych (50). Najbardziej dyskusyjny jest m echa­
nizm  transportu  z udziałem enterobaktyny. Nie naruszony kompleks w ni­
ka do komórki. Z uwagi na niski potencjał dawniej przyjm ow ano lizę 
ligandu esterazą (51) i następnie redukcję. Obecnie jednak ta  koncepcja 
jest podważana (52), tym  bardziej, że i cykliczne analogi en terobaktyny 
bez wiązania estrowego w ykazują też aktywność sideroforową. Ligand 
enterobaktyny użyty jest jednorazowo.

Od kilkunastu lat panuje opinia, że nadm iar łatw o osiągalnego żelaza 
w organizmach zwierzęcych sprzyja infekcjom  (53). Stężenie nie wiązanego 
żelaza w osoczu jest bardzo niskie (10- ł  ^Molowe) i dlatego też tylko bak­
terie  zdolne do syntezy sideroforów mogą mnożyć się w organizmie go­
spodarza i uzyskiwać żelazo z transferyny  (54). Znam ienne jest, że pato­
genne szczepy E. coli nie korzystają z enterobaktyny, ale stosują do 
transportu  żelaza aerobaktynę (55).

• *

VIII. Budowa, właściwości i syntezy chemiczne sideroforów

Jak  wspomniano, siderofory mogą być pochodnymi fenoli lub kwasami 
hydroksam owym i. Niezależnie od tego należy omówić siedem grup związ­
ków: fenole, grupę ferrichrom ów , grupę kwasu rodotorulowego, pochodne 
kwasu cytrynowego, fuzaryniny, m ykobaktyny oraz ferrioksam iny.

Tabela 3.

K lasyfikacja sideroforów

Pochodne fenoli Kwasy hydroksam ow e

enterobaktyna 
agrobaktyna, parabaktyna 
i w ibriobaktyna 
poch. aminokwasów

ferrichrom ya>
kwas rodotonilow y, dimerowy 
i koprogen 
fuzaryniny A, B, C 
aerobaktyna, schizokinen 
m ykobaktyny 
ferrioksaminy*)

a) kompleksy z żelazem

VIII-1. Siderofory fenolowe

Ta grupa sideroforów jest stosunkowo m ało liczna i obejm uje entero- 
baktynę (wzór I), pochodne 2,3-dihydroksybenzoilowe kilku aminokwasów
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Ryc. 8. S iderofory — pochodne fenoli.

oraz takież pochodne sperm idyny: agrobaktynę, parabaktynę (wzory II 
i III) i w ibriobaktynę.

Cyklodepsipeptyd tri-(2,3-dihydroksybenzoilo-N-serynę) — wyizolo­
wano niezależnie: jako enterobaktynę (56) i jako enterochelinę (19). Zw ią­
zek ten jest popularnym  sideroforem  bakterii jelitow ych i w ystępuje 
u Escherichia coli, Salmonella typhim urinm , Aerobacter aerogenes, Ente- 
robacter cloacae i Klebsiella pneumoniae. Nierozpuszczalny w wodzie 
ligand można uzyskać przy niskim  pH przez prostą ekstrakcję brzeczki 
octanem etylu. Pom iary chiralooptyczne kompleksów enterobaktyny w y­
kazały, że 12 członowy policykliczny ester układa się w konfigurację A 
wokół atomów chrom u i żelaza (42). Przez analizę widm elektronow ych 
i techniką Ramana udowodniono, że żelazo jest koordynowane wyłącznie 
przez układy w icynalnych dioli tego sideroforu (57).

Badania przy użyciu 13C NMR — izostrukturalnego wobec kom pleksu 
żelaza, trw ałego kom pleksu galu wykazały drastyczne zmiany konform a­
cji cząsteczki enterobaktyny w tym  kompleksie (58). Techniką spektro­
skopii M óssbauera potwierdzono możliwość istnienia kom pleksu en tero­
baktyny, zarówno z jonam i żelazowymi, jak i żelazawymi. Dlatego przy­
puszcza się, że redukcja jonów żelazowych kom pleksu może być koniecz­
na dla jego przejścia przez błonę cytoplazm atyczną (59). Znane są dwie 
złożone syntezy en terobaktyny (60, 61). O trzym ano również jej enancjo- 
m er (61), którego kompleks o odwrotnej tj. A konfiguracji nie jest wyko­
rzystyw any przez E. coli. Celem lepszego zrozumienia w pływ u elem entów
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0

Ryc. 9. Budowa kom pleksu enterobaktyny.

budowy enterobaktyny na stałe trw ałości jej kompleksów i działanie, 
otrzym ano jej aktyw ny analog karbocykliczny (62). Inne cykliczne synte- 
tyki, oparte budową na układzie pierścienia benzenowego (63, 64), tw orzą 
kom pleksy z żelazem o bardzo wysokich stałych trw ałości 1048 i są zdolne 
do usuw ania żelaza z transferyny. Otrzym ano też serię analogów z do­
datkową grupą sulfonową i stw ierdzono ich przydatność do usuw ania ak­
tynowców z organizmu (36).

Z różnych k u ltu r bak tery jnych  hodowanych przy niskim stężeniu 
żelaza wyodrębniono cały szereg prostych pochodnych aminokwasów. 
I tak, kwas itoikowy: (wzór IV) wyodrębniono jako pierwszy siderofor 
fenolowy z Bacillus subtilis  (65), z E. coli wyizolowano N -2,3-dihydroksy- 
benzoiloserynę (wzór V) a z Klebsiella oxytoca  takąż pochodną treoniny 
(wzór VI) (66, 67). a-N-tt>-N-di(2,3-dihydroksybenzoilo)-lizyna (wzór VII) 
jest prawdopodobnie sideroforem  Azobacter vinelandii (68). Biorąc to  pod 
uwagę otrzym ano analog sideroforu (wzór VIII), z sześcioma grupam i che- 
latującym i, k tóry jednak okazał się nieaktyw nym  (69).

DHBA

DHBA -  Gly IV 
DHBA - S e r  V 
DHBA - T h r  VI

DHBA — Lys VII
DHBA DHBA 

DHBA — Lys — Lys VIII

Ryc. 10. Pochodne 2,3-dihydroksybenzoilowe (DHBA) am inokwasów.
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Niektóre pochodne sperm idyny też mogą działać jako siderofory. 
Z Mikrococcus denitrificans wyodrębniono (70) parabaktynę, określając 
pierw otnie jej budowę jako N1,N8-bis-/2,3-dihydroksybenzoilo-/-N4-/salicy- 
loilotreonilo/-sperm idynę, jednakże Neilands skorygował tę s truk tu rę  
stw ierdzając obecność pierścienia oksazolinowego (71). Ta korekta suge­
row ana była ustaleniem  przez tego autora (72) budowy agrobaktyny, side- 
roforu  izolowanego z Agrobacterium  tum efaciens, organizmu powodujące­
go „rakopodobne” zmiany u roślin. Agrobaktyna, podobnie jak  parabakty- 
na — tw orzy kom pleks typu A z udziałem pary  elektronów  azotu oksazo- 
liny i tlenu  grupy fenolowej, odpowiednio reszty  2,3-dihydroksybenzoilu 
lub salicyloilu. Badania rentgenograficzne wykazały, że płaska cząsteczka 
kom pleksu agrobaktyny o grubości 3,8 À ma konform ację stabilizowaną 
pięcioma w ew nątrzcząstkowym i m ostkami wodorowymi (73). Ostatnio 
ustalono budowę w ibriobaktyny — sideroforu Vïbriocholerae (69, 73a).

V m -2 . Siderofory — kw asy hydroksam ow e

Grupę ferrichrom u trzeba uznać za jedną z najw ażniejszych grup 
kompleksów sideroforów, zarówno z uwagi na podkreślone już znaczenie 
historyczne, jak  i na wielką ilość prac jej poświęconych. K lasyczny „pro­
to typ” wszystkich kompleksów sideroforów — ferrichrom  został wyod­
rębniony z grzyba Ustilago sphaerogena (3) zaś inne związki tej grupy 
spotyka się u Ascom ycetes, Basidiomycetes i Fungi im perjecti. F errichro­
m y i związki podobne izolowano też z ku ltu r Aspergillus, Pénicillium  
(w tym  i z Pénicillium  requejorti), Neurospora, Ustilago. Należy podkreślić, 
że heksapeptydów ferrichrom ow ych nie w yodrębniano z kom órek proka- 
riotycznych.

Tabela 4»
Budowa ligandów grupy ferrichromu

Nazwa Cykloheksapeptyd

ferrichrom (18) 
ferrichrom A (8) 
ferrirubina (8) 
ferrirodina (8) 
ferrichryzyna (75) 
ferrikrocyna (18) 
barwnik wina Sake (76) 
ferrichrom C (76) 
malonichrom (74)

cyklo-Gly-G ly-G ly-Orn'-Orn'-Orn1-
cykIo-Ser-Ser-Gly-Orn,’-Orny-Orn,'-
cyklo-Ser-Ser-Gly-OmI-Ornł-Orn*-
cyklo-Ser-Ser-Gly-Ornz’-Ornł,-Orn1’-
cyklo-Ser-Ser-G ly-Orn*-Ornx-Ornł-
cyklo-Gly-Ser-Gly-Orn*-Ornx-Orn’1-
cyklo-Ser-Ala-Gly-Ornx-Orn*-Ornx-
cyk lo-G ly-Ala-Gly-Ornx-Ornx-Orn*-
cyklo-Gly-Ala-Gly-Ornm-Ornn,-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 = co-N-OH- 6i-N-trans-HO-CH2C H 2C (C H 3) = CH-CO- 
z’ = co-N-OH- co-N-cis- jak wyżej 
m = u-N -O H - to-N-cis-HOOC-CH = CH-CO-
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Ferrichrom y są kompleksami z żelazem cyklicznych heksapeptydów, 
zawierających, co jest dla nich charakterystyczne, następujące po sobie 
3 reszty oo-N-acylo-N-hydroksyornityny. Acylem może być acetyl, m aleinyl 
(74) lub acyl kwasu trans-P-m etyloglutakonowego (7). Pozostałym i trzem a 
resztam i aminokwasów są reszty glicyny, alaniny i seryny. Obecność 
reszty glicynowej w pozycji 1 jest niezbędna dla zapewnienia właściwej 
konform acji całej cząsteczki kom pleksu sideroforu. Badania rentgenogra- 
ficzne kryształu  ferrichrom u A (37, 77) wykazały, że kompleks ten  za­
wiera pierścień heksapeptydow y z charakterystyczną dla peptydów gli­
cyny pętlą konform acyjną ((3-zgięcie), spięty tylko jednym , bardzo k ró t­
kim transanularnym  m ostkiem  wodorowym, pomiędzy grupą karbonylow ą 
reszty seryny w pozycji 3 a protonem  wiązania amidowego glicylo-N- 
hydroksy-ornityny. Drugi wewnątrzcząsteczkowy mostek wodorowy łączy 
azot amidowy drugiej reszty  oo-N-hydroksyornityny z tlenem  N -hydroksy- 
amidu tego aminokwasu. Podobne wyniki otrzymano, badając kryształy  
ferrichryzyny (38) i ferrichrom u (78) oraz roztw ory kompleksów glinu 
ligandu ferrichrom u techniką NMR (79, 80). Sam ligand ferrichrom ow y 
ma odm ienną od kom pleksu płaską konform ację, typową dla cykloheksa- 
peptydu, stabilizowaną dwoma transanularnym i m ostkami wodorowymi 
(79). Ostatnio w oparciu o analizę widm dichroizmu kołowego uważa się,

Ryc. 11. Budowa cząsteczki fe rrich rom u A (37).

że ferrichrom y mogą dodatkowo kompleksować jon magnezowy, działając 
jako jonofory tego jonu (81). Ferrichrom y doczekały się trzech syntez. 
Pierw szą przeprowadzono budując heksapeptyd z reszt oo-nitrowaliny 
(wzór IX) i stosując redukcję (82). Druga synteza oparta  była na pracy 
z resztą o)-N-tozylo-o)-N-benzyloksyornityny (wzór X) (83). W syntezie 
trzeciej otrzym ano enancjoferrichrom  poprzez oksazirydyny (wzór XI)
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Tos 0 V
I nCHC6H5 

NO j  N - O B z l
I I I

(CH2)3 (CH2)3 (CH2)3
I I I 

-NH—CM—CO— -N H -C H -C O -  -N H -C H -C O -

IX X XI

Tos -  p-toluenosulfonyl B z l— benzyl 

Ryc. 12. Reszty am inokw asów  użyte do syntez ferrichrom u.

(84). Badania ferrichrom u wykazały, że jon żelazowy jest koordynow any 
w układzie cis A (78). Enancjoanalog tw orzy kompleks o odwrotnej kon­
figuracji A, k tóry  wykazywał niską aktyw ność biologiczną wobec grzy­
bów (85).

Z uwagi na występowanie w cząsteczce reszt to-N -hydroksyornityny, 
kw as rodotorulowy, dimerowy, koprogen (wzory XII, X III i XIV) i trio r- 
nicyna są najbardziej zbliżone budową do ferrichrom ów . Kwas rodotoru­
low y wyizolowano jako produkt m etabolizm u Rhodotorula pilimariae
i z innych drożdży, co zadecydowało o jego nazwie. Jego budowę che­
m iczną ustalono przez degradację do ornityny, redukcję do znanej diketo- 
piperazyny co-N-acetylo-L-ornityny oraz na podstawie w idm a NMR (86).

V
A o - N H C H ^ ^ N ^ o  

OH OH

0 (C H ^ -N -A c

kw rhodotorulowy Ac = C0CH3 XII 
kw dimerowy Ac = Ac, XIII

H

A c r N - I C H ^ ^ k ^ O  
OH

T  H CH. >
Ac— N—(CH ĵ V _ /

CHj CO—NH-CH—CO—0—(CHa), XfH

koprogen XIV CH^ CO -
C =  C

Ac,= HO-iCH^/ ^H 

Ryc. 13. Siderofory z grupy kw asu rodotorulowego.
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Kwas rodotorulow y jest diketopiperazyną oo-N-acetylo-L-w-N-hydroksyor- 
nityny, krystalizującą bezpośrednio po oddzieleniu komórek i zagęszczeniu 
brzeczki. Ferm entacja pozwala otrzym ać bardzo znaczne ilości tego związ­
ku (3—4 g/dem 8 brzeczki). Biosynteza kwasu rodotorulowego przebiega 
przez stadium  N -hydroksyornityny, która może cyklizować na piperydon 
(wzór XV) przy niskim  pH (87). Kompleksy żelazowe kwasu rodotorulo­
wego badał R a y m o n d  (15). Stw ierdził on, że w zakresie pH 4— 11 
istnieje obojętny kom pleks wielordzeniowy, zbudowany z dwóch jonów 
żelazowych i trzech cząsteczek ligandu. P rzy  pH niższym od 4 dysocjuje 
on na jednododatni m onom eryczny kation, w którym  dwie grupy hydro- 
ksyamidowe koordynują jeden atom żelaza. Badanie krzyw ych CD obojęt­
nego kom pleksu wykazało, że ma on absolutną konfigurację A wokół jonu 
żelaza. Był to pierwszy znany tego typu neu tra lny  kompleks w grupie

XV Orn

ch5con  OH 

I
OH (CK),
I I

Orn ----- ►NHj—CH—COOH

\ w .  rhodotorutowy

Ryc. 14. B iosynteza kw asu rodotorulowego.

sideroforów. Dotychczas opisano trzy  syntezy kwasu rodotorulowego, 
wszystkie poprzez cyklizację odpowiedniego dipeptydu. W pierwszej z nich 
stosowano redukcję nitropochodnej (88), dwie inne wprowadzają ugrupo­
wanie hydroksyloam inow e z benzyloksyam iny (89, 90). Najprostszą po­
chodną oo-N-hydroksyornityny wyodrębniono (91) ze szczepu Fusarium  
roseum, nazyw ając ją cis-fuzaryniną (wzór XVI). Związek ten  nie ma ani 
własności czynnika wzrostowego ani też własności antybiotycznych, ale 
jest prawdopodobnie prekursorem  bardziej złożonych sideroforów. Side- 
roforem  okazał się natom iast kwas dimerowy, izolowany obok fuzaryniny 
z Fusarium dim erum , będący diketopiperazyną trans-fuzaryniny  (92). 
Budowę jego potwierdziła synteza (88). Innym i zbliżonymi struk tu ra ln ie
i metabolicznie czynnikam i transportu jącym i żelazo są jego kompleksy: 
koprogen B (92) i koprogen (4) — estry  kwasu dimerowego i fuzaryniny, 
bądź acetylofuzaryniny, znalezione w kulturach  Penicillia i Neurospora 
crassa. Koprogen w ystępuje też u Epicoceum pupurasceus wraz z inhibi­
torem  kom órek rakowych, prostszym  sideroforem  triornicyną, w k tó re j 
acetyl zastępuje złożony acyl (93).
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Sideroforam i są również proste, nietrw ałe di- i tridepsipeptydy, za­
w ierające dwie lub trzy  reszty  cis-fuzaryniny, połączone wiązaniami estro ­
wymi, które wyodrębniono z Fusarium  i oznaczono jako fuzaryninę A, 
B, C (wzory XVII, XVIII, XIX) (94). Sądzi się, że ostatnia z nich, zwana 
fusigenem  — jest jonoforem  żelaza u Fusarium, roseum  (95). Obecność 
a,P-nienasyconej reszty  acylowej w serii wym ienionych związków po­
tw ierdziły widma UV i w yodrębnienie nienasyconego ó-laktonu. Sidero- 
forem  jest także N,N’,N”-triacetylofuzarynina C (triacetylofusigen), w y­
izolowana jako trw ałe indyw iduum  chemiczne z Pénicillium  nieokreślonego 
szczepu (96). Analiza rentgenograficzna jej kompleksu z jonem  żelazo­
wym wykazała, że jest to cząsteczka prawie płaska o grubości ok. 4,5 À. 
W szystkie grupy acetylowe leżą w płaszczyźnie pierścieni, a wiązania 
N-hydroksyam idow e są również płaskie. K onfiguracja na atomie żelaza 
jest cis A ty lko  w krysztale otrzym anym  z m ieszaniny etanol-benzen. 
K rystalizacja z chloroform u daje diastereoizom er o konfiguracji A. Zna­
m ienne jest, że kinetycznie labilny kompleks w roztworze wodnym  ulega 
przem ianom  A A z przewagą form y A (40).

H-
/ H

C=C
—O-ICHjV

,0H
X C 0 - f j /

(CHjlj 
NHj—CH—CO ——OH

Cis fuzarynina n = 1 XVI
fuzarynina A, dimer n=2 XVII 
fuzarynina B, trimer n=3 XVIII 
fuzarynina C, cykliczny trimer XIX 

Ryc. 15. Fuzaryniny.

OH O

/C O —N H -?H -(C H ,)n-  N - C - C H ,

T 0H
CH, \ ) H  OH O

N C 0 -N H -C H -(C H ^ -  n - c - ch3 

R

aero baktyna R = COOH 
arthrobaktyna R = H 
schizokinen R = H

n =4 XX 
n =4 XXI 
n =2 XXII

Ryc. 16. Pochodne kw asu cytrynowego.

Siderofory — sym etryczne pochodne kwasu cytrynow ego to aerobak- 
tyna, artrobak tyna i schizokinen (wzory XX, XXI, XXII). Pierw sza 
z nich — aerobaktyna — wyizolowana z Aerobacter aerogenes (97) jest 
pochodną co-N-acetylo-co-N-hydroksy-L-lizyny. Oznaczone potencjom e- 
trycznie w artości pKa 3.11, 3.48, 4.31 — odpowiadają grupom  karboksylo­
wym, a 8.93 i 9.44 — protonom wiązań N -hydroksyam idow ych (98). Sy­
m etryczną budowę ma również artrobaktyna (5), zawierająca dwie 
reszty l-am ino-5-N -acetylo-N -hydroksyam inopentanu. Kompleks żelazo­
wy artrobak tyny  znany był dawniej jako „terregens factor”. Znacznie 
krótsze odległości pomiędzy chelatującym i grupam i w ystępują w schizoki- 
nenie (99). Związek ten  wyodrębniono z Bacillus m egatherium , lecz także 
z sinicy Anabena sp. (100), co w skazuje na znaczną rolę sideroforów
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w morzu. Podano dokładniejszą charakterystykę kompleksu aerobaktyny 
(98), określając elektrochem icznie jej potencjał redoksowy przy pH 7 na
— 336 mV, ustalając konfigurację absolutną na jonie żelazowym jako A, 
oraz podając stałe trw ałości obserwowanych czterech równowag m etal- 
ligand. W ykorzystując pochodne l,3-dioksolan-4-onu, otrzym ano niedaw ­
no aerobaktynę (101), a z estrów  kwasu cytrynowego schizokinen (102).

M ykobaktyny są najdaw niej badaną i jedną z najliczniejszych grup 
sideroforów. Obszerny jej opis podał S n o w  (103). Dziewięć głównych 
m ykobaktyn (wzór ogólny XX III) oznaczanych od rodzajów szczepów lite ­
ram i P, T, M, N, A, F, H, R i S — jest zwykle m ieszaniną dwóch lub 
trzech homologów, nie zawsze wyizolowanych w stanie czystym. Dobrze 
scharakteryzow ano główny siderofor M ycobacterium phlei — m ykobak- 
tynę P-18-cis-A2. Hydroliza jedynego wiązania estrowego u różnych m yko­
bak tyn  daje różne kwasy m ykobaktynowe i alkohole: kobaktyny. Prócz 
hydroliz i badań NMR bardzo użyteczne okazały się widma masowe glino­
w ych kompleksów m ykobaktyn. Ustalono, że m ykobaktyny można podzielić 
na dwa typy. Typ P  zawiera kwasy m ykobaktynowe, zbudowane z reszt 
kwasu salicylowego lub 6-metylo-salicylowego, seryny lub treoniny, oo-N- 
hydroksylizyny tworzącej N -hydroksy-e-laktam  i a,(i-nienasyconej reszty  
kw asu tłuszczowego. W m ykobaktynach typu M zamiast tej ostatniej, w y­
stępuje acetyl lub priopionyl. Kobaktyny, oprócz drugiej reszty  co-N-hy- 
droksylizyny, tworzącej N-hydroksy-E-laktam, zaw ierają amidowo zwią­
zany Y-metylo-P-hydroksy-kwas, k tó ry  w m ykobaktynach typu  M m a dość 
długi łańcuch boczny. S tru k tu ra  kom pleksu m ykobaktyny P  była badana 
rentgenograficznie (41). Jon  żelazowy koordynowany jest przez dwa w ią­
zania N -hydroksy-am idowe, tlen  fenolowy i atom azotu oksazoliny, po­

XXIII

R,—C—N—(CH2) — CH— CO—0

0 OH
II I . . 1

R2 Rsi R5 = H lub CH, 

szczegóty budowy R,iRjxitrz (34) 

Ryc. 17. Wzór ogólny mykobaktyn.
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wstałej biogenetycznie z reszty salicylo-serynowej lub treonilow ej. Myko- 
bak tyny  można form alnie zaliczyć do grupy kwasów hydroksam owych, 
jak  i do grupy sideroforów fenolowych. Cechą charakterystyczną m yko- 
baktyn są reszty kwasów tłuszczowych. Znaczna lipofilowość cząsteczki 
w porównaniu do innych sideroforów obniża wprawdzie ich rozpuszczal­
ność w wodzie (15 ng/cm8 przy 20°C), ale jest cechą niezm iernie istotną 
dla okrytych otoczką woskową kom órek M ycobacterium, które korzystają 
z tych sideroforów. Ostatnio sugeruje się, że m ykobaktyny działają jako 
etap  pośredni w powiązaniu z innym i egzokomórkowymi chelatoram i żela­
za o nieznanej budowie — egzochelinami (104). M ykobaktyny nie docze­
kały się jeszcze pełnej syntezy. Trzeba ty lko  odnotować udaną syntezę 
związku modelowego m ykobaktyny S 2, opartą na w ydajnym  N-alkilowa- 
niu kwasu hydroksam owego (105).

Ferrioksam iny zaliczane wcześniej do grupy czynników wzrostowych, 
tzw. syderam in — izolowano z k u ltu ry  Actinom ycetes, przy okazji badań 
nad antybiotykiem  ferrim ycyną A. Praw ie wszystkie wcześniejsze bada­
nia nad tym i czerwono-brązowymi kom pleksami żelaza opisał K e l l e r -  
S c h i e r l e i n  (6). Ferrioksam iny w ystępują niemalże u wszystkich 
szczepów A ctinom ycetes  a ponadto u Streptom ycetes  i Nocardia. Stosując 
rozdział przeciwprądowy i kationity  oczyszczono nie ty lko  główny skład­
nik tej grupy: ferrioksam inę B (wzór XXIV) ale i 8 innych jej składni­
ków. G rupa ferrioksam in składa się: z zasad — ferrioksam iny Aj (wzór 
XXV), A2, B (wzór XXIV), C, F, ferrioksam in neutralnych  D2, E (wzo­
ry  XXVI, XXXI, XXX) oraz am foterycznej G (wzór XXVII). Długołańcu- 
chowy ligand ferrioksam iny B oplątuje jon żelazowy, koordynując go trze­
ma ugrupowaniam i N-hydroksyam idow ym i. W łańcuchu w ystępują prze­
m iennie trzy  reszty l-am ino-5-N -hydroksyloam inopentanu i dwie kwasu

/
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bursztynowego, przy czym końcowa grupa hydroksyloam inowa jest N-ace- 
tylow ana. Sym etryczny układ dwóch wiązań amidowych i trzech N -hydro- 
ksyam idowych potwierdziła synteza (106). Określono rentgenograficznie 
(39) budowę kryształu  ferrioksam iny E kom pleksu związku cyklicznego. 
Okazało się, że ligand jest identyczny z Nocardaminą, izolowaną nie­
zależnie wcześniej z Nocardia (107), a ostatnio z Pseudomonas stu tzeri 
(108). P łaska cząsteczka ferrioksam iny E o grubości tylko 3,6 A ma 3 w ią­
zania amidowe w układzie trans, leżące w płaszczyznach nieomalże prosto­
padłych do płaszczyzny cząsteczki. Kompleks ten  w ystępuje jako miesza­
nina izomerów cis A i cis A. Udało się rozdzielić kom pleksy chromowe 
ligandu ferrioksam iny B na izom ery cis i trans  (109). Stwierdzono, że 
w ferrioksam inach Ax i A 2 oraz D2 w miejsce pochodnej pentanu w stępują 
reszty l-am ino-4-N -hydroksyloam inobutanu. Ligand ferrioksaminy B do­
czekał się doskonałej chemicznie syntezy, opartej na w ykorzystaniu po­
chodnej l,2-oksazyno-3,6-dionu (110). Jednak firm a Ciba produkuje ligand 
ferrioksam iny taniej, poprzez ferm entację. W prowadzono go na rynek  
w postaci soli z kwasem  metanosulfonowym , pod nazwą desferalu, jako 
lek w stanach przeładowania żelazem. Otrzym ano dwa analogi ligandu 
ferrioksam iny B (wzory XXVIII i XXIX), spodziewając się zwiększonych 
stałych trwałości ich kompleksów (llOa). Badania nad ferrioksam inam i 
ułatw iły  ustalenie s tru k tu ry  antybiotyku ferrim ycyny A, której część czą­
steczki ligandu okazała się identyczna z ligandem  ferrioksam iny B (6).

IX. Uwagi końcowe

Badany od kilkudziesięciu lat wysokospecyficzny, sideroforowy system  
transportu  żelaza przybiera form ę kom pletnej całości. Prace z tej dziedziny 
stanow ią doskonały przykład badania szczegółów aparatu  transportow ego 
kom órek bakteryjnych. W chemii, siderofory spełniły rolę złożonych mo­
deli do rozwinięcia metod określania konfiguracji na atomie żelaza w kom­
pleksach i były przykładem  związków naturalnych  najstaranniej badanych 
w szystkim i możliwymi m etodami spektroskopowymi. Chemia kompleksów 
została uzupełniona grupą związków o niespotykanych dotąd stałych trw a ­
łości. Poznanie budowy ligandów sideroforowych i próby ich otrzym ania 
pozwalają na doskonalenie m etod syntezy tych trudnych  do otrzym ania 
układów, jakim i są kwasy hydroksam owe i katechole. Niezbyt wiele ze­
społów zajęło się dotąd tym  problemem. Badania podstawowe doprowa­
dziły do praktycznego zastosowania sideroforów w terapii. Powszechne 
występowanie sideroforów w m ikroorganizm ach, także patogennych, przy 
braku  ich w komórkach organizmów zwierzęcych — stworzyło możliwość 
syntezy leków o selektyw nym  działaniu (111). W ykrycie dom inującej roli 
organizmów w ytw arzających siderofory w ekosystemach wodnych (112) — 
otworzyło kuszącą możliwość regulacji równowagi ekologicznej w wodzie
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lub w glebie, przy użyciu sideroforów lub im podobnych syntetyków. Po­
jaw iają się już obecnie prace o w yodrębnianiu z roślin związków kom plek- 
sujących żelazo (113, 114) a nie odpowiadających opisanej tu  klasyfikacji. 
Ponieważ niedobór żelaza u roślin jest kluczowo w ażny dla agrotechniki — 
spodziewać się należy, że będzie to niedługo cen tralny  punkt omawianego 
problem u. W ystępowanie sideroforów u bakterii glebowych i fakt, że 
związki te kompleksu ją też aktynowce — wiążące się z realną groźbą wpro­
wadzenia przez nie radioaktyw nych nuklidów do łańcucha pokarmowego, 
tym  bardziej, że odnotowano już występowanie sideroforów w winie (76)
i serze (115).

L ite ra tu ra  dotycząca naturalnych  kwasów hydroksam owych, sidero­
forów naturalnych  i ich syntetycznych analogów oraz transportu  żelaza 
w m ikroorganizm ach jest bardzo obszerna. Pojaw iło się już około trzy ­
dziestu artykułów  przglądowych z tej dziedziny (6, 12, 17, 18, 27, 28, 30— 
32, 34— 36, 44, 53, 54, 79, 103, 106, 111, 116— 129). Część z nich jednak 
zestawia już dane nieaktualne, zaś starsze prace oryginalne szybko ule­
gają zapomnieniu.

Dlatego przy opracowywaniu niniejszego artyku łu  napotkano istotną 
sprzeczność. Trudno jest bowiem jednocześnie podać krótko całość zagad­
nienia i uściślić ją współczesnymi danymi.
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Enzymy z grupy niespecyficznych kwaśnych fosfomonoesteraz 
(E.C.3.1.3.2.) budzą zainteresowanie biologów od wielu lat, ponieważ mimo 
powszechnego występowania w świecie organizmów żywych ich funkcja 
metaboliczna nie została w pełni poznana. Prace dotyczące obecności tych 
enzymów w tkankach roślin wyższych pojawiły się w latach dwudzies­
tych naszego stulecia [1]. Badania z lat sześćdziesiątych dotyczyły głów­
nie występowania w komórce i przypuszczalnej funkcji tych enzymów [2, 
3, 4], w m niejszym  zaś stopniu prób m olekularnej charakterystyki [5, 6, 
7, 8]. Przegląd właściwości fosfataz kwaśnych z tego okresu uw zględniają­
cy kilka enzymów z tkanek roślin wyższych omówiony został w Postę­
pach Biochemii w 1973 r. [9]. Doniesienia z ostatnich dziesięciu lat przy­
noszą m ateriał, um ożliw iający podjęcie próby scharakteryzow ania pod 
względem biochemicznym tej zróżnicowanej grupy enzymów.

I. W stęp

II. Polimorfizm kwaśnych fosfataz roślin wyższych

W spólną cechą kwaśnych fosfataz, nie tylko pochodzenia roślinnego, 
jest ich występowanie pod postacią izozymów, stw ierdzane w badaniach 
elektroforetycznych, chrom atograficznych lub w izoelektrycznym  ognis­
kowaniu [10—22]. W ystępowanie populacji białek o aktyw ności fosfatazy 
kwaśnej różniących się s tru k tu rą  cząsteczki może być uw arunkow ane ge­
netycznie, lub może być wywołane procesami posttranslacyjnym i.

Zmienność uw arunkow ana genetycznie w yraża się syntezą enzymu 
pod kontrolą kilku niezależnych loci genetycznych lub wieloallelicznością 
genu. Niezależne geny fosfatazowe produkują izozymy, które w w arun­
kach elektroforezy żelowej ulegają dobrem u rozdzieleniu, a w yrazem  
wieloalleliczności genów może być m ikroheterogenność elektroforetyczna.

W kilku przypadkach genetyczne podłoże heterogenności fosfataz jest 
dobrze udokum entowane. Fosfatazy kwaśne dwóch odmian ryżu  [10], rzod- 
kiew nika [11], figowca [12] i traw  z rodzaju Aegilops [13] syntezowane są 
pod kontrolą od dwóch do czterech niezależnych genów, z których w ięk­
szość jest wieloalleliczna. Allele są kodominujące. Heterozygoty w obrębie 
strefy  odpowiadającej fosfatazom produkowanym  przez dany gen posia­
dają pasma charakterystyczne dla obu form rozdzicielskich oraz pasmo 
hybrydow e o ruchliwości pośredniej. Obecność pasma hybrydowego jest 
uważana za odzwierciedlenie dimerycznej s truk tu ry  białka. W ydaje się, że 
genetyczne uw arunkow anie heterogenności, jeszcze słabo poznane, może 
być powszechniejsze niż świadczy o tym  liczba opublikowanych donie­
sień.

Posttranslacyjne zmiany w struk turze cząsteczki dotyczą z reguły  nie-
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białkowej części enzymu. Wiele spośród opisanych kw aśnych fosfataz za­
licza się do glikoproteidów [15, 18—20, 22—28]. L o r e n c - K u b i s  i i n.  
[19] stw ierdzili występowanie w nasionach traw  kilku form  tego enzym u, 
różniących się składem i wielkością reszty cukrowej. Odmienność s tru k ­
tu ry  składnika cukrowego stwierdzono na podstawie różnej zdolności 
wiązania ConA i innych lektyn. Y a m a g a t a  i i n .  [20] opisują in te r-  
konw ersję izozymów fosfatazowych, pochodzących z w arstw y aleuronow ej 
ziarniaków ryżu, pod wpływem  działania enzymów glikolitycznych. Z obu 
tych prac wynika, że drobne naw et różnice w wielkości i składzie reszty 
cukrow ej mogą powodować heterogenność enzymu.

Inną przyczyną heterogenności fosfataz kw aśnych jest odwracalna aso­
cjacja enzym u z endogennym  czynnikiem  regulatorowym . P rzykładem  te­
go rodzaju heterogenności jest fosfataza kwaśna wyizolowana ze szpilek 
sosny [29]. Enzym ten w ystępuje pod postacią dwóch form  różniących się 
punktem  izoelektrycznym . Form a kwaśna powstaje z zasadowej po przy­
łączeniu czynnika regulatorowego, k tóry  zidentyfikowano jako oligorybo- 
nukleotyd.

III. Właściwości molekularne roślinnych fosfataz kwaśnych

I I I - l .  Masa molekularna i struktura podjednostkowa

Spośród kw aśnych fosfataz roślin wyższych zaledwie nieliczne zostały 
oczyszczone i dobrze scharakteryzow ane (Tab. 1). Masy cząsteczkowe tych 
enzymów są bardzo zróżnicowane i wynoszą od 16 000 do 400 000. W ystę­
powanie niskocząsteczkowych fosfataz roślinnych o m asach do 40 000 
stw ierdzono w nasionach traw  [18, 30], rzęsie wodnej [25], hypokotylach fa­
soli [21] ora*z zarodkach żyta ]27[. Fosfatazy o masie do około 70 000 za­
zwyczaj nie w ykazują s tru k tu ry  podjednostkowej [18, 28, 31]. S truk tu rę  
dimerową kilku roślinnych fosfataz kwaśnych w ykazano na podstawie 
analizy względnych wartości m asy cząsteczkowej uzyskanych m etodam i 
sączenia m olekularnego i elektroforezy w żelu poliakryloam idowym  w obe­
cności SDS (tab. 1, [22, 32, 33]). Ostatnio wykazano, że fosfataza kw aśna 
z zarodków żyta jest agregatem  dwóch form  enzym u o m asach 35 000 
i 60 000 [27]. W trzech zaledwie przypadkach stw ierdzono w ystępowanie 
w tkankach roślin wyższych fosfataz kwaśnych o m asach powyżej 200 000. 
W yizolowana przez F u j i m o t o i in. [34] fosfataza nasion soi jest te tra -  
m erem  o masie 240 000, zbudowanym  z jednakow ych podjednostek. Masy 
cząsteczkowe sześciu form  fosfataz wyosobnionych ze ścian kom órkow ych 
bulw  ziem niaka [35] w ahają się w granicach od 250 000 do 400 000 i p raw ­
dopodobnie m ają struk tu rę  podjednostkową. Sugeruje się także złożoną 
oligomerową struk tu rę  fosfatazy kwaśnej rzęsy wodnej [25].
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III-2. G likoproteidow y charak te r fosfataz kw aśnych roślin wyższych

Większość znanych fosfataz kwaśnych pochodzenia roślinnego jest gli- 
koproteidam i o różnej zawartości składnika cukrowego. Reszta cukrow a 
fosfatazy kw aśnej z w iechliny łąkowej stanowi 40% masy enzym u [18]. 
Znacznie niższą zawartość cukrów obojętnych stw ierdzono w fosfatazach 
bulw  ziem niaka [26] i nasion soi [34] (13%, Tab. 1) oraz z kiełków  fasoli 
[36], bulw  ba ta ta  [24] i zarodków żyta ]27[ (8 do 9%). Fosfataza kw aśna 
bulw  ziem niaka zawiera 5,6% mannozy, 2,5% glukozy, 1,5% galaktozy 
i 3,6% galaktozam iny. Pentoza stanowi około 25% składnika cukrowego, 
podobnie jak  w  cząsteczce fosfatazy wyizolowanej z zarodków żyta. W fo­
sfatazie nasion w iechliny łąkowej zawartość pentoz sięga 50%  składnika 
węglowodanowego. Fosfataza z bulw  batata  oprócz mannozy, galaktozy, 
fukozy i glukozam iny zawiera także ksylozę i arabinozę. Na podstawie 
tych  danych można sądzić, że przynajm niej część węglowodanowej reszty  
fosfataz kw aśnych roślin wyższych stanowią łańcuchy typu  złożonego, 
charakteryzujące się znaczną zawartością pentoz.

III-3. M angan jako  składnik  niektórych fosfataz roślinnych

W ostatnim  dziesięcioleciu duże zainteresowanie wzbudziły izolowane 
przez badaczy japońskich kwaśne fosfatazy o zabarw ieniu fioletow ym  
(„violet-colored phosphatases”). Roztwory tych białek w ykazują absorpcję 
prom ieniow ania widzialnego o m aksim um  w zakresie od 530 do 560 nm 
[15, 22, 31, 32, 34] (Tab. 1). U trata  zabarwienia, spowodowana działaniem  
chelatorów , w yw ołuje u tra tę  aktywności enzym atycznej. M etodam i spek­
troskopii atomowej stw ierdzono obecność m anganu we wszystkich fiole­
tow o zabarw ionych fosfatazach. C harakterystyka widma absorpcyjnego 
pozwala sądzić, że m angan znajduje się na trzecim  stopniu utlenienia. Po­
tw ierdzają  to badania EPR fosfatazy z batatów  [24], w k tórych charak te ­
rystyczny dla M n+2 sygnał uzyskano wyłącznie po zastosowaniu w arun ­
ków redukcyjnych.

Dotychczas tylko w przypadku fosfataz „fioletowych” stw ierdzono 
udział m etalu  w struk turze cząsteczki enzymu. W iadomo jednak, że n ie­
które roślinne fosfatazy są aktyw owane przez jony m etali dw uw artoś- 
ciowych — Mg2+ i Mn2+ [17, 26, 37, 38] i hamowane w-obecności chelato­
rów [18, 30, 37]. Być może i w  tych przypadkach m etal bierze udział w re ­
gulacji aktyw ności enzymu.

IV. Właściwości katalityczne

IV -l. O ptim um  pH

Optim um  pH działania większości roślinnych fosfataz kw aśnych wobec 
pN PP przypada w granicach od 4,5 do 5,8 (Tab. 1). Opisano również fosfa­
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tazy aktyw ne w środowisku bardziej kwaśnym  [8] lub bliskim  obojętne­
go [35]. W przypadku wielorakich form  fosfataz stw ierdza się identyczne 
[21, 39] bądź różne [8, 14, 21, 35] optima pH dla poszczególnych form. 
Kwaśna fosfataza ze szpilek sosny zasocjowana z oligorybonukleotydem  
w ykazuje dwa optim a pH o wartościach 4,8 i 4,75. Enzym izolowany z liś­
ciem Vigna mungo w ykazuje różne optima pH w zależności od rodzaju 
substratu . Optimum  pH hydrolizy pNPP wynosi w tym  przypadku 5,6, 
a ATP i kwasu fitynowego 5,0 [40].

IV-2. M echanizm reakcji enzym atycznej

Mechanizm działania kwaśnych fosfataz i kinetyka enzym atycznej hy­
drolizy pN PP zostały dobrze poznane i opisane już w latach sześćdziesią­
tych [5, 6]. Ogólnie przy jęty  schem at reakcji według Hsu i in. [6] zakłada 
sekw encyjne uwalnianie produktów  (Ryc. 1). Jako pierwszy uwalniany

a p o

ki \<2 ka ki k 5 k 7 kg

E (E A -E P O )  EQ k 6 EQ' E

Ryc. 1. M echanizm reakcji hydrolizy estrów  fosforanowych katalizow anej przez fos­
fatazę kw aśną [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 — stałe szybkości poszczególnych etapów 
reakcji.

jest produkt alkoholowy, k tóry  bądź nie ham uje enzym u [41], bądź też 
ham uje go niewspółzawodniczo [6], Po uwolnieniu produktu  alkoholowego 
następuje izom eryzacja kompleksu EQ (enzym-fosforan). U w alniany w 
drugiej kolejności produkt, fosforan nieorganiczny, jest kom petycyjnym  
inhibitorem  enzym u [6, 41],

IV-3. Specyficzność substratow a

Niespecyficzne fosfatazy kwaśne roślin wyższych charakteryzują  się 
dużą aktyw nością wobec pNPP, fenylofosforanu, a-naftylofosforanu i P-gli- 
cerofosforanu.

Przybliżone w artości stałej Michaelisa, określające powinowactwo fos­
fataz wobec pNPP — najczęściej stosowanego substratu , wahają, się od 
0,068 mM do 2,85 mM (Tab. 1). Izozymy fosfatazowe poza nielicznym i w y­
jątkam i różnią się powinowactwem wobec tego substra tu  [14, 21, 35]. Do­
brze rozkładanym  nieorganicznym  związkiem jest również pirofosforan. 
Praw ie wszystkie roślinne fosfatazy wykazują wysoką aktyw ność wobec 
ATP, sięgającą przeciętnie 60—80°/o aktywności w porównaniu z ich ak­
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tywnością wobec pNPP. Inne mono- i dinukleotydy purynowe oraz piry­
midynowe są w  różnym  stopniu hydrolizowane przez opisane fosfatazy. 
Tego typu związków nie hydrolizują enzym y izolowane z w arstw y aleuro- 
nowej ziarniaków  ryżu [31] i cytosolowa forma enzym u z bulw  ziemnia­
ków [26]. Inne form y fosfataz, izolowane z ku ltu r tkankow ych ryżu i ścia­
ny kom órkowej bulw  ziem niaka w ykazują aktywność katalityczną wobec 
tych nukleotydów.

Aktywność fosfataz roślinnych wobec fosforanowych estrów  monosa- 
charydów  jest dość słaba i wynosi na ogół zaledwie kilka procent aktyw ­
ności określanej względem pNPP. Wyższą aktywność względną wobec 
fosforanów monosacharydów, sięgającą 40—60°/o, w ykazują niektóre for­
my enzym u otrąb  ryżowych [14], hypokotyli fasoli [21] oraz fosfataza na­
sion soi [23]. Fosfatazy bulw  pochrzynu [37] i ziemniaka [26] nie hydroli-, 
żują estrów  cukrowych. W tkankach tych estry  fosforanowe cukrów  są hy­
drolizowane przez inne form y enzymu, związane z błonami jak to ma 
miejsce w przypadku pochrzynu, bądź ze ścianą komórkową w przypadku 
ziem niaka [35]. Tam, gdzie udało się wyizolować i porównać kilka form 
m olekularnych enzymu, wykazano istotne różnice w specyficzności sub­
stratow ej [14, 18, 21, 39]. Zm iany specyficzności fosfataz stw ierdza się tak ­
że w sytuacjach głodu fosforanowego (w upraw ch pozbawionych fos­
foranu) [42] oraz podczas indukcji enzym u kwasem giberelinowym  [43].

Fosfatazy kwaśne batatów  [44], ryżu  [14, 31], różnych gatunków  fasoli 
[40, 45] i zarodków żyta [27] hydrolizują heksafosforan inozytolu (kwas 
fitynowy), związek stanow iący główną rezerw ę fosforanową nasion. Wzglę­
dna aktyw ność wspom nianych fosfataz wobec kwasu fitynowego określa­
na w stosunku do stopnia hydrolizy pNPP wynosi od 1 do 10% a ktyw - 
ność fosfatazy z w arstw y aleuronowej ziarniaków ryżu wobec estrów  
inozytolu zaw ierających od 2 do 5 reszt fosforanowych wynosi od 8 do 30°/o 
[31], Przybliżona wartość stałej Michaelisa wobec estrów  fosforanowych 
inozytolu w zrasta wraz ze spadkiem  ilości zestryfikow anych grup —OH 
w cząsteczce substratu. Najniższa wartość K m równa 0,43 mM uzyskana 
dla heksafosforanu jest czterokrotnie niższa od wyznaczonej dla pNPP. 
Fosfataza kw aśna liścieni fasoli [45] wykazuje nieco wyższe powinowac­
two do kw asu fitynowego niż do pNPP, jednak m aksym alna szybkość 
hydrolizy tego estru  jest ponad 40-krotnie mniejsza. Enzym z zarodków 
żyta w ykazuje dziesięciokrotnie niższą szybkość hydrolizy kwasu fityno­
wego niż pN PP przy pięciokrotnie m niejszym  powinowactwie do kwasu 
fitynowego. Nie można wykluczyć, że różnice param etrów  kinetycznych 
hydrolizy kw asu fitynowego związane są z różnorodnością tkanek, z któ­
rych izolowano enzymy.

IV-4. Inh ib itory  roślinnych fosfataz kw aśnych

N ajdaw niej znanym, typow ym  inhibitorem  fosfataz kwaśnych jest jon
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fluorkow y [30, 31, 35, 38, 47]. Hamowanie aktywności enzym atycznej 
w obecności fluorków  ma charakter niekom petycyjny [14, 27, 46].

P rodukt reakcji hydrolizy, jon fosforanowy, jest kom petycyjnym  in­
hibitorem  enzym u [6, 46, 47], inne wielowartościowe aniony kwasów nie­
organicznych i organicznych, takie jak arsenian, molibdenian, w inian 
i szczawian, zbliżone pod względem wielkości i rozkładu ładunku do jonu 
fosforanowego, są także inhibitoram i fosfataz kwaśnych [27, 35, 37, 38, 47]. 
W niektórych przypadkach stw ierdzono kom petencyjny charakter ham o­
wania [14, 27, 46].

Aktywność om awianych enzymów spada gwałtownie w obecności jo­
nów m etali ciężkich [14, 27, 30, 31, 44]. W kilku przypadkach stw ierdzono 
równocześnie ham ujące działanie pCMB [14, 17, 27, 46]. Związki te mogą 
oddziaływać na zasadzie blokowania wolnych grup sulfhydrylow ych, a ha­
m owanie może w tym  przypadku świadczyć o istotnym  znaczeniu grup 
— SH dla zachowania aktywności katalitycznej enzymu [27].

V. Fizjologiczna rola fosfataz kwaśnych roślin wyższych

W ystępowanie w organizm ach roślinnych izozymów fosfataz kwaś­
nych, różniących się s truk tu rą , właściwościami katalitycznym i oraz loka­
lizacją subkom órkową może świadczyć o zróżnicowanej funkcji tych  en­
zymów. Różnorodność hydrolizowanych substratów  powoduje trudności 
w  przypisaniu fosfatazom ściśle określonej funkcji m etabolicznej. Więcej 
św iatła na rolę tych enzymów rzucają badania fizjologiczne, dotyczące 
śledzenia zmian aktywności fosfatazowej w rozw oju ontogenetycznym  
rośliny oraz w yw ołanych m odyfikacjam i w arunków  środowiskowych.

W fazie im bibicji i we wczesnych stadiach kiełkowania nasion jęczmie­
nia i pszenicy obserw uje się wzrost aktywności fosfatazowej [43, 48— 52]. 
Proces ten, związany z pojaw ianiem  się nowej form y enzym u i jego w y­
dzielaniem  na zew nątrz kom órki jest stym ulow any obecnością kwasu gi- 
berelinowego. W kiełkujących nasionach grochu [53] wzrostowi ak tyw ­
ności fosfatazowej tow arzyszy m obilizacja rezerw y fosforanowej nasion, 
w ystępującej w warstw ie aleuronowej pod postacią fitynianu. Wysokie po­
winowactwo kwaśnych fosfataz w arstw y aleuronowej ziarniaków ryżu 
i liścieni Vigna mungo  do fitynianu [31, 45] wskazuje na to, że enzymy 
te odgryw ają istotną rolę w regulowaniu gospodarki fosforanowej roz­
w ijających się tkanek roślinnych.

Udział fosfataz kw aśnych w kontrolow aniu ilości pobieranego fosfo­
ranu  obserw uje się również w późniejszych stadiach rozwojowych rośliny. 
W hodowlach tkankow ych ty toniu  na pożywkach nie zaw ierających fos­
foranu  stw ierdzono wzrost aktyw ności fosfatazowej w kom órkach na 
skutek syntezy enzym u de novo, a w następstw ie tego wzrost ilości en­
zym u wydzielanego do środowiska [42, 54]. Sekrecja fosfatazy jest sty ­
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m ulow ana przez dwuwartościowe kationy Ca2+ i Mg2+ i przebiega dw u­
etapowo. W pierwszej fazie zwalniany jest do środowiska enzym  obecny 
w ścianę komórkowej. W drugiej fazie następuje aktyw ny tran spo rt fos­
fatazy  z w nętrza kom órki poprzez barierę energetyczną, jaką stanow i 
plazm alem a [55]. Podobne zachowanie aktywności fosfatazowej obser­
wowano podczas rozw oju pomidorów upraw ianych w w arunkach niedo­
boru fosforanu [56, 57]. W tkankach, w których poziom fosforu spada 
poniżej określonej norm y następuje gw ałtow ny wzrost aktyw ności fosfa­
tazy kwaśnej w ścianie kom órkowej i plazmalemie. C harakterystyczne jest, 
że deficyt fosforu ujaw nia się najwcześniej w tkankach w  pełni dojrza­
łych (rozwinięte liście) i tam  też następuje gwałtow ny wzrost ak tyw ­
ności fosfatazowej. Możliwe jest, że w w arunkach głodu fosforanowego 
rezerw y fosforanu w dojrzałych częściach rośliny są powtórnie mobilizo­
wane i dostarczane do młodych, rozw ijających się organów.

Fosfatazy zewnątrzkom órkowe, znajdujące się w ścianie kom órkow ej, 
zwłaszcza w pobliżu wiązek przewodzących, lub wydzielane do medium, 
mogą hydrolizować inne substra ty  niż form y w ew nątrzkom órkowe. Nie­
którzy autorzy przypuszczają, że zmiana w specyficzności substratow ej 
wiąże się z udziałem fosfataz w aktyw nym  transporcie cukrów  [2, 4, 58]. 
K w aśnym  fosfatazom przypisuje się udział w różnicowaniu s tru k tu r  we­
w nątrzkom órkow ych [3] i rozw oju piastydów [59].

W yraźne zmiany aktyw ności fosfatazowej w ystępują w okresie s tarze­
nia się tkanek roślinnych [25, 60—63]. W zrost aktyw ności może być zwią­
zany ze zmianą stopnia agregacji cząsteczki [25], lub z syntezą enzym u de 
novo kontrolow aną przez fitohorm ony [61, 63]. Zm iany w aktyw ności en­
zymu można tłum aczyć udziałem  fosfatazy w autolizie kom órek, poprze­
dzonej zmianami przepuszczalności błon i uwalnianiem  enzym u ze s tru k ­
tu r  lizosomalnych do cytoplazm y [61, 63, 64]. Subletalne procesy lityczne, 
m anifestujące się między innym i wzrostem  aktywności fosfatazowej, mogą 
powodować nekrozę tkanek, związaną z odrzuceniem niezgodnych tk an ­
kowo m iędzyrodzajowych przeszczepów [64]; mogą także powodować 
zm iany prowadzące do w tórnych podziałów kom órkowych i gojenia się 
zranionej tkanki (formowanie kallusa, [65]). Uwalnianie fosfataz do cyto- 
solu w  następstw ie infekcji bak tery jnej lub wirusowej jest również zwią­
zane z ich udziałem w procesach litycznych kom órki [66, 67].

W ydaje się, że aktywność kwaśnych fosfataz jest związana z ważnym i 
etapam i rozwoju organizmu, a jej poziom oraz zakres działania pozostają 
pod kontrolą fitohorm onów oraz czynników środowiskowych.

VI. Regulacja aktywności fosfataz kwaśnych roślin wyższych

Aktywność fosfataz kw aśnych zaangażowanych we wczesnych proce­
sach rozwojowych roślin pozostaje pod kontrolą hormonów roślinnych.
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Obecność kw asu giberelinowego, produkowanego przez rozw ijający się za­
rodek, stym uluje syntezę enzym u de novo  i jego wydzielanie na zew nątrz 
kom órki [43, 48— 52, 68]. Fosfataza, związana początkowo z błonami re ti- 
kulum  endoplazmatycznego [51, 68], jest transportow ana przez błonowe 
cysterny  w k ierunku  plazmalemy, a  następnie do ściany komórkowej. 
W nieobecności kwasu giberelinowego enzym m agazynowany jest w blis­
kich plazm alem y w arstw ach ściany komórkowej [68]. W badaniach nad 
stym ulacją syntezy kwaśnych fosfataz w nasionach pszenicy stwierdzono, 
że kwas giberelinow y wzmaga syntezę jednego tylko z dziewięciu obec­
nych w tkance izozymów [48, 49]. Zastosowanie inhibitorów  biosyntezy 
białka w skazuje na to, że stym ulacja zachodzi na etapie procesu tran s­
lacji.

Stym ulacja syntezy fosfatazy kwaśnej w obecności kwasu giberelino­
wego jest kontrolow ana dodatkowo przez inny fitohorm on — kwas ab- 
scysynowy [50]. Jego obecność blokuje wydzielanie indukowanej przez 
kw as giberelinowy fosfatazy poza komórkę. Fitohorm ony kontrolują także 
syntezę fosfatazy w starzejących się tkankach roślinnych. W tych przy­
padkach obecność kwasu abscysynowego przyspiesza wzrost aktywności 
enzym u [61, 63], może też powodować dysocjację oligomerów fosfatazy 
i zmiany w składzie reszty  cukrow ej enzymu [25].

Regulacja aktyw ności fosfataz poprzez syntezę enzym u de novo oraz 
uwalnianie go na zew nątrz kom órki ma miejsce także w w arunkach głodu 
fosforanowego roślin [42, 54, 55].

Opisane zjaw iska wskazują, że aktywność fosfataz kw aśnych w  istot­
nych procesach fizjologicznych znajduje się pod w yraźną kontrolą wie­
loetapowego m echanizm u regulacji horm onalnej. Zm iany aktywności fos­
fatazo we j są także wyrazem  reakcji organizmu na drastyczne zmiany wa­
runków  środowiskowych.

W ostatnich latach w zrasta zainteresowanie regulacją aktyw ności fos­
fataz kw aśnych na poziomie m olekularnym . Opisano zmiany aktywności 
kw aśnej fosfatazy liści szpinaku zależne od potencjału oksydoredukcyjne- 
go [69]. Enzym w ykazuje k ilkakrotnie wyższą aktyw ność w  obecności 
utlenionego glutationu lub dehydroaskorbinianu; aktyw acji towarzyszy 
rozszerzenie zakresu pH działania enzym u do wartości obojętnych oraz 
zm iany specyficzności substratow ej, przejaw iające się proporcjonalnie w y­
sokim w zrostem  aktywności w stosunku do estrów  fosforanowych mono- 
sacharydów. Działanie zredukow anej form y glutationu powoduje przy­
wrócenie pierw otnych właściwości enzymu. Opisano spadek aktywności 
fosfatazy kw aśnej nasion soi [70] w obecności cysteiny i innych związków 
sulfhydrylow ych o dużej sile redukcyjnej, brak jednak danych na tem at 
zmian we właściwościach katalitycznych w tych warunkach.

Fosfataza kw aśna wydzielona ze szpilek sosny w ystępuje pod postacią 
dwóch form  ulegających interkonw ersji [29], Zasadowa form a enzymu o pi 
w zakresie od 8,5 do 9,5 przechodzi w kwaśną o pi od 3,0 do 4,2 po przy­
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łączeniu oligorybonukleotydu o masie około 1500— 3000. Obie form y m ają 
zbliżoną specyficzność substratow ą, powinowactwo do pNPP oraz w rażli­
wość na inhibitory. Optim um  pH działania form y zasadowej wynosi 4,7; 
form ę kwaśną cechuje podwójne optim um  o wartości 4,7 i 4,85. Można 
sądzić, że odmienna jonizacja stw arza inne możliwości in terakcji nukleo- 
proteidowej cząsteczki ze struk tu ram i wew nątrzkom órkowym i.

W ostatnich latach stw ierdzono wpływ lektyn na aktywność kw aśnych 
fosfataz. W badaniach in vitro  oraz w im m unoelektroforezie krzyżow ej 
L o r e n c  —K u b i s  i B o g - H a n s e n  stw ierdzili istotny wzrost ak ty ­
wności kwaśnej fosfatazy z nasion wiechliny łąkowej w obecności kon- 
kanaw aliny A i lek tyny  soczewicy [71]. Podobne zmiany aktyw ności pod 
w pływ em  ConA w ykazyw ały fosfatazy z nasion innych traw : Agrostis alba, 
P hleum  pratense i Triticum  vulgare [19]. Fosfataza ziemniaka nie jest ak­
tyw ow ana przez ConA, lecz wykazuje wzrost aktyw ności w obecności en­
dogennej lektyny ziemniaczanej [72]. Aktywność fosfatazy z zarodków 
żyta w zrasta zarówno w obecności egzogennych lektyn soi, soczewicy, 
ziemniaków, zarodków pszenicy i Canavalia ensiformis, jak  i w  obecności 
lek tyny  endogennej, której aktywność stwierdzono w ekstrakcie z zarod­
ków [73]. Jedyną jak dotychczas fosfatazą ulegającą inaktyw acji w  obec­
ności ConA jest enzym  z nasion kupkówki pospolitej [72].

In terakcja  glikoproteidowych fosfataz kw aśnych z lektynam i w yka­
zującym i specyficzność wobec cukrow ych receptorów pozwala przy­
puszczać, że istotną rolę w tym  oddziaływaniu odgrywa węglowodanowy 
składnik enzymu. O słuszności tego przypuszczenia świadczy rew ersja  ak­
tyw acji fosfatazy zarodków żytnich lektynam i w obecności specyficznych 
dla lek tyny  m onosacharydów [73].

Niektóre właściwości katalityczne fosfataz kwaśnych ulegają m odyfi­
kacji pod wpływem lektyn. W przypadku enzymów z nasion w iechliny 
i kupków ki stwierdzono rozszerzenie i przesunięcie w stronę oddziaływ a­
nia kwaśnego optim um  pH fosfatazy a także wzrost jej term ostabilności 
i pH-stabilności [72]. Przybliżona wartość stałej M ichaelisa wobec pN PP 
wyznaczona dla fosfatazy kwaśnej z nasion w iechliny łąkow ej ulega 
w obecności ConA dw udziestokrotnem u obniżeniu. Tak duży w zrost po­
winowactwa enzymu do substra tu  autorzy tłum aczą możliwością zmian 
sterycznych centrum  aktyw nego enzymu, spowodowanych przyłączeniem  
lek tyny  [71]. Spadek w artości K m wobec pN PP pod wpływem  ConA w y­
kazuje także fosfataza z zarodków żyta [27]; jednocześnie w zrasta w artość 
Vnax. Podobne wyniki uzyskały M o r a w i e c k a  i A r a b s k a  [74] ba­
dając zachowanie fosfatazy kwaśnej ziemniaka w obecności ziem niacza­
nej lektyny. Stwierdzono przesunięcie optimum pH z 5,6 do 5,0, zm niej­
szenie wartości K m wobec pN PP o 20% oraz wzrost term ostabilności en ­
zymu. W tym  ostatnim  przypadku zwraca uwagę fakt, że enzym  i lek tyna 
pochodzą z tych samych tkanek. In terakcję fosfatazy z endogenną lektyną 
stw ierdzono także w ekstrakcie z zarodków żyta [73]. W ystępowanie obok
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siebie białek, które wzajem nie m odulują swoje właściwości in vitro, su­
geruje możliwość wystąpienia podobnych oddziaływań także in vivo.

VII. Uwagi końcowe

Kwaśne fosfatazy stanowią zróżnicowaną grupę enzymów. Część z nich 
jest zbudowana z pojedynczych łańcuchów białkowych bądź glikoprotei- 
dowych, inne m ają s truk tu rę  podjednostkową. W ydaje się, że białka te 
posiadają dużą zdolność do in terakcji z innym i cząsteczkami białkow y­
mi [71— 74], nukleotydow ym i [29] lub polifenolowymi [36]. Z jednej stro­
ny u trudnia  to procedurę oczyszczania i charakterystykę enzymu, z d ru ­
giej zaś strony wydzielenie enzym u w stanie homogennym może pozba­
wić go natyw nego czynnika regulatorowego.

Funkcja fizjologiczna fosfataz kwaśnych trudna jest do ustalenia ze 
względu na niespecyficzność substratow ą enzymu, jednakże wzrost ak tyw ­
ności fosfatazowej w stanach zmniejszonej dostępności fosforu [42, 56, 57], 
bądź też zwiększonego zapotrzebowania na ten  pierw iastek [31, 53] suge­
ru je , że fosfatazy biorą udział w regulacji gospodarki fosforanowej roślin. 
B rak kom pletnych danych kinetycznych, które um ożliw iłyby porów na­
nie wartości stałych M ichaelisa i stałych katalitycznych wobec różnych 
substratów  i w różnych stanach zapotrzebowania na fosfor nie pozwala na 
analizę tego problem u od strony czysto biochemicznej.

Problem em , k tó ry  wym aga dalszych badań jest też regulacja ak tyw ­
ności fosfataz na poziomie m olekularnym . W ydaje się, że bliższe poznanie 
s tru k tu ry  węglowodanowej części enzymów mogłoby przyczynić się do w y­
jaśnienia in terakcji glikoenzymów z wewnątrzkom órkowym i receptoram i 
bądź lektynam i. Zagadnienia te, łącznie z fizjologiczną rolą cukrowego 
składnika glikoproteidów, są w odniesieniu do roślin wyższych ciągle 
jeszcze słabo poznane.

Z a a k c e p to w a n o  do d r u k u  19.01.19S4
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MINI-REVIEW

BARBARA OKONIEWSKA *\ HALINA AUGUSTYNIAK **'

Genom organeli roślin wyższych 

Organellar genome of higher plants.

System atyczne badania dziedziczenia pozajądrowego określanego rów­
nież jako dziedziczenie pozachromosomowe, cytoplazm atyczne lub niemen- 
dlowskie, podjęto w latach sześćdziesiątych po w ykazaniu obecności DNA 
w chloroplastach i m itochondriach. Zainteresowanie pozajądrowym  DNA 
wynika nie ty lko ze względów ogólno-poznawczych, ale także z faktu, 
że cytoplazm atyczne geny m ają wpływ na produktyw ność roślin. Budzi to 
nadzieje, że m anipulacje organelowym  m ateriałem  genetycznym  mogą być 
w ykorzystane do celów praktycznych.

Chloroplasty i m itochondria zaw ierają wszystkie podstawowe skład­
niki niezbędne dla przebiegu replikacji, transkrypcji i translacji. Organe- 
lowy aparat biosyntezy białek jest różny od cytosolowego, a wielkość or- 
ganelowego DNA w ystarcza do kodowania co najm niej stu polipepty- 
dów.

Ostatnie lata przyniosły szczególnie dużo danych dotyczących budowy 
genomu chloroplastowego roślin, a także genomu m itochondrialnego nie­
których zwierząt i grzybów. Okazało się, że dwuniciowy mtDNA komórek 
zwierzęcych w ystępuje w form ie kolistej, zawiera 15— 18 kpz, a jego prze­
ciętna długość obwodu wynosi około 5 M-m. U grzybów cząsteczki mtDNA 
są k ilkakrotnie większe i w ystępują przeważnie w form ie kolistej. Liniowy 
DNA znaleziono dotychczas w m itochondriach Hansenula m rakii oraz 
w m itochondriach pierwotniaków: Tetrahym ena pyriform is  i Paramecium  
aurelia. M itochondrialny DNA komórek zwierzęcych koduje dwa rRNA, 
dwadzieścia dwa tRNA i trzynaście białek. M itochondrialny DNA droż­

*) mgr, Zakład Biochemii Biopolimerów UAM, ul. F redry  10, 61-701 Poznań 
**> doc. d r hab., M iędzyuczelniany In sty tu t Biochemii AR, ul. W ołyńska 35, 

60-637 Poznań

Wykaz skrótów : ctDNA — chloroplastow y DNA, mtDNA — m itochondrialny DNA, 
cms — rośliny cytoplazm atycznie męsko sterylne, pz — pary  zasad, kpz — kilo par 
zasad.
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dży zawiera geny dw udziestu sześciu tRNA, dwóch rRNA, trzech podjed­
nostek oksydazy cytochromowej, dwóch podjednostek ATP-azy wrażliwej 
na oligomycynę i jednej podjednostki cytochrom u b. W mtDNA komórek 
zwierzęcych i drożdży w ystępuje ponadto kilka długich sekwencji za­
w ierających w tej samej fazie odczytu kodon inicjujący i term inujący  i mo­
gących teoretycznie kodować białka o nieznanej funkcji (ang. open reading 
frame).

M itochondrialny DNA roślin wyższych jest znacznie większy i zawiera 
od 160 do 2500 kpz (1). W przypadku mtDNA roślin m am y do czynienia 
z dużym  zróżnicowaniem nie tylko rozm iarów (od 0,5 do powyżej 30 M-m) 
ale i form  fizycznych, gdyż w ystępuje on w postaci cząsteczek zarówno 
kolistych jak i liniowych, przy czym w różnych m itochondriach proporcje 
tych  form  są różne. Duże zróżnicowanie wielkości cząsteczek mtDNA daje 
się zauważyć naw et u roślin blisko ze sobą spokrewnionych, np. mtDNA 
m elona (2500 kpz) jest ponad siedm iokrotnie większy od mtDNA arbuza 
(343 kpz) (1). N iektórzy autorzy przyjm ują, że roślinne m itochondrie mogą 
pobierać obce DNA i wprowadzać je do swego genomu co częściowo tłu ­
m aczyłoby duże rozm iary mtDNA (2).

Traw ienie mtDNA roślin enzymami restrykcyjnym i prowadzi do uzy­
skania dużej liczby fragm entów  w ystępujących w zmiennej stechiom etrii. 
Sum a m as cząsteczkowych tych fragm entów  jest z reguły  większa niż 
masa cząsteczkowa mtDNA oszacowana na podstawie badań mikroskopo­
wych lub kinetyki renaturacji. Niezgodność tę  próbowano tłum aczyć mo­
dyfikacją (np. m etylacją zasad) części miejsc restrykcyjnych  rozpoznawa­
nych przez określone enzymy, ale sugestii tej eksperym entalnie nie po­
twierdzono. Obecnie uważa się, że skomplikowane w yniki traw ienia 
m tDNA enymam i restrykcyjnym i są odzwierciedleniem raczej hetero- 
genności populacji mtDNA w obrębie pojedyńczych m itochondriów niż 
różnic m iędzym itochondrialnych. Sprawa ta wym aga jednak dalszych 
badań.

O statnio dzięki zastosowaniu klonowania w kosmidach opracowano 
mapę fizyczną mtDNA kukurydzy. Okazało się, że zawiera on duże po­
w tarzające się sekwencje, których nie stwierdzono w mtDNA komórek 
zwierzęcych lub grzybów. M itochondrialny genom kukurydzy w ystępuje 
albo w  form ie pojedynczej kolistej cząsteczki złożonej z około 1200 kpz, 
albo w postaci trzech kolistych cząsteczek, gdyż wew nątrzcząsteczkowe re ­
kom binacje mtDNA form y pierwszej prowadzą do utw orzenia się dwóch 
dodatkow ych kolistych cząsteczek mtDNA (2). Oznaczono też wielkość 
mtDNA pszenicy (minimum 590 kpz a prawdopodobnie więcej) i w yka­
zano, że zawiera on również powtarzające się sekwencje (3).

Dotychczas nie ustalono jaka form a DNA jest rzeczywiście natyw ną 
form ą w ystępującą w mitochondriach: kolista czy liniowa? Sądzi się na 
ogół, że liniowe cząsteczki powstają z cząsteczek kolistych podczas izolo­
w ania mtDNA. Można również przyjąć drugą możliwość, a mianowicie
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stopniowe powstawanie kolistych cząsteczek DNA poprzez tzw. „lasso-po- 
dobne” struk tu ry , które opisano między innym i w przypadku mtDNA 
Pennisetum  typhoides (4).

Z obserwacji tzw. natyw nych cząsteczek roślinnych mtDNA w m i­
kroskopie elektronow ym  wynika, że w populacji tych cząsteczek dom inują 
form y liniowe. Duże zainteresowanie wzbudzają ciągle koliste form y 
mtDNA w ystępujące szczególnie w preparatach uzyskanych z k u ltu r tk an ­
kowych. Znaczną ilość takich kolistych cząsteczek o różnych rozm iarach 
obserwowano w kultu rach  tkankow ych tytoniu, kukurydzy i fasoli. Część 
z nich była oligomerami, ale część stanow iła genetycznie różne cząstecz­
ki (5, 6).

Oprócz wielkocząsteczkowego DNA (liniowego lub kolistego) w m ito­
chondriach w ystępują małe koliste cząsteczki typu plazmidów. Te cząste­
czki — plazmidy w ystępują przeważnie u roślin w ykazujących cechę m ę­
skiej sterylności. Od daw na wiadomo, że m ęska sterylność roślin jest prze­
kazyw ana przez cytoplazm ę m ateczną i że niektóre geny jądrow e powodują 
przyw rócenie płodności pyłku. W przypadku kukurydzy i sorgo zebrano 
szczególnie dużo dowodów na to, że genetyczne determ inanty  odpowie­
dzialne za cechę męskiej sterylności są umieszczone w mtDNA. Po raz  p ier­
wszy linię roślin z cechą męskiej sterylności tzw. cms, opisano w przypad­
ku kukurydzy. Badania genetyczne pozwoliły na rozróżnienie u ku k u ry ­
dzy trzech  linii, które oznaczono odpowiednio jako cms-T, cms-S, cms-C. 
M itochondrialny DNA z roślin linii cms różni się od mtDNA z roślin no r­
m alnych podatnością na działanie enzymów restrykcyjnych, oraz rodza­
jem  cząsteczek o cechach plazmidów. Jeden z plazmidów o budowie ko­
listej (1.94 kpz) w ystępuje powszechnie w m itochondriach kukurydzy  
zarówno w roślinach męskopłodnych, norm alnych (N) jak  i roślinach z ce­
chą męskiej sterylności. M itochondria roślin norm alnych (N) — oprócz 
plazmidu o budowie kolistej zaw ierają plazmid o budowie liniowej (2.35 
kpz). W m itochondriach roślin linii cms-T znaleziono te same plazm idy co 
w m itochondriach roślin (N), ale pazmid liniowy był krótszy o 200 pz. 
M itochondria z roślin linii cms-C również zaw ierają plazmidy typu  roślin 
(N), ole oprócz tego dwa koliste plazm idy o 1.57 i 1.42 kpz. M itochondria zaś 
roślin cms-S oprócz plazmidów typu roślin (N) zaw ierają dwa plazm idy 
liniowe o 6.2 i 5.2 kpz. Plazm idy te nazwane odpowiednio Si i S2 posia­
dają homologiczne rejony o łącznej długości około 1.7 kpz (7). Stwierdzono 
ponadto, że te dwie liniowe cząsteczki zaw ierają sekwencje term inalne
o około 200 pz długości o odwróconej orientacji (ang. inverted  repeat) co 
sugeruje, że mogą być one przenoszone jako transpozom y do genomu m ito­
chondrialnego. Sugeruje się również, że integracja plazmidowych DNA 
typu S z genomowym mtDNA prowadzi do przyw rócenia płodności pyłku. 
Końce 5’ plazmidów typu S są związane z białkam i (prawdopodobnie ko­
walencyjnie), które przypuszczalnie chronią je przed degradacją i są za­
angażowane w replikację DNA. Uważa się, że plazm idy w kompleksie
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z białkam i mogą okazać się dobrymi wektoram i w przenoszeniu obcej in ­
form acji genetycznej do roślin. Podobne liniowe plazmidy zawierające na 
końcach sekwencje o odwróconej orientacji, ale nie związane z występo­
waniem  cechy m ęskiej sterylności, znaleziono w mtDNA kilkunastu  od­
m ian kukurydzy upraw ianych w Am eryce Łacińskiej (8). Najczęściej jed ­
nak  cząsteczki typu plazmidów w ystępują w m itochondriach roślin w yka­
zujących cechę męskiej sterylności jak to wykazano np. u sorgo (9), bo­
bu (10) czy buraka (11). Obecność plazmidów w m itochondriach roślin kilku 
gatunków  rodzaju Brassica ma również związek z występowaniem  cechy 
m ęskiej sterylności. Plazm id ten jest cząsteczką liniową o wielkości 11.3 
kpz, na końcach nie zaw iera sekwencji powtórzonej w odwrotnej orien­
tacji, oraz nie wykazuje homologii z mtDNA (12). Odpowiedź na pytanie
0 rolę pełnioną przez te plazmidy, można będzie uzyskać po stw ierdzeniu 
jaką inform ację genetyczną zaw ierają te cząsteczki, oraz jaki jest m echa­
nizm ich związku z cechą m ęskiej sterylności. W stępne badania sugerują, 
że istnieje zbieżność pomiędzy obecnością plazmidów a syntezą dodatko­
wych polipeptydów.

Chociaż większość dotychczasowych badań wskazuje na mtDNA jako 
odpowiedzialny za pojawienie się cechy m ęskiej sterylności u roślin, to 
niektóre prace w ydają się sugerować, że istnieje również pewna zbieżność 
tej cechy z ctDNA. W Brassica napus (13) zauważono niew ielką różnicę 
pomiędzy chloroplastowym i operonami rRNA z roślin m ęskopłodnych i z 
roślin w ykazujących cms. W yraźne różnice pomiędzy ctDNA z norm alnych
1 m ęskosterylnych linii kukurydzy, pszenicy i rzepaku wykazano stosując 
do rozdziału fragm entów  restrykcyjnych  ctDNA technikę dw uw ym iaro­
wej elektroforezy (14).

Duże zainteresowanie budzi nadal organizacja i funkcja genomu m ito­
chondrialnego oraz różnica kodu mitochondrialnego i kodu uniw ersal­
nego. Nasze dotychczasowe inform acje dotyczące w ystępowania i sekwen­
cji niektórych genów rRNA i tRNA opierają się na danych, które uzyska­
no badając genom m itochondriów pszenicy i kukurydzy. Jak  w ynika z ba­
dań hybrydyzacyjnych (15) genom m itochondrialny pszenicy koduje 26S, 
18S, 5S rRNA oraz populację tRNA. Organizacja tych genów jest inna niż 
w genomach prokariotycznych, chloroplastowyćh i jądrowych. W ykazano, 
że m itochondrialne geny 26S rRNA i 18S są oddalone od siebie oraz, że gen 
5S rRNA występuje w pobliżu genu 18S rRNA. Geny tRNA są natom iast 
rozproszone wzdłuż całego genomu, tworząc niewielkie zgrupow ania w re ­
jonach genów 18S rRNA i 5S rRNA. Taką samą organizację genów rRNA 
zauważono w m itochondriach wielu innych okrytonasiennych. Zarówno 
wcześniejsze badania z zastosowaniem hybrydyzacji jak  i ostatnie bada­
nia klonowanego mtDNA pszenicy wskazują na występowanie w tym  DNA 
kilku kopii genów 26S, 18S i 5S rRNA.

W mtDNA kukurydzy geny rRNA w ystępują tylko w pojedyńczych ko­
piach (16). Poznano również sekwencję dwóch genów tRNA -tRN AfV
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i tRNA',ro w ystępujących w pobliżu 3’ i 5’ końca 18S rRNA w mtDNA psze­
nicy. W obydwu tRNA sekwencja CCA nie była kodowana przez genom 
m itochondrialny i obydwa tRNA wykazyw ały cechy raczej typowo eubak- 
tery jne  (17).

Stosunkowo najm niej wiadomości m am y o kodowaniu poszczególnych 
białek przez genom m itochondrialny. W produktach translacji m itochon­
drialnego pochodzenia wyróżniono około 20 polipeptydów, wśród których 
zidentyfikow ano dwie podjednostki oksydazy cytochromowej (I i II), pod- 
jednostkę IX ATPazy. Nie wiadomo wprawdzie czy w szystkie te polipep- 
tydy  są kodowane przez genom m itochondrialny. Ponieważ jednak nie 
potwierdzono sporadycznych inform acji w skazujących na przeniesienie 
mRNA do m itochondriów przypuszcza się, że polipetydy syntetyzow ane na 
rybosom ach m itochondrialnych istotnie są kodowane przez mtDNA. Jak  
dotąd poznano tylko sekwencję genu podjednostki II oksydazy cytochro­
mowej z m itochondriów kukurydzy (1). Gen z kukurydzy zawiera in tron
0 długości 794 pz i wykazuje 47% i 40% homologii z odpowiednimi ge­
nami drożdży i wołu, które jednak nie zaw ierają sekwencji introno- 
wych.

Mało również wiem y jaki jest kod genetyczny mtDNA roślin. Wiado­
mo, że kod genetyczny funkcjonujący w m itochondriach ssaków i u Dro- 
sophila różni się od kodu uniwersalnego. W przypadku m itochondriów 
roślinnych jedyna inform acja o odrębności kodu pochodzi z określenia 
sekwencji genu II podjednostki oksydazy cytochromowej m itochondriów 
kukurydzy oznaczonego jako mox 1. W ynika z niej, że kodon TGA (UGA), 
k tó ry  w m itochondriach z innych źródeł koduje tryptofan, nie w ystępuje 
w genie m ox-l co sugeruje, że ten  kodon nie jest czytany w roślinnym  
mtDNA. Tryptofan natom iast może być kodowany przez kodon argini- 
nowy CGG, jak również UGG kodujący tryptofan  w kodzie uniw ersal­
nym.

Znacznie lepiej niż genom m itochondrialny poznano organizację i w ła­
ściwości kodujące genomu chloroplastowego roślin wyższych. Chloroplasto­
wy DNA z roślin wyższych różni się od mtDNA zarówno wielkością jak
1 form ą fizyczną. Chloroplastowy DNA w ystępuje przeważnie w kowalen­
cyjnie zam kniętej formie kolistej. Jego wielkość waha się w granicach od 
121 do 160 kpz, a długość od 39 do 46 M-m u roślin dwuliściennych i od 35 
do 55 i^m u roślin jednoliściennych (18). Genom chloroplastowy cechuje 
homogenność i konserwatywność. Stwierdzono, że oprócz genów rRNA
i tRNA genom chloroplastowy koduje około 25 białek w tym  dziesięć b ia­
łek rybosom alnych. Geny rRNA ułożone są w jednostce transkrypcyj- 
nej w kolejności 16S, 23S, i 4.5S. W ystępujący w pobliżu genu 4.5S rRNA, 
gen 5S rRNA stanowi prawdopodobnie odrębną jednostkę transkrypcyj- 
ną. Takie ułożenie genów rRNA przypom ina ułożenie w operonie bakte­
ryjnym . Podobnie jak  w przypadku bakterii, pomiędzy genami 16S i 23S
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rRNA ulokowane są geny tRNA11® i tRNAa"\ U większości badanych roślin 
wyższych genom chloroplastowy zawiera dwa rejony  o unikalnej sekwencji 
(ang. single copy DNA) rejon) duży i mały, które są oddzielone dwoma 
odcinkami sekwencji powtórzonej w  odwrotnej orientacji (ang. inverted  
repeat). W każdym  z tych  odcinków w ystępuje jeden operon rRNA, k tóry  
w raz z niektórym i genami tRNA zajm uje ty lko  30°/o ich długości. Na po­
nad 10 przebadanych chloroplastowych genomów roślin wyższych tylko 
trzy  genomy — bobu, grochu i grochu włoskiego nie zaw ierają dwóch 
odcinków DNA o odwrotnie powtórzonej sekwencji i tym  samym  zaw iera­
ją tylko pojedyncze kopie genów rRNA.

Poznano już sekw encję nukleotydow ą genów rRNA z niektórych ro­
ślin. Okazało się, że geny te w ykazują duży stopień homologii z odpo­
wiednim i genam i rRNA E. coli. I tak  np. gen 16S rRNA kukurydzy w y­
kazuje 79% homologii z 16S rRNA E. coli, a sekw encja 23S rRNA jest aż 
w 67% homologiczna z odpowiednim rRNA E. coli. Oprócz typow ych ro ­
dzajów rRNA charakterystyczne dla chloroplastów roślin wyższych jest 
występowanie 4.5S rRNA w ctDNA. Funkcja tego rRNA jest dotychczas 
nieznana. W ykazuje on wysoki stopień homologii z 3’ końcem  eukariotycz­
nego 28S rRNA. Sugeruje się, że 4.5S rRNA stanow i 3’ końcowy fragm ent 
plastydowego 23S rRNA (18).

U wielu roślin określono też liczbę genów tRNA. Jak  w ynika z do­
tychczasowych badań, chloroplasty zaw ierają geny tRNA odpowiadające 
wszystkim  20 aminokwasom. W związku z obecnością genów izoakceptoro- 
wych tRNA ogólna liczba chloroplastowych genów tRNA przekracza 20. 
W szpinaku i grochu np. określono liczbę genów tRNA na 40 (19). W nie­
których chloroplastowych genomach określono też położenie w ielu genów 
tRNA. W szpinaku znane jest położenie 21 genów tRNA specyficznych dla 
14 aminokwasów, u fasoli 31 genów dla 24 aminokwasów, a w kukurydzy 
37 genów dla 17 różnych aminokwasów (20). Geny tRNA ułożone są głów­
nie w dwóch rejonach chloroplastowego genomu: w dużym rejonie o uni­
kalnej sekwencji, oraz w  rejonie operonu rRNA. Zbadano już sekwencję 
ponad 10 genów tRNA, głównie z chloroplastów kukurydzy, szpinaku i ty ­
toniu, a także sekwencję rejonów przylegających do pięciu genów tRNA 
kukurydzy (21). W yniki tych  badań pozwalają na następujące uogól­
nienia:

— sekwencje kodujące genów tRNA wykazują większą homologię z ge­
nami prokariontów  niż z genami eukariotów;

— cechy eukariotyczne tych genów w yrażają się w nieobecności term i­
nalnej sekwencji CCA w genie, oraz w w ystępowaniu sekwencji intro- 
nowych;

— in trony w genach chloroplastowych są bardzo długie np. geny tRNA110, 
tRNAala oraz tRNAleu UAA z kukurydzy zaw ierają in trony  o długości 
odpowiednio 949 i 806 i 458 pz; gen tRNAval z ty toniu  707 pz;
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— introny w ystępują w różnych miejscach genu tRNA, m iędzy innym i 
pomiędzy pierwszą i drugą zasadą antykodonu, jak np. w genie tRNA 
UAA z kukurydzy (22);

— sekwencje przylegające z 5’ i 3’ końca genów tRNA są przeważnie 
homologiczne z eubaketry jnym  prom otorem  i term inatorem ;

— większość genów, a być może wszystkie są transkrybow ane nieza­
leżnie.
Oprócz genów tRNA, w ctDNA szpinaku i kukurydzy przy końcu 

5’ 16S rRNA zidentyfikowano też pseudogeny tRNA. Nie udało się do­
tychczas znaleźć genów kodujących tRNA asparaginowy, glutam inowy, 
cysteinowy kwasu glutaminowego. Prawdopodobnie jest to częściowo w y­
nikiem  trudności w identyfikacji tRNA dla tych aminokwasów (tRNAa,p 
wykryto) po elektroforetycznym  rozdziale m ieszaniny tRNA izolowanej 
z chloroplastów.

Genom chloroplastowy koduje kilka białek. Są to między innym i: du­
ża podjednostka karboksylazy rybulozodwufosforanowej, pięć z ośmiu 
podjednostek ATPazy, cytochrom  F, białko błony tylakoidow ej tzw. biał­
ko 32000. W ctDNA kukurydzy, szpinaku, pszenicy, ogórka, grochu i ty ­
toniu zlokalizowano już gen dużej podjednostki karboksylazy rybulozo­
dwufosforanowej, a w przypadku kukurydzy określono również sekwencję 
tego genu. Gen ten w ystępuje w dużym rejonie o unikalnej sekwencji 
w cząsteczce ctDNA. Zlokalizowano również gen białka 32 000, oraz geny 
trzech podjednostek ATPazy.

W yniki badań sekwencji niektórych genów tRNA oraz genów białek, 
pozwoliły wysnuć wniosek, że kod genetyczny funkcjonujący w chloroplas­
tach wydaje się być czytany według reguł hipotezy tolerancji, k tóra za­
kłada obecność m inimum  32 tRNA.

Homogenność i konserw atyzm  chloroplastowego genomu powoduje, 
że jest on dobrym m olekularnym  m arkerem  pozwalającym  na śledzenie 
zmian u roślin należących do różnych grup taksonomicznych. Analizy ob­
razów restrykcyjnych chloroplastowego DNA wykorzystyw ano w wielu 
badaniach dotyczących filogenezy między innym i kukurydzy, pszenicy, 
kapusty. W yniki tych badań pozwoliły również na wysnucie innego wnio­
sku, a mianowicie, że budowa chloroplastowych genomów zawierających 
sekwencje powtórzone w odwrotnej orientacji jest bardziej stabilna, niż 
genomów, które u traciły  te sekwencje (23). W ynika z tego, że sekwencja 
powtórzona w odwrotnej orientacji może sprzyjać ewolucyjnej zachowaw­
czości ctDNA.

Wiele zagadnień dotyczących chloroplastowych i m itochondrialnych 
genomów roślin wyższych wym aga jednak dalszych badań. Nadal nie w ia­
domo, że genomy chloroplastowe wszystkich roślin zaw ierają zestawy ta ­
kich samych lub bardzo podobnych genów; to samo dotyczy m itochon­
driów. Mało zbadany jest również problem  współzależności ekspresji geno­
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mów organelowych i jądrowych. W ydaje się, że problem  ten  będzie można 
badać dysponując odpowiednimi m utantam i, lub dobrze zbadanym i liniam i 
fenotypowym i typu  cms. Poszukiw ania m utantów  chloroplastowych i m ito- 
chondrialnych prowadzi się między innym i stosując somatyczne fuzje via 
protoplasty. Dotychczas nie uzyskano jeszcze zadaw alających wyników na 
tym  polu, chociaż wydaje się możliwe uzyskanie takich rekom binantów , 
szczególnie m itochondrialnych.

Od dawna przypuszczano, że pomiędzy genomem jądrow ym  roślin wyż­
szych jak  i genomam i organelowymi dochodzi do oddziaływań, które mogą 
powodować przekazywanie pewnych odcinków DNA. O statnio przeprow a­
dzone badania potw ierdziły to przypuszczenie. W ykazano (24), że segment
0 wielkości 12 kpz mtDNA kukurydzy jest homologiczny (90°/o homologii) 
z odcinkiem chloroplastowego DNA obejmującego sekwencję powtórzoną 
w odwrotnej orientacji i kodującym  16S rRNA oraz geny tRNA11'’ i tRNAV8‘. 
Okazało się również, że ten  właśnie rejon jest zmieniony w mtDNA roślin 
w ykazujących cechę męskiej sterylności, co sugeruje, że zachowanie ho­
mologii tego rejonu  pomiędzy genomem chloroplastowym  i genomem 
m itochondrialnym  jest konieczne dla norm alnego w zrostu roślin. M ito­
chondrialny DNA kukurydzy zawiera też sekwencje homologiczne z chloro­
plastowym  genem z kukurydzy kodującym  dużą jednostkę karboksylazy 
rybulozodwufosforanowej (2). Nie zauważono różnicy w  sekwencji tego 
rejonu w mtDNA roślin w ykazujących cechę męskiej sterylności a mtDNA 
roślin m ęskopłodnych. Ostatnio doniesiono także, że genom jądrow y szpi­
naku zawiera sekwencje homologiczne z ctDNA szpinaku i że sekwencje te 
są inkorporowane w specyficznych m iejscach genomu (25). W ctDNA
1 mtDNA szpinaku też znaleziono rejony homologiczne. Homologie sek­
wencji genomów trzech przedziałów kom órkowych mogą wskazywać rów ­
nież, że są one niezbędne do biogenezy organeli.

Genomy m itochondriów i chloroplastów w ykazują wiele analogii z ge­
nomami baktery jnym i. Podobieństwo to było między innym i podstawą do 
wysunięcia hipotezy o pochodzeniu organeli od wolnożyjących cyjanobak- 
terii, które zostały wchłonięte do. komórki pro-eukariotycznej. Najnow­
sze badania budowy kwasów nukleinowych organeli dostarczają raczej a r­
gum entów potw ierdzających endosymbiotyczną hipotezę pochodzenia, a do­
niesienia o homologii pomiędzy genomami trzech przedziałów komórko­
wych w roślinach wyższych sugerujące częste procesy transpozycji DNA
i m iędzyprzedziałowej rekom binacji, rozszerzają nasz pogląd o przebiegu 
ich ewolucji.

Hipoteza endosymbiotycznego pochodzenia organeli mimo, że udoku­
m entowana lepiej niż inne, wymaga dalszych dowodów doświadczalnych. 
Mogłyby ich dostarczyć między innym i badania organizmów stanow ią­
cych ew olucyjny pomost pomiędzy cyjanobakteriam i a chloroplastam i. Stąd 
duże zainteresowanie wzbudziły ogłoszone ostatnio wyniki badań dotyczą­
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ce Cyanophora paradoxa (26). Okazało się, że u Cyanophora paradoxa obie 
pod jednostki karboksylazy rybulozodwufosforanowej są kodowane przez 
genom cyjaneli. W ydaje się to  wskazywać, że cyjanele C. paradoxa sta­
nowią pośrednie ogniwo przy przekształcaniu się endosymbiotycznych cy- 
janobakterii w chloroplasty.

Z a a k c e p to w a n o  do  d r u k u  15.03.1984

PIŚMIENNICTW O

1. L e a v e r  C. J., G r a y  M. W., (1982), Ann. Rev. Plant Physiol., 33, 373— 
402.

2. L o n d s d a l e D .  M., H o d g e  T. P., H o w e  Ch.  J., S t e r n  D. B., (1983), Cell,
34, 1007—1014.

3. D e l o r m e  S., L e j e n n e  B., S e v i g n ä c  M. D e l c h e r  E., L e h e g a r a t  
J. C., Q u e t i e r F., (1983), p raca przesłana do druku.

4. K im  B. D., L e e  K. J., D e B u s k  A. G., (1982), FEBS lett., 147, 231—234.
5. D a l e  R. M. K., (1981), Proc. Natl. Acad. Sei. U SA., 78, 4453—4457.
6. D a l e  R. M. K.,  W u  M., K i e r n a n  M. C. C., (1983), N ucleik Acid Res., 11, 

1673—1685.
7. K e m b l e  R. J., T h o m p s o n  R. D. (1982), Nucleic Acid Res., 10, 8181— 

8190.
8. W e i s s i n g e r  A. K.,  T i m o t h y  D. M., L e v i n g s  C. S. III., H u  W. W. L., 

G o o d m a n  M. M., (1982), Proc. Natl. Acad. Sei. USA., 79, 1—5.
9. P r i n g  D. R., C o n d e  M. F., S c h e r t z ,  K.  F., L e v i n g s  C. S. III., (1982), 

Molec. gen. Genet., 186, 180—184.
10. B o u t r y  M., B r i q u e t  M., (1982), Eur. J. Biochem., 127, 129—135.
11. P o w l i n g  A., E l l  i s  T. H. N., (1983), Theor. Appl. Genet., 65, 323—328.
12. P a l m e r  J.  D., S h i e l d s  C. R., C o h e n  D. B., O r t o n  Th. J., (1983), Nature 

301, 725—728.
13. V e d e 1 F., M a t h i e u C., (1983), Current Genetics, 7, 13—20.
14. J i g  e n g  L., Y i - n o n g  L., (1983), Theor. Appl. Genet., 64, 231—238.
15. B o n e n L., G r  a y M. W., (1980), Nucleic Acids Res., 8, 319—335.
16. S t e r n  D. B., D y e r  T. A., L o n s d a l e  D. M., (1982), Nucleic Acids Res.,

100, 3333—3339.
17. G r a y  M. W., S p e n c e r  D. F., (1983), FEBS Lett., 161, 323—327.
18. B o h n e r t  H.  J., C r o u s e  E. J., S c h m i t t  J. M., (1982), w Encyklopedia 

of P lan t Physiology, New Series, Nucleic Acids and P roteins in P lants II, red. 
P arth ie r B., Boutler D., t. 14B str. 475—530, S pringer—Verlag Berlin.

19. M e c k e r  R., T e w a r  i K. K., (1982), Biochim. Biophys. Acta, 696, 66—75.
20. M u b u m b i l a  M., G o r d o n  K. H.  J., C r o u s e  E. J., B u r k a r d  G., W e i l  

J. H., (1983), Gene, 21, 257—266.
21. S t e i n m e t z  A. A., K r e b b e r s  E. T., S c h w a r z  Zs., G u b b l i n s  E. J., 

B o g o r a d  L., (1983), J. Biol. Chem., 258, 5503—5511.
22. S t e i n m e t z  A., G u b b i n s  E. J., B o g o r a g  L., (1982), Nucleic Acids Res.,

10, 3027—3037.
23. P a l m e r  J. D., T h o m p s o n  W. F., (1982) Cell, 29, 537—550.
24. S t e r n  D. B., L o n s d a l e  D. M., (1982), N ature  299, 698—702.
25. T i m m  i s  J.  N., S c o t t  N. Steele (1983), Nature, 305, 65—67.
26. H e i n h o r s t  S., S h i v e l y  J. M., (1983), Nature, 304, 373—374.

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



ZALECENIA KOMISJI TERMODYNAMIKI

Zalecenia dotyczące pomiarów i przedstawiania danych równowag biochemicz­
nych

Opracowano na podstawie dokumentu Międzyunijnej Komisji Biotermodynamiki, opublikowa­
nego w Eur. J . Blochem. (1977), 72, 1—7 i w innych czasopismach

Dane dotyczące stanów  równowagi są ważne dla opisywania i zrozum ienia u k ła­
dów biochemicznych. W chwili obecnej poszczególni badacze nie ty lko  w ybiera ją  
różne w arunki doświadczalne badając podobne lub zgoła identyczne reakcje , ale 
w  różny sposób przedstaw iają w yniki swych badań. W wielu p rzypadkach  opis 
w arunków  doświadczalnych nie dostarcza niezbędnych inform acji, pozw alających na 
powtórzenie doświadczenia. Może to  prowadzić do nieporozum ień i trudności w  po­
rów nyw aniu  wyników badań różnych autorów . W badaniach stanów  rów now agi 
biochemicznej w ystępuje szereg specjalnych problem ów, nie spotykanych w  chem ii 
ogólnej. Dla osiągnięcia stanu równowagi zazwyczaj niezbędne jest dodanie do b a­
danego układu co najm niej jednego swoistego enzymu, a niekiedy dw u lub więcej. 
Dodany enzym może wymagać obecności kofaktorów , jak  np. jonów  m etali. P o­
nadto reak tan ty  i produkty  mogą w iązać lub uw alniać protony lub  inne jony 
w przebiegu badanej reakcji. Tak więc układ  doświadczalny m usi być opisyw any ze 
szczególną uw agą i dokładnością.

Uzyskiwanie i opisywanie danych term odynam icznych, dotyczących układów  
biochemicznych, jak  również innych złożonych układów  reagujących, w iąże się 
z dwoma podstawowym i problem am i:
1. Nie zawsze można precyzyjnie określić związki reagujące.
2. Nawet w  przypadkach, w których określenie związków reagujących jest możliwe, 

często nie udaje się wyznaczyć ich aktywności term odynam icznych.
W niniejszym  opracowaniu podano zalecenia m ające na celu lepsze w ykorzysta­

nie wyników badań z zakresu równow agi biochemicznej, jak  również zwiększenie 
zgodności w yników  badań otrzym ywanych przez różnych badaczy. Zalecenia te  za­
w iera ją  zestaw standardow ych w arunków , m ający ułatw ić osiągnięcie pow tarzal­
nych w yników  w szerokim zakresie równowag biochemicznych. Nie w yklucza się 
możliwości doboru specjalnych w arunków  doświadczalnych dla niektórych reakcji. 
Gdziekolwiek to jednak możliwe, reakcje te należy badać także w  zalecanych w a­
runkach standardow ych. Dla uniknięcia in terpretacyjnego zam ieszania zaleca się 
aby we w szystkich przypadkach przedstaw iać dane doświadczalne, używ ając s ta n ­
dardow ej term inologii, symboli i jednostek.

Czytelnika, k tóry  chciałby zaznajomić się z dyskusją odnośnie sposobu p rzedsta­
w iania w yników  doświadczalnych z zakresu term odynam iki odsyła się do zbioru re ­
guł CODATA (1) oraz IUPAC (2).

CZĘSC I. WARUNKI STANDARDOWE POMIARÓW RÓWNOWAGI

Term odynam iczne stałe równowagi określa się za pomocą aktyw ności reak tan - 
tów  i produktów . W w ielu układach biochemicznych nie udaje się jednak  wyznaczyć 
aktyw ności wszystkich składników . Często zachodzi więc konieczność obliczania
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stałej równowagi na podstaw ie stężeń. Dla w ielu celów akceptu je się przeto określenie 
stanu równowagi jako  ilorazu stężeń substancji reagujących, m ierzonych w stanie 
równowagi i tą  wielkość (stężeniową stałą równowagi) oznacza się w  niniejszym  
opracow aniu sym bolem  K c. Należy jednak zdać sobie spraw ę z tego, że w artości ta ­
kich stałych równow agi Kc i odpow iadających im w artości zm ian en talp ii sw obod­
nej x>, AGc nie będą w  rzeczywistości stałe, jeśli układ ulegnie zmianie. D latego też 
jest rzeczą istotną, aby w artościom  liczbowym om awianych wielkości tow arzyszyły 
dokładne i kom pletne opisy układu m ieszaniny reagującej oraz metod, za pomocą 
których oznaczono ten  skład. Odsyłacze do wcześniejszych p rac w  wielu przypad­
kach mogą zastąpić opis.

W a r u n k i  d o ś w i a d c z a l n e

Zaleca się, aby przeprow adzić pom iary w tem peraturze 25°C (lub 37°C) i sile jo­
nowej, doprowadzonej za pomocą chlorku p o ta su 2) do w artości 0,10 m o la /d m -3, 
używ ając najniższych efektyw nych stężeń buforu. Jeśli w arunk i powyższe okażą się 
niewykonalne, należy dobrać inne, nie ulegające zm ianie w  czasie całego dośw iad­
czenia i ściśle je określić. Użyte odczynniki powinny być m ożliwie najczystsze, a m e­
tody ich oczyszczania, stopień czystości i źródło pochodzenia każdego odczynnika po­
dane w pracy. U zyskanie w arunków  rzeczywistego stanu  równow agi powinno być 
w ykazane przez osiągnięcie tego stanu  z obu k ierunków  i w ykonanie oznaczeń 
w  k ilku  stężeniach reaktantów . Jest również rzeczą pożądaną, aby przebadać w pływ  
zm ian siły jonow ej oraz swoistych efektów  wywołanych obecnością soli w  m ieszani­
nie. Należy podać kom pletne lub przynajm niej reprezentatyw ne dane doświadczalne, 
na podstawie k tórych wyznaczono stałe równowagi.

T e m p e r a t u r a

Zaleca się jako  tem pera tu rę  standardow ą 25°C (298,15K) z uwagi na możliwość 
porów nania w yników  z większością dostępnych danych chemicznych. Jeśli jest to 
możliwe, należy podać w artości liczbowe stałych równow agi w  obu tem peratu rach : 
25° i 37°C. Jest rzeczą pożądaną, by wyznaczyć stałe równow agi w kilku  tem p era tu ­
rach. Na podstaw ie zależności stałej równowagi od tem p era tu ry  można wyznaczyć 
standardow e zm iany en talp ii i entropii. Jednakże przeprow adzając takie dośw iad­
czenia należy wziąć pod uwagę zm iany dysocjacji reak tan tów  i buforów, zachodzące 
przy zm ianie tem peratu ry , oraz w ynikłe z tego zmiany pH i stężeń dysocjujących 
związków. Należy pam iętać, że kalorym etria jest na ogół dokładniejszą m etodą w y­
znaczania zm ian en talp ii reakcji. Zmiany entalp ii reakcji, wyznaczone kalorym etrycz­
nie należy skorygow ać o w artość zmiany entalpii każdej reakcji buforu, związanej 
z pobieraniem  lub oddaw aniem  protonów.

B u f o r y  i p H

W przypadku, gdy dokonuje się ograniczonej liczby pom iarów, należy je prze­
prow adzać w pH rów nym  7,0 oraz, jeśli to możliwe, także w  tak im  pH, w którym  
pozorna stała równow agi K'c, jest niezależna, lub w m ałym  stopniu zależna od pH 
(pojęcie K'c określono w dalszym rozdziale). Jeśli bezpośrednie pom iary w pH 7,0 
są niew ykonalne, należy podać w artości przeliczone na to pH, oraz dokładnie spisać 
procedurę, k tó rą  zastosowano przy obliczeniach. Należy zwrócić uwagę na odpo-

ł> Określeniu „standardowa zmiana entalpii swobodnej” (a także „potencjał termodyna­
m iczny”), przyjętemu w polskim słownictwie, odpowiada anglosaskie określenie „standard 
Gibbs energy change” — standardowa zmiana energii Gibbsa. Jest to poprawne określenie 
wielkości, nazywanej dawniej standardową zmianą energii swobodnej Gibbsa, lub po prostu 
zmianą energii swobodnej, której to przydano symbol AF°.

*> Zalecaną jednostką stężenia jest mol dm- ». W piśmiennictwie biochemicznym oznacza się 
ją powszechnie symbolem M.
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wiednie zbuforowanie roztw oru, tak  aby w artość pH była ściśle określona w  cza­
sie całego doświadczenia. Je st rzeczą pożądaną, aby spraw dzić w pływ  zm iany ro­
dzaju i stężenia buforu dla określenia wpływ u stosowanego buforu. Należy unikać 
buforów, k tóre reagują z innym i reak tan tam i (włączając w  to związki wysokoczą- 
steczkowe) lub solami, tak im i jak  fosforany lub pirofosforany w obecności jonów 
m etali dwuwartościowych.

K o m p 1 e k s o w a n i e j o n ó w

Stałe równow agi tw orzenia kom pleksów jonów z reak tan tam i, jak  na przykład 
jonu magnezowego ze związkam i fosforowymi należy oznaczać w w arunkach  do­
świadczenia, zaś stężenia reak tan tów  należy skorygować z uwzględnieniem  kom plek- 
sowania. Jeśli jest to niew ykonalne, istnieją trzy możliwości:
a) jony m etali, niezbędne dla ak tyw acji dla osiągnięcia równowagi, lecz na tyle 

niskich, aby nie zm ieniały widocznie stężeń reaktantów ' przez ich kom plekso- 
wanie.

b) można przeprow adzać pom iary w  takich  stężeniach jonów metali, w  których je­
den (lub więcej) z reak tan tów  w ystępuje całkowicie w postaci skom pleksow anej, 
zaś stopień skom pleksow ania pozostałych reak tan tów  jest nieznaczący, tzn. w y­
znacza się stałą równowagi i standardow ą zm ianę entalp ii swobodnej reakcji 
w  k tórą wchodzi skom pleksowany związek.

c) można przeprow adzać pom iary w  warunkach; fizjologicznych aby uzyskać stałe 
równowagi i standardow e zm iany entalp ii swobodnej, które da się bezpośrednio 
odnieść do układów  biologicznych.
W każdym  razie należy określić jeśli to możliwe dokładnie stężenia jonów  m e­

ta li i podać stałe równowagi odpowiednio do jednej z trzech w ym ienionych sy­
tuacji: dla nieskom pleksowanych reaktantów , reak tan tów  całkowicie skom pleksow a- 
nych (np. Mg*ATP) i w  w arunkach  fizjologicznych. Ze względu na to, że dane o sta­
łych równowagi kom pleksow ania jonów są trudno  dostępne, a niekiedy niepewne, 
jest rzeczą pożądaną, aby oznaczać bezpośrednio w pływ  zm ian stężenia jonów  me­
ta li w stosowanych w arunkach  doświadczalnych. Niekiedy może w yniknąć potrzeba 
nanoszenia popraw ek na kom pleksow anie reak tan tów  za pomocą metod ekstrapo la­
cji, albo też należy stosować specjalne w arunki doświadczalne, aby uniknąć kom plek­
sowania reak tan tów  ze sk ładnikam i środowiska reakcji. Na przykład można stoso­
wać chlorek tetram etyloam iniow y zam iast chlorku potasowego w  pom iarach prow a­
dzonych w obecności polifosforanów  lub innych polianionów, tw orzących kom pleksy 
z jonam i m etali alkalicznych. • *
Rozważania ogólne o przedstaw ianiu  danych dotyczących równowagi 
Rozważmy następującą reakcję

(1) aA + 6 B ^ c C  + i/D
gdzie a, b, c i d są stechiom etrycznym i w spółczynnikam i składowych A, B, C i D. 
W tym  przypadku stała w yrażona przez stężenia (stała stężeniowa) to:

\cy [D]“
(2) Kc = —- h

[A]° [B]6

a standardow a zm iana en talp ii swobodnej (potencjału term odynam icznego, energii 
swobodnej Gibbsa) 3> to:

*> Z równania 3 wynika, że równowaga o której mowa odnosi się do roztworów „idealnie 
rozcieńczonych”, w  których współczynniki aktywności wszystkich reaktantów i produktów są 
niezależne od stężenia w  rozpatrywanym zakresie stężeń. Mimo, że trudno oczekiwać pełnego 
spełnienia tego postulatu w badanym układzie, w praktyce okazuje się, że w układach bioche­
micznych AG* jest często wielkością stałą, w granicach błędu doświadczalnego. Z tego powodu, 
zdając sobie sprawę z nieścisłości określenia, nazywamy tę wielkość „standardową zmianą en-
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(3) A G°e =  - R T \n K c

gdzie [A], [B] etc, to stężenia poszczególnych związków biorących udział w  reakcji, 
R  jest sta łą  gazową, a T — tem peratu rą  term odynam iczną.

Woda jako reak tan t w  rozcieńczonych roztw orach wodnych stanow i specjalny 
problem. Aby być zgodnym z ogólnymi zasadam i dotyczącymi roztw orów  rozcień­
czonych przy jm uje się, że czynnik H 2O w  w yrażeniach równow agi jest rów ny 1 
(patrz ostatni p arag ra f części pierwszej).

W pewnych przypadkach wiadomo, że na opisane stężenie sk ładnika sk łada się 
kilka odrębnych rodzajów  cząsteczek (np. [C] jest to [CH3COOH] +  [CH3C O O -]), jed­
nak  m am y zbyt mało inform acji na dokładniejszy opis stanu  równowagi. Na przy­
kład w układzie buforow anym  nie zawsze można określić udział jonów  H + w  każdym  
z możliwych stanów  równowagi. Jeśli jednak uda się utrzym ać sta łe  stężenie jo­
nów  wodorowych, można napisać pozorną stałą równowagi K'c, w  k tórej w yrażenie 
[H+] nie w ystępuje explicite. Taka pozorna stała równowagi na ogół m a inną wartość 
niż K c (rów nanie 2) i w  przeciw ieństw ie do niej jest zależna od pH. K'e można opi­
sać za pomocą całkow itych stężeń m ierzalnych składników

, A I T J  \ [Ci + ę»+...r[D i+D a + ...l-(4) Kć (pH =  x, ltp) = ------------------------------------- -
[A1+ A 2+ .••]a[Bi +  B2+ ...]

a standardow ą zm ianę en talp ii swobodnej w  postaci:

(5) AG?' (pH =  x, itp) =  -R Tln K;

Wielkość Kć podlega również innym  uw arunkow aniom . Aby dobrze określić jej 
wartość należy dokładnie ustalić i podać w artość pH, a niekiedy i stężenie jonów 
m etali oraz inne czynniki. W artości te  należy przytoczyć, jak  ustalono powyżej, ale 
czynniki te  nie pojaw iają się w prost wśród składników  po praw ej stronie rów na­
nia 4. W opisach biochemicznych zwykle można opuszczać indeks c w  symbolu K c. 
Jednakże zaleca się, aby nigdy nie opuszczać określenia „pozorna” w  odniesieniu do 
K ' i GV
Prosty przykład może pomóc w  w yjaśnieniu sytuacji. Rozważmy następującą re ­
akcję: : j ; | i; U ¡ IM

K» Ku
(6) R 1C 0 0 R 2 +  H20 ^  RiCOOH + HORz ^ R 1COO- +  HOR2 + H +

Stężeniowe stałe równow agi oraz standardow e zm iany entalp ii swobodnej etapu I 
i II w yrażają się jak  następuje:

[R1COOH][HOR2]
( '  1 [R iC 0 0 R 2][H 20]
(8) AG\ =  -R T \nK i

Ponieważ w  rozcieńczonych roztw orach wodnych czynnik dla wody przyjm uje się 
za 1, w rów naniach równowagi tak ich  układów  można go opuścić.

=  [R.COO-] [HOR2] [H+] =  [RiCOO-] [H+]
"  [Ri COOH] [HOR2] [R,COOH]

(10) ACJi =  - / J r i n i u

talpłi swobodnej”. Ponadto należy zdawać sobie sprawę z tego, że argument logarytmu (np. Kc 
w równaniu 3) musi być bezwymiarowy. W przypadku stężeniowej stałej równowagi uzyskuje 
się to dzięki stosowaniu „względnych stężeń”, tzn. stężenia podzielonego przez stężenie stan­
dardowe. Postępowanie takie Jest ważne teoretycznie, ale w praktyce może być ominięte. Na­
leży jednak dokładnie opisać standardowe jednostki stanu stężenia przy podawaniu takich 
wartości.
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Stężeniowa sta ła  równowagi i standardow a zm iana entalp ii swobodnej dla ogólnej 
reakcji są równe:

o d  g .  ^ c o ° - h h q r , h h >]
V } [RiCOOR2]

(12) AG° =  -R T \n K
Pozorną sta łą  równowagi w pewnych pH =  x można przedstaw ić wzorem, w któ­
rym  stężenie R C O O - i R COOH są po trak tow ane łącznie, bez ich rozróżniania.

[R i COO"] +  [Ri COOH] [HOR2]
(13) # '(p H  =  x) =

[R!COOR2]

O dpow iadająca te j stałej standardow a zm iana entalp ii swobodnej m a w tedy w y­
rażenie:

(14) AG0' (pH =  x) =  -R T \n K

W przypadkach, gdy równow agi chemiczne są znane w  szczegółach, przekształcenia 
w zajem ne K i K ' są ogólnie rzecz biorąc proste. W przypadku wyżej opisanego przy­
kładu będziemy mieli:

[R iC O O "][H +]
(15) [Ri COOH] =  ± 1Au

[H+] \ 1
(16) tf '(p H  =  x) =  [Rx COO- ] (1 +  [H+]/Ki i) [HOR] =  +

S tandardow a zm iana entalp ii swobodnej dla reakcji hydrolizy ATP na ADP i fosforan 
nieorganiczny (PO stanow i bardziej złożony przykład relacji między stężeniową 
a pozorną sta łą  równowagi. R eakcję sum aryczną możemy zapisać następująco:

całkowity A T P + H 20  ^  całkowity ADP+całkowity Pt 

Pozorna sta ła  równowagi i AG0 przy pew nym  określonym  pH  przy jm ują  postać:

[całkowity A D P ] [całkowity Pi]
(17) K ' =

(18) G°' = -R T  ln

[całkowity A T P ]

[całkowity A D P ] [całkowity Pi]

[całkowity ATP]

Istn ieją dane, pozwalające zmienić stałe pozorne na stężeniowe. Aby rozpatryw ać 
te związki fosforowe w środow isku pokrew nym  biologicznemu należy rozważyć ich 
oddziaływ ania z protonam i i jonam i magnezu. Przy w artościach pH bliskich 7 i w 
fizjologicznych stężeniach magnezu, każdy z w ystępujących składników  fosforano­
wych można opisać za pomocą jednej dysocjacji kwasowej, a każdy kwas i sprzężona 
z nim  zasada może wiązać jeden  jon Mg2+. Całkowite stężenia, w ystępujące w  K ' 
i AG0' można w tedy rozpisać jak  następuje:

(19) [całkowity ATP] =  [ATP4-] +  [ATP3"l +  [ATPMg2-]-l-[ATPMg-]

(20) [całkowity ADP] =  [ADP3-] +  [ADP2"] +  [ADPMg-] +  [ADPMg]

(21) [całkowity Pi] =  [P i2 - ] +  [ P r ]  +  [Pi Mg] + [Pi Mg+]

Czynnik [PiMg+] zawsze jest niewielki, a więc mało istotny, zaś [PiMg] nie odgrywa 
większej roli.

Znam y trzy  w artości p K a, po jednej dla każdego ze związków: ATP, ADP i Pi, 
podobnie jak  i ich stałe asocjacji z jonam i Mg2+. Możemy więc rozpisać reakcję
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w kry teriach  zależności między oddzielnym i rodzajam i reak tan tów  i produktów . Na 
przykład w  przypadku końcowym, kiedy pH jest w ysokie (>  8), a [Mg2+] =  0, do­
m inującą reakcją sta je  się:

(22) ATP4~ +  H 20  ^  ADP3- + Pf“ +  H +
Reakcję tę można równie dobrze przedstaw ić równaniem :

(23) ATP3-  +  H20  ^  ADP2“ + Pt
lub każdym  innym  z możliwych, pod w arunkiem , że są one popraw ne pod względem 
ogólnego ładunku  i stechiom etrii. S tałe równowagi w szystkich tych reakcji m uszą być 
niezależne od pH, bez względu na to  czy jon H+ wchodzi w reakcję jawnie, czy też 
nie. Sform ułow anie tak ich  stałych równow agi nie im plikuje niczego dotyczącego m e­
chanizm u reakcji w  tym  a nie innym  przypadku.

Jeżeli om awianą reakcję zapiszemy w  kategoriach rów nania 22, otrzym am y:

[A D P 3"J [P i2~] [ H +] N ,

<24> K" ’ = ---------[A T P*-j---------

W krańcow ym  przypadku, gdy [Mg2+] =  0, reakcję m iędzy K ' (równanie 17) i Katp 
(rów nanie 24) można przedstaw ić następująco:

_  ([ADP3-] +  [ADP2-]) ([P2-] +  [Pr])
(25) K '(pH  =  x, [Mg2+] =  0) =

=  K

([ATP4-] +  [ATP3“]) 
(1 + [H+]/Kp) (1 +  [H+]/£ y)

( l+ [H +]/tfa)[H+]

gdzie Ka, Kp, Ky to stałe dysocjacji kw asow ej ATP8- ,  ADP2 - , i Pi odpowiednio. Po­
nieważ znamy wszystkie stałe w  rów naniu  25, przeto pozorna stała równowagi rów na­
nia 17 jest w  sposób widoczny pow iązana z niezależną od pH stałą K a t p . W obec­
ności jonów Mg2+ analiza powyższa jest zasadniczo podobna, lecz jest ona bardziej 
złożona w  szczegółach. Dogłębną analizę tego problem u można znaleźć w  pracy A l ­
b e r t y  (3).

Zauważmy, że użyteczność rów nania 17 polega na tym , że można analitycznie 
oznaczyć stężenia ATP, ADP i Pi bez rozróżniania odrębnych form, wym ienionych 
w  rów naniach 19—21.

Zalecamy, aby stężeniowe stałe równow agi i odpow iadające im standardow e zm ia­
ny entalp ii swobodnej podawać ty lko wówczas, gdy reakcje  leżące u ich podstaw  
mogą być opisane w sposób w yczerpujący i dokładny. W przypadkach, gdy nie jest 
to możliwe, można podawać odpowiednie w artości pozorne, możliwie w  szerokim  za­
kresie pH  i innych istotnych zmiennych. W każdym  jednak  przypadku podanym  
wartościom  m usi tow arzyszyć dokładne określenie przyjętego schem atu reakcji.

W i e l k o ś c i

Zaleca się, aby podaw ać w artości stałych równow agi i standardow ych zm ian 
en talp ii swobodnej w  oparciu o stężenia (ilość substancji podzielona przez objętość, 
w yrażona w  molach na decym etr sześcienny), z w yjątkiem  czynnika protonowego, wo­
dy w  układach wodnych, w  których uczestniczy ona jako reak tan t lub produkt, oraz 
gazów i ciał stałych. Dla specjalnych celów może okazać się pożądanym  podaw anie 
dodatkowych w artości opartych na w ielkościach tak ich  jak  molalność, frakcje mo­
lowe lub ciśnienie parcjalne. W każdym  przypadku jednostki należy jasno określić. 
Należy unikać używania stałych równowagi opartych na stężeniach takich jak  mili- 
lub m ikrom ole na decym etr sześcienny (litr).

Zaleca się, aby w rozcieńczonych roztw orach wodnych, w  przypadku gdy brak 
jest pom iarów  względnej aktyw ności wody, czynnik odpow iadający stężeniu wody 
przyjm ować za 1.
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Rzeczywiste stężenie wody, przyjm ow ane um ownie za 55,5 m ola*dm -8 , winno 
być używ ane tylko dla ciekłej wody dla w yraźnie określonych celów.

Czynnikowi protonow em u należy nadać w artość 10-pH. U stalenia przyjęte odnoś­
nie wody i czynnika protonowego należy zawsze jasno określić. Ciśnienie parcjalne 
gazów powinno być podaw ane w  atm osferach, lub (jeśli ciśnienie parcjalne ma być 
w yrażane w  kilopaskalach jako stosunek ciśnienia parcjalnego do 101,325 kPa. 
E ntalp ia swobodna pow inna być podaw ana w  dżulach na m ol/J*m ol-1). Do czasu 
upow szechnienia te j jednostk i można przedstaw iać w yniki dodatkowo w kaloriach 
term ochem icznych na mol (1 calth =  4,184 J).

CZĘSC II. SYMBOLE, JEDNOSTKI I TERMINOLOGIA 

U w a g i  o g ó l n e

W artość przedstaw ionej pracy, jej zrozumiałość i precyzja stw ierdzeń wzrosną nie­
pom iernie, jeśli użyte symbole, jednostki i term inologia będą zgodne z zaleceniam i 
m iędzynarodow ej kom isji standardyzacyjnej. Inform acja, k tórą poniżej przedsta­
w iam y jest podsum owaniem  zaleceń m iędzynarodowych ciał naukow ych dyscyplin 
fizycznych i pom iarowych. W ybrano je ze szczególnym uwzględnieniem  term odyna­
m iki procesów biologicznych. Bardziej szczegółowy wykaz zalecanych symboli w iel­
kości fizykochem icznych oraz ich term inologię, w raz z dyskusją słownictwa Mię­
dzynarodowego U kładów  Jednostek  (SI) znaleźć można w publikacji IUPAC(4). No­
m enklatura SI jest też zalecana przez M iędzynarodową O rganizację S tandaryzacyjną 
(ISO), k tóra określiła reguły jej używ ania (5).

Przepisy stosowania uk ładu  SI są też publikow ane przez M iędzynarodowe Biuro 
M iar i Wag (6). Można je też znaleźć w  polskim piśm iennictw ie i zarządzeniach 
C entralnego U rzędu Jednostek  i M iar (7, 8, 9).

W naw iązaniu do tych zaleceń, zobowiązuje się autorów  przedstaw iających w y­
niki swych badań do:
1. gdy ty lko  jest to możliwe, używ ania zalecanej nazwy każdej wielkości fizycznej, 

oraz jej symbolu,
2. używ ania jednostek uk ładu  SI w raz z odpowiednimi, ogólnie akceptow anym i sym­

bolam i (4—9),
3. określając substancję, stan  fizyczny i tem peratu rę , do k tórej odnosi się dana 

wielkość, należy podawać szczegółowy zapis w arunków  zam iast dodatkowych in­
deksów w  frakcji dolnej i górnej, np. przy opisie procesu reakcji 1.

AGJ'(pH =  7,0, Ic =  0, 10 mola-dm-3, przy 25°C)
lub substancji rozpuszczonej:

Cp (C2H 5OH, w H ; 0 , 25°C)
4. Zaleca się podaw anie zarówno w artości liczbowych jak  i jednostek wielkości fi­

zycznych w ystępujących w tekście, na osiach współrzędnych wykresów, w rzędach 
i kolum nach tabel.

W tekstach p referu je  się następujący sposób zapisu: wielkość fizyczna =  wielkość
liczbowa • jednostka
np.

AG°'(pH =  7,0, Ic =  0,10 mola-dm-3, przy 25°C) =  -8,7kJ-m ol_1

W tabelach i w ykresach należy stosować form ę zapisu, otrzym aną przez przekształce­
n ie  podanego wyżej rów nania:

wielkość fizyczna/jednostka =  wartość liczbowa

tzn. w  rów naniu: AG/kJ*mol-1 =  — 8,7 lewa strona jest nagłówkiem, a praw a w ar­
tością liczbową, k tóra ma być stabularyzow ana. Jeśli używa się w yrażenia potęgo­
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wego o podstaw ie 10, w ykładnik podstaw owy powinien być przedstaw iony w  spo­
sób popraw ny, łącznie z odpowiednimi jednostkam i (tzn. A G /J• m ol-1 =  -0 ,087X 
X10-6, lub AG/10- 5 J*m ol—1 = —0,087, lub  w  innej algebraicznie popraw nej fo r­
mie).

W ielkości w yrażone w  jednostkach innych niż SI powinny być ujm ow ane w n a ­
w iasy (używa się ich jeśli mogą pomóc w  rozum ieniu tekstu). Je s t to o tyle istotne, 
że powszechnie używ a się jednostek innych niż SI dla pew nych wielkości, np. k a ­
lorie i atm osfery. K ażdą z tak ich  wielkości należy dodatkowo określić w  jednost­
kach SI.

Symbole w ielkości fizycznych pow inny być drukow ane kursyw ą lub podkreślone 
w maszynopisie, sym bole jednostek należy drukować norm alną czcionką.

Użycie tych zaleceń pokazano poniżej na przykładzie specjalnych zastosowań 
w pom iarach term odynam icznych.

Nie zam ierzam y tu  omawiać tych wszystkich nazw  i sym boli wielkości fizycz­
nych, k tóre dostatecznie jasno podano w  odnośnikach. Zajm iem y się omówieniem 
tak ich  wielkości, w  stosunku do których zalecenia K om isji M iędzynarodowej odbie­
gają od ustalonych praktyk.

T e m p e r a t u r a

T em peratu ry  term odynam iczne oraz różnice tem pera tu r w yraża się w  kelwinach 
(symbol K), a nie w  stopniach K elw ina (°K). T em peratury  i różnice tem p era tu r w y­
rażane w stopniach Celsjusza m ają symbol °C.

C i ś n i e n i e

Jednostką ciśnienia jest paskal, określający parcie z siłą jednego niutona na 
m etr kw adratow y (1 Pa =  1 N«m~2). W ygodną jednostką w w ielu pom iarach ciśnie­
nia jest kilopaskal (kPa). P racu jący  w  dziedzinie term odynam iki pow inni wiedzieć 
że wielkość pV, powszechnie stosowana w  term odynam ice określa energię i jeśli p 
jest w yrażone w paskalach, a V w  m etrach sześciennych, to iloczyn pV jest w iel­
kością w yrażoną w  dżulach. S tosując kom binacje zwyczajowych jednostek, innych 
niż SI nie uda się uniknąć współczynników przeliczeniowych. Należy unikać po­
wszechnie stosowanych jednostek tak ich  jak  mm Hg, tory lub ich w ielokrotności. 
Odnosi się to również do jednostek tak  niezgrabnych jak  litroatm osfera.

S tandardow a atm osfera jest zdefiniow ana jako 101,325 paskali (1 atm  =  101,325 
kPa). Jednostka ta  nie należy do układu  SI. Podczas obliczania stałych równowagi 
i standardow ych funkcji term odynam icznych w  oparciu o pom iary ciśnienia, akcep­
tow aną jednostką standardow ą jest 101,325 kPa, często nazyw aną atm osferą.

E n e r g i a

Pom iary energii, w łącznie ze w szystkim i pom iaram i cieplnym i pow inny być po­
daw ane w dżulach (J), kilodżulach (kJ) lub m ilidżulach (mJ). Autorzy, którzy w y­
rażają  energię w kaloriach term ochem icznych (calth) ich w ielo- lub  podw ielokrot- 
nościach, powinni podawać w spółczynnik przeliczeniowy (1 calth =  4,184 J). Nie należy 
używać „odżywczych” an i „dużych” kalorii o stosowanym czasem sym bolu Cal, rów ­
nym  1 kilokalorii), k tóre m ają zastosowanie tylko w specjalnych dziedzinach. Inne 
określenia kalorii m ają znikome znaczenie w biochemii i term ochem ii. A utorzy po­
w inni sobie zdać spraw ę z tego, że wobec rozpowszechnienia uk ładu  SI stosowanie 
kalorii jako jednostek nie ma przyszłości i niebaw em  zajdzie potrzeba przekształ­
cenia danych podaw anych w kaloriach.

Jeśli chodzi o inne jednostki, odsyłamy zainteresow anych do odpowiednich za­
leceń (4—9).

S k ł a d  r o z t w o r ó w
W badaniach  term odynam icznych skład roztw oru opisuje się za pomocą pojęć
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takich jak  stężenie molalność lub frakcja molowa. Inne pojęcia jak  frak c ja  masowa 
lub objętościowa mogą być stosowane tylko w  specjalnych przypadkach. K ażde z tych 
pojęć należy dokładnie określić, a używ ane roztw ory opisać w  sposób jednoznaczny, 
używ ając właściwych jednostek.

Stężeniem  substancji rozpuszczonej B jest ilość (moli) te j substancji podzielona 
przez objętość roztworu. Jako  symbol tej wielkości przyjęto Cb lub [B]. W ygodną 
jednostką stężenia jest mol*d m - 8. Stężenie określa się niekiedy m ianem  „m olarnoś- 
ci”. Roztwór o stężeniu 0,1 mola*dm -3 zwany jest roztw orem  0,1 m olarnym  lub
0,1 M. Ponieważ pojęcie „m olarność” i jednostkę M można mylić z molalnością, zale­
ca się używać określenie „stężenie” w raz z odpow iadającą m u jednostką mol*
• dm -3 .

Stężenie masowe rozpuszczonej substancji B jest to  m asa B podzielona przez 
objętość roztworu. P rzyjętym  symbolem te j wielkości jest q b ,  a odpow iadającą mu 
jednostką kg*m-8 .

M olalność rozpuszczonej substancji B jest to  ilość B (w molach) podzielona przez 
masę rozpuszczalnika. Za symbol przyjęto tub, a za odpow iadającą m u jednostkę 
mol*kg-1 . Roztwór o molalności rów nej 0,1 m o la^k g -1 nazywam y niekiedy roztwo­
rem  0,1 m olalnym  lub roztworem  0,1 m.

Ze względu na możliwe pomyłki przy używ aniu określeń „m olarny” i „m olal- 
ny”, a także i to że „m ” jest symbolem m etra zaleca się stosowanie jednostk i mol* 
•kg“ 1.

F rakcja  molowa substancji B jest to  ilość (moli) substancji B w  roztworze, 
podzielona przez całkow itą ilość (moli) w szystkich substancji w  roztworze. P rzy ję­
tym  symbolem te j wielkości jest x B lub y B, gdzie x B lub  y B — n B(2ini). Je s t to  w iel­
kość bezwymiarowa.

F u n k c j e  s t a n u
Przy określaniu wielkości energii, związanych z funkcjam i stanu substancji n a ­

leży dołożyć starań, aby używać ściśle określonych funkcji i zalecanych symboli 
energii w ew nętrznej (U), entalp ii (H), entalp ii swobodnej (G), entropii (S) i pojem noś­
ci cieplnej (C).

O kreślenia „ciepło” nie należy używać w  stosunku do term odynam icznych funkcji 
stanu. Tak więc zam iast „zawartość cieplna” w ystępuje „entalp ia” a zam iast „ciepło 
tw orzenia” — „entalpia tw orzenia”. W yjątkiem  jest „pojemność cieplna”, dla k tórej 
nie znaleziono alternatyw nej nazwy. Określenie „właściwa pojemność cieplna” od­
nosi się tylko do pojemności cieplnej na jednostkę masy. Należy unikać określenia 
„ciepło w łaściw e”. O dpow iadającą mu wielkością molową jest molowa pojemność 
cieplna.

P rzyjętem u w polskiej term inologii określeniu „energia sw obodna” (A = U —T S ) 
odpowiada w piśm iennictw ie anglosaskim  określenie „energia H elm holtza” a pol­
skiem u określeniu „entalpia sw obodna” (G =  H —TS) odpowiada określenie „energia 
G ibbsa”.

Jednostkam i tych ekstensyw nych wielkości są dżule (J), w ielkości w łaściwych 
dżule na kilogram  (J*kg-1), a wielkości molowych dżule na mol (J*mol_1). Jednost­
kam i entropii, ekstensyw nej wielkości o symbolu S są dżule na kelvin (J*K _1). En­
trop ii w łaściwej odpowiada jednostka dżul na kilogram  na kelw in (J*kg“ 1* K -1), zaś 
molowej entropii dżul na mol na kelw in (J^ m o l-^ K -1).

S t a ł e  r ó w n o w a g i

N ajlepiej byłoby podawać term odynam iczną stałą równowagi w  oparciu o ak tyw ­
ności składników  reagujących. Jednakże w większości badań biochemicznych nie 
zawsze jest to wykonalne. Dlatego należy stosować się do zaleceń dotyczących obli­
czania i podaw ania stałych równow agi i zm ian entalp ii swobodnej, k tó re  podano

[9] ZALECENIA K O M ISJI BIO TER M O DY N A M IK I 4 9 5

http://rcin.org.pl



49 6 ZA LE C E NIA  K O M ISJI BIO T ER M O DY N A M IK I [10]

w poprzednim  rozdziale. Symbole oznaczające wielkości fizyczne powinny różnić się 
od symboli jednostek. Symbol K (stała równowagi) pow inien być drukow any kursyw ą, 
w m aszynopisie zaś podkreślany, aby odróżnić go od sym bolu oznaczającego kelwin, 
K, k tóry  pow inien być drukow any norm alną czcionką.

P o m i a r y  e l e k t r o d o w e
U stalenia dotyczące znaków  różnic potencjałów  elektrycznych, sił elektrom oto­

rycznych i potencjałów  elektrodow ych opisano w  odsyłaczu 4 (rozdział 9). Są one 
niekiedy nazywane Um owam i Sztokholm skimi. A utorzy pow inni ściśle przestrzegać 
tych ustaleń. Zgodnie z nimi, k ierunek  pisania reakcji chem icznej, kolejność w y­
szczególniania elem entów ogniwa elektrolitycznego oraz oznakow anie siły elektrom o­
torycznej ogniwa (E) powinno być zgodne z następującym i regułam i:
1. Reakcje zachodzące w ogniwie pow inny być zapisyw ane z lewa na praw o w tak i 

sposób, aby dla reakcji przebiegającej w tym k ierunku  ładunek elektryczny do­
datn i również był przenoszony z lewej na praw ą stronę ogniwa. Różnica poten­
cjałów  elektrycznych jest przy tym  rów na co do w ielkości i znaku potencjałow i 
elektronow em u elektrody praw ej, zm niejszonemu o w artość potencjału  elektrody 
lewej.

2. Potencjał elektryczny elektrody (półogniwa) jest siłą elektrom otoryczną ogniwa, 
w  którym  elektrodą praw ą jest elektroda dana, a lew ą — standardow a elektroda 
wodorowa. Bardziej dodatnia siła elektrom otoryczna oznacza większy potencjał 
oksydacyjny.

T a b e l e  z b i o r c z e

Tabela I(a).
W yrażenia term odynam iczne, występujące w przedstawionych zaleceniach

[A] stężenie A
.Vb współczynnik aktywności substancji B (w oparciu o stężenie)
aB aktywność względna rozpuszczonej substancji B (uwaga: 

Ob — [B])
5 S

I siła jonow a (/c = 1/2) X!c*zi2> = l /2 X /”«zi2)> Zdzię ej 
jest stężeniem danego jonu, m\ jego m olalnością, a Zi jego ła­
dunkiem . S określa liczbę występujących rodzajów  jonów.

Kc niezależny od pH iloczyn stężeń równowagowych (stężeniowa 
stała równowagi)

K term odynam iczna stała równowagi
AT'(pH = x itp) zależny od pH , pozorny iloczyn zsum owanych stężeń rów no­

wagowych, zależny od stężenia innych wyszczególnionych 
reagentów  (pozorna stała równowagi)

AG? Standardow a zm iana entalpii sw obodnej, odpow iadająca 
iloczynowi stężeń równowagowych, niezależnemu od pH

AG?'(pH = x) Standardow a pozorna zm iana entalpii swobodnej odpow ia­
dająca pozornem u iloczynowi stężeń równowagowych w roz­
tworze buforowanym  o określonym  pH(AG®' = —RT  In Kc)

A F uprzednio rozpowszechniony sym bol oznaczający zmiany 
energii swobodnej. Obecnie wielkość ta nazywana jest po­
prawniej zm ianą entalpii swobodnej i oznaczana sym bolem  AG.

A F° patrz AF, AG°, AG°'
A S zm iana entropii
A H zm iana entalpii
c . pojem ność cieplna przy stałym  ciśnieniu
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Tabela I zaw iera w ykaz funkcji term odynam icznych, o k tórych trak tu je  zasad­
niczy tekst zaleceń. Podano tu  również odpow iadające tym  funkcjom  jednostki, n ie­
k tóre zależności między nim i oraz uwagi o zalecanych w arunkach  praktycznego ko­
rzystania z nich. Tabela II zaw iera niektóre spośród jednostek układu SI w raz z od­
pow iadającym i im symbolami.

Jednostkam i zmiany en talp ii molowej oraz zm ian molowej entalp ii swobodnej są 
zwykle dżule na mol (J^ m o l-1) lub kilodżule na mol (kJ-m ol-1) lecz rodzaj używ a­
nych jednostek trzeba w każdym  przypadku określić.

Dla określonych celów, zm iany wym ienionych wyżej wielkości term odynam icz­
nych można wyrażać w przeliczeniu na jednostkę masy danego reak tan tu  lub  p ro ­
duk tu  (dżule na kilogram , J*kg-1 ).

Jednostką zm ian en tropii w  poszczególnych procesach jest zazwyczaj dżul na 
mol na kelw in (J^ m o l-^ K -1), lecz i tu ta j trzeba w każdym  przypadku określić ro ­
dzaj stosowanych jednostek. Dla celów szczególnych zm iany entropii w łaściwej mogą 
być podaw ane w przeliczeniu na jednostkę m asy danego reak tan tu  lub p roduk tu , 
tzn. w  dżulach na kilogram  na kelw in (J ^ k g -^ K -1 ), lub też można je podawać jako  
zm iany en trop ii całkow itej, k tórej jednostką jest dżul na kelw in (J*K -1).

Jednostk i bezwzględnej entropii i pojem ności cieplnej są tak ie  same jak  jed ­
nostki zm ian entropii (J*K -1 , J ^ k g - ^ K -1 lub J - m o l - ^ K - 1), jednakże odnoszą się 
one nie ty le do samego procesu, ile do poszczególnych substancji lub ich agregatów .

Tabela I(b),
Zestawienie niektórych om awianych symboli i zaleceń

W ielkość Pozorna w artość przy 
pH  =  const (x)

W artość niezależna 
od pH

Stała równowagi“* K Kc
Standardow a molowa zm iana en­

talpii swobodnejb) . AG°' (pH  =  x) A C°
Stężenie reak tan tu  A [A] całkowite [A]

a) w przybliżeniu stały iloraz stężeń równowagowych
b) formalnie wyliczona ze stałej równowagi

Zalecenia odnośnie czynników występujących w wyrażeniach opisujących stałe równowagi.
W  przypadkach, kiedy w oda jest reaktantem  lub produktem  należy podać, czy użyto dla wody 

współczynnika 1, czy liczbę 55, 5, lub inną.
Podać, czy używa się 10"pH czy też jakąś inną m iarę czynnika jonów  wodorowych. pH  jest 

wystarczająco dokładną m iarą  stężenia lub aktywności jonów  wodorowych.

Zalecane w arunki pom iarów

Tem peratura 
Klub T)

W arunki podstaw ow e 
25°C (298.15 K) 
(także, zmiany /)

W arunki dodatkow e 
37° (310, 15 K) 

(także, zmiany t)

Siła jonow a 
I/m ol. d rrT 3
Stężenie jonów  w odoro­

wych 
Stężenie buforu

0,1 (doprow adzona za pom ocą 
KC1)

p H  = 7,0
najniższe efektywne

0,1 (doprow adzona za po­
m ocą KC1)
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N iektóre zależności term odynam iczne:
AU =  Q + W  I-sze praw o term odynam iki. P rzyrost energii w e­

w nętrznej układu jest sum ą ciepła dostarczone­
go do tego układu oraz pracy włożonej w  układ. 

AH =  AU+pAV W w arunkach, gdy układ znajdu je się pod s ta ­
łym  ciśnieniem, wzrost entalp ii układu (AH) jest 
w ynikiem  w zrostu jego energii w ew nętrznej (AU) 
oraz pracy w ykonanej przez układ  (pAV).

A H  = H (T 2) - H ( T i ) = jc p d r  W układzie pod stałym  ciśnieniem, do którego
doprowadza się energię przyrost entalp ii jest 
całką z Cp w  przedziale w yw ołanych zm ian tem ­
peratury .

AG = A H —TAS  Przyrost entalp ii swobodnej uk ładu  (AG) w  sta ­
łej tem peratu rze jest to  przyrost jego en talp ii 
(AH) pom niejszony o przyrost TAS.

Jednostkam i ekstensyw nej wielkości jaką jest energia całkow ita są dżule (J), 
energii molowej — dżule na mol (J*mol-1), a energii w łaściwej — dżule na kilogram  
(J-k g -i) .

■- T łum aczył K rystian  K aletka

Tabela II

W ielkości fizyczne, jednostk i i ich symbole w układzie SI

nazwa jednostki sym bol jednostk i

a) jednostki podstawowe

długość m etr m
m asa kilogram kg
czas sekunda s
natężenie prądu am per A
tem peratura kelwin K
ilość substancji m ol mol
światłość kandela cd

b) jednostk i pochodne (przykłady) '

siła niu ton N (kg* m - s-2 )
ciśnienie paskal P a(N  • m -2 )
energia dżul J(kg • m 2 • s -2 )
moc wat W ( J - s - ‘)
ładunek elektryczny kulom b C (A  • s)
różnica potencjału elek­
trycznego wolt V (J- A - s " 1)
oporność elektryczna om Q(V • A -1 )
częstotliwość herc H z(s_1)
powierzchnia m etr kw adratow y m 2
objętość m etr sześcienny m 3
gęstość kilogram  na m etr sześcienny kg* m -3
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c.d . tabeli II

c) przedrostki

mnożnik przedrostek symbol mnożnik mnożnik symbol

IO"1 decy d 10 deka da
10“ 2 centy c 102 hekto h
io - 3 mili m 103 kilo k
io - 6 mikro IO6 mega M
IO'9 nano n 109 giga G
io - 12 piko P 1012 tera T
10~15 femto f 1015 peta P
10-is at te a 1018 exa E

PIŚMIENNICTWO

1. Guide for the presentation  in  the prim ary  Literature of num erical data derived 
from  experim ents. CO D ATA Bulletin , 9, grudzień 1973.

2. A guide to procedures for the publication of therm odynam ic data (1972), J. Chem. 
Therm odynam ics, 4, 511—520, (1972) Pure Appl. Chem., 29, 395—407.

3. A l b e r t y ,  R. A., (1969), J. Biol. Chem., 244, 3920.
4. In ternational Union of P ure  and Applied C hem istry (IUPAC). M cGlashan M. L., 

(1979) M anual of symbols and term inology for physicochem ical quantities and 
units, B uttenw orth  and Co, London, Toronto (SBN-408 89350 8), (1970) Pure 
Appl. Chem. 21, 3—44, Revision, P aul M. A. (1975) B u tterw orth  and Co, London 
(ISBN 0 408 70671 6).

5. In ternational O rganization for S tandard ization  (ISO). SI U nits and recom m en­
dations for the use of th e ir  m ultiples and of certain  o ther units. In ternational 
S tandard  ISO-IOOO. I wyd. 1973-02-01, A m erican N ational S tandard  Institu te, New 
York. Także: In ternational S tandard  ISO-31/0-1974 i ISO 31/I-XII/1969-1975).

6. Bureau In ternational des Poids et M easures (BIPM): Le system e In ternational 
d ’Unites, 1970, OFFLLIB, 49 Rue Gay-Lussac, F75, P aris  5.

7. M onitor Polski n r  25/1971. Zarządzenie Prezesa CIJIM  z dnia 17.4.1971, zm ienia­
jące Zarządzenia w  spraw ie ustalenia definicji i oznaczeń legalnych jednostek 
m iar oraz ustalenia pochodnych jednostek m iar i jednostek m iar dopuszczonych 
przejściowo jako legalne.

8. C h m i e l e w s k i  H., M iędzynarodowy U kład Jednostek Miar. PWSZ, W arszawa, 
1973.

9. L i p p e r t  H., Jednostki SI w  medycynie. PZWL, W arszawa, 1980.

http://rcin.org.pl



.
.

-

http://rcin.org.pl



RECENZJA

W yodrębnienie białek i oznaczanie ich s tru k tu ry  p ierw otnej 

Barbara Rzeszotarska, Kornel Nowak
Wyższa Szkoła Pedagogiczna im. Powstańców Śląskich w Opolu 
Opole, 1983, Tom I i II, 173 strony, cena 60 zl za każdy tom

Z uznaniem  należy przyjąć pojawienie się zw artej m onografii m ającej w  p ierw ­
szym rzędzie w artość dydaktyczną obejm ującej w sposób oryginalny, i p rze jrzysty  
nowoczesne metody badania s tru k tu ry  i funkcji białek. Część pierw sza: W yodrębnie­
nie b iałek  ze źródeł natu ra lnych  zaw arta  w tom ie I poświęcona jest om ówieniu 
właściwości białek w ykorzystyw anych w  procesach ich w yodrębnienia, m etod izolo­
w ania białek  globularnych z m ateria łu  biologicznego, -oraz metod oczyszczania. P re ­
cyzyjnie omówiono w  tym  tom ie najnowsze osiągnięcia techniki, w ykorzystanie fizycz­
nych, chem icznych i biologicznych własności białek celem ich izolowania i oczysz­
czania.

W drugim  tomie, sk ładającym  się z dwóch części omówiono zasady jonow y­
m iennej analizy składu am inokwasowego białek oraz chemicznej analizy sekw encji 
am inokwasów.

Z aw arte w obu i tom ach rysunki, schem aty i tabele spraw iają, że czytelnik z ła t­
wością po jm uje naw et najbardzie j złożone problem y.

W artość tej m onografii jest tym  większa, że niejednokrotnie czytelnik po raz 
pierw szy spotyka zwięzłe omówienie m etody, syntetyczne ujęcie oryginalnych p rac 
metodycznych prezentujących nową m etodę biochemiczną użytą do w yodrębnienia 
lub  charak terystyk i czy badania s tru k tu ry  białek.

Szkoda tylko, że szata graficzna jest raczej skrom na.

Irena K ąkol
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SPRAWOZDANIA

„M olecular Biology Now and Tom orrow, T hirty  Years of DNA”
Septem ber 19—21, 1983
Boston P ark  Plaza Hotel and  Towers, Boston, Mass. U.S.A.

Trzydzieści la t tem u, 25 kw ietn ia 1953 roku, ukazała się w  N atu re  publikacja 
J . D. W atsona i F. H. C. C ricka pt. „A S truc tu re  of Deoxyribose Nucleic A cid” 
(Nature 171, 737, 1953). P raca  ta  otworzyła nową epokę w nauce. Dla uczczenia tego 
fak tu  naukow a redakcja N atu re zorganizowała w  Bostonie w  dniach 19—21 w rześnia 
1983 r. konferencję nt. „M olecular Biology Now and Tomorrow. T h irty  Years of 
DNA”. Była to zarazem  pierwsza konferencja zorganizowana przez redakcję  N ature 
w  USA.

W przeciw ieństw ie do innych epokowych odkryć w  nauce, k tórych  znaczenia 
często nie rozum iano w  chw ili odkrycia i k tórych w pływ  ujaw niał się dopiero po 
wielu latach, określenie trzydzieści la t tem u popraw nej s tru k tu ry  DNA niem al na­
tychm iast doprowadziło do odpowiedzi na podstawowe pytania n u rtu jące  badaczy 
od szeregu lat: jaka substancja stanow i m ateriał genetyczny kom órki i jak  ona działa. 
Szereg przew idyw ań na tem at funkcjonow ania m ateria łu  genetycznego w ynikają­
cych ze s tru k tu ry  DNA zostało niem al natychm iast potw ierdzonych eksperym ental­
nie. I tak  przewidywany przez W atsona i C irck’a m echanizm  replikacji DNA (Nature 
171, 964; 1953) został w  niedługim  czasie odkryty i przedstaw iony w  p racach  K orn- 
berga (1956) oraz Meselsona i S tah la (1958).

Zasugerowany przez C ricka i innych w  1961 r. kod tró jkow y odszyfrowano na 
początku lat 60-tych. W tym  sam ym  czasie potw ierdzono istnienie przenośnika infor­
m acji genetycznej w  postaci mRNA (Brenner i inni, 1961). Odkrycie tRNA w końcu 
la t 50-tych potw ierdziło wcześniejszy postulat Cricka i B rennera zak ładający istnie­
nie adaptorów  rozpoznających zarówno składniki białka, am inokwasy, jak  i składniki 
kw asów  nukleinow ych, nukleotydy.

W yjątkow a pozycja w dziejach odkryć naukow ych jaką  zajm uje odkrycie s tru k ­
tu ry  DNA, stanow iła dostateczny powód zorganizowania drugiej konferencji dla 
upam iętnienia 30-tej rocznicy tego epokowego w ydarzenia (J. M addox, N atu rę 305, 
177; 1983). Pierw sza konferencja na ten  sam tem at została zorganizow ana przez re ­
dakcję N ature w Cam bridge, England w  kw ietniu b. roku.

P rogram  konferencji obejm ow ał problem y stru k tu ry  i rep likacji DNA, ekspresji 
genów, różnicowanie kom órkow e oraz zastosowanie nowych metod inżynierii gene­
tycznej w medycynie. Doniesienia naukow e z tych dziedzin były przedstaw ione przez 
zaproszonych gości w  form ie wykładów. W śród uczonych prezentujących ostatnie 
osiągnięcia biologii m olekularnej było trzech laureatów  nagrody Nobla (D. Baltim ore, 
H. Tem in, W. Gilbert). Obecni również byli J. D. W atson i F. H. C. Crick, autorzy 
odkrycia, k tórem u było poświęcone to sympozjum. K onferencję otworzył główny 
organizator, redak to r naczelny N ature, J. Maddox. Następnie J. D. W atson przed­
staw ił w  trakc ie  swojego około półgodzinnego w ystąpienia najbardzie j obiecujące 
k ierunk i badań w biologii m olekularnej. Pierw sza sesja, której przewodniczył P. Doty, 
była poświęcona struk tu rze  i rep likacji DNA. A. Rich opisał nową, znaną dopiero 
od czterech la t s tru k tu rę  DNA, w  której DNA tw orzy lew oskrętny heliks tzw. form ę 
Z-DNA, i porównyw ał ją z praw oskrętnym  modelem DNA, B-DNA znanym  od 30 lat. 
W arto tu  podkreślić, że D elbruck już w 1954 r., a więc w krótce po opublikow aniu
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przez W atsona i C rick’a m odelu praw oskrętnego B-DNA sugerował możliwość istn ie­
nia DNA o lew oskrętnym  heliksie.

F orm a Z-DNA pow staje względnie łatw o z form y B-DNA w tych heliksalnych 
odcinkach, które zaw ierają na przem ian nukleotydy pirym idynow e i purynow e (AT 
lub GC). Form ę Z-DNA stabilizują niektóre organiczne polikationy, np. sperm ina. 
Także m etylacja reszt cytozyny w  pozycji 5 w  sekwencji (GC)n u trw ala  form ę Z-DNA. 
Obecność Z-DNA stw ierdzono w szeregu DNA bakterii, w irusów (np. SV40), również
D. M elanogaster.

W ażnym było odkrycie białek wiążących się specyficznie z Z-DNA, lecz nie 
w iążących się z B-DNA. Mówiąc o możliwych funkcjach s tru k tu r  Z-DNA, A. Rich 
p rzedstaw ił szereg danych z których w ynika, że Z-DNA może występować we frag ­
m entach genomu odpowiedzialnych za regulację ekspresji genu, m.in. w  DNA intro- 
nów oraz w  tzw. transcrip tiona l enhancers, tj. fragm entach genom u stym ulujących 
transkrypcję. J. W ang poświęcił swój wykład struk tu rze  DNA wyższego rzędu, 
superspiralnej. P rzedstaw ił on mechanizm  zmiany stopnia skręcenia superspirali, 
rolę topoizom erazy I z £. coli w  tym  procesie oraz wpływ  superspiralizacji DNA na 
transkrypcję. M. P tashne omówił oddziaływ ania białka z DNA na przykładzie białka 
represorow ego i DNA faga X. Jest to obecnie jedyny układ, w którym  poznano tak  
dokładnie m olekularny m echanizm  oddziaływania białko-DNA. M. P tashne p rzed­
staw ił m.in. kom puterow e modele oddziaływ ania białka represora z DNA faga X oraz 
rolę poszczególnych am inokw asów  cząsteczki represora w  tym  oddziaływaniu.

O tw ierając sesję poświęconą ekspresji genu, A. Rich zwrócił m.in. uw agę na 
fak t, że sekw encje kodujące stanow ią 60—70% genomu E. coli podczas, gdy u euka- 
riontów  zajm ują one zaledwie 3—5% genomu. Rola tej tak  dużej ilości n iekodują- 
cego DNA u eukariontów  jest wciąż jeszcze niejasna, ale powoli zaczyna się u jaw niać 
związek między s tru k tu rą  a ekspresją i ew olucją genów. Cztery następne w ykłady 
poświęcone były w łaśnie tym  problem om. Większość genów w  organizm ach eukario­
tycznych jest nieciągła, części kodujące (ekson) są oddzielone niekodującym i fragm en­
tam i DNA (intron). Bardzo często introny stanowią o wiele większą część DNA niż 
eksony (W. Gilbert). Geny kolagenu zaw ierają 30—50 intronów , ilość nukleotydów  
w DNA eksonów jest zawsze w ielokrotnością liczby 9 — glicyna pow tarza się w  Czą­
steczkach kolagenu jako co trzeci am inokw as (H. Boedtker). S tru k tu ra  genów globiny 
i ich ewolucja były przedm iotem  w ykładu M. M aniatis’a. P. Leder omówił s tru k tu ry  
szeregu genów (m.in. globiny, oraz kilku  enzymów glikolitycznych), ich ew olucję 
oraz funkcję niekodujących sekwencji DNA. Zmiany w  niekodujących fragm entach 
DNA są o w iele bardziej częste niż w sekwencjach kodujących.

N astępną sesję poświęcono biologii rozwoju. Przewodniczył jej S. B renner. Me­
chanizm y różnicowania komórkowego na poziomie m olekularnym  pozostają ciągle 
jeszcze nieznane.

P rzegrupow anie genów im m unoglobulin czy sekw encji regulujących ekspresję 
genów badane intensyw nie w układach Drosophila melanogaster czy D ictyostelium  
discoideum  mogą ilustrow ać zjaw iska bardziej ogólne. O bserw acje w ytw arzania prze­
ciwciał służyły szczególnie często w badaniach procesów różnicowania. B altim ore 
mówił w swoim w ykładzie o m echanizm ach łączenia się fragm entów  DNA kodu ją­
cych różne regiony im m unoglobulin. W trakc ie tych procesów kodujące sekw encje 
DNA mogą łączyć się albo bezpośrednio, albo przez nowe fragm enty DNA o długości 
od 2 do 7 nukleotydów  (prawdopodobnie syntetyzowane przez term inalną nukleoty- 
dylotransferazę), albo też część nukleotydów  (zwykle 2 do 3) może być usunięta 
z kodujących sekw encji DNA przed ich połączeniem. Procesy te  prowadzą do w ielkiej 
różnorodności przeciwciał. H. Lodish przedstaw ił badania nad rozwojem D ictyostelium  
discoideum. W trakcie cyklu życiowego D. discoideum  trw ającego 24 godziny ilość 
aktyw nych genów w zrasta ok. 2-krotnie. Jak  wiadomo różnicowanie tego organizm u 
można wywołać przez głodzenie, przez zagęszczanie kom órek albo przez dodanie
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cAMP do hodowli. Organizm  ten  sta je  się przedm iotem  zainteresow ania coraz w ięk­
szej grupy badaczy.

M olekularne aspekty rozw oju ssaków (na przykładzie em brionów mysich) zostały 
omówione przez R. Jaen isch ’a. G. Rubin przedstaw ił w yniki analogicznych badań  
rozw oju u Drosophila.

Jedną z dziedzin zastosow ania nowych metod m anipulow ania genam i jest m e­
dycyna. Szereg problem ów  medycznych może zostać rozwiązanych m etodam i inży­
nierii genetycznej. W sesji poświęconej tym  problem om  C. W eissm ann m ówił o lim fo- 
kinach, substancjach o aktyw ności antyw irusow ej produkow anych przez limfocyty. 
Znanych jest w iele lim fokin, ale tylko kilka z nich oczyszczono i sklonowano, np. 
in terferony «, (3 i y. Geny interferonów  stanow ią jedną z dwóch klas genów nie 
zaw ierających sekwencji n iekodujących w organizm ach ssaków (druga klasa to geny 
histonów). Kom órki E. coli, do k tórych wprowadzono geny in terferonu  produku ją  
do 1 g in terferonu  z 1 1 hodowli. Gen in terferonu w prowadzono także do genu 
a-am ylazy B. subtilis i w te n  sposób otrzym ano bakterie produkując in te rferon  i w y­
dzielające go na zew nątrz kom órki. Ludzki in terferon  a  w ytw arzany przez E. coli 
albo B. subtilis jest nierozróżnialny od oryginalnego (wytwarzanego przez lim focyty 
ludzkie) i może być produkow any w ilościach gramowych. Y. W. K an  mówił o za­
stosowaniu analizy DNA genów globiny do rozpoznaw ania dziedzicznych chorób 
takich jak  a-talasem ia, anem ia sierpow ata i /?-talasem ia jeszcze przed urodzeniem  
dziecka (prenatal diagnosis). A naliza polega na cięciu DNA enzym am i restrykcyjnym i 
tak  dobranym i, że rozcinają norm alny globinowy DNA lecz nie rozcinają DNA kodu­
jącego zmienioną globinę. Dalsze udoskonalenia metod analizy DNA pozwoli na 
wczesne rozpoznanie chorób dziedzicznych.

O statni dzień konferencji poświęcono głównym kierunkom  rozw oju biologii m o­
lekularnej w  najbliższych latach. C. W eissm ann, przewodniczący przedpołudniow ej 
sesji, spekulow ał na tem at możliwości poznania sekw encji DNA chromosom u albo 
naw et całego genomu. Ten m otyw był kontynuow any przez S. B rennera, k tóry  k ilka 
godzin później mówił o możliwościach poznania stru k tu ry  m olekularnej całego orga­
nizmu pewnego nicienia m ającego genom tylko 18 razy większy od genom u E. coli. 
Jednak  poznanie sekwencji DNA całego organizm u, choćby najprostszego, miałoby 
sens gdybyśmy równocześnie wiedzieli jaka jest funkcja każdego produk tu  genu. 
Zdarza się, że znamy sekw encję DNA jakiegoś genu ale nie wiem y jaką funkcję 
pełni jego produkt. Inne istotne problem y biologii m olekularnej, k tó re  przedstaw ił 
C. W eissmann, to różnicowanie kom órkowe, kom unikacja między kom órkam i w tr a k ­
cie różnicowania oraz w irusy onkogenne jako narzędzie badawcze. H. Tem in m ówił
o retrow irusach, m echanizm ie ich w łączania się do komórkowego DNA i w yw oły­
wania raka. D. Goeddel w swoim wykładzie przedstaw ił w yniki badań nad zależno­
ścią antyw irusow ej aktywności in terferonu y od jego struk tu ry , nad s tru k tu rą  genu 
interferonu y oraz nad ekspresją tego genu w drożdżach. Horm ony mózgowe były 
przedm iotem  w ykładu F. Blooma. Celem tych badań jest poznanie organizacji geno­
mu komórek mózgu aby dalej móc poznać m echanizm y różnicowania kom órek mózgo­
wych, tw orzenia synaps i ostatecznie m olekularne m echanizm y różnorodnych emocji 
ludzkich.

F. H. C. Crick był przewodniczącym  sesji zam ykającej sympozjum. Sesja ta  była 
poświęcona badaniom  stru k tu ry  genomu i w ektorom  do przenoszenia genów w orga­
nizmach roślinnych i zwierzęcych. H. Goodman omówił podstaw owe metody badania 
genów roślinnych, jak  również przedstaw ił zalety układów  roślinnych (możliwość 
otrzym ania całej rośliny z jednej komórki) jako układów  modelowych w  biologii mo­
lekularnej. Szereg genów roślinnych przeniesiono z kom órki do kom órki w drodze 
ich fuzji albo też w ykorzystu jąc plazm id T bak terii Agrobacterium  tum efaciens. 
R. M ulligan przedstaw ił zalety retrow irusów  jako w ektorów  do przenoszenia genów
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w kom órkach ssaków, istniejące ograniczenia obecnie stosowanych metod do p rze­
noszenia genów (niemożność w prow adzenia genów w  określone m iejsce chromosomu) 
oraz możliwość te rap ii genowej.

Hieronim Jakubow ski

Sprawozdanie z Bat Sheva Seminarium na temat — „Poliaminy w procesach wzrostu 
i odróżnicowania” — Izrael, Jerozolima 4—9.07.1982.

Report Bat Sheva Seminar — „Polyamines in Growth and Diffcerentation Processes” — Israël, 
Jeruzalem 4—9.07.1982.

W dniach od 4—9 lipca 1982 roku odbyło się w  Izraelu, Jerozolim ie — Sem ina­
rium  na tem at udziału poliam in w  procesach w zrostu i odróżnicowania kom órkowego 
organizow ane pod auspicjam i F ederacji E uropejskich Tow arzystw  Biochemicznych 
(FEBS), The B at-Sheva de Rothschild Fondation  for the A dvancem ent of Science 
oraz The H ebrev U niversity  of Jerusalem . F unkcję Przewodniczącego K om itetu O rga­
nizacyjnego oraz w  pew nym  sensie Gospodarza Sem inarium  pełnił z w ielkim  po­
święceniem  prof. Uriel B achrach (Dept. of M olecular Biology).

P race podczas trw an ia  Sem inarium  przedstaw iono w  form ie refera tów  oraz 
w form ie p lakatów . P rogram  naukow ych składał się z następujących sesji: I — P oli­
am iny a now otw ory, II — D ekarboksylaza ornitynow a (ODC), III — D ekarboksylaza 
ornitynow a i kinazy białkowe, IV — Poliam iny w  roślinach, V — M etabolizm poli­
am in, VI — Poliam iny w  procesach odróżnicowania, VII — Poliam iny w  m ikro­
organizm ach.

W Sem inarium  wzięło udział 100 uczestników, z 15 państw . Bardzo wysoki poziom 
m erytoryczny gw arantow ała obecność przedstaw icieli praktycznie w szystkich ośrod­
ków naukow ych zajm ujących się problem em  poliamin. Sem inarium  w zasadzie pod­
sumowało obecny stan  wiedzy dotyczący poliam in w  różnych aspektach (patrz te­
m atyka poszczególnych sesji).

W ram ach  sesji I i VI (poliaminy a now otw ory i poliam iny a procesy odróżnico­
wania) przedstaw iono szereg ciekawych p rac dotyczących m edycyny klinicznej i do­
św iadczalnej. Do prac z tego zakresu należał re fera t H. Deser’a (Hematology Hanusch 
K rankenhaus, Wiedeń) dotyczący zachow ania się poliam in i histam inazy w  surowicy 
krw i pacjentów  z chorobam i hem atologicznymi. W konkluzji au to r stw ierdził, iż 
w 100% przypadków  z polycytem ia vera dochodzi do w zrostu poziomu sperm idyny 
(SPD), i sperm iny (SPM). Y. H orn (Dept. of Oncology, Izrael) przedstaw ił próbę w y­
korzystania poliam in jako biochemicznych w skaźników  złośliwości w przypadkach 
guzów mysich, stw ierdzając ew identny w zrost stężenia putrescyny (PU) i nieco 
m niejszy wzrost sperm idyny (SPD). N atom iast J. Jânne (Dept. Biochem istry, Helsinki) 
przedstaw ił badania antym etabolitów  poliam in w  układzie hodowli z kom órek raka 
E hrlicha (ascites). Używanym i przez au to ra substancjam i ham ującym i w ew nątrzko­
m órkow ą biosyntezę poliam in były — a-dw ufluorom etyloornityna (DFMO) — ham u­
jąca dekarboksylazę ornitynow ą (ODC) oraz m etyloglioksal-bis-guanylohydrazon 
(MGBG) — potencjalny inh ibitor dekarboksylazy adenosylom etioninowej. W podsu­
m owaniu w yników  au to r stw ierdził w ew nątrzkom órkow y w zrost SPD i PU  induko­
w any przez różne stężenia MGBG w kom órkach hodowli oraz zupełny b rak  obecności 
kadaw eryny.

In teresu jącą pracę na tem at zachowania się aktyw ności ODC oraz stężenia PU
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w indukow anych guzach skórnych myszy i papillom a u m ałp przedstaw ił prof. 
R. K. Boutwell (Univ. Wisconsis, USA), stw ierdzając w zrost poziomu PU oraz n a j­
wyższe ham ow anie aktyw ności ODC przez DFMO niezależnie od stężenia inhibitora 
po 4 godzinach. Po wygłoszeniu pracy rozwinęła się dyskusja na tem at użyteczności 
oznaczania poliam in w mysich guzach skórnych jako modelu badań nad proliferacją 
komórkową. N astępnie G. Scalabrino (Univ. Milan, Włochy) przedstaw ił w yniki do­
tyczące badań aktywności ODC w ątroby szczurzej podczas chemicznej koncerogenezy, 
zaś L. Persson (Univ. Lund, Szwecja) omówił w ykry te zm iany w  zaw artości w ew nątrz­
kom órkowych poliam in w trakcie  rozwoju H epatom a M orrisa u szczura, przy czym 
uwzględniono poszczególne fazy rozw oju kom órki (Gi, S, G2, H). Autorzy powyżsi 
w ykazali zm iany w metabolizm ie w ątrobow ym  zależne od stopnia odróżnicowania 
komórkowego, charak teryzujące się obniżeniem poziomu poliam in w ew nątrzkom ór­
kowych przy wzroście aktywności kinaz białkowych.

Bardzo cenną (m ając na uwadze stosowaną metodykę) pracę przedstaw iającą 
technikę oczyszczania ODC z ja jn ika  i p rostaty  myszy przedstaw ił A. Kaye (Weizman 
Inst. Izrael).

C iekawą pracę na tem at wpływ u hormonów na poliam iny w przebiegu rozw oju 
epithelium  gruczołu piersiowego u m ałp nieciężarnych, podczas wczesnej ciąży
i podczas lak tac ji zaprezentow ał T. Oka i wsp. (Nat. Inst. H ealth, Bethesda, USA). 
W ykazano, iż głównie progesteron indukuje poliam iny poprzez m odulację aktyw ności 
ODC i syntetazy SPD. Aktywność tych enzymów jest natom iast zależna, szczególnie 
podczas laktogenezy od stężenia insuliny, prolaktyny i glikokortykoidów.

Na szczególną uwagę zasługiwał re fera t W. K erstena (Univ. Erlangen, RFN), 
w  którym  au to r przedstaw ił rozmieszczenie poliam in w  kom órkach sutka m ałpy 
BSC — 1. Okazało się, iż stężenie poszczególnych poliam in w  kom órce jest najwyższe 
w  cytoplazm ie zaś w jądrze zawsze niższe.

N astępnie w kolejnym  referacie D. M organ (Div. Perinatal. Med., H arrow , W. B ry­
tania) omówił badania dotyczące inhibicji monoam inooksydazy (MAO) i dw uam ino- 
oksydazy (DAO) łożyska ludzkiego (tkanka szczególnie szybko rozw ijająca się). A utor 
przedstaw ił również dane dotyczące stężenia poliam in w przebiegu ciąży fizjologicz­
nej (surowica krw i, łożysko, surow ica krw i pozałożyskowej), stw ierdzając szczególnie 
wysoki poziom poliam in, głównie PU w tkance łożyskowej.

Aktywność enzymów rozkładających poliam iny (aminooksydaz) w guzach mózgu 
typu neuroblastom a badał B. Mondovi (Inst. Biochim. Appl. Roma, Włochy), stw ier­
dzając zaskakująco słabą korelację pomiędzy aktyw nością enzymów a poziomem 
poliamin.

Ciekawą, pracę, w  której obserwowano zachowanie się poliam in w lim focytach 
dzieci z leukem ią zaprezentow ał P. Ebert (Inst. Erlangen, RFN). Badania prowadzone 
przed i po chem ioterapii nie w ykazały ew identnych zm ian w stężeniu poliam in 
w lim focytach. N atom iast M. Romano (Univ. Naples, Włochy) oceniła wydzielanie 
poliam in jako bardzo dobry w skaźnik efektów  te rap ii radiologicznej w przypadku 
raka p iersi w  fazie przerzutu. Zatem  dla celów klinicznych oznaczanie stężenia w e­
w nątrzkom órkow ego poliam in byłoby mniej przydatne.

W powyższym Sem inarium  uczestniczyłem  w  sposób czynny przedstaw iając 
w  sesji — „Poliam iny a now otw ory” pracę p t.: „Oznaczanie poliam in podczas chem io­
terap ii choriocarcinom a”. Udział w tym  m iędzynarodowym  spotkaniu  pozwolił na za­
prezentow anie własnego dorobku krytycznem u środowisku uczestników Sem inarium , 
poza tym  m iałem  okazję w  toku licznych dyskusji zorientować się w ak tualnych  
kierunkach badawczych, co jest niezwykle istotne dla program ow ania dalszych badań 
własnych.

Jeżeli chodzi o wniosek n a tu ry  ogólnej jak i w ynikł z tego spotkania to godne 
zacytow ania jest stw ierdzenie, iż stosowanie w coraz szerszym zakresie bardzo d ro ­
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giej chem ioterapii w inno być kontrolow ane w  większym stopniu przez rozw ijanie 
badań  (niestety również bardzo kosztownych) m ających na celu stw ierdzenie efek­
tyw ności tego typu leczenia. A więc badań dotyczących m arkerów  procesu odróżni- 
cowania, pozw alających na ocenę progresji lub regresji now otw oru i zezwalających 
na lepsze dobranie leczenia cytostytycznego.

K azim ierz K am iński
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V

KOMUNIKAT 
KOM ISJI SŁOWNICTWA BIOCHEMICZNEGO

W w yniku szybkiego rozw oju genetyki m olekularnej z zastosowaniem  now ych 
technik, w piśm iennictw ie anglosaskim  pojaw iła się i nadal pojawia w ielka liczba 
nowych określeń, nazw  i zwrotów. Wiele z nich ma krótki żywot, inne jednak wchodzą 
na dobre do słownictwa z tej dziedziny wiedzy. Nazwy te  powinny mieć swe odpo­
wiedniki w języku polskim, tym  bardziej, że nie podlegają one ogólnie przyjętym  
zasadom słow nictw a chemicznego czy enzymologicznego.

W Science (1980, 109, 1435) podano przygotowane ad hoc propozycje słownika 
term inów  z dziedziny genetyki m olekularnej. Polską w ersję ogłoszono w Postępach 
Biologii Kom órki (1982, t. 9, z. 2, str. 335—340). Obie propozycje budzą pewne zastrze­
żenia u specjalistów.

Z uwagi na duże znaczenie zagadnienia, K om isja Słownictwa Biochemicznego po­
w ołała zespół, przygotowujący słownik term inologii z dziedziny genetyki m olekular­
nej. P racą zespołu k ieru je prof. d r hab. A leksandra P utram ent. Zaw iadam iając o tym, 
K om isja prosi o nadsyłanie haseł anglosaskich, oraz ew entualnych propozycji polskich 
określeń, na adres:

Prof. d r  hab. A leksandra P utram ent 
Insty tu t Biochemii i Biofizyki PAN 
ul. Rakowiecka 36, 02-532 W arszawa
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Piśmiennictwo: w artykule należy cytować prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz 
najważniejsze artykuły przeglądowe omawiając przedstawioną dziedzinę z uwzględnieniem  
artykułów opublikowanych w  „Postępach Biochemii”. W tekście należy podawać jedynie 
nazwiska badaczy, których prace mają podstawowe znaczenie w  przedstawionej dziedzinie. 
Omawiane prace trzeba numerować w kolejności ich cytowania w tekście. Wykaz piśmien­
nictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporządkowane alfabe­
tycznie. Odnośniki bibliograficzne winny mieć formę zalecaną przez Komisję Wydawców Cza­
sopism Biochemicznych Międzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według B lo ch im . B io p h ys .  
A c ta  (1972), 271, 1 np.

Pispa J. P. Buchanan i'. M., (1971), B io ch im , B io p h y s . A c ta ,  247, 181—184.

Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) i inicjały autora(ów), 
rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i inicjały jej redaktorów(a), tom, pierwszą i ostatnią 
stronę cytowanej publikacji, nazwę 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.

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w 2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzyć 
kolejnym numerem odpowiadającym numerowi użytemu w tekście oraz oznaczyć (na górze 
stronicy ołówkiem) nazwiskiem pierwszego autora i początkowymi wyrazami tytuły pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuły tabel i nagłówki rubryk 
powinny jasno opisywać ich treść zaznaczają, z jakich (jakiej) prac(y) pochodzą informacje 
podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rusunki, schematy lub fotografie należy opatrzyć numeracją w kolej­
ności ich omówienia w tekście. Przyjmuje się zasadę numeracji rycin cyframi arabskimi, 
a wzorów cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) powinny być wykonane 
na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tuszem na białym papierze lub na 
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być mniejszy niż 10X15 cm, a naniesione linie 
nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą 
niż linie właściwe wykresu. Cyfry i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość 
nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać 
się skrótami. Osie wykresów natomiast winny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla 
oznaczenia punktów doświadczalnych można stosować następujące symbole: O 0  A •  iS A- 
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołówkiem). Decyzję o stopniu 
zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na oddzielnej kartce. Oznacze­
nia, których nie można wpisać na maszynie, należy wyraźnie nanieść czarnym tuszem.

Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom konstruowanie oryginal­
nych rysunków i zbiorczych tabel na podstawie danych z piśmiennictwa. Prawie wszystkie 
czasopisma zastrzegają sobie wyłączność druku prac wraz z ich dokumentacją (C o p y r ig h t). 
Przed włączeniem tabel, wykresów czy schematów do artykułu przeznaczonego do publikacji 
w P o s tę p a c h  B io c h e m ii należy uzyskać zgodę na przedruk i przedłożyć ją Redakcji.

Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów, aby zabezpieczyć maszynopis i ilustracje 
przed pogięciem.
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