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Profesor dr med.
WANDA MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN 

1914—1986
Twórczyni Biochemii Uniwersyteckiej 

we Wrocławiu

Dnia 19 sierpnia 1986 r. zm arła we W rocławiu profesor W anda 
M ejbaum -K atzenellenbogen, uczona o światowej sławie.

Urodzona 1 stycznia 1914 r. we Lwowie, w 1938 r. kończy W ydział Me­
dycyny w Uniwersytecie Jana  Kazimierza w rodzinnym  mieście, a w rok 
później uzyskuje stopień naukow y doktora wszechnauk m edycznych na 
tejże Uczelni. Jeszcze podczas studiów staje się uczennicą Jakuba P ar- 
nasa — pioniera biochemii polskiej, a w 1939 r. publikuje w Zeitschrift 
fiir physiol. Chemie., 256:117. artyku ł pt. „Uber die Bestim m ung kleiner 
Pentosem engen insbesondere in Derivaten der A denylsaiire”. Pracą tą 
zasłynęła jako najczęściej cytow any au tor we współczesnej nam  świato­
wej literatu rze badań nad kwasam i nukleinowym i.

http://rcin.org.pl



Działalność naukową i dydaktyczną do 1946 r. kontynuuje we Lwowie, 
potem  przez następne 13 lat na W ydziale Lekarskim  Akademii M edycznej 
we W rocławiu, od 1959 r. na W ydziale Farm acji i jednocześnie na U ni­
wersytecie W rocławskim. W okresie powojennej działalności uzyskuje ko­
lejno stopnie naukowe: docenta (1954), profesora nadzwyczajnego (1961) 
i profesora zwyczajnego (1973). Z Jej inicjatyw y w 1959 r. zostają powo­
łane dwie nowe katedry  biochemii, jedna na W ydziale Farm acji AM we 
W rocławiu, a druga na W ydziale Nauk Przyrodniczych U niw ersytetu  
W rocławskiego. W pierwszych latach działalności na Uniwersytecie W ro­
cławskim  podejm uje się równocześnie wielu funkcji na obu Uczelniach, 
poza organizacją i kierownictw em  obu K atedr w latach 1962—64 jest Dzie­
kanem  W ydziału Farm acji, następnie D yrektorem  Insty tu tu  Botaniki i Bio­
chemii U.Wr. Jednocześnie działa jako członek Rady Redakcyjnej k w ar­
taln ika Postępów Biochemii, Acta Biochimica Polonica, W iadomości Che­
m icznych ponadto pełni funkcję przewodniczącego VIII Oddziału W ro­
cławskiego Towarzystwa Naukowego. 27 ostatnich lat Jej życia przypadło 
na tworzenie i rozwój biochemii uniw ersyteckiej. Prof. dr W. M ejbaum - 
K atzenellenbogen zostawiła bogaty dorobek naukowy w yrażający się bli­
sko 150 pracam i doświadczalnymi oraz artykułam i przeglądowymi, publi­
kowanym i w czasopismach krajow ych i zagranicznych. Prace te dotyczą 
oryginalnych metod analitycznych, do których należy zaliczyć oznaczanie 
pentoz, białek, alkilorezorcynoli, garbników i glikoprotein oraz badań nad 
stru k tu rą  i funkcją makrocząsteczek. Metoda oznaczania białek za pomocą 
taniny, znana jako „metoda w rocław ska”, umożliwiała badania analitycz­
ne w słabo wyposażonych w aparatu rę  laboratoriach klinicznych i nauko­
wych. M etoda zagęszczania białek za pomocą taniny i kofeiny ułatw iała 
wydzielanie glikoprotein i innych białek z płynów ustrojowych. Wielo­
letnie badania nad endogenną funkcją orozomukoidu w surow icy krw i 
ludzi zdrowych i chorych pozwoliły na odkrycie in terakcji tej kwaśnej 
alfai-glikoproteiny z immunoglobulinam i. Zapoczątkowała i rozwinęła 
w ośrodku wrocławskim badania nad naturalnym i garbnikam i, które jak  
postulowała, w w arunkach in vivo mogą immobilizować aktyw ne biolo­
gicznie białka i inne makrocząsteczki organizmów żywych. Udowodniła, 
że alkilorezorcynole są czynnikami antyżywieniowymi. Jej szerokie zain­
teresow ania naukowe przyczyniły się do rozwinięcia badań nad s truk tu rą  
kwasów nukleinowych, inhibitorów proteolitycznych, związków fenolo­
wych oraz glikoprotein przez Jej wychowanków. Te kilka przykładów 
z Jej bogatego dorobku naukowego ilustru je oryginalność pomysłów ba­
dawczych i trw ały  wkład w rozwój współczesnych badań w zakresie bio­
chemii i biologii m olekularnej. W ykształciła wielu uczniów: 150 absol­
wentów biochemii, promowała 35 doktorów biochemii, 8 doktorów habili­
towanych, z których dwie osoby są już profesoram i zwyczajnymi, a 4 pro­
fesoram i nadzwyczajnymi. Znam ienną cechą Jej osobowości była stała 
troska o rozwój i doskonalenie program ów nauczania w zakresie bioche­
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mii. Ta sfera działalności profesor W. M ejbaum -K atzenellenbogen znalazła 
swój wyraz w publikacji skryptu  do ćwiczeń z biochemii i przetłum acze­
nia na język polski podręcznika z chemii fizjologicznej au torstw a H ar- 
pera. Z Jej inicjatyw y w roku 1974 były organizowane pierwsze Sesje 
Naukowe Absolwentów Biochemii, które w ostatnich latach przerodziły 
się w Sesje Naukowe Absolwentów Biologii M olekularnej.

Za swoją działalność naukową, dydaktyczną, wychowawczą i organi­
zacyjną została odznaczona Złotym Krzyżem Zasługi (1959), Odznaką 
XV-lecia W yzwolenia Dolnego Śląska (1960), Odznaką 1000-lecia Państw a 
Polskiego (1969), Krzyżem K aw alerskim  Odrodzenia Państw a Polskiego 
(1973), Medalem X-lecia PRL (1975), Medalem Komisji Edukacji N aro­
dowej (1975) oraz wyróżniona ty tu łem  Zasłużony Nauczyciel Polskiej Rze­
czypospolitej Ludowej (1982). W uznaniu Jej w ybitnych zasług dla pol­
skiej biochemii, Polskie Towarzystwo Biochemiczne w roku 1984 nadało 
Jej godność Członka Honorowego.

Po przejściu na em eryturę nadal czynnie uczestniczyła w życiu nauko­
wym naszego ośrodka i utrzym yw ała ścisłe kontakty  ze swoimi najb liż­
szymi współpracownikami do ostatnich dni swego życia. Swą silną indy­
widualnością w yw ierała wielki wpływ na uczniów i przygodnych współ­
pracowników. W stosunku do siebie i swoich współpracowników była 
bardzo wymagająca, a jednocześnie bezpośrednia i skromna. Zawsze go­
towa była służyć radą, szczególnie przy projektow aniu badań doświad­
czalnych i przy przygotowyw aniu prac do druku. Dodawała otuchy w róż­
nej na tu ry  niepowodzeniach życiowych. Nauczyła nas w ytrw ałości w pracy 
badawczej i głębokiego poczucia odpowiedzialności za każdą sferę dzia­
łania nauczyciela akademickiego. W naszej pamięci pozostanie jako w y­
bitna uczona, godny naśladowania nauczyciel akadem icki i przyjaciel.

Uczniowie i współpracownicy
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P o st. B io c h e m .  SS (1887) 7—Ł8

ARTYKUŁY

JOANNA GEMEL *

Rola fosforylacji i defosforylacji białek w regulacji 
aktywności metabolicznej chloroplastów

Function of Protein Phosphorylation and Déphosphorylation 
in Régulation of Chloroplast Metabolic Activity

S pis  treści

I. W prowadzenie
II. B iałka fosforylow ane w  chloroplastach

III. Kinazy odpow iedzialne za fosforylację dubletu LHCP i b iałka o m asie czą­
steczkow ej 9 000
III-l. Stan oksydoredukcyjny puli PQ a aktyw ność enzym u  
III-2. C harakterystyka k inazy fosforylującej dublet LHCP i b iałko o m asie  

cząsteczkow ej 9 000
IV. Fosfatazy
V. B iologiczna rola fosforylacji LHCP

V-1. F osforylacja/defosforylacja LHCP jako m echanizm  regulujący rozdział 
energii w zbudzenia pom iędzy fotoukładam i

V-2. Strukturalne zm iany w  błonach tylakoidów  tow arzyszące przejściom  
Stan 1-Stan 2

V-3. Związek fosforylacji LHCP z cyklem  C alvina
VI. Inne kinazy białkow e chloroplastów

VI-1. Kinaza fosforylująca karboksylazę/oksygenazę RuBP

* Mgr, Zakład E nzym atyki, Instytut Biochem ii, U niw ersytet W arszaw ski, Al. 
Żwirki i W igury 93, 02-089 W arszawa.

Wykaz stosow anych skrótów: LHC — zbierający energię kom pleks chlorofil 
a/b — białko; LHCP — część b iałkow a kom pleksu LHC; PQ — plastochinon; R uBP — 
rybulozo-l,5-b isfosforan; ATP — adenozynodifosforan; Pi — fosforan nieorganiczny; 
DCCD — N ,N '-dicykloheksylokarbodiim id; cyt — cytochrom ; PS I (II) — I (II) układ  
fotosyntezy; FCCP — karbonylocyjanek-p-trifuorom etoksyfenylohydrazonu; DCM U — 
3-(3 ,4-d ich lorofenylo)-l,l-d im etylom ocznik; DCIP, DCIPH2 — utleniona i zredukow a­
na form a 2,6-dichlorofenoloindofenolu; TMQH2 — zredukow ana form a tetram ety lo-p - 
benzochinonu; Q — pierw otny akceptor elektronów  z PS II; PMS — m etylosiarczan  
N -m etylofenazyniow y; Tris — 2-am ino-2-hydroksym etylopropan-l,3-d iol; N A D P + — 
utleniona form a dinukleotydu nikotynam ido-adeninow ego; DBM IB — 2,5-dibrom o-
3-m etylo-6-izopropylo-p-benzochinon; DAD — 2,3,5,6-tetram etylo-p-fenylenodiam ina; 
Em 7,8 — potencjał połów kow y w  pH 7,8; A DP — adenozynodifosforan; F 685, F735, F esi— 
fluorescencja chlorofilu przy d ługości fa li 685 nm, 735 nm  i 681 nm; AM P — adeno- 
zynom onofosforan; PPi — pirofosforan.
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8 J. GEM EL [2]

VI-2. Kinazy białkow e w yizolow ane z błon chloroplastów  szpinaku  
VI-3. Kinaza fosforylująca białka rybosom ów  w  chloroplastach  

VII. R egulacja aktyw ności fosfotransferazy ATP: pirogronian, Pi przez fosfory lację  
VIII. Podsum ow anie

Contents

I. Introduction
II. Phosphoproteins in chloroplasts

III. Protein k inases phosphorylating LHCP dublet and protein  of m olecular  
w eight 9 000
III -l. O xidation-reduction state of the PQ pool and enzym e activ ity
III-2. C haracteristics of protein kinase phosphorylating LHCP dublet and  

protein of m olecular w eigh t 9 000
IV. Phosphatases
V. B iological role of LHCP phosphorylation

V -l. LHCP phosphorylation/dephosphorylation as a m echanism  regulating  
distribution of excitation  energy betw een photosystem s 

V-2. Structural changes in thylakoid  m em branes accom panying S tate 1- 
State 2 transitions 

V-3. Connection betw een LHCP phosphorylation and C alvin cycle
VI. Other protein kinases in chloroplasts

VI-1. Protein  kinase phosphorylating carboxylase/oxygenase RuBP
VI-2. Protein k inases isolated  from  m em branes of spinach chloroplasts
VI-3. Protein kinase phosphorylatin rybosom e proteins in  chloroplasts 

VII. R egulation of the activ ity  of phosphotransferase ATP: pyruvate, Pi by phospho­
rylation  

VIII. Concluding rem arks

I. Wprowadzenie

Fosforylacja jest jednym  z podstawowych m echanizmów regulujących 
metabolizm w kom órkach zwierzęcych [1, 2]. W organizmach roślinnych 
proces ten  jest o wiele słabiej poznany. Początkowo badano wyłącznie 
fosforylację białek jądrow ych i rybosom alnych [3]. Dopiero w 1977 r. 
B e n n e t t  [4] opisał po raz pierwszy fosforylację białek typowo roślin­
nych, chloroplastowych. Od tego czasu prowadzone są intensyw ne badania 
m ające na celu dokładne jej scharakteryzow anie, w tym  w yjaśnienie jej 
roli biologicznej. Postęp prac w tej dziedzinie jest przedm iotem  kilku a rty ­
kułów przeglądowych z ostatnich lat [2, 5—9].

II. Białka fosforylowane w chloroplastach

W chloroplastach fosforylacji ulega szereg białek (Tab. 1), jednak 
zdecydowanie najsilniej są fosforylowane trzy  białka błon tylakoidów:
o masach cząsteczkowych 23 000 i 25 000 * [11, 12] zidentyfikowane jako

* Stw ierdzono, że istn ieją  różnice m iędzygatunkow e, a także rozbieżności od­
nośnie m as cząsteczkow ych białek w  tym  sam ym  gatunku rośliny (Tab. 1). Do ogólnej
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[3] FO SFO R Y L A C JA  W CH L O R O PLA STA C H

Tabela 1.

Białka chloroplastów ulegające fosforylacji

Masa cząsteczkowa 
białka

Funkcja Źródła białka Piśmiennictwo

Białka otoczki
50 500 Funkcja nieznana Szpinak 10
29 000 Funkcja nieznana Szpinak 10
13 000 Funkcja nieznana Szpinak 10

Białka błon tylako- 
idów

8000 Kanał protonowy dla syntetazy ATP, 
czyli proteolipid wrażliwy na DCCD

Groch 11

9 000 Składnik cyt b5 6 3 Groch 12
10 000 Funkcja nieznana Szpinak 13

23 000 Dwa białka wchodzące w skład LHC Groch 11, 12
24 000 o masach cząsteczkowych: 23 000— Jęczmień 7
25 000 26 000 Szpinak 14
26 000 oraz Groch 4

25 000 25 000—28 000 Groch 11, 12
26 000 Jęczmień 13
27 000 Szpinak 14
28 000 Groch 4

33 000—35 000 Białko wiążące chinon po redukującej 
stronie PS II

Groch 12

45 000 Białko tworzące centrum reakcji PS II Groch 12

Białka rybosomalne
L 18 Białko dużej podjednostki rybosomów Szpinak 3

Ls 31 Białko małej podjednostki rybosomów Szpinak 3

Białka stromy
100 000 
(mezofil)

Fosfotransferaza ATP: pirogronian, 
P.

Kukurydza 15

56 000 Duża podjednostka karboksylazy/ 
oksygenazy RUBP

Szpinak 16

16 000 , Mała podjednostka karboksylazy/ Szpinak 16
oksygenazy RUBP

białka kom pleksu LHC oraz białka o masie cząsteczkowej 9 000 wchodzące 
w  skład kanału  protonowego syntetazy ATP [17], cytochrom u b 559 [18] lub 
cytochrom u b563 [19].

charakterystyk i fosforylow anych białek w ybrano m asę najczęściej cytow aną, nato­
m iast w  rozw ażaniach bardziej szczegółow ych taką m asę jaka została stw ierdzona  
w  danej pracy.
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10 J. GEM EL [4]

Z aledw ie około 1% cząsteczek chlorofilu  w ykazuje w  chloroplastach w łaściw ości 
centrum  reakcji. Pozostała jego część jest odpow iedzialna za absorpcję m aksym alnie  
dużej ilości św iatła i k ierow anie energii w zbudzenia do centrów  reakcji [6 , 7, 9J. 
E fektyw ność działania barw ników  ulega zw iększeniu  dzięki ich pow iązaniu  z b ia ł­
kam i w  kom pleksy chlorofil — białko (oznaczane skrótem  CP od ang. chlorophyll-  
protein)  [7]. Około 50— 60%> chlorofilu  [5, 7] i 30D/o białek [7] w chodzi w  skład kom ­
pleksów . Znane są dw a rodzaje tego typu kom pleksów : CP I przypisyw any PS I, 
o m asie cząsteczkow ej 110 000 zaw ierający w yłączn ie chlorofil a oraz CP II p rzy­
p isyw any PS II, o m asie cząsteczkow ej 35 000 zaw ierający chlorofil a i b w  stosunku
1,2:1 [20]. CP II nazyw any jest też zb ierający energię kom pleks chlorofil a/b — białko, 
w  skrócie LHC (od ang. l ight harves ting chlorophyll a/b pro te in  com p lex ) [7]. Jest 
z nim  zw iązanych k ilka polipeptydów  [2 1 ] (w tym  dw a polipeptydy podlegające  
fosforylacji o zbliżonych m asach cząsteczkow ych 23 000 i 25 000, dla których B e n ­
n e t t  zaproponował nazw ę dubletu b iałkow ego [12]). Na określenie części b iałkow ej 
LHC stosuje się pow szechnie skrót LHCP [7].

W grochu dublet białek LHCP i białko o masie cząsteczkowej 9 000 
fosforylowane są z podobnymi intensywnościam i, w jęczm ieniu przeważa 
fosforylacja dubletu, a w szpinaku fosforylacja białka o masie 9 000 [22].

III. Kinazy odpowiedzialne za fosforylację dubletu LHCP i białka
o masie cząsteczkowej 9 000

II I -l. S tan oksydoredukcyjny puli PQ a aktyw ność enzym u

Fosforylację białek chloroplastów katalizow aną przez kinazy białkowe 
stwierdzono inkubując liście [7] lub nienaruszone chloroplasty [4] w obec­
ności [32P]ortofosforanu albo izolowane tylakoidy [23] w obecności 
[y—32P]ATP. Włączanie radioaktyw ności do białek z [32P]ortofosforanu

Tabela 2.

Aktywacja kinazy białkowej tylakoidów grochu przez światło i czyn­
niki redukujące (11)

Warunki inkubacjij Aktywność kinazy (%)

Światło 100
Ciemność 28
Światło +  DCMU 21
Światło +  DCMU +  DCIPH2 18
Ciemność +  podsiarczyn 111
Światło +  podsiarczyn 112
Światło +  DCMU +  podsiarczyn 121
Ciemność +  TMQH2 101
Światło +  metylowiologen 27
Światło +  żelazicyjanek 17

Wg A llena i wsp. [11], dzięki uprzejm ości autorów  i M acm illan Journals Ltd.
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[5] F O SFO R Y L A C JA  W CH LO R O PL A ST A C H 11

jest wrażliwe na związki rozprzęgające np. FCCP [6, 24], co wskazuje na 
niezbędność fotofosforylacji dla umożliwienia tego procesu [6, 23]. Nato­
miast fosforylacja białek w obecności [y—32P]ATP nie podlega wpływowi 
związków rozprzęgających [17, 23, 25]. Zaobserwowano około 4-krotną 
stym ulację św ietlną fosforylacji białek dubletu LHCP i białka o masie 
cząsteczkowej 9 000 [17, 23] (Tab. 2). DCMU, klasyczny inhibitor trans­
portu elektronów działających pomiędzy Q a PQ całkowicie znosi wpływ 
św iatła na fosforylację [11, 23].

M iejsca działania DCMU, innych inhibitorów  fotosyntetycznego transportu e lek ­
tronów  oraz donorów i akceptorów  elektronów  w ym ienionych w  dalszej części tekstu  
przedstaw ia uproszczony schem at (Ryc. 1).

Tris,

hydroksyloamina DCMU DBMIB

H2O—► ĵ Mn — Y1 PS II 
P 682

POL cyt f —  PC

tm q .h 2 dad  d c ip h 2

PSI 
P 700

!
PMS

FeS Fd

metylowiologen,

ze la z icy jan ek

Fp — - N A D P *

Ryc. 1

O bjaśnienia skrótów  użytych  na rycinie: Yj, Y 2 , Y 3 — hipotetyczne przenośniki e lek ­
tronów  zaproponowane przez S i e g e n t h a l e r a  [26]; P—682 i P—700 — centrum  
reakcji odpow iednio PS II i PS I; Q — pierw otny akceptor elektronów  z PS II; PQ — 
plastochinon; cyt — cytochrom ; PC — plastocyjanina; FeS — białko F eS R iesk ie’go; 
Fd — ferredoksyna; Fp — flaw oproteina (reduktaza ferredoksyna — N AD P+); 
N A D P+ — form a utleniona d inukleotydu nikotynam idoadeninow ego; Tris — 2-am ino- 
2-hydroksym etylopropan-l,3-d iol; DCMU — 3-(3 ,4-d ich lorofenylo)-l,l-d im etylom ocz- 
nik; TMQH2 — zredukow ana form a tetram etylo-p-benzochinonu; DAD — 2,3,5,6-tetra- 
m etylo-p-fenylenodiam ina; DBM IB — 2,5-dibrom o-3-m etylo-6-izopropylo-p-benzo- 
chinon; DCIPH2 — zredukow ana form a 2 ,6 -dichlorofenoloindofenolu; PM S — m etylo- 
siarczan N -m etylofenazyniow y

W obecności zredukow anej form y DCIP, donora elektronów działają­
cego za PQ aktyw ność kinazy białkowej zaham owanej na skutek obecności 
DCMU, nie może zostać przyw rócona [11]. PMS w tym  przypadku nie jest 
także skuteczny [17]. Sugeruje to niezbędność redukcji przenośnika elek­
tronów  łączącego oba fotoukłady dla m aksym alnej fosforylacji białek [11, 
27, 28]. Sugestię tę potw ierdza fak t ham owania aktyw ności kinazy białko­
w ej przez m etylowiologen i żelazicyjanek, akceptory przyjm ujące elek­
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trony  z PS I, a więc wpływające na utlenianie przenośników elektronów  
łączących oba fotoukłady [11]. Dla pełnej aktyw ności kinazy białkowej 
niezbędne jest nie ty le światło, co redukcja określonego przenośnika elek­
tronów . Podsiarczyn, związek o niskim potencjale oksydoredukcyjnym , 
działający w sposób niespecyficzny [11], a także TMQH2, specyficzny do­
nor elektronów  dla PQ [29] umożliwiają fosforylację naw et w ciemności 
[27]. Przedstaw ione tu  fakty  wskazują, iż redukcja PQ jest niezbędna dla 
działania kinazy białkowej fosforylującej białka dubletu LHCP i białko
o masie cząsteczkowej 9 000. Istnieje szereg innych, nie zestawionych 
w tabeli faktów  doświadczalnych potwierdzających tę sugestię m.in. obser­
w acja ham ow ania aktyw acji św ietlnej kinazy białkowej przez Tris i hydro­
ksyloam inę. W arto tu  dodać, iż aktywność kinazy białkowej zaham owaną 
przez Tris przyw raca zredukow any DCIP [17]. Ponadto zredukow ana 
ferredoksyna stym uluje fosforylację białek [23]. Ciekawe są też doświad­
czenia z zastosowaniem inhibitora transportu  elektronów  DBMIB, k tóry 
w  zależności od stężenia ham uje utlenianie lub redukcję PQ. 1 (.iM DBMIB 
ham uje transport elektronów w układzie H zO —>■ metylowiologen (Ryc. 2) 
w  około 90%>, natom iast redukcję DAD przyjm ującego elektrony z Q

Ryc. 2 . H am ow anie transportu elektronów  i kinazy białkow ej w  chloroplastach gro­
chu przez DBM IB. Szybkość transportu elektronów  m ierzono polarograficznie jako 
w yd zie lan ie  tlenu w  układzie H 20  ->  DAD, w ynosiła  ona 97 M,moli x mg chloro­
f i lu - 1  x h - 1  oraz jako pobieranie tlenu w  układzie H20  -> m etylow iologen, w ynosiła  
ona 23 n-mole x mg ch lorofilu - 1 x h - 1. Wg A l l e n a  i w  s p. (11), dzięki uprzej­
m ości autorów  i M acm illan Journals Ltd
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o

P o t e n c j a ł  ( mV )

Ryc. 3. W łączanie 32P z [y32P]A TP do LHCP w  chloroplastach grochu w  zależności 
od potencjału. Wg H o r t o n a  i w s p .  (28), dzięki uprzejm ości autorów  i E lsevier/ 
N orth-H olland Biom edical P ress

w stężeniach przekraczających 10 jaM. Gdy mierzono aktyw ność kinazy 
białkowej jako funkcję stężenia DBMIB okazało się, że ulega ona zaham o­
waniu w obecności co najm niej 10 ¡iM DBMIB. W skazuje to na niezbęd­
ność redukcji PQ dla aktyw ności kinazy białkowej [11]. Z pom iarów fosfo­
rylacji LHCP w zależności od potencjału w izolowanych chloroplastach 
grochu (Ryc. 3) wynika, że aktyw acja kinazy białkowej ma taki sam  po­
tencjał połówkowy jak  redukcja PQ (Em 7>8) =  0) [30, 31] i odpowiada prze­
nośnikowi dw uelektronow em u [28— 30, 32]. Rola PQ w regulacji ak tyw ­
ności kinazy białkowej zaproponowana po raz pierwszy niezależnie przez 
A l l e n a  i w s p .  [11] oraz H o r t o n a  i B l a c k a  [28] jest obecnie, 
jak  w ynika z przedstaw ionych faktów  doświadczalnych, dobrze udoku­
m entowana.

III-2. C harakterystyka kinazy fosforylującej dublet LHCP i białko
o m asie cząsteczkow ej 9 000

Znanych jest szereg własności kinazy białkowej fosforylującej LH CP
i białko o masie cząsteczkowej 9 000. Stała Michaelisa wobec ATP wynosi 
90 |iM [7, 9, 25], optim um  pH 7,5 [17], dla pełnej aktyw ności enzym u w y­
m agane są jony Mg2+ w stężeniach 5— 10 mM. W ydaje się, że jest to enzym  
błonowy. W ykazuje on bowiem większą aktywność w błonach tylakoidów  
niż w chloroplastach poddanych szokowi osmotycznemu [23]. K inaza jest 
w rażliw a na działanie inhibitorów  grup tiolowych, jak N -n-butylom ale-
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imid, N-fenylom aleim id, N -etylom aleim id, kwas jodooctowy (Uszerego­
wano je tu ta j wg m alejących własności hydrofobowych). N ajsilniejsze 
własności ham ujące w ykazują związki lipofilowe, co mogłoby wskazywać 
na to, że grupa(y) tiolowa(e) niezbędna(e) dla aktyw ności katalitycznych 
kinazy białkowej nie jest (są) wyeksponowana(e) na powierzchnię błony. 
ATP chroni kinazę białkową przed inhibitoram i grup  tiolowych, przy czym 
efekt ochronny jest bardziej widoczny w  przypadku fosforylacji dubletu  
LH CP niż białka o masie cząsteczkowej 9 000, co wskazuje na możliwość 
istnienia co najm niej dwóch, różnych kinaz białkowych [32]. Potw ierdzają 
to doświadczenia z zastosowaniem 5'-p-fluorosulfonylobenzyloadenozyny 
(FSBA) [13], analogu nukleotydów  adeninow ych [33]. W chloroplastach 
szpinaku związek ten  ham uje fosforylację dubletu LHCP w około 95%, 
natom iast białka o masie cząsteczkowej 9 000 tylko w 35°/o i z zachowa­
niem  charakterystycznych własności tego procesu; oznacza to, że fosfory­
lacja opisywanego białka zachodzi tylko na świetle lub w ciemności 
w  obecności związku redukującego. Chociaż [14C]FSBA wiąże się z kilkom a 
polipeptydam i, to jednak tylko białko o masie cząsteczkowej 50 000 można 
zabezpieczyć przed wiązaniem  tego związku przez wcześniejsze dodanie 
ADP lub adenozyny. Sugeruje to, że białko o masie cząsteczkowej 50 000 
może być kinazą dubletu  LHCP [13].

Za istnieniem  niezależnych enzymów fosforylujących dublet LHCP
1 białko o masie cząsteczkowej 10 000 przem aw ia też stym ulacja fosfory­
lacji przez Zn*+, która jest silna w przypadku dubletu, znikoma natom iast 
w  przypadku białka o masie 10 000 [34, 35].

W LHCP fosforylowany jest fragm ent białka obdarzony ładunkiem  
dodatnim , dostępny na powierzchni tylakoidów od strony strom y [6]. 
Ustalono jego sekwencję aminokwasową: NH2—Lys—Ser—Ala—Thr— 
—T hr—Lys—Lys— [5, 36]. Fosfor w łączany jest wyłącznie do 1 lub
2 reszt treoniny [4, 5]. Fosforylowany fragm ent można łatwo odszczepić 
przez działanie trypsyną [11, 25, 37]. Opisywany enzym  może też wyko­
rzystyw ać jako substra t histon [19, 34].

ADP w stężeniach fizjologicznych ham uje aktywność kinazy białkowej 
[2, 38], co wskazuje na to, że ładunek energetyczny chloroplastów może 
być istotnym  elem entem  w pływ ającym  na regulację jej aktyw ności [7, 39]. 
Jest to czynnik na tyle decydujący, iż niski stosunek ATP/A DP może w y­
wołać defosforylację naw et gdy pula PQ  jest w znacznym  stopniu zre­
dukow ana [40].

W chloroplastach roślin chłodowrażliwych (np. ryż) w przeciw ieństw ie 
do roślin chłodoodpornych (np. jęczmień), na fosforylację LHCP wpływa 
też tem peratura. Poddanie liści lub izolowanych błon tylakoidów roślin 
chłodowrażliwych działaniu chłodu w zakresie tem pera tu r 0— 10°C powo­
duje hamowanie fosforylacji LHCP. Może to być wynikiem  obniżenia 
aktyw ności kinazy białkowej lub ograniczenia dostępności jej substra tu  tj. 
reszt treoniny LHCP w niskich tem peraturach  [40a].
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IV. Fosfatazy

Fosforylacja białek chloroplastów jest procesem odwracalnym. W yka­
zano to w liściach jęczmienia [7], w nienaruszonych chloroplastach grochu 
[4], w izolowanych tylakoidach grochu [37, 41], w nienaruszonych kom ór­
kach [42] i izolowanych tylakoidach glonów [43]. Enzym odpowiedzialny 
za jej przebieg jest fosfatazą, a nie działającą w przeciwnym  k ierunku  
kinazą białkową, ani fosfotransferazą [2]. Przem aw ia za tym  kilka faktów : 
1) kinaza białkowa, a także fosfotransferaza wym agają oprócz fosfobiałka 
drugiego substratu, k tó ry  działa jako akceptor grupy fosforanowej. Dla 
kinazy białkowej jest to ADP, k tóry w opisywanej reakcji nie działa jed ­
nak stym ulująco, lecz ham ująco. 2) Enzym odpowiedzialny za defosfory- 
lację białek chloroplastów jest wrażliwy na działanie inhibitora fosfataz 
roślinnych — fluorku sodowego w stężeniach 10—100 mM. Chlorek sodo­
wy w tych samych stężeniach nie wpływa na defosforylację [37]. Fosfa­
taza podlega też ham ow aniu przez m olibdenian [42]. Na jej aktyw ność nie 
wpływa światło [37, 44], ani inhibitory transportu  elektronów, jak  DCMU 
[37, 44]. Dla jej aktyw ności niezbędne są jony Mg2+ w stężeniach dla 
dubletu LHCP, natom iast mM dla białka o masie cząsteczkowej 9 000 [37]. 
Czas półtrw ania fosfobiałek LHCP w w arunkach sprzyjających defosfory- 
lacji wynosi 5—8 min, a dla większości innych fosfobiałek około 30 min. 
Fakty  te obok stw ierdzenia różnic w optim um  pH i tem pera tu ry  dla de- 
fosforylacji różnych białek [2] mogą wskazywać na istnienie k ilku  fosfa­
taz, specyficznych wobec określonych białek. Ze względu na to, że T riton 
X-110 znosi aktywność fosfataz, postuluje się, że są one enzym am i błono­
wym i i konieczna jest dla ich działania integralność błon [37].

V. Biologiczna rola fosforylacji LHCP

V -l. F osforylacja/defosforylacja LHCP jako m echanizm  regulujący  
rozdział energii w zbudzenia pom iędzy fotoukładam i

Do wyjaśnienia znaczenia fosforylacji LHCP przyczyniła się w znacz­
nym  stopniu analiza fluorescencji składników chloroplastów w w arunkach 
fosforylacji/defosforylacji [44, 45]. W chloroplastach preinkubow anych na 
świetle po dodaniu ATP obserwowano wzrost fluorescencji m ierzonej 
w tem peraturze 77 K przy 735 nm w stosunku do fluorescencji przy 685 nm  
(Ryc. 4) [11, 25, 44]. Natom iast w chloroplastach preinkubow anych w ciem­
ności stosunek intensywności fluorescencji przy obu długościach fali 
F 735/F 685 ulegał znacznej redukcji [11, 25, 46, 47]. Ze względu na to, że 
fluorescencję przy 735 nm  przypisuje się PS I, a przy 685 nm LHC zwią­
zanem u z PS II [48], można wnioskować o odwracalnym  wpływie fosfory­
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735 nm

685 nm

C ie m n o ś t, 

podsiarczyn

Św iatło  , 

że la z ic y ja n e k

R yc. 4. W pływ  św iatła, podsiarczynu i żelazicyjanku na fosforylację LHCP i w idm o  
fluorescencji chlorofilu  w  77K w  tylakoidach grochu. Przed rozpoczęciem  pom iarów  
chloroplasty preinkubow ano na św ietle  lub w  ciem ności. W arunki preinkubacji po­
dano na rycinie (skrótowo — św iatło, ciem ność). Wg A l l e n a  i w s p .  (11), dzięki 
uprzejm ości autorów i M acm illan Journals Ltd

lacji LHCP na rozdział energii wzbudzenia i kierow aniu energii do PS I 
kosztem PS II [25]. W tylakoidach grochu na skutek fosforylacji stw ier­
dzono zgodnie z oczekiwaniami, wzrost ilości energii dostarczanej do PS I 
z 35°/o w niefosforylowanych do 52% w fosforylow anych błonach [49], 
w jęczmieniu zaś z 38%  do 67% [50]. Można przypuszczać, iż związki 
w pływ ające na fosforylację LHCP, w pływ ają również na stosunek F 735/ 
F 685. Żelazicyjanek ham ując fosforylację, wpływa na obniżenie F 735/F 685, 
podsiarczyn zaś um ożliwiając fosforylację w ciemności powoduje wzrost 
tego stosunku [11]. Powyższe obserwacje doprowadziły do zaproponowania 
interesującego schem atu regulacji rozdziału energii wzbudzenia w chloro­
plastach [25, 51] (Ryc. 5) przez fosforylację białek LHCP. Naświetlanie 
chloroplastów światłem  czerwonym  o długości fali poniżej 682 nm  (tzw. 
S tan 2) prowadzi do silniejszego wzbudzenia PS II niż PS I, co sprzyja 
redukcji PQ, k tóry  aktyw uje kinazę białkową. Enzym ten fosforyluje 
LHCP, czego konsekwencją jest przenoszenie nadm iaru energii wzbudze­
nia z PS II do PS I.

Natomiast, gdy chloroplasty naśw ietla się św iatłem  dalekiej czerwieni 
odpowiadającym  długości fali powyżej 682 nm (tzw. S tan 1) następuje 
silniejsze wzbudzenie PS I niż PS II, co prowadzi do utlenienia PQ, zatem
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Ryc. 5. Schem at przedstaw iający regulację rozdziału energii w zbudzenia pom iędzy  
PS II i PS I w  chloroplastach za pośrednictw em  odw racalnej fosforylacji LHCP. 
Wg S t a e h e l i n a  i A r n t z e n a  (6 ), dzięki uprzejm ości autorów i R okefeller  
U niversity  Press

defosforylacji LHCP. Ilość energii wzbudzenia kierowanej do PS I ulega 
zmniejszeniu. Dzięki tem u mechanizmowi nierównom ierność wzbudzenia 
fotoukładów jest korygowana przez wzrost przekazywania energii do ogra­
niczającego fotoukładu [2 , 6 ] i stw arza zabezpieczenie przed zbędnym  roz­
proszeniem nadm iaru energii wzbudzenia [11]. Ma to istotne znaczenie dla 
poprawienia wydajności kwantowej fotosyntezy, gdy światło jest czynni­
kiem  ograniczającym  jej przebieg [5, 52]. W arto przy tym  zwrócić uwagę 
na to, iż in vivo trudno wyobrazić sobie przejścia typu  Stan 1 — S tan 2 
jako indukowane św iatłem  m onochrom atycznym  w zakresie czerwieni, 
czy dalekiej czerwieni [2]. Analogię do badań in vitro łatwo znaleźć, gdy 
weźmie się pod uwagę, że silne światło słoneczne jest głównie krótkofalo­
we (większa absorpcja przez PS II), natom iast w cieniu przew ażają dłuższe 
fale (większa absorpcja przez PS I niż przez PS II) [2, 52]. A daptacja 
chloroplastów do zmieniających się w arunków  oświetlenia trw a zaledwie 
kilka m inut [6 ], co odpowiada czasowi potrzebnem u na fosforylację, czy 
defosforylację LHCP [8 ]. W ydaje się więc, iż zaproponowany m echanizm  
regulacji rozdziału energii wzbudzenia pomiędzy fotoukładam i funkcjo­
nuje  in vivo [2, 53]. Stwierdzono, że równolegle do fosforylacji LHCP 
i wzrostu przekazywania energii do PS I kosztem PS II w ystępuje wzrost 
stopnia utlenienia przenośnika Q i cyt f [54]. W tych w arunkach obserwo­
wano także wzrost szybkości transportu  elektronów w PS I i odpowiada­
jący mu spadek w PS II [55, 56].

2 P o s tę p y  B io c h e m ii 1/87 http://rcin.org.pl



Potwierdzeniem  istotnej roli fosforylacji LH CP dla w ystępow ania 
przejść typu Stan 1 — Stan 2 w chloroplastach roślin wyższych jest s tw ier­
dzenie, że nie w ystępują one w m utantach roślin nie posiadających fu n ­
kcjonalnego LHCP [50, 57—59]. Ciekawe, że regulację rozdziału energii 
wzbudzenia pomiędzy fotoukładam i obserwowano u niektórych krasno- 
rostów, które jak wiadomo nie zaw ierają LHCP [6 , 11, 60, 61]. Rolę jego 
spełniają jednak zapewne fikobiliproteiny [60, 61]. Przejścia typu  S tan 1 — 
S tan 2 są i w tym  przypadku kontrolowane przez stan oksydoredukcyjny 
przenośników elektronów [6 , 11, 62, 63]. Niewykluczone, że um ożliw ia je 
odwracalna fosforylacja fikobiliprotein zależna od PQ [6 , 11, 54, 63]. H ipo­
teza ta  wymaga jednak potwierdzenia doświadczalnego.

Nietypowe, jeśli chodzi o sposób regulacji rozdziału energii wzbudzenia 
pomiędzy fotoukładam i są też zielenice z rodzaju Chlamydomonas  [6 , 42]. 
S tan  oksydoredukcyjny PQ ulega bowiem w nich podwójnej kontroli: 
przez łańcuch fotosyntetycznego transportu  elektronów i łańcuch odde­
chowy [6 ]. Jest to konsekwencją postulowanego przez B e n n o u n a  
związania enzymów oddechowych w Chlamydomonas  nie tylko z frakcją  
m itochondriów, ale i chloroplastów [64].

V -2. Strukturalne zm iany w  błonach tylakoidów  
tow arzyszące przejściom  Stan 1 — Stan 2

Fosforylacji/defosforylacji LHCP towarzyszą zmiany organizacji s tru k ­
tu ra lnej błon tylakoidów [65— 67]. W ykazano je bezsprzecznie stosując 
m etody biochemiczne i cytologiczne.

Interesujących danych dostarczyła analiza elektroforetyczna lam eli 
g ran  i strom y otrzym anych z chloroplastów grochu [6 6 , 67].

Term inem  lam ele gran określa się tu ty lko te błony gran, które przylegają do 
innych błon, zaś odpow iednikiem  lam eli strom y są w szystk ie  pozostałe błony ty la ­
koidów . Przedstaw iono to na zam ieszczonej poniżej rycin ie 6 .

18 J. GEM EL [12]

Ryc. 6

Po fosforylacji zaobserwowano spadek zawartości LH CP w granach [6 6 , 
67], w których przeważa PS II [6 8 ]. Można więc wnioskować o przem iesz­
czaniu się tzw. ruchliw ej puli LHC z lam eli gran do lam eli strom y [6 6 , 67].
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W ykazuje ona m aksimum  fluorescencji w 77 K przy 681 nm. W związku 
z tym  fosforylacji towarzyszy wzrost emisji F 681 w  lam elach strom y, spa­
dek zaś w lam elach gran oraz wzrost stosunku chlorofilu a do chlorofilu b 
w lamelach gran i odpowiadający mu spadek w lam elach strom y. P rze­
konywającego, bezpośredniego dowodu na to, iż fosforylacja LHCP zacho­
dzi w granach i następuje potem  przemieszczanie się ufosforylowanego 
LHC do lam eli strom y dostarczyło opisane poniżej doświadczenie. Chloro­
plasty grochu inkubowano z [y82P]A TP na świetle. Już po 5 min, a tym  
bardziej po 2 0  m in stwierdzano większe znakowanie lameli gran niż lam eli 
strom y. Jest to zgodne z faktem, iż zasadnicza część LHC (80—90%) w y­
stępuje w lamelach gran [6 8 ]. Jeśli po 5 min fosforylacji dodano do próby 
DCMU, aby uniemożliwić dalszą fosforylację oraz fluorek sodowy ham u­
jący defosforylację, znakowanie w granach spada, a w lam elach strom y 
rośnie. Po 15 min rozmieszczenie znakowania jest praw ie rów nom ierne 
[67]. W ynika z tego, że LHCP ulega fosforylacji w granach i część wolnego 
LHC przemieszcza się do lameli strom y [65—67].

Przeprowadzono szczegółową analizę przemieszczania się białek dubletu  
LHCP, k tórych masy cząsteczkowe określono w szpinaku na 25 000 i 27 000. 
P rzy  okazji stwierdzono, iż włączanie fosforanu do tych białek nie jest rów ­
nom ierne. W nienaruszonych tylakoidach fosforylacja białka o masie czą­
steczkowej 25 000 przewyższyła 3-krotnie fosforylację białka o masie 
27 000. Ponadto wykazano, że różni się skład białkowy LHC związanego 
z PS  II i podlegającego przemieszczaniu między lam elam i gran i strom y. 
W ruchliw ym  LHC stosunek ilościowy polipeptydów o masie cząsteczko­
wej 27 000 do polipeptydów o masie 25 000 wynosi 2:1, natom iast w zwią­
zanym  LHC 4:1 [14]. Dodatkowym potwierdzeniem  przem ieszczania się 
ufosforylowanych LHC pomiędzy lam elam i gran i strom y są doświadcze­
nia z zastosowaniem kriorytow nictw a [15, 69]. W błonach tylakoidów  pod­
danych tej technice wyróżnia się 4 rodzaje powierzchni przełam ania 
(Ryc. 7): w granach EFS i P F S, a w lam elach strom y EFU i P F U, gdzie E i P  
są to odpowiadające sobie powierzchnie przełam ania, E po stronie egzo-

t y la k o id y  s trom y

ty la k o id y  gran

R yc. 7. Tylakoidy poddane technice kriorytow nictw a. Wg S t a e h e l i n a  i A r n t z e -  
n a (6 ), dzięki uprzejm ości autorów i R okefeller U n iversity  Press
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plazm atycznej (ang. exoplasmic face), P  po stronie plazm atycznej (ang. 
protoplasmic face). Indeks s dotyczy lam eli gran (ang. stacked), natom iast 
indeks u dotyczy lam eli strom y (ang. unstacked) [6 , 70]. Cząsteczki o w iel­
kościach 10,5, 13 i 16 nm  obserwowane na powierzch EF stanow ią s tru k tu ­
ralny odpowiednik kom pleksu PS II. Różnice w rozm iarach tych cząste­
czek w ynikają z tego, że rdzeń kom pleksu o średnicy 8 nm  jest otoczony 
przez różną ilość związanego LHC [71]. Wśród cząstek w ystępujących na 
powierzchni PF wyróżnia się kilka ich rodzajów 10— 11 nm  cząsteczki PS I 
ze związanymi kom pleksami zbierającym i energię, 8—9 nm  cząstki cyt f /b 6, 
9— 1 0  nm cząstki odpowiadające hydrofobowem u fragm entow i czynnika 
sprzęgającego syntetazy ATP, 8 —9 nm cząstki LHCP nie związane silnie 
z PS II. Obserwacje mikroskopowe ujaw niły bezsprzecznie, iż te  w łaśnie 
cząstki przemieszczają się na skutek fosforylacji z lam eli gran do lam eli 
strom y, zaś po defosforylacji w kierunku przeciwnym  [6 , 6 6 ].

W ydaje się, że przemieszczanie się LHC jest konsekwencją zmian kon- 
form acyjnych wywołanych zmianą ładunku po fosforylacji [6 ]. Każda 
ruchliw a cząstka LHC zawiera prawdopodobnie 6 pojedynczych cząsteczek 
LHCP [72]. Fosforylacja każdej przemieszczającej się cząstki LHC w za­
leżności od tego, czy fosforylacji w LHCP ulega jedna czy dwie reszty 
treoniny [4, 5], powoduje wprowadzenie 6 —12 ujem nie naładow anych 
.grup fosforanowych [6 ]. Opisany wzrost ładunku ujemnego w sąsiedztwie 
PS II po fosforylacji został w ykazany doświadczalnie [73]. Zakłóca on w y­
stępującą pomiędzy błonami równowagę między siłami przyciągania i od­
pychania [74]. N astępuje odwracalne zmniejszenie zdolności błon do tw o­
rzenia gran, co wykazano stosując mikroskopię elektronow ą [6 6 , 75], 
dichroizm  liniowy [76] i subfrakcjonow anie [77]. W ufosforylow anych 
chloroplastach grochu stwierdzono nawet, że ilość gran  jest o około 1 0 — 
15% [2, 73, 75], a naw et 23°/» m niejsza niż w organelach niefosforylo- 
wanych.

Po odkryciu przemieszczania się LHC pomiędzy lam elam i strom y i gran  
na skutek fosforylacji/defosforylacji, interesująca wydaw ała się próba w y­
jaśnienia, czy m igracja ta  jest w arunkiem  koniecznym dla przejścia typu 
S tan 1 — Stan 2 w chloroplastach. Stosując cholesterol lub jego pochodne, 
które w pływ ają na zmniejszenie płynności błon [78, 79] w sposób unie­
możliwiający przemieszczanie się składników błonowych, nie obserwowano 
regulacji rozdziału energii wzbudzenia pomiędzy fotoukładam i, naw et przy 
pełnej aktywności kinazy białkowej i fosfatazy. Przedstawione wyjaśnienie 
przejść typu S tan 1 — Stan 2 w chloroplastach można uzupełnić stw ier­
dzeniem, że przejścia te m ają charakter dwuetapowy i obejm ują: 1 ) kowa- 
lecyjne modyfikacje LHCP i 2) przemieszczanie się zmodyfikowanego 
LHC z lameli gran do lam eli strom y po fosforylacji, natom iast po defosfo­
rylacji w kierunku przeciw nym  [5]. W ydaje się, że przenoszenie energii 
wzbudzenia pomiędzy fotoukładam i przez LHCP ma charakter pośredni 
{6 ]. Przemieszczanie się ufosforylowanego LHC z lam eli gran zmniejsza
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możliwość przenoszenia energii pomiędzy centram i PS II na skutek  ogra-^ 
niczenia sprzężenia pomiędzy tym i centram i [49, 80, 81]. W skutek tego 
zwiększa się ilość energii wzbudzenia przekazywanej do PS I w porów na­
niu z PS II. Defosforalacja i powrót LHC do lameli gran zwiększa sprzę­
żenie pomiędzy centram i PS II, co z kolei zwiększa ilość energii wzbudze­
nia przekazyw anej do PS  II w porównaniu z PS I [49, 80]. O pierając się 
na przedstaw ionych danych, B e n n e 11 wysunął hipotezę, iż kinaza biał­
kowa LH CP jest zlokalizowana w lamelach gran, zaś fosfataza w lam elach 
strom y [7].

V-3. Z w iązek fosforylacji LHCP z cyklem  Calvina

Między szybkością asym ilacji dw utlenku węgla a stopniem  redukcji PQ 
w chloroplastach zaobserwowano występowanie odwrotnie proporcjonal­
nej zależności [22, 40]. W skazuje to na możliwość zależności pomiędzy 
szybkością włączania C 0 2 w chloroplastach a stopniem  fosforylacji LHCP 
[22]. Przypuszczenie to potwierdza obserwacja, iż specyficzny inhibitor 
cyklu Calvina — aldehyd D,L-glicerynowy stym uluje fosforylację LHCP 
[82]. Ponadto stwierdzono, że w początkowej fazie wiązania COz* fosfory­
lacja jest największa, spada natom iast w  m iarę w zrostu szybkości asymi­
lacji [82]. W fazie zastoju cykl Calvina jest ograniczony niskim  poziomem 
jego pośredników, [85] i w arunki sprzyjają redukcji puli PQ, a zatem  
fosforylacji LHCP i w ytw arzaniu ATP głównie w cyklicznym  transporcie 
elektronów , w ym agającym  udziału PS I. Podwyższenie stosunku ATP/ADP 
pozwala na nagrom adzenie pośredników cyklu Calvina i rozpoczęcie fazy 
szybkiego włączania COz, co prowadzi do utlenienia PQ więc i defosfory- 
lacji LHCP, a w konsekwencji do przewagi niecyklicznego transportu  
elektronów  [9]. Wiążąc to z przedstawioną wcześniej hipotezą regulacji 
aktyw ności kinazy białkowej, można wnioskować, że jej aktyw ność jest 
najw iększa, gdy PS II jest wzbudzony św iatłem  o tak  dużej intensywności, 
że działanie enzymów strom y nie iest ograniczone ilością wytwarzanego 
NADPH i ATP [22].

VI. Inne kinazy białkowe chloroplastów

VI-1. K inaza fosforylująca karboksylazę/oksygenazę RuBP

Do najsilniej fosforylowanych białek w strom ie chloroplastów szpinaku 
należą białka o masach cząsteczkowych 56 000 i 16 000, zidentyfikowane

* W chloroplastach izolow anych z liści przechow yw anych przez p ew ien  czas 
w  ciem ności, po naśw ietlen iu  w iązan ie C 0 2 osiąga m aksim um  dopiero po trw ającej 
1—5 m in fazie  zastoju [9, 83], Czas jej trw ania można m odyfikow ać przez zm iany  
stosunku A TP/A D P [9, 84].
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odpowiednio jako duża i mała podjednostka RuBP karboksylazy/oksygena- 
zy RuBP [16]. Enzym ten  składa się najczęściej z 8 dużych i 8 m ałych pod- 
jednostek i m a masę cząsteczkową około 560 000 [85, 8 6 ]. Fosforylację obu 
jego podjednostek katalizuje niezależna od św iatła kinaza białkowa, p raw ­
dopodobnie enzym  rozpuszczalny strom y [16].

Część cząsteczek karboksylazy/oksygenazy RuBP w ystępuje w otoczce 
chloroplastów [87, 8 8 ]. Enzym jest związany z błonami naw et po poddaniu 
ich działaniu ultradźw ięków  w buforze o wysokiej sile jonowej, co w ska­
zuje na to, iż wnioskowanie o um iejscowieniu go w otoczce nie jest a rte ­
faktem  [8 8 ]. Te cząsteczki m ałej podjednostki, które są związane z otoczką, 
są fosforylowane przez kinazę białkową w ystępującą także w otoczce. Ki­
naza ta  jest stym ulow ana przez jony Mg8+, ham ow ana przez ADP i w za­
kresie pH 7— 8 jest niew rażliw a na zmiany pH [89]. Dodatkowo wym aga 
dla swej aktyw ności obecności fosfolipidów, jak  fosfatydyloseryna i fosfa- 
tydylocholina oraz jonów Ca2+ [90]. Fosforyluje dwa białka związane 
z zew nętrzną błoną otoczki: wspom nianą m ałą pod jednostkę karboksylazy/ 
oksygenazy RuBP i w m niejszym  stopniu polipeptyd o masie cząsteczko­
wej 24 000 [89]. Niewykluczone, że jest on identyczny z białkiem  o w łas­
nościach kinazy białkowej o masie cząsteczkowej 25 000, opisanym  wcześ­
niej przez L i n a  i w s p .  [91]. Biologiczne znaczenie fosforylacji zarówno 
karboksylazy/oksygenazy RuBP w ystępującej w stromie, jak  i w otoczce 
chloroplastów nie zostało dotąd wyjaśnione.

V I-2. Kinazy b iałkow e w yizolow ane z błon chloroplastów  szpinaku

Z błon chloroplastów szpinaku, po ich upłynnieniu oktyloglukozydem  
i cholanem, wyizolowano i oczyszczono dwie różne kinazy białkowe [91, 
92], jedną o masie cząsteczkowej 25 000 i drugą o masie 38 000 [91]. Ich 
aktyw ność nie podlega kontroli redoks i żadna nie fosforyluje LHCP. W łą­
czają natom iast fosforan z [y82P]A TP do reszt serynow ych kazeiny lub 
histonu [92]. Aktywność kinazy fosforylującej kazeinę w ykryto także w nie 
zaw ierających kinazy LH CP chloroplastach komórek pochwy okołowiąz- 
kowej kukurydzy [93]. Nie wiadomo, jakie białka są substratam i opisy­
w anych kinaz białkowych w w arunkach in vivo [91].

VI-3. Kinaza b iałkow a fosforylująca białka rybosom ów  
w  chloroplastach

W izolowanych chloroplastach szpinaku inkubow anych z [y**P]ATP, 
w rybosomach fosforylacji ulegają dwa białka. Są to białko L I 8 w dużej 
podjednostce oraz białko L ’31 w m ałej podjednostce. Fosforylacja ta  jest 
zależna od św iatła i zachodzi w reszcie serynowej obu białek [3]. Jej fizjo­
logiczne znaczenie nie jest jasne.
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VII. Regulacja aktywności fosfotransferazy ATP: pirogronian, Pt 
przez fosforylację

Fosfotransferaza ATP: pirogronian, Pi (nazywana potocznie dikinazą 
pirogronian, Pj) jest enzymem  odpowiedzialnym za przekształcenie piro- 
gronianu w fosfoenolopirogronian (PEP) w roślinach typu  C4 zgodnie 
z równaniem:

pirogronian +  Pi +  ATP PEP +  AM P +  PP^

(3-fosforanowa grupa ATP jest w ykorzystyw ana do ufosforylowania piro- 
gronianu [15, 94], natom iast grupa y-fosf orano wa do ufosforylowania fosfo­
ranu  [15]. Reakcja ta  zachodzi w dwóch etapach z utworzeniem  pośrednika 
enzymatycznego ufosforylowanego w reszcie histydyny, zgodnie z reakcja­
m i cząstkowymi:

E—His +  AMP—P—P +  Pt E—His—P +  AM P +  PPi

* P
E—His—P +  pirogronian PEP +  E—His [95-97].

W czasie inkubacji nienaruszonych chloroplastów kom órek mezofilu kuku­
rydzy (roślina typu C4) na św ietle w obecności [32P]ortofosforanu stw ier­
dzono, że najsilniejszem u wyznakowaniu w strom ie ulega białko o masie 
cząsteczkowej 100 000. W elektroforezie w żelu poliakryloam idowym  zaj­
m uje ono identyczną pozycję z fosfotransferazą ATP: pirogronia, P t i rea­
guje ze skierowanym i przeciwko niej przeciwciałami. Dowodzi to, iż białko 
to jest opisywaną fosfotransferazą [98]. Stopień ufosforylowania cząsteczki 
ma istotne znaczenie dla jej aktywności katalitycznej [15, 97, 98] (Ryc. 8 ). 
Enzym  ufosforylowany tylko w reszcie h istydyny jest aktyw ny, lecz może 
ulec inaktyw acji na skutek fosforylacji reszty treoniny w reakcji z ADP 
jako donorem reszty fosforanowej [97, 99] (Ryc. 6 , reakcja 1). Usunięcie 
reszty fosforanowej z h istydyny z nieaktywnego enzymu następuje przez 
reakcję z A M P+ PPi (Ryc. 8 , reakcja 2) [97]. N ieaktyw na cząsteczka enzy­
mu, ufosforylowana ty lko w reszcie treoniny jest aktyw ow ana około 
5-krotnie szybciej niż jego form a podwójnie ufosforylowana [96, 97]. A kty­
wacja polega na fosforolitycznym  rozszczepieniu estru  fosforanowego treo­
niny, przebiegającym  z obecności fosforanu, z odtworzeniem  aktywnego, 
nieufosforylowanego enzym u i PPi (Ryc. 8 , reakcja 3). Aktyw acja jest zno­
szona przez AMP, współzawodniczo w odniesieniu do Pi, oraz przez ADP 
i PP¡, współzawodniczo w stosunku do nieaktywnego enzymu. A ktyw ny, 
nieufosforylowany enzym  bierze udział w reakcji z A T P+P¡, w której 
fosforylacji ulega reszta histydyny. Donorem reszty fosforanowej w tej 
reakcji może też być PE P  (Ryc. 8 , reakcja 4) [97]. Stwierdzono, iż obie 
reszty fosforanowe w cząsteczce fosfotransferazy ATP: pirogronian, Pj: 
h istydyna w centrum  aktyw nym  i treonina w centrum  regulatorow ym
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Ryc. 8. Schem at obrazujący regulację aktyw ności fosfotransferazy A TP: pirogronian, 
Pi. Wg B u r n e l l a  i H a t c h a  (97), dzięki uprzejm ości autorów  i E lsevier/N orth- 
Holland Biom edical Press

enzymu są położone w bliskim sąsiedztwie [100]. Zarówno aktyw acja, jak  
inaktyw acja przebiegają przy udziale tego samego enzymu [97, 99]. Na­
zwano je białkiem  regulacyjnym  fosfotransferazy ATP: pirogronian, P¡. 
Masa cząsteczkowa jego podjednostki wynosi 45 000, dim eru w ystępują­
cego w pH 7,5 — 90 000, a te tram eru  w pH 8,3 — 180 000 [97, 101]. A kty­
wacja fosfotransferazy nie jest prostym  odwróceniem jej inaktyw acji, gdyż 
oba procesy zachodzą w odrębnych miejscach katalitycznych. Świadczy
o tym  wpływ różnych związków na jeden z przeciw staw nych procesów. 
AMP i PPi ham ują aktyw ację, nie w pływ ając na inaktyw ację, natom iast 
ograniczona proteoliza powoduje tylko zahamowanie aktyw acji nie w pły­
w ając na inaktyw ację [97].

Fosforylacja/defosforylacja enzym u stanowi istotny mechanizm regula- 
cy jny  jego aktyw ności in vivo  [97]. Światło sprzyja inaktyw acji fosfo­
transferazy, ciemność zaś aktyw acji. Na świetle zachodzą bowiem zmiany 
stężenia ATP, zatem  i ADP, k tóry  odgrywa rolę zarówno substra tu  w re ­
akcji inaktyw acji, jak  i inhibitora aktyw acji [97].

VIII. Podsumowanie

Fosforylacja różnych białek chloroplastów jest obecnie poznana w róż­
nym  stopniu. W przypadku niektórych białek stwierdzono wyłącznie fakt 
ich fosforylacji, natom iast jej znaczenie biologiczne nie jest jasne. Fosfo­
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rylacja innych białek, w tym  dubletu LHCP i jej udział za pośrednictw em  
PQ w regulacji rozdziału energii wzbudzenia pomiędzy fotoukładam i [11, 
29, 30], jest dobrze poznana.

W większości opisywanych przypadków fosforylacja i defosforylacja 
białek są katalizowane przez odrębne enzymy, odpowiednio kinazę w ym a­
gającą ATP jako donora reszt fosforanowych oraz fosfatazę powodującą 
odszczepienie fosforanu z cząsteczki [4, 37, 42—44]. Znany jest jednak 
jeden nietypowy przykład regulacji aktyw ności enzymu przez odw racalną 
fosforylację. Dotyczy on fosfotransferazy ATP: pirogronian, Pi, a jego 
szczególny charakter polega na tym, że: 1 ) fosforylacja i defosforylacja są 
katalizowane przez ten  sam enzym, 2 ) w reakcji fosforylacji donorem resz­
ty  fosforanowej jest ADP, 3) defosforylacja przebiega z udziałem P h więc 
oprócz nieufosforylowanego białka powstaje P P i} czego nie stw ierdzono 
w żadnym  innym  przypadku [97].

Duże zainteresowanie fosforalacją białek chloroplastów pozwala mieć 
nadzieję na pełniejsze poznanie tego procesu i jego roli fizjologicznej 
w najbliższych latach.

Pragnę w yrazić serdeczne podziękow ania Panu Prof. Z bigniew ow i K aniudze za 
zachęcenie m nie do napisania nin iejszej pracy oraz cenne uw agi podczas jej przy­
gotow ania.

A rtykuł opracowano w  ram ach badań nad strukturą i funkcją aparatu fo to ­
syntezy roślin chłodow rażliw ych (temat 1.09 w  problem ie CPBP 05.02).
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W ALDEM AR MARCZEWSKI

Rola karboksylazy fosfoenolopirogronianu 
w roślinach

Role of Phosphoenolpyruvate Carboxylase in Plants
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I. Wprowadzenie

Enzym karboksylaza fosfoenolopirogronianu (ortofosforan: szczawio- 
octan — karboksylaza) (EC 4.1.1.31.) katalizuje karboksylację fosfoenolo­
pirogronianu do szczawiooctanu (Reakcja 1):

fosfoenolop irogronian -+ HCO3 szc zaw io o c tan  +  P,

Dr, Zakład M etabolizm u W ęgla i Azotu, U niw ersytet im . A. M ickiew icza, 61 701 P o­
znań, Fredry 10 (Obecny adres — Instytut Ziem niaka, Oddział N aukow o-B adaw czy  
M łochów, 05-832 Rozalin k. W arszawy).

W ykaz stosow anych skrótów: PEP — fosfoenolopirogronian; form a C3 — forma 
karboksylazy PEP w ystępująca w  liściach  roślin, u których odbyw a się fotosynteza  
typu  C3 , w ystępuje rów nież w  liściach  roślin  C4 ; form a C4 — form a karboksylazy  
P EP w ystępująca w yłączn ie w  liściach  roślin, u których odbyw a się fotosynteza typu  
C4 ; C rassulacean Acid M etabolism  (CAM) — określenie sposobu fotosyntezy w  typo­
w ych  sukulentach z rodziny gruboszow atych (Crassulaceae ); A SP — asparaginian; 
M A — jabłczan; OAA — szczaw iooctan; PA — pirogronian; Pi — fosforan nieorganicz­
ny; rośliny C3 i C4 — rośliny u których pierw otnym  produktem  fotosyntezy jest od­
p ow iedn io  zw iązek trójw ęglow y i czterow ęglow y; R uBP — rybulozo-l,5-b isfosforan .
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B a n d u r s k i  i G r e i n e r  [1] wykazali po raz pierwszy aktyw ność en­
zymu w liściach szpinaku. Enzym w ystępuje we wszystkich roślinach oraz 
mikroorganizm ach [2, 3]. Reakcja jest silnie egzoergiczna, AG =  — 6 do — 
8 kcal/mol (25—34 kJ/m ol), przez co w w arunkach naturalnych  jest p rak ­
tycznie nieodw racalna [4]. W edług M a r u y a m a  i wsp. [5] proces kar- 
boksylacji przebiega jednoetapowo (Reakcja 2):

PEP + H C O 3 C - , 0 —  PO§~ C — OH OAA+ Pj

0 _

O’ L e a r  y i w s p .  [6 ] wskazują natom iast, że proces karboksylacji od­
bywa się w dwóch etapach. W pierwszym  etapie powstaje karboksyfosfo- 
ran oraz enolowa form a pirogronianu. W drugim  etapie procesu tw orzy się 
szczawiooctan i uwalnia fosforan (Reakcja 3):

~CH2
I

PEP + HCO3 C = 0  +• H O - C — O - P O l '
I II

CO j O

C = 0  + HO — C ^ O - P O ? - —  OAA +  Pj
I II
COi o

Schem at drugi przebiegu procesu karboksylacji jest bardziej praw idłowy, 
ponieważ pokazuje aktyw ację słabo elektrofilowego atom u węgla wodoro­
węglanu kosztem energii fosfoenolopirogronianu. Energia powstałego kar- 
boksyfosforanu jest niezbędna do utworzenia wiązania C—C w drugim  
etapie procesu [6 , 7, 13].

K ofaktoram i enzymu są kationy dwuwartościowe, głównie jony Mgi+ 
oraz w m niejszym  stopniu jony Mn2+, Co2+. Jony Hg2+, Zn2+, Ni2+ również 
aktyw ują enzym [2, 6 ]. Są dane wskazujące, że substratem  enzymu jest 
kompleks Mg2+— PE P [8 , 9], ale dom inuje pogląd, że karboksylaza PE P  
reaguje z wolnymi jonam i Mg2+ i wolnym  PEP [3]. Drugim  substratem  
karboksylazy PEP są jony HCO^ [10]. Tylko w jednej pracy [11] w yka­
zano, że enzym izolowany z liści kukurydzy cechuje wyższe powinowactwo 
do C 0 2. Nie można jednak wykluczyć, że różne form y enzym u mogą w y­
korzystywać jako substra t C 0 2 lub HCO" [12].
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W zależności od techniki pom iaru masę cząsteczkową karboksylazy 
PEP określono na 225 650 (wirowanie w gradiencie sacharozowym) w przy­
padku form y C3 enzymu, izolowanej z liści kukurydzy [14], a 400 000 (ba­
danie równowagi sedym entacyjnej) w przypadku karboksylazy PE P  także 
z liści kukurydzy [15] i z Salmonella typ h im u ń u m  [18]. Z kolei m.cz. biał­
ka izolowanego z trzciny cukrowej [16] i z liści szpinaku [17] wyznaczona 
techniką filtracji żelowej wynosi 560 000. Dotychczasowe badania w yka­
zały, że karboksylaza PE P  jest tetram erem  składającym  się z czterech 
identycznych podjednostek o m.cz. od 100 000 do 130 000 [15, 18— 21]. 
Stwierdzono również, że aktywność enzymu izolowanego z liści roślin z ro­
dziny gruboszowatych jest regulowana przez dysocjację te tram eru  do 
aktyw nego dimeru, z czym wiążą się zmiany niektórych własności kine­
tycznych [19, 20]. W liściach sorgo wykazano dwa rodzaje podjednostek 
enzym u o m.cz. 90 000 i 79 000 [22]. Podobne zróżnicowanie stw ierdzono 
w liściach kukurydzy [23]. Sekwencja nukleotydowa genu struk turalnego  
karboksylazy PEP została określona w przypadku enzymu izolowanego 
z E. coli [21]. Odpowiadający tem u genowi łańcuch polipeptydowy składa 
się z 883 aminokwasów, co odpowiada ciężarowi cząsteczkowemu 99 061 
daltonów. W natyw nej podjednostce karboksylazy PEP w ystępują dwie 
reszty histydyny biorące udział w wiązaniu substra tu  lub reakcji ka ta li­
tycznej enzym u [24].

W tkankach niezielonych karboksylaza PEP w ystępuje we frakcji cyto- 
solowej [25—27]. Większość danych literaturow ych odnośnie rozmieszcze­
nia form  enzym atycznych w liściach roślin w fotosyntezie typu  C3, C4 

i u Crassulaceae wskazuje, że karboksylaza PEP w ystępuje w cytosolu 
[14, 29— 31]. Stwierdzono również aktywność enzymu w chloroplastach 
[32— 34]. W liściach kilku gatunków  roślin C4 wykazano zew nętrzne po­
wiązanie enzymu z.błonam i chloroplastów [35]. U Euglena gracilis s tw ier­
dzono aktywność karboksylazy PE P w m itochondriach [36, 37], a u grzyba 
Claviceps purpurea w sferosomach [38].

T i n g  i O s m o n d  [39] wyróżnili cztery form y enzym atyczne karbo­
ksylazy PEP.

1. Fotosyntetyczna form a karboksylazy PEP z liści roślin C4 o wyso­
kich KmEP (0,59 mM), Km8* (0,5 mM) i Vm, chrom atograficznie różna od 
form y C3.

2. Fotosyntetyczna form a karboksylazy PEP z liści roślin C3 o niskich 
KmEP (0,14 mM), Km*2 (0,097 mM) i Vm, chrom atograficznie różna od 
form y z tkanek niezielonych.

3. Form a karboksylazy P E P  z liści roślin z rodziny Crassulaceae o ni­
skich KmEP (0,14 mM), Km8 i wysokim Vm, chrom atograficznie podobna 
do fotosyntetycznych form  z liści roślin C3 i C4.

4. Form a karboksylazy PEP z tkanek niezielonych (typ nieautotroficz- 
ny) o niskich KLep, K “ ' 2* i Vm, chrom atograficznie zmienna.
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II. Karboksylaza PEP w liściach roślin C3 i C4

Procesy zielenienia i rozwoju tkanki liściowej roślin o fotosyntezie 
typu  C4 wiążą się ze wzrostem  aktyw ności karboksylazy PEP. W liściach 
kukurydzy stwierdzono 5-krotny wzrost aktywności tego enzymu, spowo­
dowany stym ulow aną przez światło syntezą de novo białka enzym atycz­
nego [23]. W liściach sorgo aktywność karboksylazy PE P w zrastała 
17-krotnie [22]. W zielonych liściach kukurydzy karboksylaza PEP sta­
nowi od 10% [15] do 15% [23] białka. Stosunek ilości karboksylazy PEP 
do ilości karboksylazy rybulozo-l,5-bisfosforanowej wynosi 2:1 w liściach 
roślin C4, podczas gdy w liściach roślin C 3 wynosi on 0,1:1 [42]. W liściach 
kukurydzy aktywność form y C4 stanow i 85%  a aktywność form y C3 15% 
całkowitej aktywności karboksylazy PEP [14].

Form y C3 i C4 enzymu uczestniczą w różnych szlakach metabolicznych. 
W kom órkach mezofilu liści roślin C4 następuje przy udziale form y C4 

karboksylazy PE P pierw otne włączanie C 0 2. Pow stały szczawiooctan jest 
redukow any do jabłczanu lub am inowany do asparaginianu. Powyższe 
związki czterowęglowe zostają przeniesione do kom órek pochwy około- 
wiązkowej, gdzie ulegają dekarboksylacji. Uwalniany C 0 2 jest w tórnie 
włączany do cyklu Calvina [28, 44, 45]. (Schem at 1).

Schem at 1. Schem at fotosyntetycznego w łączania C 0 2 w  roślinach C4. Cyfram i ozna­
czono enzym y katalizujące kolejne reakcje: karboksylaza PEP (1), dehydrogenaza  
jabłczanow a zależna od N AD P (2), am inotransferaza asparaginianow a (3), dehydro­
genaza jabłczanowa (dekarboksylująca) zależna od N A D P (4), karboksykinaza PEP  
(5), dehydrogenaza jabłczanowa zależna od NAD (6 ), dehydrogenaza jabłczanowa (de­
karboksylująca) zależna od NAD (7), karboksylaza RuBP (8 ).

Aktywność form y C4 karboksylazy PEP powoduje więc gromadzenie 
jabłczanu lub asparaginianu jako fotosyntetycznych interm ediatów  [43]. 
W liściach roślin C3 dw utlenek węgla jest bezpośrednio włączany do cyklu 
Calvina. Fosfoenolopirogronian nie jest więc substratem  fotosyntezy jak 
w liściach roślin C4, lecz produktem  tego procesu. Aktywność karboksy­
lazy PE P w liściach roślin C3 powoduje gromadzenie jabłczanu lub aspara­
ginianu jako fotosyntetycznych produktów, co jest sposobem regulacji 
przepływ u węgla w procesie fotosyntezy [43], Nie wykazano żeby w rośli-

MA MA
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nach C3 autotroficzne włączanie COz odbywało się przez karboksylację 
fosfoenolopirogronianu do szczawiooctanu [46]. W ciemności rola karboksy­
lazy PEP w liściach roślin C3 i C4 jest podobna do roli tego enzymu w or­
ganach niezielonych [43], o czym będzie mowa w dalszej części artykułu .

Form y C3 i C4 karboksylazy PE P  różnią się wieloma param etram i. Po 
chrom atografii na kolum nie jonowym iennej form a C4 w ypływa przy innej 
sile jonowej buforu wym ywającego niż form a C3 — zasadniczo przy niż­
szej [14, 40, 41] lub nieco wyższej [43] w zależności od m ateriału, nośnika 
i buforu elucyjnego. K inetyka reakcji przy zmiennym  stężeniu PE P  jest 
hiperboliczna w przypadku form y C3 oraz sigmoidalna w przypadku form y 
C 4 [41]. Form a C4 jest wyraźnie aktyw ow ana przez glukozo-6-fosforan 
[40, 41, 47]. Form a C3 karboksylazy PEP ma wyższe optim um  działania 
(około 44°C) niż form a C4 (około 35°C) [35, 42]. W przypadku form y C 4 za­
leżność aktywności enzymu od tem pera tu ry  wyrażona wykresem  A rrhe- 
niusa w ykazuje nieciągłość przypadającą na 10,8°C [15], 16°C [41], 17— 
20°C [35] i 15—25°C [14] zależnie od pochodzenia. Przyczynę w ystępow a­
nia takiej własności kinetycznej (tzw. tem peratu ry  przejścia — ang. tran-  
sition temperature) można upatryw ać w powiązaniu enzymu z błonam i 
[35], bądź w odwracalnej dysocjacji te tram eru  do aktywnego dim eru [41]. 
Ponadto kwasy dwukarboksylowe, w szczególności jabłczan i asparaginian, 
ochraniają formę C4 przed inaktyw acją w tem peraturze ponad 50°C [35, 
48]. Stwierdzono, że form a C4 karboksylazy PE P w liściach sorgo ma w ięk­
szy ciężar cząsteczkowy niż form a C 3 co jest spowodowane obecnością pod- 
jednostki o m.cz. 90 000 [22]. Ciężar cząsteczkowy form y C4 w liściach 
kukurydzy wynosi 225 650 a form y C3 270 800 [14]. Takie same masy czą­
steczkowe cechują karboksylazę PE P  z liści Atriplex  spongiosa — roślina 
C4 i z liści Atriplex hastata — roślina C3 [43]. Jednakow e masy cząstecz­
kowe wyznaczono dla form  C3 i C4 enzymu z liści trzciny cukrowej [16]. 
Obrazy elektroforetyczne w skazują na m niejszą ruchliwość w polu elek­
trycznym  form y C4 niż C3 [14, 43, 49]. W kilku publikacjach [6 , 14, 15, 48, 
50—53] opisano inne wartości przedstaw ionych powyżej własności form  C3 

i C 4 karboksylazy PEP, w zależności od m etodyki i w arunków  doświadczeń. 
Nie pomniejsza to jednak słuszności dokonania powyższego zestawienia.

Karboksylaza PEP z liści roślin C4 (forma C4) należy do enzymów foto- 
syntetycznych regulowanych posttranskrypcyjnie przez światło [54]. Głów­
ną rolę w regulacji aktyw ności enzym u odgrywa proces odwracalnego 
u tleniania i redukcji grup —SH białka [55], W nocy (w ciemności) kinetyka 
reakcji przy zmiennym  stężeniu PE P  jest sigmoidalna, KLep ma wysoką 
wartość, a aktywność enzym u jest niska. W czasie dnia (na świetle) n a ­
stępuje wzrost aktywności enzym atycznej, obniża się KmEP , a k inetyka 
reakcji przy zmiennym  stężeniu substra tu  jest hiperboliczna. Jest to spo­
wodowane odwracalnym  procesem aktyw acji-deaktyw acji przez redukcję 
(w dzień, przez fotosyntetyczne czynniki redukcyjne) i utlenianie (w nocy) 
g rup  -SH białka. Związki tiolowe 2-m erkaptoetanol i dw utiotreitol stoso-
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wane w medium izolacyjnym , jako stabilizatory karboksylazy PEP, unie­
możliwiają identyfikację stanów konform acyjnych enzymu w ystępujących 
in vivo [54, 56].

W chloroplastach niektórych roślin C3 i C4 znaleziono tzw. term ostabil- 
ną formę karboksylazy PE P  [57—61]. Wyizolowano ją przy zastosowaniu 
procedury obejm ującej inkubację surowego ekstrak tu  liściowego w 50°C, 
w pH 4,6 [57]. Form a ta  w ykazuje optim um  tem peraturow e w pH 5,4 oraz 
odmienne własności kinetyczne niż labilna form a karboksylazy PE P opi­
sywana powszechnie w literaturze [58, 59]. Produktem  działania enzymu 
jest labilny związek fosfokarbonylowy, k tóry  może być m etabolizowany 
do jabłczanu [60, 61], a także wchodzić w reakcję transkarboksylacji 
z fosforanam i pentoz [61]. W ystępowanie term ostabilnej form y karboksy­
lazy PEP nie jest w pełni udowodnione. Może to być tylko artefakt, poja­
wiający się w czasie oznaczania aktywności enzymu [3].

III. Karboksylaza PEP w liściach roślin z rodziny Crassulaceae

W liściach roślin C4 reakcja pierwotnego włączania C 0 2 (aktywność 
karboksylazy PEP) zachodzi w kom órkach mezofilu, a wtórnego (aktyw ­
ność karboksylazy RuBP) w komórkach pochwy okołowiązkowej (Sche­
m at 1). Natomiast w liściach roślin z rodziny Crassulaceae reakcje p ier­
wotnego i wtórnego włączania C 0 2 odbywają się w obrębie tej samej ko­
mórki, ale przebiegają w różnym  czasie [62].

W okresie ciemności skrobia jest głównym źródłem fosfoenolopirogro- 
nianu w tych roślinach [62]. Jego karboksylacja prowadząca do syntezy 
kwasów cztero węglowych (w 80—95% jabłczanu) zachodzi w nocy.

W czasie dnia następuje ich dekarboksylacja i włączanie uwalnianego 
C 0 2 do cyklu Calvina. W ystępowanie cyklu dobowego aktywności karbo­
ksylazy PE P  oraz zmiana aktywności tego enzym u w okresie dłuższym, 
np. sezonu są ważnym i czynnikami w regulacji procesu fotosyntezy u Cras­
sulaceae. Na aktywność karboksylazy PEP w pływają: fotoperiod [63, 64, 
71], wiek rośliny [65, 6 6 ], stres solny [67, 6 8 ], stres wodny [69, 70], tem pe­
ra tu ra  [62, 69]. W liściach rośliny Kalanchoe blossfeldiana wykazano obec­
ność form  izoenzymatycznych karboksylazy PEP [64]. Izoenzym przew a­
żający w liściach roślin rosnących w w arunkach dnia długiego w ykazuje 
m aksimum  aktyw ności w czasie dnia. Uczestniczy on w dziennym  włącza­
niu C 0 2, gdy Crassulacean Acid M etabolism jest mało intensywny. Izo­
enzym  ulegający wzmożonej ekspresji w liściach roślin rosnących w w a­
runkach dnia krótkiego w ykazuje m aksimum  aktywności w czasie nocy. 
Uczestniczy on w ciemniowym włączaniu C 0 2 w sposób typowy dla Cras­
sulacean Acid Metabolism [63]. Masy cząsteczkowe obu izoenzymów różnią 
się nieznacznie, podobnie jak  ich własności elektroforetyczne [63] oraz 
kinetyczne [64]. Przebieg fotosyntezy w roślinach rodzaju Kalanchoe za­

http://rcin.org.pl



[7] ROLA K A R B O K SY L A Z Y 35

leży od wieku liści. W młodych liściach akum ulacja jabłczanu w ciemności 
jest nieznaczna i przebiega jak w roślinach C3. Wraz z rozwojem  rośliny 
wykształca się Crassulacean Acid Metabolism [65, 6 6 ]. Podobna zmiana 
sposobu fotosyntezy następuje pod wpływem  stresu solnego w liściach Me- 
sem bryanthem um  crystallinum . Na obrazie elektroforetycznym  karboksy- 
lazy PE P  pojawia się w tedy dodatkowy prążek aktywności [67], będący 
raczej de novo syntetyzow aną form ą enzymu niż m odyfikacją istniejącego 
już białka [6 8 ]. Natomiast w liściach Umbilicus rupestris pod wpływem  
stresu wodnego następuje zmiana własności w istniejącej już form ie kar- 
boksylazy PEP. M etabolizm węglowy zmienia się z typu C3 na „częściowo” 
Crassulacean Acid Metabolism (CAM-idling). W nocy nie w ystępuje netto  
włączanie C 0 2, a jedynie zachodzi ciemniowa akum ulacja jabłczanu z w y­
korzystaniem  oddechowego C 0 2 [70].

Regulacja ry tm u dzień/noc m etabolizmu węglowego u Crassulaceae od­
bywa się głównie na poziomie działania karboksylazy PEP [62], Pow staje 
pytanie czy ry tm  aktywności karboksylazy PEP jest rezultatem  cyklicznej 
syntezy de novo i degradacji [73], czy też wynika z m odyfikacji enzymu 
[72]. Przeważa pogląd, że w ystępują dwa stany konform acyjne karboksy­
lazy PEP. Pierw szy stan „fizjologicznie ak tyw ny” charakteryzuje się ni­
skim KmEP i wysokim MA i funkcjonuje w nocy. Drugi stan  „fizjolo­
gicznie n ieaktyw ny” wykazuje wysokie KmEP i niskie MA i dom inuje 
w dzień [72, 74, 75]. Podsum owując, regulacja fotosyntezy u Crassulaceae 
na poziomie aktywności karboksylazy PE P odbywa się zarówno przez syn­
tezę specyficznych form  izoenzymatycznych, jak i przez odwracalną mo­
dyfikację białek enzymatycznych.

IV. Rola karboksylazy PEP w procesie 
nieautotroficznego włączania COz

W niezielonych tkankach roślinnych oprócz działania cyklu glioksalo- 
wego pulę kwasów organicznych mogą uzupełniać teoretycznie trzy  enzy­
my karboksylujące: karboksylaza PE P  (EC 4.1.1.31.) (a), karboksykinaza 
PEP (EC 4.1.1.32.) (b), dehydrogenaza jabłczanowa (dekarboksylująca) za­
leżna od NADP (EC 1.1.1.40.) (c) [76]. (Schemat 2).

PEP + HCO3 ----------------►  OAA + P( a

PEP + C 0 2 +  ADP ^ = - -  OAA + ATP b

PA -+ NADPH + C0 2 MA + NADP c

Schem at 2.

Karboksykinaza PE P  i dehydrogenaza jabłczanowa (dekarboksylująca) 
zależna od NADP działają głównie w kierunku dekarboksylacji kwasów
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czterowęglowych, a ich aktywność karboksylująca jest bardzo słaba. Enzy­
my te uczestniczą w innych procesach niż włączanie C 0 2, np. w procesie 
glukoneogenezy [76]. Jako właściwy enzym włączający C 0 2 jest karboksy­
laza PEP. Na tem at znaczenia niefotosyntetycznego asym ilowania C 0 2 

katalizowanego przez ten enzym zarysowało się dużo niejasności i rozbież­
ności.

W edług hipotezy Daviesa karboksylaza PEP tworzy razem z dehydro­
genazą jabłczanową zależną od NAD i dehydrogenazą jabłczanową (dekar- 
boksylującą) zależną od NADP układ utrzym ujący równowagę kwasowo- 
zasadową w cytoplazmie, tzw. pH -stat komórkowy [77, 78]. W zrost pH (na 
skufek metabolicznych przemian) powoduje wzmożoną aktywność karbo­
ksylazy PEP. Pow stające w w yniku jej działania kwasy dw ukarboksylow e 
szczawiooctan i jabłczan są źródłem protonów. W rezultacie następuje spa­
dek pH. Z kolei nadm ierne jego obniżenie stym uluje aktywność dekar- 
boksylującą dehydrogenazy jabłczanowej zależnej od NADP, co w efekcie 
prowadzi do w zrostu pH. Dzięki takiem u układowi pH cytoplazm y u trzy ­
m uje się na względnie stałym  poziomie. Inni autorzy [79, 80] uważają, że 
pH -stat może funkcjonować w regulacji jedynie krótkotrw ałych fluk tuacji 
cytoplazmatycznego stężenia jonów H +. Natom iast długofalowa regulacja 
cytoplazmatycznego pH musi być powiązana z procesami transportu  przez 
błonę komórkową i między poszczególnymi kom partm entam i kom órki [79, 
80], a naw et z dalekim  transportem  związków [81, 82]. Na przykład, syn­
teza kwasów organicznych przy udziale karboksylazy PEP jest uzależniona 
od wym iany jonów H + z jonam i K + przez plazmalemmę [79]. A ntyport 
H +/C 0 2 powoduje podwyższenie pH, w następstw ie czego następuje dyso- 
cjacja kwasu węglowego w cytoplazmie. Pow stały jon HCO^ jako substrat 
karboksylazy PEP stym uluje produkcję kwasów organicznych [76]. Hipo­
tezy przedstawione powyżej nie w yjaśniają wszystkich aspektów regulacji 
pH cytoplazm y w powiązaniu z aktyw nością karboksylazy PEP [83, 84], 
procesu bardzo skomplikowanego i jeszcze nie w pełni poznanego [80, 
81, 85].

Synteza kwasów organicznych przy udziale karboksylazy PEP może 
być uważana za proces anaplerotycznego uzupełniania cyklu Krebsa [50]. 
N iewątpliwie ma to miejsce u organizmów jednokom órkowych [32, 
8 6 — 8 8 ]. W tkankach roślin wyższych metabolizm węglowy przebiega 
w różnych przedziałach komórkowych, przez co jabłczan lub szczawio­
octan syntetyzowane w cytoplazmie nie są w równowadze z analogicznymi 
związkami powstającym i w m itochondriach [32, 89, 90], A naplerotyczna 
funkcja karboksylazy P E P  ma znaczenie w produkcji metabolicznych 
interm ediatów  niż w bezpośrednim  zasilaniu cyklu kwasów tró jkarbo- 
ksylowych [91]. Obserwacje drogi m etabolicznej znakowanego węgla 
z 14C-glukozy w brodaw kach łubinu wykazały, że szczawiooctan powsta­
jący w reakcji katalizowanej przez karboksylazę PE P  jest zużywany 
w syntezie aminokwasów bez pośrednictwa cyklu Krebsa [92]. Szybkie
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włączanie kwasów organicznych do tego cyklu pochodzących z reakcji 
karboksylacji PEP obserwowano w korzeniach kukurydzy w w arunkach 
stresowych [93].

W roślinach typu C3 aktywność karboksylazy PEP jest najwyższa 
w czasie intensywnego w zrostu i rozwoju, gdy aktywność procesów odde­
chowych jest większa niż szybkość fotosyntezy [94]. Funkcja tego enzymu 
może więc polegać na ponownym włączaniu C 0 2 powstającego w reakcjach 
dekarboksylacji [94]. Porównawcze badania karboksylazy PE P i kinazy 
PA (EC 2.7.1.40.) izolowanych z liścieni nasion soji wykazały, że karboksy- 
laza PEP nie w ykorzystuje jako substra tu  C 0 2 uwalnianego podczas de­
karboksylacji pirogronianu. K arboksylaza PEP i kinaza PA dostarczają 
niezależnie produkty swojego działania do odrębnych puli kwasów orga­
nicznych w różnych kom partm entach [95]. Aktywność karboksylazy PEP 
w przeciwieństwie do aktywności kinazy PA zmienia się w zależności od 
pH, co wskazuje na karboksylazę PEP jako na enzym regulatorow y pro­
cesu glikolizy [95, 96]. Układ karboksylaza PE P  — dehydrogenaza MA za­
leżna od NAD — dehydrogenaza MA dekarboksylująca zależna od NADP 
uczestniczy w procesie transhydrogenizacji NADH do NADPH [39, 97, 98], 
k tóry  jest niezbędny w metabolizmie korzeni [99]. P rodukcja jabłczanu 
poprzez ciemniowe włączanie C 0 2 może być uważana za proces czasowego 
m agazynowania nadm iaru węgla w kom órkach roślinnych [98], Jabłczan 
w razie potrzeby jest szybko dekarboksylowany do pirogronianu, k tóry  
jest utleniany w mitochondriach. Taki sposób czasowego gromadzenia 
jabłczanu w ystępuje w korzeniach i nasionach roślin tolerancyjnych w wa­
runkach stresu tlenowego [1 0 0 ]. Regulacja stężenia COz jest również nie­
zbędnym w arunkiem  prawidłowej syntezy białek korzeniowych [1 0 1 ].

IV-1. Rola karboksylazy PEP w brodawkach roślin m otylkow ych

Redukcja azotu atmosferycznego w brodawkach roślin m otylkowych 
jest procesem w ym agającym  energii i siły redukcyjnej [27, 102, 103]. 
Koszty energetyczne wzrostu i funkcjonowania brodaw ek są równie w y­
sokie jak  koszty redukcji N 2 [104]. Wykazano, że do zredukowania 1 mola 
N 2 wym agane jest od 22 do 70 moli ATP [105], Źródłem ATP i zreduko­
wanych nukleotydów adenylowych jest katabolizm  węglowodanów, głów­
nie sacharozy transportow anej przez floem, w kom órkach gospodarza [27, 
106]. Zachodzi przy tym  konieczność „bieżącego” dopływu produktów  foto­
syntezy dla utrzym ania optymalnego tem pa włączania N 2 [107]. Obok fun­
kcji energetycznej metabolizm  węglowy w cytoplazmie komórek gospoda­
rza ukierunkow any jest na syntezę związków węglowych w ym aganych do 
transportu  zredukowanego azotu atmosferycznego [107]. W kom órkach 
gospodarza metabolizm cukrów przebiega głównie przez proces glikolizy. 
Przepływ  węgla przez szlak pentozofosforanowy jest znikomy rzędu 6 °/»
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[92]. W ątpliwe jest też występowanie anaplerotycznego cyklu glioksalo- 
wego [106, 109] oraz funkcjonowanie szlaku Entnera-D ouderoffa w cyto- 
solu komórek gospodarza [92], A naplerotyczną drogą tworzenia związków 
węglowych jest proces karboksylacji fosfoenolopirogronianu katalizowany 
przez karboksylazę PEP [27]. W brodawkach łubinu nie stwierdzono 
aktyw ności innych enzymów karboksylujących, karboksykinazy PE P 
i karboksylazy RuBP [110]. S c h r a m m  [111] postuluje funkcjonowanie 
w roślinach m otylkowych drugiego, obok karboksylazy PEP, anaplero­
tycznego szlaku metabolicznego, dostarczającego związki węglowe do bio­
syntez aminokwasów, poprzez karboksylację m alonianu do szczawiooctanu 
przez bliżej niezidentyfikow any kompleks enzymatyczny. Malonian jest 
głównym kwasem organicznym  w brodawkach soji [1 1 2 ]. S c h r a m m  
[111, 113] postuluje, że w roślinach m otylkowych synteza m alonianu prze­
biega drogą zbliżoną do szlaku Entnera-D ouderoffa. Inny sposób syntezy 
m alonianu niż związany z procesem glikolizy stwierdzono w brodawkach 
soji [114],

Bardzo niskie stężenie tlenu w komórkach brodawkowych [115] powo­
duje wzrost aktywności wielu enzymów, w tym  również karboksylazy PEP 
[116]. W brodawkach bobu stwierdzono 50 razy wyższą aktywność karbo­
ksylazy PE P niż w korzeniach [117], Wyższą aktywność karboksylazy PE P 
obserwowano również w brodawkach soji [118]. W brodawkach łubinu 
poziom aktywności tego enzymu wzrasta 3-krotnie w momencie rozpoczę­
cia redukcji N 2 [110]. Podobnie w brodawkach lucerny aktywność karbo­
ksylazy PE P  była znacznie wyższa w porównaniu z brodawkam i nieefek­
tyw nym i w procesie redukcji N 2 [120]. W m ateriale tym  enzym stanowi 
1—2°/o cytosolowego białka w asym ilującycb azot brodawkach [119].

W roślinach motylkowych amidowych, gdzie azot jest transportow any 
z brodaw ek pod postacią amidów, głównie asparaginy, wzrost aktywności 
karboksylazy PEP zachodzi razem  ze wzrostem aktywności nitrogenozy 
[110, 117, 120]. Szczawiooctan jako produkt działania karboksylazy PEP 
jest włączany do biosyntezy asparaginianu [1 1 0 ] bez pośrednictw a cyklu 
K rebsa [92]. W brodawkach lucerny 25% związków węglowych potrzeb­
nych do asymilacji zredukowanego azotu powstaje dzięki aktywności kar­
boksylazy PEP [120]. C h r i s t e l l e r  i w s p. [110] uważają natom iast, 
że anaplerotyczne włączanie C 0 2 przez ten enzym zaspokaja w pełni zapo­
trzebowanie na związki węglowe w brodawkach łubinu. W korzeniach 
roślin motylkowych ureidowych, gdzie związkami transportu jącym i zre­
dukowany azot z brodawek są ureidy: alantoina i kwas alantoinowy, 
m aksym alna szybkość asym ilacji C 0 2 w ystępuje przed procesem nodulacji 
i włączania N 2. W brodawkach początkowo obserw uje się jednoczesny 
wzrost asym ilacji C 0 2 i redukcji N 2. Szybkość karboksylacji obniża się 
w momencie, gdy m aleje szybkość biosyntezy i transport aminokwasów 
(asparaginy), a w zrasta synteza i eksport ureidów z brodawek [121]. Rola 
karboksylazy PEP w brodawkach roślin ureidowych jest mniej jasna [122,
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123]. W brodawkach fasoli 25% węgla pochodzącego z włączania 14C 0 2 w y­
stępuje w aminokwasach, 60—70% w interm ediatach cyklu K rebsa, a po­
została część między innym i w ureidach [122]. Karboksylaza PE P  działa 
anaplerotycznie, uzupełniając cykl kwasów trójkarboksylow ych w związki 
węglowe, które zostają wykorzystane do tworzenia glioksalanu. Związek 
ten jest metabolizowany do glicyny i mrówczanu, które są zużywane w bio­
syntezie alantoiny [122]. W brodawkach soji stwierdzono znakowanie wę­
glem 14C pochodzące z 14C 0 2 w interm ediacie biosyntezy pu ryn  — ksanty- 
nie [123]. Rola ciemniowego włączania C 0 2 może polegać również na syn­
tezie substratów  oddechowych oraz kwasów dw ukarboksylow ych jako jo­
nów przeciwnych do transportu  kationów [121]. Zarówno w przypadku 
roślin m otylkowych ureidowych jak  i amidowych wspomina się o roli kar- 
boksylazy PEP w syntezie kwasu jabłkowego, k tóry może być źródłem  
węgla i energii dla m etabolizm u bakteroidalnego [116]. Możliwy jest także 
udział tego enzymu w regulacji wewnątrzkom órkowego pH zgodnie z kon­
cepcją Daviesa [121]. Procesy zawiązywania i funkcjonowania brodaw ek 
wym agają odpowiedniego stężenia C 0 2 w korzeniach, na co zapewne ma 
wpływ poziom aktywności karboksylazy PE P  [124].

Głównym źródłem C 0 2 dla karboksylazy PE P są procesy oddechowe 
[110, 120, 122]. W brodawkach korzeniowych intensywność tych procesów 
jest bardzo wysoka [125]. Aktywność karboksylazy PEP prowadzi do czę­
ściowego odzysku dw utlenku węgla [120]. Również zew nętrzny C 0 2 może 
być substratem  karboksylazy PEP [121, 126], oczywiście nie bezpośrednio, 
gdyż substratem  enzymu są jony HCO^. Wyższy poziom aktyw ności k a r­
boksylazy PE P musi iść w parze z wyższą aktwnością anhydrazy w ęgla­
nowej. Faktycznie w brodaw kach łubinu stwierdzono 12,5-krotnie wyższą 
aktywność anhydrazy węglanowej niż w korzeniach [1 1 0 ].

Autor dziękuje Panu Prof. dr hab. Ryszardowi W. Schram m ow i za cenne uw agi
i sugestie podczas przygotow yw ania nin iejszego tekstu.
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I. Wstęp

Jak  wiadomo, przekazywanie impulsów nerw owych z neuronu na neu­
ron odbywa się na ogół na drodze chemicznej przy udziale neurotransm ite- 
rów. Impuls nerwowy, docierając do zakończenia nerwowego, powoduje 
depolaryzację błony presynaptycznej i uwolnienie neurotransm itera do 
szczeliny synaptycznej. O kreślony neuro transm iter łączy się następnie 
z odpowiednim receptorem, znajdującym  się w błonie postsynaptycznej. 
Etap ten  zapoczątkowuje szereg zjawisk, które prowadzą do przekazania 
inform acji do neuronu postsynaptycznego lub do kom órek tkanki efekto-

* Dr, Zakład N eurofizjologii, Instytut B iologii D ośw iadczalnej im. M. N enckiego  
PAN, ul. Pasteura 3. 02-093 W arszawa.
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rowej, tzn. mięśni lub gruczołów. W szystkie dotychczas poznane receptory 
neurotransm iterów , tzw. neuroreceptory, są białkam i integralnym i błony 
komórkowej i zaliczamy je do klasy receptorów powierzchniowych.

II. Klasyfikacja neuroreceptorów

Wybiórcze reagowanie z określonym i neurotransm iteram i stanowi pod­
stawę klasyfikacji neuroreceptorów . Na tej zasadzie wyróżniam y receptory 
cholinergiczne, adrenergiczne, dopaminergiczne itd. Dalsza klasyfikacja 
uwzględnia zdolność neuroreceptorów  do wiązania różnych egzogennych 
substancji. N iektóre ligandy wyw ołują podobny efekt jak rodzimy neuro- 
transm iter, określono je przeto jako substancje agonistyczne. Znane są 
również związki, które blokują odpowiedź, dlatego określam y je jako sub­
stancje antagonistyczne. Różne właściwości farmakologiczne receptorów  
a także różna zdolność wiązania określonych ligandów wskazują na hetero- 
genność neuroreceptorów  [1]. Na podstawie różnicy w reagow aniu z egzo­
gennym i ligandami wyodrębniono, np. dwa typy  receptora cholinergicz- 
nego: nikotynow y — pobudzany przez nikotynę oraz m uskarynow y — po­
budzany przez m uskarynę (alkaloid wyizolowany z m uchom ora A m anitia 
pantherina) [2]. Z kolei, pośród cholinergicznych receptorów m uskaryno- 
wych można wyróżnić takie, które są wrażliwe na substancję antagoni- 
styczną pirenzepinę, jak i takie, które jedynie w m ałym  stopniu blokowane 
są przez ten  związek [3, 4, 5].

Podkreślić należy, że wykrycie w układzie nerw owym  miejsc wiążą­
cych m orfinę dało im puls do poszukiwania ich rodzimych ligandów. P rzy ­
czyniło się to z kolei do w ykrycia endorfin i enkefalin, neurotransm iterów  
peptydow ych o ogromnej roli fizjologicznej [6 ]. Poznanie m iejsc wiążących 
egzogenną substancję doprowadziło więc do zidentyfikowania w ystępują­
cych naturaln ie ligandów. Zagadnienia te zostały już omówione na łam ach 
Postępów Biochemii [7]. Nadal natom iast nie są dokładnie zidentyfikowane 
rodzime ligandy receptorów leków o działaniu przeciwlękowym  z grupy 
benzodiazepin. Ostatnie dane wskazują, że niektóre endogenne peptydy 
mogą działać na te receptory [por. 8 ].

Oprócz omówionej powyżej klasyfikacji możemy wyróżnić dwa typy  
receptorów w zależności od miejsca ich występowania względem szczeliny 
synaptycznej. Są to receptory post- i presynaptyczne (Ryc. 1). Znakom ita 
większość receptorów w ystępuje postsynaptycznie i one właśnie odgryw ają 
bezpośrednią rolę w przekazyw aniu im pulsu nerwowego. Receptory pre­
synaptyczne natom iast biorą udział w subtelnej regulacji procesów uw al­
niania neurotransm itera z zakończenia nerwowego i jego ponownego w y­
chw ytu [9, 10, 11]. W przypadku, kiedy zachodzi zgodność pomiędzy ro­
dzajem  uwalnianego z zakończenia nerwowego neuro transm itera a rodza­
jem  receptora występującego presynaptycznie, mówimy o autoreceptorach.
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część
pre synaptyczna

czpsc , 
post synaptyczna

Ryc. 1. Zróżnicowane w ystępow anie neuroreceptorów  na elem entach neuronalnych. 
W y d z ie le n ie  n e u r o t r a n s m i te r a  T  z z a k o ń c z e n ia  n e rw o w e g o  1 o ra z  je g o  s tę ż e n ie  w  s z c z e l in ie  
s y n a p ty c z n e j  z a leż y  o d  o b e c n o ś c i w  b ło n ie  p re s y n a p ty c z n e j  a u to r e c e p to r ó w  o ra z  re c e p to ró w  
n e u r o t r a n s m i te r a  A (w y d z ie la n e g o  z z a k o ń c z e n ia  n e rw o w e g o  2).

III. Mechanizmy działania neuroreceptorów

Efektem  przyłączenia się neurotransm itera do receptora postsynaptycz- 
nego jest powstanie postsynaptycznego potencjału czynnościowego, pobu­
dzeniowego lub hamulcowego. N iektóre receptory, np. cholinergiczny ni­
kotynowy i prawdopodobnie receptory niektórych neurotransm iterów  
aminokwasowych, stanow ią zarazem  kanał jonowy [12, 13]. A ktyw acja 
receptora powoduje otwarcie kanału jonowego i w tedy efekt obserw uje się 
bardzo szybko. Na przykład przyłączenie się acetylocholiny do receptora 
nikotynowego powoduje, że w ciągu jednej m ilisekundy kanał otw iera się 
i około 1 0  0 0 0  kationów, głównie sodowych, przepływ a przez kanał w y­
wołując zmianę postsynaptycznego potencjału błonowego. Nie wszystkie 
receptory wywołują tak  szybką odpowiedź, np. efekt pobudzenia choliner- 
gicznego receptora m uskarynowego oraz ¡3 adrenergicznego ujaw nia się po 
okresie latencji rzędu m ilisekund, a naw et sekund i może trw ać sekundy, 
a naw et m inuty (Tabela 1). Obserwacje te nasunęły przypuszczenie, że 
w błonie obecne są dodatkowe układy przetw arzające sygnał. Dopiero 
po powstaniu wtórnego przekaźnika re jestru je  się odpowiedź. Drogi prze­
tworzenia sygnału mogą prowadzić do wytworzenia różnorakich w tórnych 
przekaźników.

Najlepiej poznanym  sposobem przetworzenia sygnału jest aktyw acja 
układu cyklazy adenylowej i synteza cAMP. Między innym i zaobserwo­
wano, że pobudzenie receptora dopaminergicznego w jądrze ogoniastym 
mózgu szczura powoduje wzrost poziomu cAMP. W zrost ten  wyprzedza 
odpowiedź kom órki [15]. W tym  przypadku zatem, wzbudzenie impulsu 
w neuronie postsynaptycznym  wiąże się z produkcją wtórnego przekaźni-

http://rcin.org.pl



Tabela 1.

48 J. SK A N G IE L -K R A M SK A  [4]

Porównanie efektu działania niektórych receptorów (wg 14)

Receptor Ligand Źródło receptora Charakter odpowiedzi

Cholinergiczny nikotyno­ ACh Mięśnie szkieletowe, Natychmiastowa depolary­
wy organ elektryczny zacja pobudzeniowa

GABA ergiczny A GABA Mózg Natychmiastowa hiperpo-
laryzacja hamulcowa

Cholinergiczny muskary- ACh Mięśnie gładkie, mózg Powolny, zróżnicowany-
nowy pobudzeniowy lub hamul­

Adrenergiczny ß2 NA Mięśnie gładkie cowy zależnie od umiejsco­

.

wienia

ACh — acetylocholina; GAB A —'kwas y aminomaslowy; NA — noradrelina.

ka. Nasuwa się pytanie, w jaki sposób aktyw acja receptora wywołana 
przyłączeniem  się neurotransm itera może wpłynąć na stym ulację ak tyw ­
ności cyklazy adenylowej. Receptor i enzym stanowią przecież dwa od­
rębne elem enty błony. Co więcej, cyklaza adenylowa jest enzymem wielo­
składnikowym  [16, 17, 18]. Przyjm ow any powszechnie model płynnej 
mozaikowej budowy błony komórkowej S i n g e r a  i N i c h o l s o n a  
[19] ułatw ia zrozumienie sprzężenia aktyw acji receptora ze stym ulacją cy­
klazy adenylowej, ponieważ zakłada on możliwość swobodnego przem iesz­
czania się w bocznej płaszczyźnie błony integralnych białek. O pierając się 
na powyższym założeniu wysunięto koncepcję ruchomego receptora [por. 
20], Przyłączenie neuro transm itera do receptora w yw ołuje zmiany kon- 
form acyjne, które um ożliwiają interakcję białka regulatorowego wiążącego 
GTP z katalityczną jednostką cyklazy adenylowej. W w yniku tego cyklaza 
aktyw uje się i wzmaga się synteza wtórnego przekaźnika, tj. cAMP [21, 22 
23, 24]. Sekwencję zjawisk i przemieszczanie się w płaszczyźnie bocznej 
błony przedstaw ia Ryc. 2 [wg 24].

Przyłączenie neurotransm itera do receptora może wywołać również 
efekt przeciwny, tj. hamowanie aktywności cyklazy adenylowej poprzez 
in terakcję z inhibitorow ą podjednostką regulatorow ą wiążącą GTP [16, 
19, 20]. W ynika stąd, że aktywność enzymu może być kontrolow ana przez 
receptory na drodze ich współdziałania z aktyw ującym  lub inhibitorow ym  
białkiem  regulatorowym . Na przykład pobudzenie receptorów |3Ł i |32 adre- 
nergicznych wzmaga aktywność cyklazy adenylowej, natom iast aktyw acja 
adrenergicznego receptora «i ham uje jej aktywność w efekcie czego spada 
zawartość cAMP [24]. Sytuacja jest bardziej skomplikowana w przypadku 
receptorów dopaminergicznych. Receptory, określane jako Dj, sprzężone 
są z układem  cyklazy adenylowej i ich pobudzenie wzmaga syntezę cAMP. 
Receptory D2 natom iast w ydają się działać niezależnie od układu cyklazy 
adenylowej, tym  niem niej w niektórych przypadkach ich pobudzenie po­
woduje spadek zawartości cAMP w kom órkach efektorow ych [25, 26, 27].
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Rye. 2. Schem at działania neuroreceptora sprzężonego z układem  cyklazy adenylo- 
w ej [wg 24].
N e u r o t r a n s m i te r  (T) w ią ż ą c  s ię  z r e c e p to r e m  (R) p o w o d u je  z m ia n y  k o n f o r m a c y jn e  w  c z ą s te c z c e  
r e c e p to r a  (R+) co  ró w n o c z e ś n ie  u ła tw ia  p rz e m ie s z c z a n ie  s ię  w  b o c z n e j p ła sz c z y ź n ie  b ło n y .  Wy* 
tw o rz o n y  k o m p le k s  (T R +) m o że  w ó w c z a s  p rz y łą c z y ć  b ia łk o  w ią ż ą c e  n u k le o ty d  g u a n in o w y , t j .  
j e d n o s tk ę  re g u la to ro w ą  (N ). Z w ią z a n ie  N  p o w o d u je  o d łą c z e n ie  G D P  i p rz y łą c z e n ie  G T P . W  n a ­

s t ę p s t w i e  te g o  p ro c e s u  k o m p le k s  N  z G T P  o d d y s o c jo w u je  o d  TR+ i p rz y łą c z a  s ię  do  je d n o s tk i  
k a t a l i ty c z n e j  c y k la z y  a d e n y lo w e j  (A C ), p o w o d u ją c  a k ty w a c ję  e n z y m u . U r u c h a m ia  s ię  z a te m  
p r o d u k c ja  cA M P  z A T P , a  ró w n o c z e ś n ie  h y d ro l iz a  G T P  do  G D P  p o w o d u je ,  że  je d n o s tk a  r e g u ­
la to ro w a  o d łą c z a  s ię  od  A C , co  u m o ż liw ia  p o n o w n ą  in t e r a k c j ę  z k o m p le k s e m  T R +.

Znane są również układy receptorowe, w których w tórnym  przekaźni­
kiem  są inne cykliczne nukleotydy, np. cGMP [27, 2£, 29, 30]. Pobudzenie, 
np. cholinergicznego receptora muskarynowego może powodować w nie­
których przypadkach wzrost stężenia cGMP. Ciekawe, że w odpowiedzi na 
stym ulację m uskarynową w neuronach prążkowia obserw uje się oprócz 
wzrostu cGMP spadek zawartości cAMP. W ydaje się jednak, że oba pro­
cesy przebiegają niezależnie [30].

System  regulujący aktywność cyklazy adenylowej w istocie rzeczy jest 
znacznie bardziej skomplikowany niż wynikałoby to z przedstawionego 
opisu. H i r a t a  i A x e l r o d  [32] postulują, że wytworzenie kom pleksu 
neuro transm iter — receptor powoduje aktyw ację m etylotransferaz. W w y­
niku tego procesu następuje m etylacja fosfolipidów błonowych — fosfaty- 
dyloetanolam iny i fosfatydylocholiny. M etylacja w yw ołuje translokację 
fosfolipidów na drodze m echanizm u flip-flop  i wzrost płynności błony. 
Wobec powyższego zwiększa się możliwość dyfuzji bocznej i szansa reago-

4 P o s tę p y  B io c h e m ii 1/87 http://rcin.org.pl



50 J. SK A N G IE L -K R A M SK A [6 J

wania kom pleksu receptor — substancja agonistyczna ze składnikam i ukła­
du cyklazy adenylowej. Dane innych autorów  wskazują również, że zwią­
zanie specyficznej substancji agonistycznej z receptorem  powoduje zmianę 
płynności błony [32], Uważa się także, że w procesie aktyw acji cyklazy 
adenylowej bierze udział szereg innych białek regulatorowych, dotyczy to 
zwłaszcza białek wiążących w apń [34]. Szczegółowemu omówieniu układów 
receptorowych, k tórych działanie sprzężone jest z regulacją cyklicznych 
nukleotydów  poświęcono szereg opracowań [35, 36, 17].

Oprócz receptorów, w których w tórnym i przekaźnikam i są cykliczne 
nukleotydy istnieją neuroreceptory, w których przetworzenie sygnału za­
chodzi na innej drodze. Stwierdzono mianowicie, że aktyw acja niektórych 
neuroreceptorów  w yw ołuje głębokie zmiany w metabolizmie inozytolo- 
fosfolipidów. Procesowi tem u towarzyszy wzrost stężenia jonów wapnio­
wych w  komórce [37]. Obecny stan wiedzy dotyczący roli fosfolipidów ino- 
zytolowych w przetw arzaniu inform acji omawia J. K w i a t k o w s k a  
w Postępach Biochemii [38]. W wielkim skrócie sekwencję zdarzeń można 
zapisać następująco:

Receptor +  N eurotransm iter -> [RT] -> Rozpad inozytolofosfolipidów
(R) (T)
—> Diacylogliceryd +  Trifosfoinozytol +  Ca^T1 -> Odpowiedź

Oba m etabolity w ytw arzane podczas hydrolizy, tj. trifosfoinozytol
i diacy logliceryd mogą pełnić rolę wtórnego przekaźnika [37, 39]. Trifosfo­
inozytol powoduje bowiem uwolnienie jonów wapniowych z w ew nątrz­
kom órkowym  pozam itochondrialnych magazynów, diacylogliceryd nato­
m iast jest bezpośrednim allosterycznym  aktyw atorem  kinazy białkowej C 
[40]. Dodatkowo, aktyw acja obrotu inozytolofosfolipidów, wywołana po­
budzeniem  neuroreceptorów , powoduje wzrost przepuszczalności błon 
plazm atycznych dla jonów wapniowych, na drodze różnej od otwarcia na­
pięciowo zależnego kanału jonowego [41]. Pozostaje jeszcze szereg nie­
jasności w m echanizmie przetw orzenia sygnału przez receptory, których 
aktyw acja wzmaga metabolizm  inozytolofosfolipidów. Dotyczy to zarówno 
udziału jonów wapniowych jak  i jonów jedno wartościowych [42, 43, 44] 
oraz dróg defosforylacji inozytolofosforanów [45]. Niewykluczone jest 
również, że działanie receptora, sprzężone z metabolizmem  inozytolofosfo­
lipidów może również wiązać się z regulacją aktywności cyklazy nukleoty­
dów [38, 39]. Receptory, których ak ty w ac ja ' w yw ołuje głębokie zmiany 
w metabolizmie inozytolofosfolipidów, to np. receptory a x adrenergiczny, 
H! histam inergiczny, V! wazopresynowy oraz cholinergiczny receptor 
m uskarynow y [41].

Receptory określonego neurotransm itera mogą działać w ykorzystując 
różne m echanizm y przetw orzenia sygnału. Przykładem  jest receptor cho­
linergiczny m uskarynowy, k tóry może przetw arzać sygnał poprzez regu­
lację syntezy cyklicznych nukleotydów albo na drodze wywołania zmian
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w metabolizmie inozytolofosfolipidów. W ydaje się również, że choliner- 
giczny receptor m uskarynow y może działać bezpośrednio, zm ieniając prze­
puszczalność błony dla jonów [31, 46, 47]. Jakie czynniki determ inują 
dany mechanizm przetworzenia inform acji nie jest dotychczas wyjaśnione. 
Ogólne omówienie sposobów przetworzenia sygnału chemicznego, zacho­
dzących z udziałem w tórnych przekaźników znajdzie czytelnik w artykule 
B e r r i d g e ’ a [48]. Drogi prowadzące do przetworzenia sygnału i wywo­
łania odpowiedzi neuronu przedstaw ia schemat (Ryc. 3).

N +  R ----- [NR]

( S y g n a ł

■ Cyklaza
adenylowa

guanylowa

cAMP 

■ cGMP

Zmiana
przepuszczalności

błony

EPSP

IPSP

Inozytolofosfolipidy - »  IP3 +  DAG J (O d p o w ie d z )

Ryc. 3. Schem at dróg prow adzących od zadziałania sygnału na neuroreceptor do w y ­
w ołan ia  odpow iedzi neuronu.
I P 3- t r i fo s fo in o z y to l ,  D A G -d ia c y lo g lic e ry d , E P S P -p o b u d z e n io w y  p o te n c ja ł  p o s ts y n a p ty c z n y ,  
IP S P -h a m u lc o w y  p o te n c ja ł  p o s ts y n a p ty c z n y .

IV. Regulacja aktywności neuroreceptorów

Aktywność neuroreceptorów  może ulegać krótko i długotrw ałym  zmia­
nom. W zależności od charakteru  tych zmian mówimy o nadwrażliwości 
(ang. supersensitivity) lub obniżeniu wrażliwości (ang. hyposensitivity  lub 
desentisation) receptorów. K rótkotrw ały spadek wrażliwości receptorów 
jest częstym zjawiskiem, w ystępującym  wtedy, gdy bardzo szybko po 
przyłączeniu się neuro transm itera do receptora i wywołaniu efektu, dalsze 
działanie neurotransm itera na receptor nie powoduje powstania odpowie­
dzi postsynaptycznej. M echanizm nie jest dobrze poznany, ale przyczyną 
mogą być zmiany konform acyjne receptorów lub chwilowe wyczerpanie 
się kofaktora w układzie przetworzenia sygnału, np. GTP. Niewykluczone, 
że białko receptorowe podobnie jak  enzymatyczne, może podlegać odw ra­
calnej m etylacji albo fosforylacji, k tóre w pływ ają na jego aktyw ność [49].

Wiele uwagi poświęcono możliwości regulacji aktywności receptorów  
przez lipidy błonowe [50, 33, 32]. Między innym i stwierdzono, że wzrost 
m ikrolepkości lipidów błonowych powoduje zwiększenie dostępności 
receptora serotoninergicznego dla 5-hydroksytryptam iny, jego rodzimego 
neurotransm itera. Przeciwnie, dostępność receptora (3 adrenergicznego dla 
ligandów spada wraz ze wzrostem  lepkości błony, co stwierdzono w reti- 
kulocytach szczura [51].

Długotrwałe zmiany we wrażliwości receptorów mogą zależeć od 
liczebności danej populacji receptorów, a więc od efektywności syntezy
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de novo i tem pa rozpadu receptorów. Długotrw ałe obniżenie poziomu 
neurotransm itera, np. w skutek uszkodzenia dróg nerwowych, w yw ołuje 
przeważnie wzrost liczby receptorów w docelowej struk tu rze mózgu. 
W wyniku tego obserw uje się zwiększenie wrażliwości (ang. denervation  
supersensitivity). Odwrotnie, długotrw ały wzrost poziomu neuratransm i- 
tera, np. po chronicznym  podawaniu niektórych leków, prowadzi na ogół 
do obniżenia liczby receptorów co objawia się spadkiem wrażliwości. Tego 
typu zmiany w reaktyw ności określane są jako zmiany adaptacyjne. Oka­
zuje się również, że pobudzenie neuroreceptorów  może wpływać na liczbę
i powinowactwo receptorów innej klasy. Mówimy wtedy o heterospecy- 
ficznej regulacji aktywności neuroreceptorów , która jest wyrazem  współ­
działania pomiędzy różnym i układam i neurotransm iterow ym i [52, 20].

Dane dotyczące degradacji neuroreceptorów  pochodzą przede wszyst­
kim z badań nad cholinergicznym  receptorem  nikotynowym . W ynika 
z nich, że receptor ulega internalizacji na drodze endocytozy. Proces ten 
zachodzi przy udziale s tru k tu r cytoszkieletowych i wymaga w kładu 
energii. Następnie, po fuzji endosomu z lizosomem, cząsteczki receptora 
ulegają proteolizie (Ryc. 4) [14, 53]. Proces rozpadu receptora nikotyno­
wego w m ięśniach poprzecznie prążkow anych zajm uje około 90 min. 
W niektórych stanach chorobowych (myastenia gravis) dochodzi do u ła­
tw ienia rozpadu receptorów nikotynow ych w wyniku autoim m unogennej 
modulacji. Okres półtrw ania receptora w płytce nerwowo mięśniowej 
skraca się wówczas z 7 do 2,5 dnia. Prowadzi to do znacznego niedoboru 
receptorów nikotynow ych [14, 54, 55]. W przypadku cholinergicznego re ­
ceptora muskarynowego wydaje się jednak, że nieaktyw ny receptor może 
rozpadać się w błonie komórkowej. Nie udało się bowiem zaobserwować 
endocytozy try tow anych substancji antagonistycznych tego receptora 
w neuronalnych układach modelowych. Okres półtrw ania cholinergicznego 
receptora muskarynowego wynosi 12—14 h [31].

Jest jeszcze inna możliwość regulacji liczby neuroreceptorów , nie w y­
kluczone jest bowiem, że mogą one ulegać internalizacji a następnie re- 
cyklizacji, podobnie jak  to stwierdzono w przypadku niektórych recepto­
rów powierzchniowych, które nie są związane z neurotransm isją [56, 57, 
53]. H ipotetyczny przebieg tych zjawisk przedstawia schem at (Ryc. 4). 
Prawdopodobnie jednak endocytozie podlega sam neuroreceptor a nie 
kompleks receptora z neurotransm iterem . Trzeba bowiem pamiętać, że 
wszystkie reakcje dotyczące przekazania inform acji przez neuro transm iter 
zachodzą w błonie komórkowej i nie jest konieczne wniknięcie kom pleksu 
receptora z ligandem do w nętrza komórki efektorowej.

Spraw a recyklizacji neuroreceptorów  nie jest dotychczas jasna. Bada­
nia G a r d n e r a  i F a m b r o u g h  [58] dostarczają danych przeciwko 
recyklizacji cholinergicznego receptora nikotynowego. Ostatnie dane do­
tyczące receptorów (-) adrenergicznych jednakże przem aw iają za możli­
wością recyklizacji neuroreceptorów . Mianowicie, badając mechanizmy
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Ryc. 4. H ipotetyczny przebieg internalizacji i recyklizacji neuroreceptora. 
N e u r o r e c e p to r  R u le g a  i n te r n a l iz a c j i  n a  d ro d z e  e n d o c y to z y . E ta p  t e n  m o że  s k ła d a ć  s ię  z k i lk u  
s ta d ió w  p o ś re d n ic h  [p o r . 57]. N a s tę p n ie ,  w  w y n ik u  i u z j i  e n d o s o m u  z liz o s o m e m  c z ą s te c z k i  r e ­
c e p to ra  u le g a ją  d e g ra d a c j i .  M o ż liw e  je s t  ró w n ie ż  p o n o w n e  w b u d o w a n ie  n e u r o r e c e p to r ó w  w  b ło ­
n ę  k o m ó rk o w ą .

bardzo szybkiego w zrostu liczby receptorów (3 adrenergicznych w sarko- 
lemmie, na skutek niedotlenienia mięśnia sercowego stwierdzono, że 
zwiększa się zawartość receptorów  we frakcji sarkolem m y kosztem re ­
ceptorów znajdujących się we frakcji lekkich pęcherzyków, pochodzących 
z błon wewnątrzkom órkowych. Powyższe wyniki, w ydają się wskazywać 
na możliwość eksternalizacji receptorów adrenergicznych [5 9 ].

Ciekawą hipotezę dotyczącą regulacji aktywności i liczby receptorów 
w ysunął S c h i n i t z k y  [33, 51]. Koncepcję swoją oparł na badaniach 
fizykochemicznych, z k tórych wynika, że integralne białka błonowe mogą 
wykonywać ruchy nie tylko w płaszczyźnie bocznej błony ale również 
w kierunku prostopadłym  do jej powierzchni. Zwiększenie sztywności 
błony może zatem  spowodować wypychanie cząsteczek receptora do prze­
strzeni pozakomórkowej, gdzie m ogłyby się rozpadać (Ryc. 5). Taki m e-

A B C D

iSn& iU Y i U Y s U  U i m U i U U  ¿UUiiflUuUli nni.nnmiiinmnn
Ryc. 5. W pływ płynności błony na dostępność i aktyw ność receptorów  błonow ych  
[wg 33].
A — re c e p to r  t r u d n o  d o s tę p n y  d la  l ig a n d ó w ; B — część  re c e p to ró w  d o s tę p n a  d la  l ig a n d a ;  C — 
w s z y s tk ie  r e c e p to r y  d o s tę p n e  d la  l ig a n d a ,  D — u t r a t a  r e c e p to r a  p rz e z  w y p c h n ię c ie  go  z b ło n y  
do  p r z e s tr z e n i  m ię d z y k o m ó rk o w e j .
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chanizm może tłum aczyć obniżenie liczby receptorów, związane ze starze­
niem  się lub stanam i patologicznymi, w których obserw uje się zmiany 
w składzie lipidowym błon.

Szereg innych czynników może wpływać na regulację liczby recepto­
rów. Obserwowano, np. że depolaryzacja błony stym uluje obniżenie liczby 
cholinergicznych receptorów  m uskarynow ych w preparatach synaptoso- 
mów [60]. Tempo obrotu receptorów może zależeć również od procesów 
fosforylacji i defosforylacji, obserwowano bowiem spadek liczby recepto­
rów m uskarynow ych w w arunkach kiedy przebiegała fosforylacja [61]. 
W ażną rolę przypisuje się również N-glikozylacji neuroreceptorów . W ska­
zują na to badania dotyczące liczby cholinergicznych receptorów m uska­
rynow ych w kom órkach neuroblastom a [62] i receptorów enkefalinergicz- 
nych w nowotworowych kom órkach pochodzenia nerwowego [63], w k tó­
rych zastosowano tunikam ycynę do zablokowania N-glikozylacji. W ydaje 
się, że podobnie jak  w przypadku niektórych innych receptorów powierz­
chniowych glikozylacja białek neuroreceptorow ych jest konieczna dla ich 
transportu  i wbudowania w błonę komórkową.

Regulacja aktyw ności neuroreceptorów  poprzez zmianę ich liczby jest 
in trygującym  mechanizmem zwłaszcza w świetle badań farm akodyna- 
micznych. W ydaje się bowiem, że w błonie kom órki efektorowej w ystę­
puje więcej receptorów niż to jest konieczne, by uzyskać m aksym alną 
odpowiedź biologiczną. Ten nadm iar receptorów (ang. spare receptors) 
stanowi swoisty zapas, k tóry  mógłby być zabezpieczeniem w przypadkach 
aw aryjnych i zapewniałby utrzym anie reaktywności komórki na niezm ie­
nionym  poziomie [por. 20 i 64].

Podsum owując, regulacja aktywności neuroreceptorów  może zachodzić 
na drodze zmian liczby cząsteczek neuroreceptorów  w błonie komórkowej
i na drodze zmian powinowactwa wobec ligandów. Mimo rozlicznych ba­
dań na ten  tem at, zwłaszcza farmakologicznych, jest jeszcze bardzo wiele 
niejasności w m echanizm ach procesów w pływających na efektywność 
działania neuroreceptorów.

V. Budowa cholinergicznego receptora nikotynowego

Fakt, że neuroreceptory są integralnym i składnikam i błony sprawił, 
że białka te jest trudno wyizolować i poznać struk tu rę  pierwszorzędową. 
Co więcej, gęstość poszczególnych rodzajów neuroreceptorów  w mózgu 
jest bardzo mała i waha się w granicach 1 — 1 0 0  pmoli związanego liganda 
na gram  świeżej tkanki. Dotychczas udało się wyodrębnić i w pełni zbadać 
s truk tu rę  pierwszorzędową cholinergicznego receptora nikotynowego. 
Stało się to możliwe dlatego, że znaleziono niezwykle bogate źródło re­
ceptora nikotynowego, jakim  jest narząd elektryczny niektórych ryb, np. 
drętw y (Torpedo) i węgorza elektrycznego (Electrophorus electricus). Re­
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ceptor nikotynow y stanowi około 20°/» białek błonowych tego narządu. 
Ponadto dostępne są obecnie neurotoksyny o charakterze peptydow ym , 
w ystępujące w jadzie niektórych węży, które wiążąc się z receptorem  
nikotynow ym  stanowią swoistą sondę. Receptor nikotynow y po solubi- 
lizacji błon synaptycznych z narządu elektrycznego oczyszczano, stosując 
chrom atografię powinowactwa, w której Sepharosę sprzężono z a neuro- 
toksyną. Stwierdzono następnie, drogą elektroforezy w żelu poliakrylo- 
amidowym, że białko cholinergicznego receptora nikotynowego jest pen ta­
m erem  składającym  się z dwu podjednostek a i podjednostek ß, y, 5. Pod­
jednostki te m ają zbliżoną masę cząsteczkową 55 000 [65, 66, 67].

S y n a p s a

c y t o p l a z m a

Ryc. 6 . Madei cholinergicznego receptora n ikotynow ego [wg 82]. a, /?, y, <5 — pod­
jednostki receptora.

Obrazy z m ikroskopu elektronowego kryształów  uzyskanych z pęche­
rzyków synaptycznych narządu elektrycznego Torpedo i ich tró jw ym iaro­
we rekonstrukcje dają wyobrażenie o organizacji przestrzennej cząsteczki 
receptora i jej usytuow aniu w błonie [68, 69]. W ynika z nich, że receptor 
cholinergiczny jest sym etryczną, pentam etryczną struk turą . Podjednostki 
receptora o kształcie wrzecionowatym  rozmieszczone są wokół św iatła ka­
nału jonowego. Ukierunkow anie poszczególnych podjednostek w błonie 
jest podobne. Tworzą one cylindryczną cząsteczkę o praw ie stałej średnicy. 
Część cząsteczki receptora, o której jeszcze nie wiele wiadomo, w ystaje 
poza w ew nętrzną stronę błony komórkowej (Ryc. 6).

W yodrębnione podjednostki receptora nikotynowego z narządu elek­
trycznego użyto do zidentyfikow ania m etodam i chemicznymi niektórych 
sekw encji aminokwasowych. Ilość oczyszczonych fragm entów  polipepty- 
dowych jest jednakże zbyt mała, by w ten  sposób zbadać pełną stru k tu rę  
pierwszorzędową receptora. Całkowitą sekwencję aminokwasową podjed­
nostek receptora odtworzono na podstawie sekwencji nukleotydów mRNA 
[70, 71]. By przekonać się, które mRNA koduje receptor nikotynow y użyto 
układu modelowego jakim  są oocyty żaby. Okazało się, że jeśli mRNA
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z narządu elektrycznego wszczepi się do oocytów Xenopus to są one zdolne 
do przetworzenia inform acji zaw artej w mRNA w praw idłowy sposób, tj. 
w ytw arzają aktyw ny receptor nikotynow y [72]. Odpowiada on wybiórczo 
na acetylocholinę i pod jej wpływem  otw iera kanał jonowy [73]. Analiza 
elektroforetyczna oraz porównanie map peptydowych wykazały, że białko 
receptora nikotynowego wyprodukowane przez oocyty ma taką samą bu­
dowę podjednostkową jak  białko z narządu elektrycznego [72, 74]. Układ 
translacyjny oocytów żaby posłużył także do identyfikacji mRNA kodu­
jącego inne białka receptorowe, np. białko receptora GABAergicznego [74].

Szczególnymi osiągnięciami w zakresie rozszyfrowania s tru k tu ry  
pierwszorzędowej receptora nikotynowego mogą poszczycić się badacze 
japońscy z zespołu N u m y (por. 75) oraz angielscy z zespołu B a r n a r ­
d a  [63, 66, 71, 75]. Z identyfikow ane m etodami chemicznymi sekwencje 
końca aminowego podjednostek posłużyły do zsyntetyzow ania znakowa­
nych radioizotopem syntetycznych nukleotydów. Sztuczne oligonukleo- 
tydy, mogące kodować krótsze fragm enty sekwencji białkowych, użyto 
jako sondy do badania zbioru cDNA uzyskanych z narządu elektrycznego. 
cDNA, które zaw ierają sekwencję nukleotydów kom plem entarną wobec 
sekwencji sond, mogą tworzyć hybrydy z radioaktyw ną sondą. Klonowane 
cDNA, które się izoluje, są zwykle dłuższe niż sama sonda. Dało to dalsze 
inform acje o mRNA kodującym  białko jak  i o samym białku receptoro­
wym. Ostatecznie pełna s truk tu ra  genu in tron—egzon została odtworzona 
[76, 77, 78, 79].

Podjednostki receptora nikotynowego wykazują znaczną homologię 
w sekwencji aminokwasów (36—41°/c) [76], co sugeruje, że ewoluowały 
poprzez duplikację i reduplikację pierwotnej podjednostki [75, 67, 80]. 
W ydedukowana sekwencja aminokwasowa podjednostki a różnych gatun­
ków zwierząt różni się tylko w niewielkim  stopniu, co sugeruje, że s tru k ­
tu ralne cechy zachowywały się konserw atyw nie podczas ewolucji. Zgodnie 
z powyższym receptor nikotynow y z mięśni ssaków ma podobną budowę
i właściwości farmakologiczne do receptora z narządu elektrycznego w ę­
gorza elektrycznego (ryby kostnoszkieletowej) i drętw y (ryby chrzęstno- 
szkieletowej) [14]. Badania sekwencji aminokwasowych podjednostki a 
wykazały, że polipeptyd ten  zawiera naprzem iennie fragm enty  hydro­
fobowych i hydrofilowych aminokwasów. F ragm enty hydrofobowe są na 
tyle długie, że mogą penetrować w poprzek błonę. Analiza hydrofobowości 
sekwencji aminokwasowej ujaw niła, że w podjednostce a receptora niko­
tynowego w ystępują 4 fragm enty hydrofobowe. W ykazują one znaczną 
homologię na poziomie aminokwasowym, co sugeruje, że są one podobnie 
ukierunkow ane w błonie [70, 72, 76, 77]. Fakt, że pozostałe podjednostki re ­
ceptora m ają zbliżone profile hydrofobości pozwala sądzić, że są one w po­
dobny sposób usytuow ane w błonie. Sugeruje to zatem, że łańcuch poli- 
peptydow y każdej z podjednostek przenika przez błonę czterokrotnie, a por 
kanału jest nienaładow any [76, 70, 14, 69]. W laboratorium  S t r o u d a
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stwierdzono jednakże, że oprócz 4 fragm entów o charakterze hydrofobo­
wym  i strukturze a heliksu w ystępuje jeszcze jeden fragm ent, k tó ry  może 
również penetrować poprzez błonę [81]. Ma on charakter am fipatyczny, tj. 
zawiera zarówno regiony hydrofilowe jak  i hydrofobowe. G rupy hydro- 
filowe zarówno dodatnio jak  i ujem nie naładowane są eksponowane po 
jednej stronie fragm entu amfipatycznego. W konsekwencji przypuszcza się, 
że fragm enty am fipatyczne każdej z pięciu podjednostek receptora niko­
tynowego wyściełają kanał jonowy, w którego ścianach w ystępują na­
przem iennie regiony z przew agą ładunków dodatnich lub ujem nych. Za 
taką właśnie budową kanału  jonowego receptora nikotynowego przem a­
w iają badania z zastosowaniem specyficznych przeciwciał w celu zidenty­
fikowania położenia końcowej grupy karboksylowej, jak  również doświad­
czenia, w których użyto przeciwciał skierowanych przeciwko niektórym  
fragm entom  łańcucha polipeptydowego [81, 82]. Ryc. 7 przedstaw ia topo­
grafię ułożenia podjednostki w błonie [wg 81 i 69].

S Y N A P S A

C Y T O P L A Z M A

Ryc. 7. U łożenie podjednostki cholinergicznego receptora n ikotynow ego w  błonie 
[wg 81 i 69].
1, 2, 3, 4 — f r a g m e n ty  h y d ro f o b o w e  ła ń c u c h a  p o lip e p ty d o w e g o ;  A  — f r a g m e n t  a m f ip a ty c z n y .

Ostatnio otrzym ano oczyszczony preparat receptora GABAergicznego 
z mózgu wołu [83, 84]. Jest to glikoproteid o masie cząsteczkowej 220 000, 
zbudowany z dwu typów podjednostek o masie 53 000 i 57 000. Niewiele 
jednak jeszcze wiadomo o budowie pierwszorzędowej tego receptora.

VII. Synteza receptorów

Stosunkowo najw ięcej danych na tem at syntezy neuroreceptorów  de 
novo uzyskano badając cholinergiczny receptor nikotynow y w w arunkach 
in vivo  jak i in vitro. Syntezę funkcjonalnego receptora nikotynowego
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przeprowadzono wykorzystując, wspomniane już uprzednio, oocyty żaby, 
którym  wstrzykiwano nieoczyszczone mRNA z narządu elektrycznego drę­
tw y (Torpedo) [64, 67]. Do syntezy podjednostek receptora nikotynowego 
użyto natom iast pęcherzyki szorstkiej siateczki endoplazm atycznej otrzy­
m ane z trzustki psa, które poddano działaniu mRNA wyizolowanego 
z narządu elektrycznego. Nowo zsyntetyzow ane podjednostki receptora 
identyfikowano przy użyciu specyficznych przeciwsurowic w ytworzonych 
przeciw każdej z podjednostek. Badania te wykazały, że każda z podjedno­
stek receptora zawiera sekwencję sygnałową i że poszczególne podjednostki 
syntetyzow ane są przy pomocy oddzielnego mRNA [85, 86, 87]. S tw ier­
dzono także, że nowozsyntetyzowany receptor nikotynow y jest obecny 
w  aparacie Golgiego i ulega kontranslacyjnej glikozylacji [89].

W badaniach syntezy receptora nikotynowego, w których zastosowano 
mysie kom órki pochodzenia mięśniowego BC 3H-1, udało się poznać lepiej 
sposób w jaki nowozsyntetyzowane podjednostki tw orzą cząsteczkę re ­
ceptora. Do identyfikacji podjednostek używano przeciwciał m onoklonal- 
nych [88, 89, 90, 91]. Na podstawie uzyskanych wyników, M e r l i e  
i w s p. [91] zasugerowali następującą sekwencję zdarzeń, które prowadzą 
do wytworzenia funkcjonalnego cholinergicznego receptora nikotynowego. 
Synteza podjednostki zawiera etap odszczepienia sygnałowej sekwencji 
oraz etap kontranslacyjnej N-glikozylacji, k tóre m ają trw ać około 1 m inu­
ty  (Zablokowanie glikozylacji poprzez tunicam ycynę powoduje rozpad 
podjednostki). Podjednostka a po glikozylacji zdolna jest wiązać przeciw­
ciała m onoklonalne mAb61. Stwierdzono, że produkow any jest znaczny 
nadm iar podjednostek a w stosunku do ilości, które wchodzą w skład czą­
steczki receptora. Po zakończeniu translacji następuje okres trw ający  oko­
ło 30 min., w którym  nowo zsyntetyzow ane podjednostki dojrzew ają pod 
względem konform acyjnym . Dojrzewanie to przejaw ia się m.in. tym , że 
podjednostka a nabyw a zdolność wiązania a  toksyny i przeciwciał MIR 
mABS. Po fazie dojrzewania dwie podjednostki a  zespalają się z pozosta­
łym i pod jednostkam i wchodzącymi w skład cząsteczki receptora nikoty­
nowego, tj. (3, y, 8. Etap ten  trw a 30—90 m inut. Nadm iar nowozsyntetyzo- 
wanych podjednostek ulega rozpadowi. Faza szybkiego transportu  kom ­
pleksu receptorowego z aparatu  Golgiego do powierzchni błony kom órko­
wej zajm uje 90—150 m inut. O statni etap to umiejscowienie receptora 
w  błonie.

Ostatnio, zespół N u m y przeprowadził funkcjonalną analizę choliner­
gicznego receptora nikotynowego, stosując jako układ ekspresji oocyty 
żaby [92]. Na drodze ukierunkow anej m utagenezy m odyfikowano w okre­
ślonych miejscach podjednostkę a, co pozwoliło na stw ierdzenie, k tóre 
z fragm entów  łańcucha polipeptydowego są niezbędne do prawidłowej 
funkcji receptora. Z badań tych wynika, że w ystępujące przy N końcu 
reszty cysternowe w  pozycji 192 i 193, które obecne są jedynie w pod- 
jednostce a, odgrywają specyficzną rolę w wiązaniu acetylocholiny i a bun-
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garotoksyny. Reszty cysternowe w pozycji 128 i 142 (w ystępujące we 
wszystkich pod jednostkach receptora nikotynowego) tw orzą praw do­
podobnie mostek dwusiarczkowy w każdej z podjednostek i w arunkują  
utrzym anie właściwej konform acji tej części receptora, k tóra znajduje się 
po zewnętrznej stronie błony komórkowej. Dla praw idłowej konform acji 
podjednostki a  konieczna jest N-glikozylacja reszty asparaginowej w po­
zycji 141. M utant, w k tórym  zastąpiono wyżej wym ienioną resztę kwasem  
asparaginow ym  tylko w niewielkim  stopniu może wiązać a  bungaro- 
toksynę.

VI. Uwagi końcowe

Z przedstawionego przeglądu wynika, że w arunkiem  przekazania syg­
nału niesionego przez neuro transm iter do kom órki efektorowej jest połą­
czenie się ze swoistym receptorem  na powierzchni błony komórkowej. 
Różnorodność dróg przetw orzenia sygnału oraz mechanizmów m odulują­
cych aktywność receptorów sprawia, że działanie sieci neuronalnej może 
być bardzo subtelnie kontrolowane.

Trzeba sobie zdać sprawę, że nadzwyczaj intensyw ny rozwój badań 
nad receptoram i w ostatniej dekadzie zawdzięczamy przede wszystkim  
wprowadzeniu nowych technik badawczych. Opracowanie m etody wiąza­
nia radioaktyw nych ligandów o bardzo wysokiej aktyw ności specyficznej 
przez receptory umożliwiło scharakteryzow anie właściwości m iejsc re ­
ceptorowych w preparatach  błonowych. Oddaje to szczególne usługi 
zwłaszcza w farm akologii (por. 93, 94). To samo narzędzie służy do badania 
rozmieszczenia neuroreceptorów  i ich właściwości w skraw kach mózgu 
i innych tkanek przy zastosowaniu autoradiografii (por. 95 i 96). Zastoso­
wanie przeciwciał m onoklonalnych i klonowanego cDNA zrewolucjonizo­
wało podejście do badań receptorowych. Do najw iększych osiągnięć neuro- 
chemii ostatnich lat można bowiem zaliczyć poznanie pełnej s tru k tu ry  
pierwszorzędowej i drugorzędowej cholinergicznego receptora n ikoty­
nowego.

O pracow anie w ykonano w  ram ach Program u C PBP 04.01 
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I. Wstęp

Łańcuchy cukrowe glikoprotein połączone z polipeptydem  wiązaniem 
N-glikozyloaminowym można sklasyfikować ze względu na ich struk tu rę  
na trzy  rodzaje, to jest na łańcuchy bogate w mannozę, złożone i hybry­
dowe. Zaw ierają one identyczny pentasacharydow y rdzeń utworzony 
z trzech reszt mannozy (Man) i dwóch reszt N-acetyloglukozam iny 
(GlcNAc), różnią się natom iast s truk tu rą  pozostałej części łańcucha. Me­
chanizm ich syntezy jest jednakowy, a dawcą łańcuchów cukrow ych gliko­
protein jest dolichylodifosfotetradekasacharyd (Glc3M an9GlcNAc2-P-P-D ol) 
[1, 2]. S truk turę  prekursorowego tetradekasacharydu podaje Rycina 1.

cc 1,2 
M a n --------Man

.. cx1,2„ M a n --------Man
0 1 4  6 1 4

Man-i— -GlcNAc-^-—^  G lcN Ac —  P —  P — Doi

ot 1,2 o; 1,3 « 1 , 3 . .  « 1 , 2 . .  ot 1,2 £ 
G ic — —  G i c ------- G i c ---------M a n --------M an -------- Man

Ryc. 1. Struktura prekursorow ego tetradekasacharydu: M an — mannoza; Gic — glu­
koza; GlcNA c — N -acetyloglukozam ina; P  — reszta fosforanow a; Doi — dolichol.

Glikozylacja łańcuchów polipeptydowych jest procesem kotranslacyj- 
nym  zachodzącym w szorstkiej siateczce śródplazm atycznej [3]. W proce­
sie tym  tetradekasacharyd zostaje przeniesiony w całości na powstający 
polipeptyd i tworzy się wiązanie N-glikozyloaminowe. N astępnie rozpo­
czyna się proces zwany obróbką oligosacharydu (ang. processing). Inicjują 
go a-glukozydazy I i II. Enzymy te odszczepiają kolejno trzy  reszty glu­
kozy z łańcucha oligosacharydowego [4—7], co prowadzi do utworzenia 
łańcuchów bogatych w m annozę (Man9GlcNAc2-). Kolejna hydroliza 
czterech wiązań a -1,2 łączących reszty mannozy, katalizow ana przez 
a-m annozydazy [8—12], przekształca M an9GlcNAc2- w heptasacharyd 
(Man5GlcNAc2-). Łańcuch heptasacharydow y ulega następnie dalszej ob­
róbce w w yniku której pow tają łańcuchy złożone lub hybrydowe.

Łańcuchy cukrowe glikoprotein połączone wiązaniem  N-glikozylo­
aminowym  mogą podlegać potranslacyjnym  modyfikacjom. W artykule 
zostaną omówione dane dotyczące potranslacyjnej obróbki łańcuchów
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cukrow ych glikoprotein przede wszystkim  fosforylacji i su lfury lacji 
monosacharydów budujących ich część cukrową, jak  również acylacji ich 
łańcuchów polipeptydowych.

II. Fosforylowane glikoproteiny

I I - l.  Enzym y lizosom ow e

I I - l . l .  S t r u k tu r a  ła ń c u c h ó w  o l ig o s a c h a ry d o w y c h

Reszty M an-6-P stwierdzono po raz pierwszy w bogatych w  m annozę 
łańcuchach oligosacharydowych nowo zsyntetyzow anych kw aśnych hydro- 
laz [13— 15]. Obecnie wiadomo, że M an-6-P pełni funkcję znacznika pod­
czas transportu  enzymów do lizosomów [16—20].

W 1980 r. T a b a s  i K o r n f e l d  [21] otrzym ali z (3-glukuronidazy 
kom órek limfomy myszy bogate w mannozę łańcuchy oligosacharydowe 
zawierające reszty fosforanowe oporne na działanie alkalicznej fosfatazy. 
Okazało się, że przyczyną oporności na działanie tego enzym u jest w ystę­
powanie wiązania fosfodiestrowego utworzonego między resztam i m an- 
nozy łańcucha oligosacharydowego i zew nętrzną a-zw iązaną resztą 
N-acetyloglukozaminy, przykryw ającą resztę fosforanową. Obecność reszt 
a-N-acetyloglukozam iny związanych z resztam i fosforanowym i w ykazali 
także inni autorzy [22, 23]. W ysunięto przypuszczenie, że takie oligosacha- 
rydy są prekursoram i w syntezie fosforylowanego znacznika. P rzeprow a­
dzono szczegółową charakterystykę znakowanych (2—3H)mannozą fosfory- 
lowanych oligosacharydów, uwolnionych po działaniu endo-(3-N-acetylo- 
glukozaminidazy H (endo-H) z glikopeptydów kom órek lim fom y m y­
szy [24],

Endo-H hydrolizuje wiązanie glikozydowe między dwiem a resztam i 
N-acetyloglukozaminy w części rdzeniowej bogatych w  mannozę i wielu 
hybrydow ych łańcuchów oligosacharydowych glikoprotein i glikopepty­
dów [25—27], W wyniku reakcji jedna reszta N -acetyloglukozam iny pozo­
staje  związana z Asn łańcucha polipeptydowego, a nienaruszony w swej 
pozostałej części łańcuch oligosacharydowy zostaje uwolniony. Endo-H nie 
działa na łańcuchy złożone.

W ykazano wiele wspólnych cech w struk turze fosforylow anych oligo­
sacharydów. W szystkie są łańcuchami bogatym i w mannozę, przy czym 
liczba reszt mannozy w łańcuchu waha się od 6 do 9. W poszczególnych 
łańcuchach liczba reszt fosforanowych, ich ułożenie i sposób związania jest 
różna. Łańcuchy oligosacharydowe mogą zawierać jedną (80%), dwie 
(20°/o), a niekiedy naw et trzy  reszty fosforanowe. Spośród możliwych 
9 reszt mannozy w łańcuchu oligosacharydowym  jedynie 5 może wiązać
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się z resztą fosforanową, a ich położenie nie jest przypadkowe. Trzy z pię­
ciu możliwych miejsc wiązania reszt fosforanowych są szczególnie uprzy­
wilejowane. Rycina 2 podaje położenie reszt m annozy w łańcuchu oligo- 
sacharydowym , które mogą ulec estryfikacji kwasem  fosforowym. N aj­
częściej są fosforylowane reszty mannozy w pozycji d a także i i h, lecz 
nigdy nie stwierdzono równoczesnego podstawienia reszt m annozy w poło­
żeniu i i h łańcucha cukrowego. W żadnym  z analizowanych oligosachary- 
dów reszta m annozy g nie jest fosforylowana. Przypuszczalnie zostaje 
odcięta zanim reszta f zwiąże się z resztą fosforanową lub też zostaje usu­
nięta wkrótce po estryfikacji tej reszty w w yniku obróbki a-m annozydazą. 
Również reszty m annozy w pozycji a, b oraz c, a więc reszty m annozy 
części rdzeniowej oligosacharydu nigdy nie ulegają estryfikacji. Na ogół 
oligosacharydy (75%) zaw ierają reszty fosforanowe w form ie diestru, tylko 
niektóre (25°/o) w form ie monoestru.

o -
(*) ~ r e s z t y  m a n n o z y  u l e g a j ą c e  

fo s fo r y lo w a n iu  
H B B -  - N  -  a c e t y l o g l u k o z a m i n a

Ryc. 2. B ogaty w  m annozę łańcuch oligosacharydow y.

Fosforylowane oligosacharydy (3-glukuronidazy śledziony człowieka 
[23], (3-heksozaminidazy i katepsyny D fibroblastów  [22] m ają podobne 
cechy struk tu ra lne  do om awianych powyżej cech fosforylow anych oligo- 
sacharydów  glikoprotein z kom órek limfomy myszy. Poprzednio uzyskane 
w yniki potwierdzono także analizą anionowych oligosacharydów uwolnio­
nych z glikoprotein w ew nątrzkom órkowych i w ydzielanych przez kom órki 
linii P388Dj m akrofagów myszy [28]. W ykazano mianowicie, że główna 
frakcja oligosacharydów uwolnionych z glikoprotein po działaniu endo-H 
składa się z łańcuchów bogatych w mannozę z jednym  lub dwoma fosfo- 
m onoestram i lub diestram i w pozycjach d, f, h oraz i. Oprócz łańcuchów 
bogatych w mannozę stwierdzono w analizowanej frakcji także łańcuchy 
cukrowe typu hybrydowego. Łańcuchy te zaw ierają 1 do 3 reszt kwasu 
sjalowego dołączonych do rozgałęzienia wiążącego się wiązaniem  a - l ,3 
z p-mannozą. W niektórych łańcuchach hybrydow ych drugie rozgałęzienie 
ulegało fosforylowaniu. Reszta fosforanowa w ystępowała w form ie d iestru  
lub m onoestru i stw ierdzano ją  niem al wyłącznie w pozycji h lub i.
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II-1 .2 . F o s fo ry la c ja  ła ń c u c h ó w  o l ig o s a c h a ry d o w y c h  e n z y m ó w  liz o s o m o w y ch

W budowywanie reszt fosforanowych w łańcuchy oligosacharydowe 
kw aśnych hydrolaz jest procesem dw uetapowym  [21, 29]. Wniosek ten 
w ypływ a ze stwierdzenia, że M an-6-P jest syntetyzow any jako fosfodiester 
p rzykry ty  resztą a-N -acetylogłukozam iny [21, 22] podczas gdy w dojrza­
łym  enzymie w ystępuje w form ie m onoestru [17, 18]. Etap pierwszy po­
lega na przeniesieniu GlcNAc-1-P z donorowej UDP-GłcNAc na grupę 
-OH przy C-6 końcowej lub przedostatniej reszty m annozy w bogatych 
w mannozę łańcuchach oligosacharydowych zsyntetyzow anych de novo 
enzymów lizosomowych. Reakcję katalizuje lizosomowa, specyficzna 
N -acetyloglukozam inylo-l-fosfotransferaza UDP-N-acetyloglukozam ina 
[29, 30], W w yniku reakcji powstaje wiązanie diestrowe tzw. przykry ty  
fosforan (ang. covered phosphate). W następnym  etapie zewnętrzne reszty 
N-acetyloglukozam iny ulegają selektyw nem u wycięciu przez specyficzną 
a-N -acetyloglukozam inylo-l-fosfodiester N-acetyloglukozaminidazę [31, 
39, 40]. Przekształca ona fosfodiester w tzw. odkryty mannozo-6-fosforan 
(ang. uncovered phosphate) [41]. Rycina 3 przedstaw ia wbudowywanie 
reszt fosforanowych w łańcuchy oligosacharydowe enzymów lizosomo­
wych.

Enzymy uczestniczące w syntezie znacznika M an-6-P w ystępują w bło­
nach aparatu  Golgiego [31—34], GlcNAc-fosfotransferazę oczyszczono 
częściowo z solubilizowanych przez Triton X-100 błon aparatu  Golgiego 
w ątroby szczura i określono jej własności [35]. W ykazano, że fosforan doli-

R yc. 3. W budow ywanie reszt fosforanow ych  w  łańcuchy oligosacharydow e enzym ów  
lizosom ow ych: 1 — N -acety log lu kozam inylo-l-fosfotran sferaza  U D P -N -acetylogluko- 
zam ina-glikoproteina; 2 — « -N -acety log lu k ozam in y lo -l-fosfod iester  N -acetylogluko- 
zam inidaza; UMP — urydynom onofosforan.

F

mannoza 

H I  — N-acetyloglukozam ina  
U D P —9 B  -  u r y d y l o d i f o s f o -  N - a c e t y l o g l u k o z a m i n a

O
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cholu nie wpływa na jej aktywność [30], co wskazuje, że fosforylacja reszt 
m annozy nie zachodzi na etapie pośredników lipidowych. GlcNAc-fosfo- 
transferaza nie wykazuje absolutnej selektywności względem łańcuchów 
oligosacharydowych kw aśnych hydrolaz, gdyż glikopeptydy tyreoglobuliny 
są in vitro  dobrym i akceptoram i dla tego enzym u [30].

W fibroblastach chorych z objaw am i choroby spichrzania zwanej też 
m ukolipidazą II (ang. I-cell disease) stw ierdzono brak lub znaczny niedo­
bór N -acetyloglukozam inylo-l-fosfotransferazy UDP-GlcNAc-glikoprotei- 
na [29, 36— 38]. W przypadku mukolipidozy II defekt biochemiczny wyraża 
się niezdolnością fibroblastów  do syntezy fosforylowanego znacznika 
w cząsteczkach pewnych enzymów lizosomowych. W związku z tym  enzy­
my lizosomowe są wydzielane do środowiska pozakomórkowego, a nie 
przekazywane do lizosomów mimo, że fibroblasty pacjentów  z tym  scho­
rzeniem  zaw ierają prawidłowe receptory. Pow oduje to obniżenie poziomu 
wielu kwaśnych hydrolaz w fibroblastach i innych kom órkach tkanki łącz­
nej, przy niezmienionej zawartości tych enzymów w kom órkach w ątroby 
i innych narządów. Równocześnie podwyższa się poziom hydrolaz tej g ru­
py w płynach ustrojowych np. w surow icy i moczu.

Enzymem uczestniczącym w „odm askowaniu” znacznika fosfomanno- 
zylowego w nowo zsyntetyzow anych kw aśnych hydrolazach jest a-N-ace- 
tyloglukozam inylo-l-fosfodiester N -acetyloglukozam inidaza zwana uprzed­
nio N-acetyloglukozam inylofosfodiesterazą lub glikozydazą fosfodiestrową. 
GlcNAc-fosfodiesteraza jest przypuszczalnie glikoproteiną i w ykazuje 
selektywność wobec reszt N -acetyloglukozam iny związanych wiązaniem 
a  [39]. Wielkość oligosacharydu ani też obecność lub brak peptydu z nim 
związanego nie wpływa na szybkość odszczepiania reszt N-acetyloglukoza­
m iny z cząsteczek zaw ierających jeden fosfodiester. W przypadku oligo­
sacharydu z dwoma fosfodiestram i odkrycie reszty fosforanowej nie 
zachodzi w sposób przypadkowy. GlcNAc-fosfodiesteraza preferuje fosfo­
diester znajdujący się na rozgałęzieniu zaw ierającym  resztę mannozy 
związaną wiązaniem a - l ,3 z (3-mannozą części rdzeniowej oligosacharydu.

Przebadano kinetykę fosforylacji łańcuchów oligosacharydowych 
|3-glukuronidazy kom órek m akrofagów m yszy [41]. Wykazano, że pierwszy 
fosforylow any oligosacharyd pojaw ia się w 20 min. po podaniu znakowa­
nego prekursora (2-3H)mannozy, lecz większość fosforylacji ma miejsce 
w czasie 40—60 min. Najwcześniej zsyntetyzow ane fosforylowane oligo- 
sacharydy są już pozbawione reszt glukozy co wskazuje, że fosforylacja 
zachodzi po przeniesieniu tetradekasacharydu na tworzący się łańcuch 
polipeptydowy, utw orzeniu wiązania N-glikozyloaminowego i obróbce 
reszt glukozy. Jest więc zjawiskiem potranslacyjnym , za czym przem awia 
również obecność w aparacie Golgiego enzymów uczestniczących w synte­
zie znacznika fosfomannozylowego [31— 35]. Odsłonięcie fosfodiestru roz­
poczyna się wkrótce po fosforylacji oligosacharydu i przebiega równo­
cześnie z odszczepieniem 1 do 2 końcowych reszt mannozy.
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II-1 .3 . I n t e r a k c j a  e n zy m ó w  liz o s o m o w y c h  x  r e c e p to r e m  fo s fo m a n n o z y lo w y m

W ykazano, że powinowactwo oligosacharydów uwolnionych z gliko- 
protein  kom órek linii P388Di m akrofagów myszy wobec receptora fosfo- 
mannozylowego w ątroby wołu zależy od szeregu cech struk tura lnych  
oligosacharydu [28]. Istotne znaczenie ma oprócz liczby podstawionych 
grup  fosforanowych także położenie ich w cząsteczce oraz obecność koń­
cowych reszt m annozy w łańcuchu oligosacharydowym. Najwyższą zdol­
ność wiązania w ykazują oligosacharydy zaw ierające dwa fosfomonoestry. 
Powinowactwo cząsteczek z jednym  fosfom onoestrem  zależy od położenia 
reszty fosforanowej w łańcuchu cukrowym . Najsilniej wiąże się z recepto­
rem  reszta m annozy w pozycji d. Usunięcie z łańcucha oligosacharydowego 
końcowych reszt m annozy związanych wiązaniem  a - l ,2 z M an-6-P zwięk­
sza jego zdolność wiązania się z receptorem . Najwyższe powinowactwo 
wobec receptora wykazuje fragm ent łańcucha oligosacharydowego o niżej 
podanej sekwencji :P-M anal ->  2 M anal -> 3 Man(31 -> 4 GlcNAc-. W yka­
zano również, że enzymy lizosomowe kom órek BW 5147 Thy-1~E limfomy 
m yszy zawierające oligosacharydy z jedną resztą M an-6-P w położeniu d, 
wolne od końcowych reszt m annozy w ykazują wysokie powinowactwo 
wobec receptora i ulegają adsorpcyjnej endocytozie [42].

Związanie się enzymu lizosomowego z receptorem  umożliwia sortow a­
nie grupy białek przeznaczonych do lizosomów od innych m ających od­
m ienne w ew nątrz- lub zewnątrzkom órkowe przeznaczenie. W ysuwa się 
przypuszczenie, że reszty M an-6-P zabezpieczają łańcuchy oligosachary- 
dowe prawidłowych kwaśnych hydrolaz przed obróbką w łańcuchy złożo­
ne. Obróbka łańcuchów bogatych w mannozę w łańcuchy złożone może 
prowadzić do sekrecji hydrolaz [20].

H -1.4. F o s fo ry lo w a n e  i s u lfu ry lo w a n e  o l ig o s a c h a ry d y
e n z y m ó w  liz o s o m o w y ch  D ic ty o s te l iu m  d is c o id e u m

Sluzowiec D ictyostelium  discoideum  jest prostym  eukariontem  z dobrze 
rozw iniętym  układem  lizosomowym [43]. Kwaśne hydrolazy syntetyzo­
wane przez ten  organizm w ykazują znaczne powinowactwo wobec recepto­
ra fosfomannozylowego ludzkich fibroblastów  [44] i receptora w ątroby 
wołu, mogą więc być używane jako ligandy podczas oczyszczania tego 
receptora [28, 45]. Przedstawiono częściową charakterystykę bogatych 
w mannozę łańcuchów cukrow ych następujących enzymów lizosomowych: 
a-m annozydazy, (3-D-glukuronidazy i P-D-N-acetyloglukozaminidazy z ko­
m órek D. discoideum  szczepu AX3 [46]. Okazało się, że oligosacharydy te 
zaw ierają na ogół 1 lub 2 reszty fosforanowe oraz 1 do 4 reszt siarczano­
wych. Ułożenie reszt fosforanowych jest podobne do ich ułożenia w łańcu­
chach heterosacharydow ych enzymów lizosomowych ssaków [23, 24, 28]. 
Praw ie wszystkie reszty fosforanowe w ystępują jednak w formie odmień-
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nego niż u ssaków, opornego na działanie kwasu, fosfodiestru: M an-6-P- 
OCH3 [47]. Wykazano, że S-adenozylometionina jest dawcą grup m etylo­
wych w procesie biosyntezy fosfodiestru m etylofosfomannozylowego, 
a najwyższa, swoista aktywność m etylotransferazow a w ystępuje w bło­
nach aparatu  Golgiego [48].

Niewiele wiadomo dotychczas o położeniu reszt siarczanowych w łań­
cuchach oligosacharydowych tych hydrolaz. W ydaje się, że reszty siarcza­
nowe estryfikują głównie reszty N-acetyloglukozam iny części rdzeniowej 
oligosacharydów, a tylko niewiele ich wiąże się z resztam i m annozy bocz­
nych rozgałęzień łańcucha.

Niecałkowita obróbka reszt glukozy w cząsteczkach prekursorow ego 
tetradekasacharydu związana z brakiem  aktywności glukozydazy II w ko­
m órkach recesywnego m utan ta  D. discoideum  zwanego mod.A upośledza 
fosforylację i sulfurylację bogatych w mannozę łańcuchów cukrow ych 
enzymów lizosomowych tego eukarionta [49]. G likopeptydy uzyskane z ko­
m órek mod.A zaw ierają mniej reszt fosforanowych i siarczanowych aniżeli 
ich kom órki macierzyste. Są uboższe w oligosacharydy z dwiema resztam i 
fosforanowymi, a zaw ierają więcej monofosforylowanych łańcuchów. Po­
dobnie jak  w kom órkach m acierzystych D. discoideum  reszty fosforanowe 
w ystępują w łańcuchach oligosacharydowych w form ie diestru  opornego 
na działanie kwasu. W glikopeptydach uzyskanych z kom órek mod.A 
zwiększa się również liczba niefosforylowanych łańcuchów zaw ierających 
jedną lub dwie reszty glukozy. Obecność reszt glukozy w łańcuchu obniża 
wydajność fosforylacji reszt mannozy znajdujących się w ich sąsiedztwie. 
Być może reszty glukozy stanowią steryczną przeszkodę dla fosfotrans­
ferazy. Nieznaczne zmiany w strukturze oligosacharydów w pływ ają jed­
nak na poziom i własności enzymów lizosomowych syntetyzow anych przez 
komórki mod.A. W kom órkach tych stwierdzono obniżony poziom 
a-m annozydazy-1, N-acetyloglukozaminidazy, a zwłaszcza (3-glukozydazy-l, 
a także jej szybszą degradację in vivo  [50, 51]. Przypuszczalnie reszty 
fosforanowe i siarczanowe są niezbędne dla stabilizacji tego enzymu.

II-2. Inne fosforylow ane glikoproteiny

Fosforylacji ulegają nie tylko łańcuchy oligosacharydowe kw aśnych 
hydrolaz. W budowywanie reszt fosforanowych może zachodzić również 
w inne glikoproteiny i w łańcuchy odmiennego typu niż bogaty w m an­
nozę.

W 1984 roku wykazano, że z procesem nowotworzenia są związane 
zmiany w  struk turze łańcuchów cukrow ych tyreoglobuliny ludzkiej [52], 
Tyreoglobulina wyosobniona ze zmienionych chorobowo tkanek  tarczycy 
(brodawczak) jest bogatsza w tró jantenow e łańcuchy złożone. Łańcuchy 
złożone tyreoglobuliny pochodzącej z tkanki nowotworowej nie zaw ierają
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reszt kwasu sjalowego, a zaw ierają jedną resztę fosforanową w form ie 
d iestru . W tyreoglobulinie ze zmienionych chorobowo tkanek tarczycy 
w ykazano także bogate w mannozę oraz hybrydowe łańcuchy oligosachary- 
dowe zawierające jedną resztę fosforanową związaną wiązaniem diestro- 
w ym  [53]. Podobnie jak w cząsteczkach kwaśnych hydrolaz ssaków resztę 
fosforanową blokuje a-N-acetyloglukozam ina. Obecność reszt fosforano­
w ych w łańcuchach cukrowych tyreoglobuliny komórek nowotworowych 
może powodować szybsze usuwanie tego białka za pośrednictw em  recepto­
rów dla M an-6-P obecnych na powierzchni kom órek tarczycy.

Do fosforylowanych glikoprotein należą również uteroferyna, białko 
sekrecyjne błony śluzowej macicy świni [54], oraz glikoproteina wydzie­
lana przez fibroblasty myszy transform ow ane wirusem  Kirstena. U tero­
feryna jest białkiem  transportu jącym  żelazo przez łożysko dla utrzym ania 
hemopoezy u płodu [55]. W ystępuje w formie nieaktyw nej i aktyw nej 
enzym atycznie, wykazując aktywność kwaśnej fosfatazy [56—58]. Część 
cukrow a uteroferyny stanow i 4,8%* cząsteczki i złożona jest z pojedyn­
czych łańcuchów o strukturze: M an5GlcNAc2- i M an6GlcNAc2- [59]. Około 
30°/o u teroferyny zsyntetyzow anej in vivo  zawiera reszty M an-6-P zablo­
kow ane N-acetyloglukozaminą [59, 60]. Łańcuchy cukrowe uteroferyny 
wydzielanej do światła macicy nie zaw ierają zewnętrznych reszt fosfora­
nowych.

G likoproteina wydzielana przez fibroblasty transform ow ane wirusem  
K irstena jest białkiem  fosforylowanym  o m.cz. 35 000 [61]. W nietransfor- 
m owanych komórkach linii 3T3 glikoproteina nie ulega sekrecji. Dopiero 
pod wpływem  am in lizosomotropowych np. NH4C1 zostaje wydzielona do 
środowiska, co sugeruje, że ta  glikoproteina może być niezidentyfikow a­
nym  enzymem lizosomowym. Stwierdzono, że łańcuchy oligosacharydowe 
glikoproteiny wydzielanej przez komórki linii 3T3 transform ow ane w iru­
sem K irstena wiążą się z receptorem  fosfomannozylowym. In terakcja 
z receptorem  potwierdza więc obecność fosfomannozylowego znacznika 
w łańcuchach cukrowych sekrecyjnej form y glikoproteiny. Dotychczas nie 
wyjaśniono jednak przyczyny ilościowego wydzielania glikoproteiny do 
medium. Przypuszcza się, że białku tem u brak nieokreślonych jeszcze bli­
żej własności w arunkujących, obok znacznika, jego translokację do lizo- 
somów.

III. Sułfurylowane glikoproteiny

W ostatnich latach sułfurylow ane glikoproteiny zawierające łańcuchy 
związane z Asn znaleziono w wielu kom órkach i tkankach (Ryc. 4). W y­
stępu ją  one m.in. w tkance mózgowej [62], w nerkach szczura [63], płu­
cach płodu człowieka i kurczęcia [64, 65], w kom órkach śródbłonka naczyń
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Ryc. 4. Struktura su lfurylow anych  łańcuchów  oligosacharydow ych: a — glikoprotein  
NN i F otoczki w irusa SV5 [77]; b — hormonu lutein izującego ow cy [72]; c — ovo- 
album iny [74].

[66, 67], em brionach jaja  jeżowca [68] i m elanocytach [69]. Reszty siar­
czanowe wykazano również w fibronektynie kom órek m elanomy [70], 
luteotropinie [71—73], album inie ja ja  [74], w powierzchniowych gliko- 
proteinach komórek tarczycy [75] oraz glikoproteinach wirusowych 
[76, 77].

Stopień sulfurylacji glikoprotein jest różny; około 10—20°/c łańcuchów 
cukrow ych może ulegać estryfikacji [75, 77]. Sulfurylacji podlegają różne 
łańcuchy oligosacharydowe, zarówno bogate w mannozę, hybrydowe jak 
i złożone. Reszty siarczanowe mogą wiązać się z różnym i monosachary- 
dami (mannozą, galaktozą, heksozaminami) w bocznych rozgałęzieniach 
łańcucha oligosacharydowego, jak również z resztam i N-acetyloglukoza- 
m iny części rdzeniowej oligosacharydu. Związanie reszty siarczanowej 
z resztą N-acetyloglukozam iny części rdzeniowej wym aga jednak uprzed­
nio dołączenia w obecności N -acetyloglukozam inylotransferazy I pierw ­
szego antenowego m onosacharydu (N-acetyloglukozaminy) do reszty m an­
nozy związanej wiązaniem  a - l ,3 z (3-mannozą części rdzeniowej [78],
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Niewiele wiadomo o enzymach katalizujących proces sulfurylacji łań ­
cuchów cukrowych glikoprotein. Ponieważ różne reszty cukrowe w ystę­
pujące w różnych miejscach łańcuchów oligosacharydowych glikoprotein 
ulegają sulfurylacji, przypuszcza się, że następuje to bądź pod działaniem  
odrębnych sulfotransferaz o dużej specyficzności substratow ej, bądź też 
przeciwnie, pod działaniem  sulfotransferaz o małej specyficzności. N ie­
wiele również wiadomo o mechanizmie procesu sulfurylacji. Ogólnie uw a­
ża się, że reszty siarczanowe przenoszone są z adenozyno-3'-fosfo-5'-sulfo- 
fosforanu (PAPS) na odpowiednie akceptory. Wiadomo, że nukleotyd ten 
w ystępujący u ssaków, drożdży i bakterii powstaje z ATP i nieorganicz­
nego siarczanu w cytosolu [79, 80]. Przenoszenie zaś reszt siarczanowych 
z PAPS na drobiny akceptorowe zachodzi w aparacie Golgiego. Nasuwa 
się pytanie w jaki sposób PA PS staje się dostępny dla sulfotransferaz 
w świetle aparatu  Golgiego. W latach 1982— 85 wykazano, że zachodzi 
translokacja PAPS, a także innych nukleotydów  cukrowych poprzez błony 
apara tu  Golgiego [81—84]. W translokacji uczestniczą specyficzne dla 
każdego nukleotydu białka transportujące. W niknięciu nukleotydu do 
św iatła aparatu  Golgiego towarzyszy równoważne uwolnienie odpowied­
niego m ononukleotydu do cytosolu.

Rola biologiczna sulfurylow anych glikoprotein jest słabo poznana. 
Przypuszcza się, że odgryw ają one pewną rolę podczas embriogenezy, 
a także podczas różnicowania komórkowego. Być może uczestniczą w we­
w nątrzkom órkow ym  ruchu i zagęszczaniu glikoprotein w wakuolach. 
Obecność reszt siarczanowych może zwiększać stabilność glikoprotein 
przez podwyższenie oporności na działanie egzoglikozydaz i proteinaz.

IV. Acylowane glikoproteiny błon

Acylowane glikoproteiny wykazali po raz pierwszy w 1979 roku 
S c h m i d t  i w s p .  [85, 86] w otoczce w irusa pęcherzykowego zapalenia 
jam y ustnej (VSV) i w irusa Sindbis. Autorzy stw ierdzili, że glikoproteiny 
E! i E2 w irusa Sindbis oraz glikoproteina G VSV wiążą kwasy tłuszczowe, 
które są oporne na ekstrakcję rozpuszczalnikami organicznym i i/lub deter­
gentami. Można je natom iast uwolnić z glikoprotein na drodze łagodnej 
hydrolizy metanolowym  roztworem  KOH [85]. W iązanie kwasów tłuszczo­
wych przez glikoproteiny wirusów jest zjawiskiem  szeroko rozpowszech­
nionym. Acylowanie glikoprotein stwierdzono bowiem zarówno w przy­
padku różnych wirusów, jak  i różnych kom órek gospodarzy użytych do 
pomnażania w irusa [87]. W ybiórcze acylowanie łańcuchów polipeptydo- 
wych obserw uje się także w białkach pochodzenia nie wirusowego np. bli­
żej niezidentyfikowanego białka o m.cz. 20 000 w fibroblastach kurczęcia, 
w komórkach KB człowieka oraz w kom órkach myelomy myszy [88]. W y­
kazano również specyficzne wiązanie kwasu palm itynowego z receptorem
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transferyny  w kom órkach linii T wyprowadzonej z limfomy ludzkiej [89]„ 
z rodopsyną wołu [90] oraz z glikoforyną erytrocytów  myszy [91].

Acylowanie jest procesem potranslacyjnym  zachodzącym przypuszczal­
nie w błonach aparatu  Golgiego [92, 93]. W rażliwość acylowanych gliko- 
protein na łagodną hydrolizę alkaliczną oraz działanie hydroksylam iny 
[88, 89], a także skład aminokwasowy fragm entu  łańcucha polipeptydo- 
wego związanego z błoną nasuwa przypuszczenie, że kwasy tłuszczowe 
wiążą się wiązaniem  estrowym  z resztam i seryny łańcucha polipeptydo- 
wego tych białek. W ydaje się, że są acylowane fragm enty łańcucha poli- 
peptydowego, które ulegają zasocjowaniu z w arstw ą lipidową błony.

Dotychczasowe dane doświadczalne pozwoliły na sform ułowanie nastę­
pujących hipotez na tem at roli acylowanych glikoprotein [94]: 1) hipotezy 
tzw. „kotw icy”, 2) funkcjonalnego powiązania między kwasami tłuszczo­
wymi a transportem  i/lub procesem sortowania, 3) hipotezy fuzji. H ipoteza 
pierwsza przyjm uje, że kwasy tłuszczowe mogą stanowić rodzaj lipofilnej 
kotwicy utrzym ującej cząsteczki acylowanych białek w w arstw ie lipidowej 
błon [87, 89, 95]. Przem aw ia za tym  wysoka zawartość aminokwasów 
hydrofilow ych we fragm entach łańcuchów polipeptydowych zasocjowa- 
nych z błoną. W budowywanie reszt acylowych w takie fragm enty mogło­
by zwiększać hydrofobowość, a przez to ściślejsze powiązanie glikoproteiny 
z w arstw ą lipidową. Hipoteza ta  nie tłum aczy jednak faktu, że wiele gliko­
protein związanych z błonam i nie ulega acylowaniu podczas biosyntezy 
[87, 89]. Druga hipoteza jest oparta na spostrzeżeniu, że zmiany w acylo­
waniu glikoprotein zaham owują w ew nątrzkom órkowy transport białka 
z aparatu  Golgiego do błony plazm atycznej [96]. Uważa się, że reszty acy- 
lowe stanowią sygnał dla transportu . Hipoteza ta nie w yjaśnia jednak tego 
faktu, że nie wszystkie białka transportow ane i zatapiane w błonie ulegają 
acylowaniu. Trzecią hipotezę wysunięto na podstawie zdolności acylowa­
nych glikoprotein pochodzenia wirusowego do indukowania fuzji błon. Tę 
właściwość w ykazują np. białko F w irusa Sendai, HA 2 w irusa grypy i E* 
wirusa Colona, a także kwas olejowy, od dawna znany czynnik fuzogenny 
[97], obecny we frakcji kwasów tłuszczowych uwolnionych z glikoproteiny 
Ej wirusa Sindbis. K tóra z hipotez okaże się najbliższa rzeczywistości w y­
każą dalsze badania. Na uwagę zasługuje fakt, że nie tylko integralne biał­
ka błon ale również białka sekrecyjne mogą ulegać acylowaniu [98], Kowa­
lencyjne dołączenie kwasów tłuszczowych może odgrywać pewną ro lę 
w ich metabolizmie.

G likoproteiny mogą ulegać również m odyfikacji przez wprowadzenie 
w ich cząsteczki bardziej złożonych składników. W ykazano, że gliko- 
proteina otoczki Trypanosom a brucei o m.cz. 50 000—60 000, podlega serii 
niezwykłych m odyfikacji potranslacyjnych [99]. Z C-końca tej gliko­
proteiny zostają usunięte aminokwasy hydrofobowe, a z a-karboksylow ą 
grupą C-końcowego aminokwasu wiąże się wiązaniem amidowym gliko­
lipid o nieznanej jeszcze strukturze, złożony z etanoloam iny, fosforanu,
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cukrów, glicerolu i kwasu m irystynowego [100]. Szybkość z jaką zachodzi 
wbudowywanie glikolipidu przem aw ia za tym , że w tym  procesie pre- 
form owany glikolipid zostaje w całości przeniesiony na łańcuch polipepty- 
dowy. P rzyjm uje się, że C-końcowy glikolipid zakotwicza glikoproteinę 
w błonie plazm atycznej przez pogrążenie się w dw um olekularnej warstw ie 
lipidowej błony.

V. Uwagi końcowe

Szereg białek ulega kontranslacyjnym  i/lub potranslacyjnym  modyfi­
kacjom [101]. Dzięki nim  białka uzyskują nowe własności i mogą w bar­
dziej różnorodny sposób wpływać na procesy komórkowe. Modyfikacje 
kotranslacyjne takie jak glikozylacja łańcucha polipeptydowego z utw o­
rzeniem  wiązania N-glikozyloaminowego oraz ograniczona proteoliza (ang. 
lim ited proteolysis) zachodzą w momencie, kiedy syntetyzow any łańcuch 
polipeptydowy jest jeszcze związany z rybosomami. Do m odyfikacji po- 
translacyjnych  należą m.in. glikozylacja prowadząca do utworzenia wiąza­
nia O-glikozydowego, częściowa proteoliza (ang. partial proteolysis) jak  
również fosforylacja, su lfurylacja i acylowanie. Ostatnio L e d e r k r e -  
m e r  i P a r o d i  [102] wykazali 3-O-m etylację reszt m annozy w  boga­
tych w mannozę łańcuchach oligosacharydowych glikoprotein grzyba Mu- 
cor rouxii. Oporność oligosacharydów na działanie a-m annozydazy w yka­
zuje, że reszty 3-O-metylowe mannozy znajdują się blisko nieredukują- 
cego końca lub są końcowymi m onosacharydam i słabo rozgałęzionych łań­
cuchów cukrowych. Brak reszt m etylowych w cząsteczce prekursorowego 
tetradekasacharydu przem awia za tym , że m etylacja reszt m annozy w czą­
steczkach glikoproteiny grzyba jest potranslacyjną m odyfikacją łańcu­
chów cukrowych. Rola biologiczna m etylow anych oligosacharydów nie jest 
jeszcze znana. Z dotychczasowych danych wynika, że m odyfikacje białek 
mogą modulować ich sekrecję, wew nątrzkom órkowy transport, procesy 
procesy endocytozy zachodzące z udziałem  receptorów jak  również procesy 
degradacji cząsteczek białek. Ostateczne w yjaśnienie funkcji biologicznej 
zmodyfikowanych glikoprotein dostarczą zapewne dalsze badania.
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I. Wstęp

Jesteśm y obecnie świadkam i szybkiego postępu w dziedzinie w ykorzy­
stania przez przem ysł osiągnięć nauk podstawowych, takich jak: bio­
chemia, mikrobiologia, genetyka. Spowodowało to zwiększenie zaintereso­
wania ośrodków naukowych badaniami, które znajdują zastosowania 
przemysłowe. Do takich niew ątpliw ie zalicza się tem atyka związana 
ze sztucznymi m em branam i enzym atycznym i oraz reaktoram i m em bra­
nowymi.

Błona biologiczna stanowi barierę selektyw nie przepuszczającą jedne, 
a zatrzym ującą inne składniki roztworów uczestniczące w metabolizmie 
komórkowym organizmów roślinnych i zwierzęcych.

* Dr, Instytut Chemii Organicznej i F izycznej Politechnik i W rocław skiej, W y­
brzeże W yspiańskiego 27, 50-370 W rocław, ** Prof. dr hab. inż., Instytut Inżynierii 
Ochrony Środow iska P olitechnik i W rocław skiej, W ybrzeże W yspiańskiego 27, 50-370 
W rocław, *** Dr inż., P olitechnika Rzeszowska, ul. W. Pola 2, 35-959 Rzeszów
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Dzięki zaawansowaniu badań mikrobiologicznych i biochemicznych 
można dziś precyzyjnie określić przynajm niej większość funkcji transpor­
towych i separacyjnych błon naturalnych. Jak  w wielu innych znanych 
przypadkach w rozwoju techniki, również w tym  przypadku, poznanie 
struk tu ry  błon biologicznych i związanej z nią fenomenologii zjawisk 
biegnących przy ich udziale pozwoliło na syntezę odpowiednich sztucznych 
m ateriałów  błonotwórczych i rozwój technik ich form owania w m em brany.

Term in „m em brany” jest dziś w polskiej nom enklaturze technicznej 
synonimem błon sztucznych czy syntetycznych i jednoznacznie odróżnia je 
od błon naturalnych  czy biologicznych, nie powinien być zatem elim ino­
wany z biologicznej litera tu ry  specjalistycznej.

Stosowanie term inu  m em brana nie ma jedynie w aloru semantycznego. 
S truk tu ra  błon sztucznych czy syntetycznych różni się w sposób istotny 
od s tru k tu ry  swego pierwowzoru, również w przypadku tzw. homogen- 
nych m em bran o wysokim stopniu uporządkowania cząstek polim eru.

Przy tworzeniu sztucznego m ateriału  m embranowego należy w yraźnie 
rozgraniczać dwa stadia — syntezę m ateriału  błonotwórczego i jego pre­
parow anie w celu wytw orzenia form y użytkowej m em brany. W nie­
których przypadkach w ytworzenie m em brany ogranicza się do procesu 
jednoetapowego. O roboczych form ach m em bran będzie jeszcze mowa.

Wreszcie należy zauważyć, że zakres znaczeniowy term inu  „m em brana 
sztuczna” jest szerszy od „m em brana syntetyczna”, gdyż mieszczą się 
w nim  obok organicznych m em bran polimerowych również m em brany 
m ineralne — szklane czy ceramiczne — oraz inne potencjalne m ateriały  
membranowe.

Istotnego znaczenia technicznego nabierają również układy em ulsyjne, 
np. woda—olej—woda czy olej—woda—olej, nazywane m em branam i cie­
kłymi. W takim  międzyfazowym układzie zachodzą interesujące procesy 
transportow e, w których główną rolę odgrywa gradient aktyw ności che­
micznych.

Problem  gradientów, jako siły motorycznej wszystkich procesów m em ­
branowych, wym aga również krótkiego omówienia. Najczęściej stosowane 
techniczne procesy m em branowe w ykorzystują takie zjawiska jak: różnicę 
ciśnień (m ikrofiltracja, u ltrafiltracja, odwrócona osmoza czyli h iperfiltra- 
cja), różnicę potencjału elektrycznego (elektrodializa, elektroosmoza), róż­
nicę aktywności chemicznych czyli stężeń (dializa Donnana, ciekłe m em ­
brany), różnicę ciśnienia parcjalnego par w ynikającą z gradientu tem pe­
ra tu r (destylacja m em branowa, perw aporacja) [1], (Ryc. 1).

Techniczny sens w ielu procesów m em branowych w ynika jednak  rów ­
nież, a może przede wszystkim, ze swoistych, specyficznych własności 
m ateriału  membranowego. Pod tym  względem można wyróżnić dwa głów­
ne m echanizm y transportow o-separacyjne. Pierwszy z nich związany jest 
z budową przestrzenną m ateriału  membranowego, nadającą m u własności 
sita, w skrajnie subtelnym  wym iarze — sita m olekularnego, przepuszcza-
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Jq
Ryc. 1. S iły  m otoryczne procesów  m em branow ych

jącego cząstki mniejsze, a zatrzym ującego większe, tak  na poziomie roz­
tw oru rzeczywistego jak  też układów koloidalnych czy m akrozawiesino- 
wych.

D rugi mechanizm jest znacznie bardziej skomplikowany i wiąże się 
z wbudowaniem  do m ateriału  m embranowego specyficznych układów
o własnościach jonowym iennych, katalitycznych, redoksowych, półprze­
wodnikowych, mikrobiologicznych w tym  enzym atycznych i innych. W ta ­
kim układzie m em brana poza spełnieniem  funkcji separacyjno-transporto- 
wych jest również nośnikiem  układów czynnych odpowiedzialnych za bieg 
odpowiednich reakcji chemicznych, biochemicznych i fizycznych.

II. Procesy membranowe

W dążeniu do konkretnego celu technologicznego niezbędne jest 
uwzględnienie dwóch podstawowych kryteriów : siły napędowej procesu 
(występującego gradientu, o którym  już była mowa) oraz natu ry  rozdzie­
lanych składników.

Jeżeli chodzi o własności cząstek rozdzielanych przez m em branę to na 
w ybór i przebieg procesu najistotniejszy wpływ m ają takie ich cechy jak:

— wielkość i ruchliwość,
— podatność na hydratację, solwatację lub inne form y aglomeracji,
— stan  dysocjacji, jonizacji czy inna form a czynności elektrycznej,
— specyficzne własności chemiczne, a wśród nich: „agresywność” 

w stosunku do m ateriału  m em brany lub blokowanie jej powierzchni czy 
porów, niestabilność w dynam icznych w arunkach operacji mem branowej.

6* http://rcin.org.pl
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Ryc. 2. Stan zaaw ansow ania badań nad procesam i m em branow ym i oraz św iatow y  
rynek urządzeń w ykorzystujących te procesy

Potencjalne możliwości zastosowania określonej operacji m em branow ej 
nie są jeszcze jednoznaczne z techniczną dyspozycyjnością danego procesu. 
Zakorzenione już w praktyce i rozwinięte techniki: odwrócona osmoza 
i elektrodializa, dzięki dobrze opanowanej preparatyce m em bran i oprzy­
rządow aniu przemysłowemu, są szeroko stosowane w różnych dziedzinach. 
W niektórych konkretnych przypadkach te zastosowania w ynikają bar­
dziej z dyspozycyjności danej techniki m em branowej niż z w arunków  pro­
cesu. W takich wypadkach znajdują swą szansę nowe, m niej jeszcze roz­
winięte operacje m em branowe, przy których proces biegnie z lepszymi 
wydajnościam i i przy lepszym bilansie energetycznym . Pojawia się też 
duża grupa procesów, które nie były możliwe do realizacji bez zastosowa­
nia nowych technik mem branowych. A ktualny stan  rozwoju poszczegól­
nych technik m em branow ych zaw arty jest w  opracowaniu D r i o l i  [2] 
i schem atycznie przedstaw iony na rycinie 2. Ukazuje on stan  technicznego 
zaawansowania poszczególnych operacji m em branow ych m ierzony wiel­
kością sprzedaży poszczególnych systemów i ich niezawodnością. Widoczne 
jest, że najbardziej zaawansowane są takie, konwencjonalne już procesy 
mem branowe, jak: dializa, m ikrofiltracja, u ltrafiltracja, h iperfiltracja  (od­
wrócona osmoza) i elektrodializa. Prace badawcze w zakresie tej grupy m e­
tod sprow adzają się głównie do optym alizacji procesu. Popyt na urządzenia 
tego typu zaczyna się stabilizować. Druga grupa operacji w ykorzystuje 
takie procesy, jak  kontrolowane uwalnianie, separacja gazowa, perw apora- 
cja, ciekłe m em brany, m em branowe elektrody i elektrolizery. Tu sprzedaż 
system ów jest globalnie znacznie niższa, a dynam ika sprzedaży dużo w ięk­
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sza. M etody te  odznaczają się w ystarczającą już niezawodnością. Badania 
dotyczą głównie prac rozwojowych. Wreszcie trzecia grupa operacji w y­
korzystuje: ułatw iony transport, transport aktyw ny, reaktory  m em brano­
we, m em branow y sprzęt medyczny inny niż sztuczna nerka, m em branow e 
system y konw ersji energii. Techniki te nie wyszły jeszcze w większości 
z fazy badań podstawowych, są już jednak rynkowo osiągalne, lecz ich 
ogólna sprzedaż jest mała.

III. Membrany jako narzędzia w biotechnologii

W dwu ciśnieniowych procesach m em branowych, jak  h iperfiltracja  
i u ltrafiltrac ja, stosuje się bardzo zbliżony typ  m ateriału  m em branowego 
oraz urządzeń technicznych. Różni je zasadniczo zakres stosowanych 
ciśnień roboczych przy hiperfiltracji o rząd wyższy oraz m olekularny po­
ziom rozdziału cząstek rozpuszczonych czy zawieszonych.

H iperfiltracja polega na przepuszczeniu wody, a zatrzym aniu wszyst­
kich pozostałych cząstek roztw oru rzeczywistego. Jeżeli są to cząstki soli, 
to w roztworze panuje ciśnienie osmotyczne proporcjonalne do stężenia 
roztw oru i aby spowodować przepływ  rozpuszczalnika od roztw oru stężo­
nego do rozcieńczonego, należy przyłożyć ciśnienie przewyższające różnicę 
ciśnień osmotycznych. Stąd też inna nazwa tego procesu brzmi: odwrócona 
osmoza. Zazwyczaj stosuje się ciśnienia robocze wynoszące kilka M Pa 
(kilkadziesiąt atmosfer).

W trakcie u ltrafiltrac ji przepuszczany jest rozpuszczalnik oraz cząstki 
soli, a zatrzym ywane większe cząstki organiczne. Ciśnienie osmotyczne nie 
w yw iera tu ta j znaczącego w pływ u na przebieg procesu i stąd ciśnienia ro­
bocze nie przekraczają 0,2 do 0,5 MPa (2 do 5 atm).

Pierw szym  m ateriałem  błonotwórczym  zastosowanym z powodzeniem 
do h iper- i u ltrafiltrac ji były wielooctany celulozy, k tóre nadal są na j­
szerzej stosowane do odsalania i uzdatniania wody, zwłaszcza metodą 
u ltrafiltracji. Stosowano też wiele innych polimerów, w tym  najczęściej 
poliamidy, a ostatnio polisulfony.

Najlepsze efekty filtracy jne osiągnięto przy użyciu tzw. m em bran asy­
m etrycznych (ryc. 3), w których m ikroporow aty m ateriał m em brany, sta­
nowiący ponad 90% jej przekroju, pokryw a cienka w arstew ka, tzw. „skór­
ka”, utworzona z tego samego polim eru, lecz o znacznie subtelniejszej 
porowatości. To w tej właśnie w arstw ie uzyskuje się właściwy efekt sita 
m olekularnego, a pozostały przekrój m em brany spełnia funkcje nośnika 
nadającego jej kształt i wytrzym ałość. Rurkow ą m em branę sym etryczną 
(tzn. bez wyróżnicowanej skórki) przedstaw ia rycina 4.

C harakteryzując rozwiązania aparaturow e można wyróżnić eonajm niej 
pięć grup system ów operacyjnych, które stosowane są w hiper- i u ltrafil-
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Ryc. 3. Przekrój poprzeczny przez płaską m em branę ultrafiltracyjną o strukturze  
asym etrycznej

Ryc. 4. M embrana u ltrafiltracyjna w  postaci mikrorurki. W ycięty fragm ent ścianki 
ukazuje sym etryczną strukturę porów

trac ji i wiążą się z kształtem  jaki nadano m ateriałow i m em branow em u. 
Są to:

a) system  płytowo-ram owy, w którym  stosuje się płaskie arkusze 
m em bran; stracił on znaczenie w technologiach odsalania, ale ma i może 
mieć rosnące znaczenie przy u ltrafiltracji, w tym  w reaktorach m em bra­
nowych,

b) system  modułów spiralnych, w którym  stosuje się również m em ­
brany  płaskie w postaci zrolowanej, co powoduje, że działa podobnie jak:

— system  rurow y, zbudowany z ru r  nośnych z m ateriału  porowatego 
pokrytych w ew nątrz właściwą m em braną,

— system  m ikrorurkow y, zwany też czasem kapilarnym  lub „Spa­
ge tti”, złożony z pęku m ikrorurek  we wspólnej obudowie,
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— system  włókien kapilarnych, również pracujących w pękach.
Nie wchodząc w szczegóły operacyjne można tylko stw ierdzić, że każdy 

z wym ienionych systemów ma określone w ady i zalety, stąd optym alne 
ich stosowania wiążą się z różnym i procesami i warunkam i, w których 
biegną.

Spośród kom ercjalnie dostępnych m em bran najlepiej spełniają wym a­
gania technologiczne m em brany u ltrafiltracy jne, tak  w form ie arkuszy, 
jak  i też rurow ej.

Arsenał środków jakim i dysponuje dziś technologia polim erów i pre­
paratyka m em bran pozwala jednak również na tworzenie m ateriału  m em ­
branowego specjalnie przeznaczonego do pełnienia określonych zadań 
w bioreaktorach.

IV. Immobilizacja enzymów z użyciem membran ultrafiłtracyjnych

U nierucham ianie enzymów lub całych kom órek jest od dawna przed­
m iotem  licznych badań. Pierw sze prace nad enzymami unieruchom ionym i 
przy pomocy m em bran m iały na celu modelowanie w arunków  i s tru k tu r 
w ew nątrzkom órkowych [3, 4]. Rosnące zainteresowanie imm obilizowanymi 
enzymami wiąże się obecnie przede wszystkim  z zastosowaniami przem y­
słowymi. Ocenia się bowiem, że technika ta  doprowadzi do znacznego ob­
niżenia kosztów procesów biotechnologicznych. W skali produkcyjnej im - 
mobilizowane enzymy można stosunkowo łatwo odzyskiwać lub stosować 
je w m etodach ciągłych. Im m obilizacja polega bądź na związaniu białka 
enzymatycznego ze stałym  nośnikiem, bądź też na zamknięciu enzymu 
w ograniczonej przestrzeni. Schem at sposobów immobilizacji podany jest 
na rycinie 5.

IM  M O B IL IZ A C J A

W IĄ Z A N IE  

Z N O Ś N IK IE M
Z A M Y K A N IE

ADSORPCJA WIĄZANIE WIĄZANIE

JONOWE KOWALENCYJNE
SIECIOWANIE INKLUZJA ZAMYKANIE

KAPSUŁKOWANIE PRZEGRODA 
Z MEMBRANY

Ryc. 5. Sposoby im m obilizacji enzym ów
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Nośnik, z k tórym  enzym jest związany może być uform owany w różny 
sposób. Najczęściej są to kulki, mogą to być również płaskie m em brany, 
ru rk i lub m ikrorurki. W zastosowaniach przem ysłowych m em brany o w ła­
ściwościach katalitycznych um ożliw iają połączenie rozdziału składników 
m ieszaniny reakcyjnej z sam ą reakcją. Obszerny wykaz prac na tem at 
płaskich m em bran oraz ru rek  i m ikrorurek z immobilizowanymi enzy­
mami znaleźć można w książce C h i b a t y  [5].

IV-1. M etody fizyczne

Na wstępie wspomniano o tym, że unieruchom ienie enzym u można 
osiągnąć przez fizyczne zamknięcie w pewnej, określonej przestrzeni. 
Można to uzyskać w  dwojaki sposób. M ieszanina reakcyjna zaw ierająca 
enzym  może być zam knięta w przestrzeni ograniczonej m em braną albo 
enzym  może być zam knięty w struk tu rze  polim eru tworzącego m em branę. 
W pierwszym  przypadku m em brana stanowi ściany lub jedną ze ścian 
reaktora. Do tego celu w ykorzystuje się m em brany o tak  dobranych wiel­
kościach porów, aby nie przepuszczały danego enzymu.

W prowadzenie enzymu w  struk tu rę  m em brany może mieć miejsce 
w  czasie jej w ytw arzania lub też po jej uform owaniu. N ajbardziej roz­
powszechnioną m etodą produkcji m em bran UF jest wylewanie ich z roz­
tw oru polimeru. Chcąc wprowadzić enzym w struk tu rę  m em brany dodaje 
się go do roztworu, z którego w ytw arza się m em branę. Ten sposób im - 
mobilizacji jest najczęściej stosowany w przypadku m em bran z octanu 
celulozy [6, 7]. W arunki w jakich uzyskuje się m em brany z innych 
polimerów, a szczególnie rozpuszczalniki m ateriału  mem branowego, mogą 
powodować denaturację białka. W prowadzenie enzymu do gotowej m em ­
brany odbywa się przez filtrow anie roztworu zawierającego enzym  przez 
asym etryczną m em branę w kierunku odw rotnym  do normalnego przepły­
w u ultrafiltracyjnego. Ten sposób immobilizacji wym aga dobrania odpo­
wiedniej wielkości porów w arstw y podporowej m em brany w stosunku do 
wielkości białka enzymatycznego. Aby zapobiec w ym yw aniu enzym u 
z m em brany można dodatkowo stosować czynnik sieciujący np. aldehyd 
glutarow y.

We wszystkich wym ienionych do tej pory metodach stosuje się m em ­
brany  płaskie, rurow e lub włókna kapilarne. Moduły z pęków włókien 
kapilarnych dają jeszcze dodatkowe możliwości immobilizacji; enzym 
można zamknąć w przestrzeni w ew nątrz włókien, roztworem  enzym u moż­
na wypełniać przestrzeń na zew nątrz włókien lub może on tkwić w struk ­
turze samych m em bran (Ryc. 6).

Innym  prostym  sposobem immobilizacji jest w ykorzystanie zjawiska 
polaryzacji stężeniowej towarzyszącej procesowi u ltrafiltracji. Podczas 
u ltrafiltrac ji roztw oru enzym u stężenie jego cząsteczek przy powierzchni 
m em brany może być na tyle duże, że wytworzona w ten sposób w arstw a
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ŚCIANA
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MEMBRANA

d r

Ryc. 6. M ożliw ości im m obilizacji enzym u za pom ocą m odułu z m ikrorurek
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Ryc. 7. Schem at pow staw ania zjaw iska polaryzacji stężeniow ej

uzyskuje struk tu rę  żelu. Zjawisko to jest schematycznie przedstawione na 
rycinie 7.

Badaniam i nad immobilizacją enzymów przez tzw. „żelowanie” zajm uje 
się od wielu lat U niw ersytet w Neapolu [8, 9, 10]. Początkowo badano tam  
żelowanie czystego białka enzymatycznego — kwaśnej fosfatazy i (3-gluko- 
zydazy na powierzchni m em bran z octanu celulozy. W dalszych pracach 
stosowano również inne substancje jako środki wspomagające proces żelo­
wania białka enzymatycznego oraz inkludowano enzymy w żelach tworzo­
nych przez białka nieaktyw ne. Prowadzono też prace nad sprzęganiem 
(przed u ltrafiltracją) enzym u z album iną surowicy krw i przy pomocy 
aldehydu glutarowego [11]. W arstew ka żelu zawierającego enzym osiągała 
grubość około 0,005 cm. Stosowano też żelowanie białka enzymatycznego 
wraz z długołańcuchowymi polim erami — Separanem , dextranem  lub CM- 
celulozą [12]. Immobilizowana tą  techniką fosfataza kwaśna wykazywała 
dobrą odporność na denaturację term iczną i naprężenia ścinające [13]. 
Ostatnio technikę żelowania zastosowano również do unierucham iania 
enzymu jabłczanowego (E.C.1.1.1.40) i spośród kilku innych wytypowano 
ją  jako metodę najlepszą do praktycznego w ykorzystania [14].

W om awianych wyżej badaniach uzyskano żel, k tóry  w ykazuje dobrą 
wytrzymałość na naprężenia ścinające wywołane przepływ em  cieczy nad 
powierzchnią m em brany. Można sądzić, że stosowany polim er nie miał 
istotnego wpływu na aktyw ność enzymatyczną. P rzy  tej metodzie im ­
mobilizacji pozorny spadek aktyw ności właściwej enzym u (w stosunku do 
aktywności enzymu swobodnego) spowodowany prawdopodobnie oporami
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transportu  substratu  i produktu, jest porów nyw alny z innym i metodami 
immobilizacji.

Efekt stabilizacji i zwiększenia odporności na zryw anie podczas mie­
szania i przepływu cieczy osiągnięto również przez utworzenie błony z in- 
kludowanym  enzymem [11] podobnej do błony otrzym yw anej przez odpa­
rowanie roztworu białka nieaktywnego i enzymatycznego [15]. Metoda ta 
zasługuje na uwagę zwłaszcza dlatego, że jest wyjątkow o prosta i łatwa 
do stosowania naw et w tedy, gdy dysponuje się tylko stosunkowo prym i­
tyw nym  urządzeniem  do u ltrafiltracji. Technika ta  daje też możliwości 
tw orzenia układów wieloenzymatycznych, które brane są obecnie pod 
uwagę, jako te, które mogą zastąpić immobilizowane komórki.

IV-2. M etody chem iczne

Enzym można także uruchom ić przez chemiczne związanie z m ateria­
łem  polimerycznym. W iązania kowalencyjne silnie wiążą enzym z mem­
braną, lecz równocześnie mogą powodować zmiany konform acji centrum  
aktyw nego dając w efekcie obniżenie lub zanik aktyw ności enzymu, nie­
zależnie od możliwości powstania ograniczeń przestrzennych i w ynikają­
cego z nich utrudnionego dostępu substra tu  do centrum  aktywnego. Bar­
dzo często enzymy imm obilizuje się w  m em branach z octanu celulozy. Jest 
to konsekwencją faktu, że octan celulozy jest surowcem, z którego wy­
tw arza się m em brany u ltrafiltracy jne, z drugiej zaś strony celuloza i jej 
pochodne są dobrym i nośnikam i przy immobilizacji enzymów. Na popular­
ność celulozy złożyło się kilka przyczyn, między innym i niska cena, duża 
hydrofilność, prostota syntezy różnego rodzaju pochodnych. Związanie 
enzym u z celulozą przeprowadza się na ogół stosując wielofunkcyjne, 
niskocząsteczkowe związki sprzęgające takie, jak  aldehyd glutarow y, tró j­
chlorek triazyny, CNBr i inne [16]. Pomimo dużego rozpowszechnienia 
nośniki celulozowe m ają kilka dotkliwych wad, z których najważniejszą 
jest podatność na rozkład pod wpływem  m ikroorganizmów. Celuloza ma 
silne własności sorpcyjne w stosunku do białka, a więc po procesie im­
mobilizacji do usunięcia nadm iaru białka trzeba stosować roztw ory o wy­
sokiej sile jonowej, co w przypadku enzymów oligom erycznych prowadzić 
może do ich dysocjacji.

Innym  tworzywem, które jest w ykorzystyw ane do produkcji mem bran 
u ltrafiltracyjnych, a równocześnie służy jako nośnik do immobilizacji en­
zymów jest poliamid. Tworzywa poliamidowe aktyw uje się przez che­
miczne odblokowanie grup aminowych [19], między innym i przez kwaśną 
hydrolizę. Immobilizacja enzymu następuje w w yniku sprzęgania aldehy­
dem glutarow ym  [17, 18].

K olejnym  tworzywem, które ostatnio coraz powszechniej służy do pro­
dukcji m em bran jest polisulfon. Tworzywo to nie nadaje się do bezpośred­
niego wiązania enzymu ze względu na brak  odpowiednich grup funkcyj­
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nych, a m odyfikacje chemiczne pogarszają własności u ltrafiltracy jne 
m em brany [20]. S t a u d e  i in .  [20, 21, 22] otrzym ali m em branę poli- 
sulfonową o dobrych własnościach u ltrafiltracy jnych , k tóra równocześnie 
daw ała możliwość kowalencyjnego wiązania enzymu. Były to m em brany 
heterogenne, których m atrycę stanowił polisufnon, natom iast wprowadzo­
ny do roztworu, z którego wylewano m em branę, e ter poliarylow y z odpo­
wiednim i podstawnikam i, umożliwiał wiązanie enzymu.

Rozwój chemii tw orzyw  sztucznych stw arza niew ątpliw ie nowe per­
spektyw y chemicznej immobilizacji enzymów i produkcji doskonalszych 
m em bran u ltrafiltracy jnych . Należy jednak pamiętać, że fizyczna immobi- 
lizacja może mieć również szerokie zastosowanie, zarówno w badaniach 
laboratoryjnych, jak  i w przemyśle. Unika się w tedy niebezpieczeństwa 
częściowej dezaktyw acji enzymu w w yniku zmian chemicznych i s tru k tu ­
ralnych w obrębie centrum  aktywnego. Zm iany te w większym stopniu 
w pływ ają na aktywność enzym u niż ograniczenie przestrzenne spowodo­
wane wbudowaniem  enzym u w struk tu rę  m em brany [16].
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I. Typy reaktorów membranowych

Poprzedni nasz artyku ł dotyczył enzym atycznych m em bran [1]. Obec­
nie chcemy się zająć reaktoram i, których częścią składową są sztuczne 
m em brany u ltrafiltracy jne. M embranę taką można wykorzystać jako pół- 
przepuszczalną przegrodę zatrzym ującą cząstki większe od w ym iaru  po­
rów. Można ją zatem zastosować jako przegrodę zam ykającą (immobilizu- 
jącą) enzym w pewnej, określonej przestrzeni. Najprostszym  urządzeniem  
tego typu  jest komora u ltrafiltracy jna  służąca równocześnie jako reak tor 
z całkowitym  wymieszaniem. Substrat podawany jest do reaktora  pod 
ciśnieniem, a odbierany jest u ltra filtra t zaw ierający produkt reakcji
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brzeże W yspiańskiego 27, 50-370 W rocław, ** Dr inż., P olitechnika R zeszow ska, ul.
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SUBSTRAT

EN ZYM
• OO

j I ULTRAFILTRACYJNA 

V  PRODUKT

Ryc. 1. Schem at bioreaktora, którego jedną ścianę stanow i m em brana ultrafiltracyjna

REAKTOR POMPA

Ryc. 2. Bioreaktor typu przem ysłow ego z urządzeniem  u ltrafiltracyjnym  do oddzie­
lania produktów  reakcji od enzym u

(Ryc. 1). Taki zblokowany układ stosowany jest przede wszystkim  do ce­
lów laboratoryjnych. W aparaturze przemysłowej kom ora reakcji i urzą­
dzenia u ltrafiltracy jne są przestrzennie rozdzielone (Ryc. 2). Zasadnicze 
cechy obu reaktorów  są podobne. Łączą one zalety reaktora z całkowitym 
wym ieszaniem  z zaletam i reaktora z immobilizowanym enzymem. Enzym 
jest zatrzym yw any w układzie, nie obserw uje się tu  spadku jego ak tyw ­
ności, nie ma bowiem ograniczenia kontaktu  centrum  aktywnego z czą­
steczką substratu. Dalsze zalety takiego system u ujaw niają się w przypad­
kach substratów  nierozpuszczalnych lub wielkocząsteczkowych, które 
w w yniku reakcji dają produkty niskocząsteczkowe. W tedy zarówno en­
zym jak  i substrat są całkowicie zatrzym ywane, a jedynie produkt reakcji 
jest usuw any na zew nątrz reaktora. R eaktor taki może pracować w sposób 
ciągły, przy wysokich stężeniach substra tu  gw arantujących wysycenie 
enzymu, przy czym nie trzeba obawiać się, że reakcja będzie ham owana 
przez produkty. Ograniczenie czasu pracy takiego reaktora w ynika głównie 
ze zmniejszania się przepływ u ultrafiltracyjnego wywołanego zjawiskiem 
polaryzacji stężeniowej. P rzy  powierzchni m em brany powstaje gradient 
stężenia cząstek zatrzym ywanych. Prowadzi to do form owania się tzw. 
w arstw y polaryzacyjnej stw arzającej dodatkowe opory hydrauliczne. 
Mąkrocząsteczki mogą również adsorbować się na powierzchni m em brany 
lub zatykać jej pory. Przy dłuższej pracy może dojść naw et do całkowitego 
zatkania m em brany. Przeciwdziała się tym  zjawiskom w różny sposób, 
zwiększając tzw. transport powrotny (od powierzchni m em brany) np. przez 
dobranie odpowiednich w arunków  hydrodynam icznych, przez stosowanie 
m em bran asym etrycznych, mniej podatnych na zatykanie oraz przez dobór 
odpowiedniego tworzyw a z którego w ykonana jest m em brana.

W celu zwiększenia wydajności reaktora stosuje się możliwie dużą 
powierzchnię m em bran. Układem, k tóry zapewnia najlepszy stosunek po-
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U
ULTRAFILTRAT

Ryc. 3. Schem at m odułu u ltrafiltracyjnego z w łóknam i kapilarnym i. Po praw ej stro­
n ie pokazano przekrój poprzeczny. (W rzeczyw istości moduł może zaw ierać do kilku  
tysięcy  w łókien)

Z ENZYMEM

Ryc. 4. Schem at m em brany u ltrafiltracyjnej w  postaci m ikrorurki (włókna kapilar­
nego) z enzym em  im m obilizow anym  w  porach m em brany

w ierzchni m em bran do objętości urządzenia są moduły z włóknami kapi­
larnym i (Ryc. 3). M oduły kapilarne mogą też być same reaktoram i. Możli­
w ych jest tu ta j kilka układów, a wybór najodpowiedniejszego zależy od 
reakcji, jaka ma być w nim prowadzona. Można roztworem  enzymu w y­
pełnić przestrzeń w module na zew nątrz m em bran. Enzym może być też 
immobilizowany w obrębie porów asym etrycznej m em brany. W ewnętrzna 
„skórka” takiej m em brany jest nieprzepuszczalna dla enzymu, natom iast 
pozwala na swobodny przepływ  substratu  i produktu. Substrat dyfunduje 
do przestrzeni porów, gdzie jest przetw arzany przez znajdujący się tam  
enzym, a produkt dyfunduje z powrotem  do przepływającego przez świa­
tło m em bran roztw oru i jest odbierany na zew nątrz (Ryc. 4). Efektywność 
takiego reaktora jest ograniczona głównie przez szybkość dyfuzji substratu  
i produktu.

Poza prezentow anym i powyżej, klasycznym i już rozwiązaniami, stoso­
wane są reaktory, w których enzym jest immobilizowany na powierzchni 
m em brany w warstw ie żelowej. Układy takie będą omówione w dalszej 
części pracy.

II. Kinetyka reakcji w różnych układach modelowych

W spomniano poprzednio, że immobilizacja enzym u często pociąga za 
sobą spadek szybkości reakcji enzymatycznej nie w ynikający z modyfikacji 
białka enzymatycznego. Przyczyn może być kilka, z których główną jest 
przestrzenne utrudnienie dostępu do centrum  aktywnego. Drugą, nie mniej
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ważną przyczyną jest powolny transport dyfuzyjny substra tu  do centrum  
aktywnego enzymu tkwiącego w ew nątrz nośnika. Wchodzą również w grę 
siły elektrostatyczne i chemiczne pomiędzy nośnikiem  a substratem , które 
mogą działać odpychająco na cząsteczki substratu . Również nie bez zna­
czenia jest lokalna zmiana m ikrośrodowiska enzymu, na przykład wzrost 
lub spadek pH odbijający się na szybkości reakcji. Obszerny opis kinetyki 
immobilizownych enzymów oraz komórki traktow anej jako układ immo- 
bilizowanych biokatalizatorów ograniczonych półprzepuszczalną m em bra­
ną, podaje w pracy przeglądowej Kasche [2].

Jednym  z podstawowych param etrów , za pomocą którego można po­
równywać aktyw ności danego enzym u w różnych układach, jest współ­
czynnik efektywności r), k tóry  jest stosunkiem  początkowej szybkości re ­
akcji w układzie z immobilizowanym biokatalizatorem  do początkowej 
szybkości reakcji z biokatalizatorem  w roztworze przy jednakow ych ilo­
ściach biokatalizatora. Odchylenia tego współczynnika od jedności św iad­
czą o wpływie dodatkowych czynników na kinetykę reakcji. Najczęściej 
w artości współczynnika są mniejsze od jedności ze względu na ogranicze­
nia szybkości transportu  masy. Mogą jednak zachodzić przypadki uzyski­
wania wartości r} większej od jedności. Dzieje się tak  zwłaszcza w tedy, 
gdy m am y do czynienia z reakcją nieizotermiczną lub hamowaniem  przez 
produkt. W spółczynnik ten w przypadku różnych stężeń substratu  można 
łatw o obliczyć ze wzoru 2:

™  V'(S) v7]{ S) = max

v ;a* v(S)
gdzie: V i V' są odpowiednio szybkościami reakcji dla enzymu w roztw o­

rze i enzymu immobilizowanego 
S — stężenie substra tu  

Za pomocą współczynnika r\ można ilościowo określić wpływ poszczegól­
nych czynników na pracę reaktora z immobilizowanym enzymem

I I - l. Reaktor z w łók ien  kapilarnych

W praktyce najczęściej spotyka się układy, w których urządzenia u ltra- 
filtracy jne jest połączone z reaktorem  z całkowitym  wymieszaniem. En­
zym, substra t i produkt znajdują się w komorze reaktora, gdzie mieszanie 
jest na tyle intensywne, że nie w ystępują gradienty stężeń żadnego 
ze składników mieszaniny reakcyjnej. Ogólny opis kinetyki reakcji w ta ­
kim system ie jest taki sam, niezależnie od tego czy zastosujem y moduł 
u ltrafiltracy jny  z włókien kapilarnych czy z płaskich m em bran, czy układ 
jest zblokowany, czy rozdzielony. Przedstaw ia się on następująco [3]:
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gdzie: X — stopień przereagow ania =  S„ — S : S 0
S0 — początkowe stężenie substra tu  (w dopływie)
S — stężenie substra tu  w reaktorze

— względna stała Michaelisa 
k — stała szybkości reakcji
t —  zmodyfikowany czas przetrzym ania w reaktorze =  EV /SJ 
E — stężenie enzym u w reaktorze
V — objętość reaktora 
J  — przepływ

K olejnym  rozwiązaniem jest układ, w którym  m em brana rozdziela 
przestrzeń z substratem  od przestrzeni z enzymem. Układ taki można ogól­
nie opisać następującym i równaniam i [4]:

S o = = S E 

E +  Se ==ES  

E S = = E  +  Pe 

PE=gPo

gdzie: k — stałe szybkości reakcji,
E — enzym,
S — substrat,
P  — produkt,
indeksy O i E oznaczają: O — przedział substratu, E — przedział 
enzymu

Przy  założeniu, że enzym nie przechodzi przez m em branę, a substra t i p ro­
dukt przez nią dyfundują, wydajność procesu może być kontrolow ana albo 
przez szybkość reakcji enzym atycznej, albo przez szybkość dyfuzji sub­
s tra tu  przez ścianki włókien kapilarnych. W przypadku system u ograni­
czonego szybkością dyfuzji, szybkość reakcji w reaktorze jest funkcją 
przepływ u wzdłużnego i liczby Reynoldsa, która określa w arunki hydro­
dynam iczne mające istotny wpływ na szybkość dyfuzji. Natom iast, gdy 
szybkość reakcji w układzie jest kontrolow ana przez szybkość reakcji 
enzym atycznej, w tedy wartość jej nie zależy od przepływ u wzdłużnego.

Teoretyczne omówienie kinetyki katalizy enzym atycznej w  reaktorze 
z enzymem  związanym z w ew nętrzną powierzchnią m em bran rurow ych 
zawiera praca K o b a y a s h i  i L a i d l e r a  [5], w której autorzy szcze­
gółowo rozpatrują wpływ  szybkości dyfuzji oraz różne typy inhibicji.

K a t o h  i w s p .  [6] opracowali teoretyczny model innego typu  re­
aktora. Składa się on z dwu współosiowych włókien, z których w ew nętrzne 
jest przepuszczalne dla produktu  reakcji i nieprzepuszczalne dla wielko­
cząsteczkowego substra tu  i enzymu. Reakcja odbywa się w ew nątrz środ­
kowego włókna, a produkt na zasadzie u ltrafiltrac ji przechodzi do ze-
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wnętrznego włókna i jest usuw any na zew nątrz reaktora. Założenia teore­
tyczne tego modelu zostały przez autorów  poparte danym i eksperym ental­
nymi. Opracowując profile stężeń enzymu i substra tu  w wew nętrznym  
włóknie, uwzględniające polaryzację stężeniową, wykazano jak  istotne 
znaczenie ma dla procesu długość i średnica włókna oraz czas przetrzy­
m ania, potrzebny na usunięcie produktu.

W pracy K i t a n o  i w s p .  [7] roztw ór enzym u wypełnia w nętrze 
włókien, a substrat jest na zewnątrz. Substrat i produkt dyfundują przez 
ścianki włókna. Porównano względne stałe M ichaelisa otrzym ane w róż­
nych w arunkach prowadzenia procesu. Były one wyższe niż wartości uzy­
skane w roztworze niezwiązanego enzymu, co jest zgodne z doniesieniami 
dotyczącymi enzymów unieruchom ionych za pomocą innych metod im - 
mobilizacji. Tłumaczy się to wpływem  na szybkość katalizy dyfuzji przez 
ścianki włókna.

II-2. M em brana z inkludow anym  enzym em

Jest to klasyczny już model, k tóry  opisuje rozkład stężeń substra tu  
i produktu  w m em branie z unieruchom ionym  enzymem, która rozdziela 
dwa przedziały, jeden z substratem  i drugi z produktem  [8 , 9 , 1 0 , 1 1 ]. 
T ransport obu składników odbywa się w m em branie na drodze dyfuzji. 
Zakłada się przy tym  równom ierny rozkład biokatalizatora w obrębie 
m em brany. W nieskończenie m ałej objętości, w której stężenie substra tu  
jest jednakowe, reakcję można opisać zgodnie z praw em  Michaelisa — 
M enten. Oznaczając grubość m em brany przez 2 1 i zakładając, że m em bra­
na jest prostopadła do osi x, szybkość transportu  substra tu  i produktu  
można przedstawić w oparciu o II prawo Ficka w sposób następujący [9]:

8S 8 2S VmaxS 
St s Sx2 K m + S

dl = D  ó2p V™»S 
ót p <5x2 K łn +  S

gdzie: Ds — współczynnik dyfuzji substra tu  (zakładamy, że jest on nie­
zależny od stężenia)

Dp — współczynnik dyfuzji produktu 
Oba rów nania dają po rozwiązaniu przepływ y oraz profile stężeń substra tu
i p roduktu  w ew nątrz m em brany. Zakładając, że reakcja w każdym pun­
kcie m em brany jest reakcją pierwszego rzędu otrzym ujem y, dla stanu 
stacjonarnego, równanie [9]:

S = Aexp (<t>x/21) + Bexp ( — i>x/2 1)

gdzie: A i B — stałe całkowania
O — m oduł Thielego definiowany wzorem:
® =  2 1 |/v m„/KmD;
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Dla niesym etrycznych w arunków  brzegowych tzn. S t po jednej stronie 
m em brany ^  O, S2 po drugiej stronie m em brany =  Pj =  P 2 =  O, stężenia 
w punkcie x wynoszą 9:

S = s i sinhOtl — (x/21)] 
sinh<t>

P =  D sSi |  s inh0>[ l-(x /21)]  x 1 
Dp \ sinhO 21 J

a dla sym etrycznych w arunków  brzegowych tzn. Sx =  S 2 =  S0, Pj =
=  P 2 =  0:

_  S0{sinhi>(x/21)+sinhO[l — (x/21]} 
sinh<X>

P = S0 - S

Oparte na powyższym modelu opisy kinetyki Michaelisa — M enten, in ­
hibicji substratow ej, inhibicji kom petytyw nej i niekom petytyw nej podali 
w  swej pracy L a i d l e r  i K o b a y a s h i  [8,10]. R e e s  [11] opracował 
sposób obliczania przy pomocy szeregu potęgowego profilów  stężeń sub- 
s tra tu  i produktu  w obrębie tak  modelowanego układu bez konieczności 
zakładania warunków  brzegowych procesu i biorąc pod uwagę inhibicję 
produktem  reakcji.

W ażnym zagadnieniem jest optym alizacja rozmieszczenia katalizatora 
wzdłuż przekroju  poprzecznego m em brany, tak  aby osiągnąć m aksym alną 
szybkość reakcji na jednostkę powierzchni m em brany i w konsekwencji 
zmniejszyć w ypływ nieprzereagowanego substratu. Teoretyczne rozważa­
nia na ten  tem at znaleźć można w pracy K e l l e r a  i w s p .  [12]

Ostatnio A n s o r g e  i S t a u d e  zastosowali opis heterogennej k a ta ­
lizy w reaktorze rurow ym  ze stałym  wypełnieniem , do m em brany z in- 
kludowanym  enzymem [13]. Model ten  zakłada, że inkluzja enzym u za­
chodzi wyłącznie w w arstw ie podporowej m em brany, na powierzchni 
m em brany enzym jest nieobecny. To założenie umożliwia ścisłe zdefinio­
wania objętości, w  której przebiega reakcja. Stwierdzono, że względna 
stała M ichaelisa jest funkcją stopnia przereagow ania substra tu  i przepły­
wu objętościowego przez m em branę.

II-3. W arstwa żelow a na pow ierzchni m em brany

Doświadczenia nad wykorzystaniem  zjawiska polaryzacji stężeniowej 
w celu immobilizowania enzymów na powierzchni m em brany prowadzono 
od lat w różnych układach. W ykorzystywano płaskie i rurow e m em brany, 
warstw ę żelu tworzono z czystego białka enzymatycznego [14, 15, 16] lub 
przez inkluzję w żelu album iny surowiczej [17, 18]. Badano kinetykę re ­
akcji biegnącej w  w arstw ie żelowej enzym u w  układzie z recyrkulacją
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substra tu  [15]. A l f a n i  i i n.  [19] stw ierdzili w swej pracy, że w oma­
w ianym  układzie decydującą rolę odgrywa transport konw ekcyjny przy 
przenoszeniu substra tu  do enzymu.

G r e c o  i w s p .  [18] wstępnie przyjęli dwa różne rodzaje w arstw y 
żelowej na powierzchni m em brany. Pierw szy układ zawiera żel homo- 
genny. Transport masy, zarówno na drodze dyfuzji jak  i konwekcji, od­
bywa się w całej objętości żelu. Drugi układ zawiera w arstw ę żelu hetero- 
gennego. Zakłada się w tym  przypadku przenikanie roztworu zasilającego 
przez warstw ę żelu kanalikam i, podczas gdy reakcja enzym atyczna odby­
wa się w obszarach żelu traktow anych jako płaskie płytki, do których 
dyfunduje substrat. Zakładano, że kinetyka procesu może być opisana 
zgodnie z praw em  Michaelisa — Menten. Określany przez autorów na 
podstawie drugiego z zakładanych modeli współczynnik efektywności ma 
postać:

(M +  l )Pe  M ,
75 <D2p2 ( l - e )  [ T]

gdzie: M — bezwym iarowa stała Michaelisa, M =  K m/S 
Pe — liczba Pecleta
q — bezwym iarowa grubość żelu, 9 =  A/l, A — grubość, 1 — w y­

m iar obszarów żelu, gdzie zachodzi reakcja 
£ — porowatość żelu
y — stężenie substra tu  przy powierzchni żelu

II-4. M embrana jako przegroda rozdzielająca substrat i enzym

F u r u s a k i  i in . [20, 21] zaproponowali model reaktora, w którym  
m em brana rozdziela przedziały z enzymem i z substratem , a ciśnienie do­
prowadzane jest na przem ian do części enzym atycznej i substratow ej. 
M embrana jest przepuszczalna dla produktu i substratu . Układ z sinu­
soidalną zmianą przepływ u ultrafiltracyjnego wyw ołaną zmianą ciśnienia 
lub pulsacyjnym  przepływem  ultrafiltracy jnym  wykorzystali również 
K im  i C h a n g  [22] do opracowania teoretycznego modelu pozw alają­
cego na określenie w pływu procesu u ltrafiltrac ji na zachowanie się re ­
aktora. Wychodząc z bilansu masy dla rozpuszczalnika i substancji roz­
puszczonej (wody i substratu) po dw'u stronach m em brany, zakładając, że 
reakcja zachodzi zgodnie z k inetyką Michaelisa — M enten i w prowadzając 
zmienne bezwymiarowe, otrzym ali następujące rów nania dla bilansu masy 
suhstratu:

vi ~ ^ — FSiSinT = — (Sx — S2) — sFf(S1 S2)sinx + L(1 —Sx)

dS X2 S
v2 + FS2 sinT = (Sx -  S2) +  sFf(Si S2) sinx -  * 2_ -

<JT M  +  i>2
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ISj w cyklu postępowym 
S„ w cyklu wstecznym  

Vi =  yW — F (l — cos t) 
v 2 =  yW +  F ( l —cos t ) 

s — współczynnik
gdzie:
(zmienne bezwymiarowe)

W =  coVIO/P mA — częstotliwość 
F =  P a/Pm — stosunek konwekcji do dyfuzji 
t =  cot — czas
L =  Q /PmA — szybkość przepływ u
Sj =  Si/Si — stężenie substra tu  w przedziale I
S2 =  S„/Si — stężenie substra tu  w przedziale II
M =  Km/Si — stała Michaelisa
y =  V1Io/Vio — stosunek objętości
\ 2 =  VmaxVn/P mA S — liczba Dam kohlera

(Pozostałe zmienne)
w — częstotliwość, s - 1

V — objętość przedziału, m3

A — powierzchnia m em brany, m 2

P  m przepuszczalność m em brany
P a — stała definiowana wzorem: P a =  J v/sin (oot)
J v — przepływ rozpuszczalnika przez m em branę 
t  — czas, s
Q — szybkość przepływ u objętościowego, m3/s 
Sj — stężenie substra tu  w przedziale I, bez enzymu 
Sn — stężenie substra tu  w przedziale II, z enzymem
Si — stężenie substra tu  w roztworze zasilającym

Autorzy prowadzili sym ulację num eryczną testu jąc  założone równania 
modelowe. Sym ulację przeprowadzono dla dwóch układów: nieprzepływo- 
wego (L =  0) i układu z ciągłym  przepływem. W obu przypadkach zało­
żono, że znormalizowana stała Michaelisa wynosi 1. W przypadku modelu 
nieprzepływow ym  spadek stężenia substra tu  można było aproksymować 
zależnością wykładniczą:

S' = S „ e x p ( - “2- ^ )  

gdzie: a  — współczynnik proporcjonalności
Stwierdzono, że spadek stężenia substratu  zależy od takich param etrów  
jak: F, W, l 2. Analizując spadek stężenia substra tu  przy różnych w arto­
ściach liczby Dam kohlera (od 1 do 100), k tóra jest m iarą szybkości reakcji 
w stosunku do szybkości dyfuzji, zaobserwowano, że spadek stężenia sub­
s tra tu  jest znacznie gwałtow niejszy przy wysokich wartościach liczby

http://rcin.org.pl



102 M. R U C K A ,  J .  S. Z U K ,  T.  W I N N IC K I

Damkóhlera. Jeśli częstotliwość, W, maleje, wpływa to również na ostrzej­
szy spadek stężenia substratu . Równocześnie m niej w yraźnie w ystępuje ta 
ostatnia zależność, gdy wartość F jest niska, tzn. gdy transport przez m em ­
branę zachodzi głównie na drodze dyfuzyjnej.

Drugim  analizowanym  układem  był układ z przepływem  ciągłym. Sy­
m ulacja polegała na zmianie następujących param etrów : l 2 (liczba Dam­
kóhlera), wartości F oraz L, jako odwrotności czasu przetrzym ania. W y­
dłużając czas przetrzym ania obserwować można przejście od stanu kontro­
lowanego przez szybkość reakcji do stanu kontrolowanego przez dyfuzję, 
przy niższych wartościach liczby Damkóhlera.

Model opracowany przez K i m a  i C h a n g a  [22] pozwala na okre­
ślenie, przynajm niej co do rzędu, wielkości param etrów , które w pływ ają 
na efektywność reaktora.

III. Zastosowanie enzymatycznych reaktorów membranowych

W rozdziale tym  ograniczym y się do przedstaw ienia kilku typow ych 
przykładów zastosowań reaktorów  m embranowych.

Zastosowanie m em bran u ltrafiltracy jnych  może być bardzo korzystne 
wtedy, gdy w w yniku reakcji enzymatycznej z wielkocząsteczkowego sub­
s tra tu  powstają produkty  drobnocząsteczkowe. Dzieje się tak  podczas 
hydrolizy białka — procesu, k tóry  szeroko w ykorzystuje się w przem yśle 
spożywczym do otrzym yw ania zmodyfikowanych preparatów  białkowych 
tzw. hydrolizatów białkowych. Szereg prac na ten  tem at opublikowali 
C h e r y a n  i D e e s l i e  [3, 23, 24]. Prace te zmierzały do optym alizacji 
procesu. Stwierdzono, że najlepsze wyniki daje układ: reaktor i połączony 
z nim  moduł u ltrafiltracy jny . W ażny jest dobór odpowiedniego enzymu, 
k tóry  oprócz wysokiej aktywności powinien mieć szerokie spektrum  dzia­
łania (być mało specyficznym). Enzym o takich własnościach działać może 
również na osady odkładające się w układzie, zapobiegając zatykaniu m em ­
bran. C h e r y a n  i D e e s i l i e  badali czynniki w pływ ające na stab il­
ność pracy reaktora konkludując, iż spadek jego efektywności może być 
powodowany inaktyw acją enzymu, ucieczką drobnocząsteczkowych frag ­
m entów enzymu oraz przenikaniem  drobnocząsteczkowych aktyw atorów  
przez membranę.

Innym  procesem, w którym  mogą znaleźć zastosowanie reaktory  m em ­
branow e jest rozkład celulozy. Proces ten budzi obecnie wielkie zaintere­
sowanie na całym świecie, ponieważ celuloza należy do zasobów odnaw ial­
nych, jest cennym  surowcem do otrzym yw ania paliw  np. etanolu. Ciekawe 
prace na ten  tem at prowadzili między innymi H a g e r d a l  i w s p .  [25]. 
S tarano się połączyć w jednym  układzie rozkład celulozy do celobiozy ka ­
talizow any przez glukanazy i hydrolizę celobiozy do glukozy katalizow aną 
przez (3-glukozydazę. Obie te reakcje są silnie ham owane przez produkty
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końcowe. Dobre w yniki uzyskano przez zastosowanie reaktora  m em brano­
wego z odpowiednio dobraną m em braną, która zatrzym uje enzym y i sub- 
s tra ty  natom iast przepuszcza niskocząsteczkowe produkty  reakcji. Dodat­
kową zaletą takiego system u jest znaczne zmniejszenie kosztów produkcyj­
nych. Szacuje się, że koszty enzymów wynoszą w procesie konw encjonal­
nym  40°/» kosztów ogólnych. Proces prowadzono w zblokowanym reaktorze 
u ltrafiltracy jnym . Zastosowanie reaktorów  m em branow ych do rozkładu 
celulozy było przedm iotem  innych prac [26, 27, 28]. |3-glukozydaza, jako 
jeden z kluczowych enzymów tego procesu, była przedm iotem  badań w re­
aktorze m em branow ym  z żelową w arstw ą enzymu na powierzchni m em ­
brany  [29]. Stwierdzono znaczne przedłużenie (dwudziestokrotne) okresu 
półtrw ania aktyw ności enzym atycznej w porów naniu z wolnym  enzymem 
w roztworze. K i t  a n o  i w s p .  [7] badali zachowanie się dwóch enzy­
mów — ureazy i urykazy w reaktorze z włókien kapilarnych. Innym  enzy­
mem, k tóry  był przedm iotem  licznych badań w reaktorach m em brano­
wych jest fosfataza kwaśna [14, 16, 30], Stosując reaktor m em branow y 
uzyskano większą stabilność tak  ważnego w przem yśle farm aceutycznym  
enzym u jak  acylaza penicylinowa, która jest stosowana przy produkcji 
półsyntetycznych penicylin [31].

R eaktor m em branow y w ykorzystano również do ciągłej produkcji 
L -alaniny z kwasu fumarowego [32]. Reakcja zachodzi w dwóch etapach:

aspartaza
Kwas fum arow y+  NH 3 ------ kwas L-asparagino wy

3—dekarboksylaza kw. asparaginowego
Kwas L -asp arag in o w y ------ ' ^  L-alanim a +  CO,

Zastosowano dwa odrębne reak tory  do dwóch etapów reakcji. Podobnie 
jak  w poprzednim  przykładzie reaktory  pracow ały jako reaktory  z całko­
w itym  wymieszaniem a moduł u ltra filtracy jny  z włóknami kapilarnym i 
służył do oddzielania i zawracania enzymów. W związku z tym , że enzymy 
były zawracane do reaktora, można było zastosować kosztowne, czyste 
p repara ty  enzymatyczne. Poza tym  przy stosowaniu jako katalizatorów  
pojedynczych enzymów, a nie całych komórek, unika się powstawania nie­
pożądanych produktów  ubocznych, w tym  przypadku powstawanie kwasu 
jabłkowego, co często ma miejsce przy katalizie prowadzonej przez całe 
komórki.

Prowadzono prace nad stabilizacją enzymów w reaktorach m em brano­
wych [33, 34]. Białko enzym atyczne inkludow ano w żel białkowy tworzony 
na powierzchni m em brany z album iny surow icy krw i i sieciowany aldehy­
dem glutarow ym . Stosowano również długołańcuchowe polim ery synte­
tyczne (poliakrylomid) do dynamicznego unierucham iania enzymów w po­
bliżu m em brany. Ten ostatni sposób pozwalał na uniknięcie pozornego 
spadku aktywności enzymu powodowanego ograniczeniami przestrzeń-
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nym i w warstw ie żelu. Osiągnięto dobre wyniki w stabilizacji kw aśniej 
fosfatazy, dehydrogenazy (3-galaktozowej i (3-glukozydazy.

Enzymy służyć mogą również do zwiększania strum ienia u ltra filtra -  
cyjnego przeciwdziałając zatykaniu m em brany podczas prowadzenia pro­
cesu u ltrafiltrac ji np. ścieków lub innych roztworów zawierających białka. 
Enzymy proteolityczne immobilizowane na powierzchni m em brany przez 
adsorpcję popraw iały przepływ  u ltrafiltracy jny  o 20%f do 70°/o [35, 36, 37].

Reaktor m em branow y został w ykorzystany przez H o q a i w s  p. [38] 
do syntezy trójglicerydów. Zastosowano w nim  silnie hydrofobową m em ­
branę jako przegrodę oddzielającą lipazę rozpuszczoną w roztworze glice­
rolu od płynnych kwasów tłuszczowych. Reaktor pozwalał na ciągłą syn­
tezę glicerydów bez konieczności w ytw arzania emulsji. Produkt był otrzy­
m ywany w stanie czystym, osiągnięto 90°/o przereagow ania substratów .

Opisywane do tej pory enzymy, były głównie hydrolazam i kata lizu ją­
cymi proste reakcje, niew ym agającym i drobnocząsteczkowych koenzy­
mów. Do niedawna zastosowanie bioreaktorów m em branow ych ograni­
czano właśnie do tego typu  reakcji. Zatrzym yw anie drobnocząsteczkowego 
koenzymu wymagałoby stosowania m em bran o znacznie m niejszych po­
rach, takich jakich się używa do odwróconej osmozy. M em brany te m ają 
znacznie mniejszą przepuszczalność w porównaniu z u ltrafiltracy jnym i, 
poza tym  oddzielanie koenzymu od drobnocząsteczkowych produktów  
mogłoby stwarzać dodatkowe trudności. Podobne problem y w ystępują 
również przy innych sposobach immobilizacji. Rozwiązano ten  problem  
przez związanie koenzymu z większą cząsteczką. Taki funkcjonalny kom ­
pleks nie przechodzi przez m em branę u ltrafiltracy jną  [39]. Zastosowano 
reaktor z płaską m em braną u ltrafiltracy jną i recyrkulacją do produkcji 
L-leucyny przez am inację a-ketoizokapronianu. K atalizatorem  była de­
hydrogenaza L-leucyny. Do regeneracji zredukowanego podczas powyższej 
reakcji NADH zastosowano dehydrogenazę mrówczanową. NADH był ko­
w alencyjnie wiązany z glikolem polietylenowym. W ten sposób uzyskano 
reaktor do ciągłej produkcji L-leucyny, k tóry pracow ał przez 48 godzin 
osiągając stopień przereagow ania 99%. R eaktor ten  został zastosowany 
w  skali przemysłowej.

P rzykłady zastosowania reaktorów  m em branow ych staraliśm y się do­
brać w ten  sposób, aby zilustrowały one możliwości jaki dają te  urządze­
nia. Pom inęliśm y natom iast reaktory, w których stosowane są wprawdzie 
różnego typu błony, lecz błony te  nie są m em branam i u ltrafiltracy jnym i. 
Są to błony w czujnikach pom iarowych (elektrody enzymatyczne), błony 
stosowane do immobilizacji enzymów do celów diagnostyki m edycznej, 
błony wykorzystyw ane do tworzenia sztucznych organów.

Reaktory mem branowe, a zwłaszcza m oduły kapilarne, są coraz szerzej 
wykorzystyw ane jako reaktory  z immobilizowanymi komórkami, zarówno 
do procesów ferm entacji, jak  i do hodowli tkankow ych. Spełniają one 
szereg wym agań staw ianych przed nowoczesnymi procesami biotechnolo­
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gicznymi. Służą do prowadzenia procesów ciągłych, w których przez cały 
czas utrzym yw ane jest wysokie stężenie biokatalizatora. Skraca to czas 
przetrzym yw ania w reaktorze. Reakcja prowadzona jest w w arunkach 
optym alnych, ze stałym  usuwaniem  produktów. W przypadku zatrzym y­
wania przez m em branę wielkocząsteczkowego substra tu  można prowadzić 
reakcję przy wysokich stężeniach substra tu  (przy m aksym alnej szybkości 
reakcji) bez obawy o ucieczkę substratu .

Reaktory m em branowe pozwalają z jednej strony na pełne wykorzy­
stanie zalet w ynikających z immobilizacji biokatalizatorów, a z drugiej 
strony — na wyelim inowanie zjawisk niekorzystnych towarzyszących ka­
talizie enzymatycznej w skali przemysłowej.
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SPRAW OZDANIE

III Sympozjum Fluorowe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w Szczecinie

W dniach 30—31 m aja 1986 r. odbyło się w  Szczecinie III Sym pozjum  fluorow e  
pt.: „W pływ fluorków  zaw artych w  atm osferze na rośliny i żyw ność”. W obradach  
w zięło  udział ponad 70 osób z ośrodków krajow ych (Kraków, Łódź, Lublin, Poznań, 
W rocław , P uław y, W arszawa, Kórnik, C ieplice, P iotrków , Szczecin) oraz zagranicz­
nych (Erfurt, Cottbus, Rostock, C eské B udejovice, W ürzburg, Odense). W Sym pozjum  
uczestn iczyli także przedstaw iciele Władz, instytutów  naukow ych, w yższych uczelni 
szczecińskich  oraz instytu cji zajm ujących się ochroną środow iska. W ygłoszono 17 re­
feratów  sym pozjalnych i przedstaw iono 27 doniesień plakatow ych. G oście z zagranicy  
przedstaw iali sw oje referaty  w  języku angielskim .

W pierw szym  dniu obrad przedstaw iono następujące referaty zw iązane z g łów ­
nym  hasłem  III Sym pozjum :
1. Z naczenie badań zw iązków  fluoru na terenie Pom orza Zachodniego — Z. M achoy 

(Szczecin);
2. Problem  fluoru w  przem yśle naw ozow ym  — U. G labisz (Szczecin);
3. R eaktyw ność a em isja zw iązków  fluoru — I. Polio (Lublin);
4. W arunki m eteorologiczne panujące w okół Zakładów  Chem icznych „P olice” — 

K. Praw dzie (Szczecin);
5. Zawartość fluoru w  roślinach w  strefie  oddziaływ ania em isji Zakładów C hem icz­

nych „P olice” — S. B orow iec, Z. Zabłocki (Szczecin);
6. W pływ  em isji przem ysłow ych na zaw artość fluoru w  roślinach w ybranych gatun­

ków  leśnych — A. S ienkiew icz, I. C ichocka (Poznań);
7. O ddziaływ anie fluoru zaw artego w  em isjach przem ysłow ych na środow isko  

leśn e — S. K m iecik (Szczecin);
8. Badania dziennego pobierania fluorków  przez w ybraną część ludności żyjącej na 

terenach o różnym  zanieczyszczeniu fluorkam i — S. M elde, B. Dom inok (Cottbus 
/NRD/);

9. W zrost zaw artości fluoru w  żyw ności i w ynikające z tego konsekw encje — R. Va- 
lach (Ceské B udejovice /C zechosłow acja/).
W drugim  dniu obrad przedstaw ione referaty dotyczyły najnow szych osiągnięć  

w  zakresie problem atyki fluorow ej czyli „W spółczesnych poglądów  na zagadnienia  
zw iązane z toksykologią, terapią, profilaktyką i analityką zw iązków  fluoru” :
1. D ługotrw ałe dośw iadczenie w  leczeniu osteoporozy fluorkiem  sodow ym  — J. Fran­

ke (Erfurt /NRD/);
2. D ługotrw ałe, zaw odow e narażenie zdrowia na działanie fluorków  — P. G randjean  

(Odense /Dania/);
3. Interakcje fluoru i m agnezu w  badaniach in v i tro  i in v iv o  — M. G um ińska  

(Kraków);
4. N iektóre zagadnienia toksykologii zw iązków  fluoru — J. M arkiew icz (Kraków);
5. Fluoroza zw ierząt dom ow ych — T. Juszkiew icz, J. Szkoda (Puław y);
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6. W spółczesne problem y profilaktyki fluorkow ej — M. K obylańska (Poznań);
7. M odyfikujące w pływ y fluoru na m echaniczne i chem iczne w łaściw ości w  m ikro- 

w arstw ie tkanki twardej: now a m etoda oznaczania i n iektóre w yn ik i — E. Gabriel 
(Wurzburg /RFN/);

8. Radiom etryczne m etody oznaczania fluoru — H. Bem  (Łódź).
Sesja  plakatow a trw ająca przez cały pierw szy dzień obrad zakończyła się dyskusją  
uczestników  przy plakatach, natom iast podsum ow anie sesji p lakatow ej i Sym pozjum  
odbyło się w  drugim  dniu obrad.
W czasie Sym pozjum  w yśw ietlono  dwa film y. Jeden dotyczył rozw oju aglom eracji 
Szczecina, drugi pt.: „A dverse effects of topical fluorinated  steroids” został udostęp­
niony organizatorom  przez British Council. U czestnicy otrzym ali program, streszcze­
nia doniesień plakatow ych oraz w ydane drukiem  referaty III Sym pozjum  fluorow ego  
z dw ujęzycznym  tytułam i polskim  i angielskim . Odbyło się się rów nież tradycyjne  
spotkanie tow arzyskie. U czestnicy Sym pozjum  byli zakw aterow ani w  hotelach i do­
m ach akadem ickich, a do sali obrad byli dow ożeni autobusam i.

Z podsum owania Sym pozjum  w ynika, że w  porów naniu z innym i P olska należy  
do krajów  o znacznym  zanieczyszczeniu środow iska zw iązkam i fluoru, a św iadom ość, 
zainteresow anie oraz edukacja społeczeństw a o istn iejących  zagrożeniach fluorem  
jest mała.
O w iększym  zainteresow aniu problem atyką fluorkow ą za granicą św iadczy m iędzy 
innym i spora ilość publikacji z tego zakresu jak i chęć udziału naukow ców  z sąsied­
nich krajów  w  Sym pozjum  w  Szczecin ie mimo, że było ono Sym pozjum  krajow ym . 
Rangę naukow ą Sym pozjum  zw iększył na pew no udział w  nim  Prezydenta M iędzy­
narodow ego T ow arzystw a Badania F luorków  jak i eksperta Św iatow ej O rganizacji 
Zdrowia.

P rzew odn iczący  — Prof, dr Z. Machoy  
S ekre ta rz  — Dr D. Sam ujło
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Inform uję, że w  dniu 7 m aja 1987 r. Pełnom ocnik Dyrektora d/s Publikacji 
Z leconych i C zasopism  uzgodnił z B iurem  W ydaw nictw  PAN, że autorów  za 
zm iany dokonyw ane w  korektach pow yżej 3°/o oraz za przekliszow ania należy  
obciążać w /g  kosztów  faktycznych. Po ustaleniu  z drukarniam i kosztów  za 
przelany w iersz, poprawki ręczne i przekliszow ania proszę pow iadom ić K om i­
tety  R edakcyjne o now ych obciążeniach.

Koszt popraw ki w ynosi zł 60.—  
P rzek liszow anie rysunku całostronicow ego zł 1246.—

półstronicow ego zł 623.—  
m niejszy zł 415.—

Kier. Zesp. Prod. Publ. Zlec. PWN 
(W. S iedlecki)
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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy B iochem ii” publikuje artykuły m onograficzne om aw iające  
w ąsk ie tem aty, oraz artykuły przeglądow e referujące szersze zagadnienia z biochem ii 
i nauk pokrew nych. A rtykuły pierw szego typu w inny w  sposób syntetyczny om aw iać  
w ybrany tem at na podstaw ie m ożliw ie pełnego piśm iennictw a z kilku ostatnich lat, 
a artykuły drugiego typu na podstaw ie piśm iennictw a z ostatnich dw óch lat. O bjętość  
takich artykułów  nie pow inna przekraczać 20 stron m aszynopisu (nie licząc ilustracji
i p iśm iennictw a). K w artalnik  publikuje także artykuły typu m in irev iew s ,  do 10 stron  
m aszynopisu, z dziedziny zainteresow ań autora, opracow ane na podstaw ie najnow ­
szego p iśm iennictw a, w ystarczającego dla zilustrow ania problem u. Ponadto kw ar­
taln ik  publikuje krótkie noty, do 5 stron m aszynopisu, inform ujące o now ych in ­
teresujących osiągnięciach biochem ii i nauk pokrew nych, oraz noty przybliżające 
historię badań w  zakresie różnych dziedzin biochem ii. Przekazanie artykułu do 
Redakcji jest rów noznaczne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca n ie  była i n ie  
będzie publikow ana w  innych czasopism ach, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach  
B iochem ii”. A utorzy artykułu odpow iadają za praw idłow ość i ścisłość podanych in ­
form acji. A utorów  obow iązuje korekta autorska: popraw ki w yn ikające z błędów  
drukarni nanosim y ołów kiem ; niezbędne zm iany autorskie nanosim y niebieskim  
atram entem . Koszty zm ian tekstu w  korekcie (poza popraw ieniem  błędów  drukar­
skich) ponoszą autorzy. A rtykuły honoruje się w edług obow iązujących staw ek. A uto­
rzy otrzym ują 25 odbitek sw ego artykułu.

R e d a k c ja  p ro s i  a u to r ó w  o p rz e s t r z e g a n ie  n a s tę p u ją c y c h  w s k a z ó w e k :

F o r m a  m a s z y n o p is u : m a s z y n o p is  p r a c y  i w sz e lk ie  z a łą c z n ik i n a le ż y  n a d s y ła ć  w  d w u  e g z e m ­
p la rz a c h .  M a s z y n o p is  p o w in ie n  b y ć  n a p is a n y  je d n o s t ro n n ie ,  z p o d w ó jn ą  in te r l in i ą ,  z m a r g in e ­
s e m  o k . 4 c m  p o  le w e j i  o k . 1 c m  po  p r a w e j  s t r o n ie ;  n ie  m o że  z a w ie ra ć  w ię c e j  n iż  60 z n a k ó w  
w  je d n y m  w ie rs z u  n ie  w ię c e j n iż  30 w ie rs z y  n a  s t r o n ie  zg o d n ie  z N o rm ą  P o ls k ą .

U k ła d  m a s z y n o p is u : s t r o n a  o k ła d k o w a  n ie n u m e ro w a n a  z a w ie ra  im io n a  i n a z w is k o (a )  a u to -  
ra (ó w ), a d re s (y )  Z a k ła d (ó w ) w  ję z y k u  p o ls k im  i a n g ie ls k im , w  k tó r y c h  p r a c u ją  a u to rz y ,  a d r e s  
p o c z to w y , n a  k t ó r y  a u to r z y  ży c z ą  s o b ie  o tr z y m y w a ć  k o re s p o n d e n c ję ,  a d r e s  p r y w a tn y ,  te le f o n  
m ie js c a  p r a c y ,  t y t u ł  a r t y k u ł u  (w  ję z y k u  p o ls k im  i a n g ie ls k im )  o ra z  — w  p ra w y m  d o ln y m  
r o g u  — lic z b ę  s t r o n ,  lic z b ę  ry c in ,  w z o ró w  i ta b e l  o ra z  s k r ó t  t y tu łu  (n ie  w ię c e j  n iż  25 z n a k ó w  
d r u k a r s k ic h ) .

S t r o n a  ty tu ło w a  (1) im io n a  (w  p e łn y m  b rz m ie n iu )  i n a z w is k o (a )  a u to ra (ó w ) ,  t y t u ł  p r a c y  
w  ję z y k u  p o ls k im  i a n g ie ls k im , rz e c z o w y  s p is  t r e ś c i  w  ję z y k u  p o ls k im  i a n g ie ls k im , t y t u ł  n a u ­
k o w y  a u to ra (ó w )  i je g o  (ich ) m ie js c e (a )  p ra c y ,  w y k a z  s k ró tó w  s to s o w a n y c h  w  p ra c y .

S t r o n a  2 i n a s tę p n e  o b e jm u ją  t e k s t  p r a c y  d o  s p isu  p iś m ie n n ic tw a  w łą c z n ie ,  ta b e le ,  sp is  
ry c in ,  w z o ró w  o ra z  t y tu ły  i o b ja ś n ie n ia  do  r y c in  n a  s t r o n a c h  k o ń c o w y c h .

D la  p r z e j r z y s to ś c i  t e k s t u  o b o w ią z u je  p o d z ia ł  a r ty k u łu  n a  ro z d z ia ły  i p o d ro z d z ia ły ,  k tó r y c h  
t y t u ł y  in fo r m o w a ć  rz e cz o w o  w in n y  o  p rz e d s ta w io n y c h  t r e ś c i a c h .  R ze c z o w y  s p is  t r e ś c i  p u b l i ­
k u je m y  b e z p o ś re d n io  po  ty t u l e  p r a c y .  R o z d z ia ły  n u m e r u je m y  l ic z b a m i rz y m s k im i,  a p o d ro z ­
d z ia ły  o d p o w ie d n ią  rz y m s k ą  i a r a b s k ą  (n p . 1-1). T y tu łó w  p o d ro z d z ia łó w  n ie  w y d z ie lo n y c h  
z t e k s t u  n ie  t r z e b a  n u m e ro w a ć .  W  te k ś c ie  n ie  n a le ż y  s to so w a ć  ż a d n y c h  p o d k re ś le ń  a n i  ro z ­
s trz e lo n e g o  d r u k u .  E w e n tu a ln e  s u g e s t ie  a u to r s k ie  co  d o  c h a r a k t e r u  c z c io n k i d r u k a r s k ie j  n a le ż y  
z a z n a c z y ć  o łó w k ie m  n a  m a rg in e s ie  m a s z y n o p is u .  W  p r z y p a d k u  u m ie s z c z e n ia  w  te k ś c ie  l i t e r  
a l f a b e tu  g re c k ie g o  n a le ż y  n a  m a rg in e s ie  w p is a ć  o łó w k ie m  ic h  fo n e ty c z n e  b rz m ie n ie .  T a b e le  
i r y c in y  n u m e r u je m y  c y f r a m i  a r a b s k im i  a  w z o ry  rz y m s k im i.  W  te k ś c ie  n ie  n a le ż y  u m ie s z c z a ć  
ż a d n y c h  ta b l ic ,  r y c in  c zy  w z o ró w , le c z  w  ż ą d a n y m  m ie js c u  p o z o s ta w ić  w o ln y  w ie rs z  i  z a z n a ­
c z y ć : T a b e la  1, R y c . 1. W zó r I  i tp .  N u m e r a c j ę  w z o ru  w  te k ś c ie  n a le ż y  p o d a w a ć  p o  n a z w ie  
z w ią z k u , n p . k w a s  g lu ta m in o w y  (I).

R e d a k c ja  p ro s i  a u to r ó w  o  z w ró c e n ie  s z c z e g ó ln e j u w a g i n a  p o p ra w n o ś ć  ję z y k o w ą  t e k s t u  
a  ta k ż e  n a  ś c is ło ść  i ja s n o ś ć  s fo rm u ło w a ń ,  u n ik a n ie  g w a ry  la b o r a to r y jn e j  o ra z  o n ie w p ro w a -  
d z a n ie  d o  t e k s t u  tw o rz o n y c h  d o ra ź n ie  s k ró tó w , n a w e t  je ś l i  n ie k tó r e  z n ic h  b y w a ją  u ż y w a n e  
w  p ra c a c h  o b c o ję z y c z n y c h .

R e d a k c ja  z a s trz e g a  s o b ie  m o ż n o ść  s k r ó c e n ia  t e k s t u  i w p ro w a d z a n ia  p o p ra w e k  n ie  w p ły w a ­
ją c y c h  n a  t r e ś ć  p ra c y .
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P iś m ie n n ic tw o : w  a r ty k u le  n a le ż y  c y to w a ć  p ra c e  o r y g in a ln e  z o s ta tn ic h  k i lk u  l a t  o ra z  
n a jw a ż n ie js z e  a r t y k u ł y  p rz e g lą d o w e  o m a w ia ją c  p rz e d s ta w io n ą  d z ie d z in ę  z u w z g lę d n ie n ie m  
a r ty k u łó w  o p u b lik o w a n y c h  w  „ P o s tę p a c h  B io c h e m ii” . W  te k ś c ie  n a le ż y  p o d a w a ć  je d y n ie  
n a z w is k a  b a d a c z y , k tó r y c h  p ra c e  m a ją  p o d s ta w o w e  z n a c z e n ie  w  p r z e d s ta w io n e j  d z ie d z in ie .  
O m a w ia n e  p ra c e  t r z e b a  n u m e ro w a ć  w  k o le jn o ś c i  ic h  c y to w a n ia  w  te k ś c ie .  W y k az  p iś m ie n ­
n ic tw a  z a te m  o b e jm u je  p ra c e  o p a tr z o n e  k o le jn y m i  n u m e ra m i ,  a le  n ie  u p o rz ą d k o w a n e  a l f a b e ­
ty c z n ie .  O d n o śn ik i b ib l io g r a f ic z n e  w in n y  m ie ć  fo r m ę  z a le c a n ą  p rz e z  K o m is ję  W y d a w c ó w  C za ­
s o p ism  B io c h e m ic z n y c h  M ię d z y n a ro d o w e j U n ii B io c h e m ik ó w  (IU B ) w e d łu g  B lo c h lm . B lo p h y s .  
A c ta  (1972), 271, 1 n p .

P is p a  J .  P ., B u c h a n a n  F . M ., (1971), B io c h lm . B lo p h y s . A c ta ,  247, 181—184.

C y tu ją c  w y d a w n ic tw a  k s ią ż k o w e  p o d a w a ć  n a le ż y  k o le jn o :  n a z w is k o (a )  i in ic ja ły  a u to ra (ó w ) ,  
r o k  w y d a n ia ,  t y t u ł  k s ią ż k i,  n a z w is k o (a )  i in ic ja ły  j e j  r e d a k to ró w (a ) ,  to m , p ie rw s z ą  i o s ta tn ią  
•s tro n ę  c y to w a n e j  p u b l ik a c j i ,  n a z w ę  w y d a w n ic tw a  o ra z  m ie js c e  w y d a n ia ,  n p .

D ix o n  M ., W eeb  E . C., (1964), E n z y m e s , 2 w y d .,  s t r .  565, L a n g m a n s  G re e n  a n d  C o., L o n d o n ;
G r a n t  J .  K ., (1969) w  E ssa y s  in  B io c h e m is try ,  re d .  C a m p b e ll  P .  N ., G re v i l le  G . D ., t .  5, 

s t r .  1—58; A c a d e m ic  P re s s ,  L o n d o n .

Z a łą c z n ik i :  k a ż d y  z a łą c z n ik  n a le ż y  sp o rz ą d z ić  w  2 egz. n a  o d d z ie ln y c h  k a r tk a c h  i o p a t r z y ć  
k o le jn y m  n u m e re m  o d p o w ia d a ją c y m  n u m e ro w i u ż y te m u  w  te k ś c ie  o ra z  o z n a c z y ć  (n a  g ó rz e  

■ stron icy  o łó w k ie m ) n a z w is k ie m  p ie rw s z e g o  a u to r a  i  p o c z ą tk o w y m i w y r a z a m i  t y t u ł y  p ra c y .

T a b e le  n a le ż y  k o le jn o  n u m e ro w a ć  c y f ra m i a r a b s k im i .  T y tu ły  t a b e l  i n a g łó w k i  r u b r y k  
p o w in n y  ja s n o  o p is y w a ć  ic h  t r e ś ć  z a z n a c z a ją ,  z ja k ic h  ( ja k ie j )  p ra c (y )  p o c h o d z ą  in f o r m a c je  
p o d a n e  w  ta b e l i .

R y c in y , t j .  w y k re s y ,  ry s u n k i ,  s c h e m a ty  lu b  fo to g r a f ie  n a le ż y  o p a t r z y ć  n u m e r a c ją  w  k o le j ­
n o ś c i ic h  o m ó w ie n ia  w  te k ś c ie .  P r z y jm u je  s ię  z a s a d ę  n u m e r a c j i  r y c in  c y f r a m i  a r a b s k im i ,  
a  w z o ró w  c y f ra m i rz y m s k im i.  F o to g r a f ie  c z a rn o - b ia łe  (k o n tr a s to w e )  p o w in n y  b y ć  w y k o n a n e  
n a  p a p ie rz e  m a to w y m . P o z o s ta łe  r y c in y  n a le ż y  w y k o n a ć  tu s z e m  n a  b ia ły m  p a p ie rz e  lu b  n a  
k a lc e  te c h n ic z n e j .  W y m ia r  r y c in y  n ie  p o w in ie n  b y ć  m n ie js z y  n iż  10X15 cm , a  n a n ie s io n e  l in ie  
n ie  p o w in y  b y ć  c ie ń sz e  n iż  1 m m . R a m k i u jm u ją c e  w y k r e s y  m o ż n a  w y k o n a ć  l in ią  c ie ń sz ą  
n iż  l in ie  w ła ś c iw e  w y k r e s u .  C y f ry  i l i t e r y  s łu ż ą c e  do  o p is u  r y s u n k u  p o w in n y  m ie ć  w y so k o ś ć  
n ie  m n ie js z ą  n iż  5 m m . N a  r y s u n k a c h  n ie  n a le ż y  u m ie s z c z a ć  o p isó w  s ło w n y c h ,  le c z  p o s łu g iw a ć  
s ię  s k ró ta m i .  O sie  w y k re s ó w  n a to m ia s t  w in n y  b y ć  o p a tr z o n e  n a p is e m  ła tw o  z ro z u m ia ły m . D la  
o z n a c z e n ia  p u n k tó w  d o ś w ia d c z a ln y c h  m o ż n a  s to so w a ć  n a s tę p u ją c e  s y m b o le :  O  □  A  •  H  A -  
R y c in ę  n a le ż y  o p a t r z y ć  n a  o d w ro c ie  o z n a c z e n ie m  „ g ó r a ” i „ d ó ł” (o łó w k ie m ) . D e c y z ję  o s to p n iu  
z m n ie js z e n ia  r y c in y  p o d e jm ie  w y d a w c a .

P o d p is y  i o b ja ś n ie n ia  p o d  r y c in a m i  p o w in n y  b y ć  d o łą c z o n e  n a  o d d z ie ln e j  k a r tc e .  O z n a c z e ­
n ia , k tó r y c h  n ie  m o ż n a  w p is a ć  n a  m a sz y n ie ,  n a le ż y  w y ra ź n ie  n a n ie ś ć  c z a r n y m  tu s z e m .

Z e w z g lę d u  n a  w e w n ę tr z n ą  s p o is to ś ć  a r ty k u łu  z a le c a  s ię  a u to r o m  k o n s t r u o w a n ie  o r y g in a l ­
n y c h  r y s u n k ó w  i z b io rc z y c h  ta b e l  n a  p o d s ta w ie  d a n y c h  z p iś m ie n n ic tw a .  P r a w ie  w s z y s tk ie  
c z a s o p ism a  z a s tr z e g a ją  s o b ie  w y łą c z n o ś ć  d r u k u  p r a c  w ra z  z ic h  d o k u m e n ta c ją  (C o p y r ig h t). 
P r z e d  w łą c z e n ie m  ta b e l ,  w y k re s ó w  c zy  s c h e m a tó w  do  a r t y k u ł u  p rz e z n a c z o n e g o  do  p u b l ik a c j i  
w  P o s tę p a c h  B io c h e m ii n a le ż y  u z y s k a ć  zg o d ę  n a  p r z e d r u k  i p rz e d ło ż y ć  ją  R e d a k c j i .

R e d a k c ja  p ro s i  o  w ła ś c iw e  p a k o w a n ie  a r ty k u łó w ,  a b y  z a b e z p ie c z y ć  m a s z y n o p is  i  i lu s t r a c je  
p rz e d  p o g ię c ie m .
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