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Od Redakcji

Kwartalnik Postępy Biochemii, publikując prace przeglądowe w dziedzinie 
biochemii i nauk pokrewnych, ilustruje w pewnej mierze zainteresowania 
naszego Środowiska. Tematyka Postępów Biochemii jest ipso facto  zróżnico
wana. Wiele prac nadsyłają Autorzy spontanicznie, inne — w efekcie indywidual
nych zaproszeń lub konsultacji z organizatorami sympozjów i konferencji. 
Redakcja stara się zbierać artykuły tematycznie, dba jednak by prace zaakcep
towane kierować do bieżąco składanych zeszytów.

Wszystkie prace nadchodzące do Redakcji podlegają ocenie specjalistów, co 
najczęściej pociąga za sobą konieczność uzupełnień i weryfikacji autorskich. 
Kolejne zeszyty Postępów Biochemii składane są w PW N z wyprzedzeniem 
nominalnie półrocznym, cykl wydawniczy jednak znacznie przekracza pół roku. 
W tej sytuacji formowanie zeszytów monotematycznych, jak czasem sugerowano 
Redakcji, oznaczałoby przetrzymywanie części artykułów w tece redakcyjnej do 
czasu otrzymania pozostałych i przeciąganie cyklu ich publikacji o dodatkowy 
kwartał, lub dłużej. Dlatego to Redakcja inicjuje co pewien czas publikację serii 
artykułów, niekiedy rozciągniętą na kilka kolejnych zeszytów. I tak, w 1985 roku 
rozpoczęliśmy serię artykułów n.t. neuropeptydów, a w 1987 — serię prac n.t. 
peptydowych czynników wzrostowych. W obecnie przedkładanym Czytelnikom 
zeszycie rozpoczynamy krótką serię prac n.t. efektów biologicznych rodników 
ponadtlenkowych. W najbliższych zeszytach zaś będą to serie n.t. kinaz i fosfataz 
białkowych oraz różnych aspektów transportu przez błony biologiczne.
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ARTYKUŁY

RYSZARD FARBISZEW SKI *

Czynniki wzrostowe pochodzenia mózgowego 

Brain — derived growth factors (BDGF-s)
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Wykaz stosowanych skrótów: BDaFG F — kwaśny czynnik wzrostu fibroblastów pochodzący z 
mózgu, BD bFG F —  zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów pochodzący z mózgu, ECGF —  
czynnik wzrostu komórek śródbłonkowych, EGF —  naskórkowy czynnik wzrostowy, N G F —  
czynnik wzrostu nerwu, P D G F  —  czynnik wzrostu płytek krwi, p i —  punkt izoelektryczny, Mr —
—  masa cząsteczkowa.

I. Wstęp

Tkankę mózgową od dawna uważano za źródło aktywności mitogennej [1]. 
Jednak dopiero w ostatnim dziesięcioleciu tkanka ta posłużyła jako materiał do 
izolowania i oczyszczania czynników wzrostowych.

Czynniki wzrostowe pochodzenia mózgowego różnią się strukturalnie i 
funkcjonalnie od czynnika wzrostu nerwu (NGF), pobudzającego komórki 
nerwowe do tworzenia neurytów, a którego budowę chemiczną i funkcję 
biologiczną opisali w Postępach Biochemii S i e r o ń  i L e w i n - K o w a l i k  
[2]. Ten czynnik wzrostu został również zidentyfikowany w mózgu, gdzie jest 
syntetyzowany przez komórki astrogleju w obszarach zawierających choliner-

* Prof. dr hab., Zakład Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Akademii Medycznej, ul. 
Kilińskiego 1, 15-230 Białystok.

http://rcin.org.pl



262 R. FARBISZEWSKI [2]

giczne zakończenia nerwowe [3—7]. Wiele struktur mózgu wykazuje zdolność 
syntezy cząsteczek analogicznych do NGF, które są istotne dla wzrostu i 
przeżycia neuronów niewrażliwych na N G F [3]. Są to czynniki troficzne 
odpowiedzialne za prawidłowy rozwój i funkcje autonomicznego układu ner
wowego i których aktywność badana w ekstraktach tkankowych ulega wzmo
żeniu w warunkach doświadczalnych uszkodzeń mózgu.

II. Izolowanie, oczyszczanie i struktura BDGF

Pierwszą próbę izolowania i oczyszczania czynników wzrostowych z przy
sadki mózgowej wołu podjął G o s p o d a r o w i c z  i ws p .  [8]. Początkowo 
sądzono, że czynniki wzrostowe pochodzące z tej tkanki powstają z białka 
zasadowego mieliny w drodze ograniczonej proteolizy [9]. Wkrótce T h o m a s
i ws p .  wykazali, że żaden z czynników wzrostowych mózgu nie pochodzi z 
degradacji białka zasadowego mieliny [10], co też potwierdzili inni [11], Z 
podwzgórza wyizolowano dwa czynniki wzrostu: jeden o charakterze kwaśnym 
zwany „kwaśnym czynnikiem wzrostu fibroblastów” (ang. Brain-derived acidic 
FGF), wykazujący działanie głównie na komórki śródbłonkowe, drugi o 
charakterze zasadowym zwany „zasadowym czynnikiem wzrostu fibroblastów 
FG F” (ang. Brain-derived basic FGF) o szerszym spektrum działania. Aktyw
ność obu czynników wykazano głównie na komórkach pochodzenia mezo- 
dermalnego: fibroblastach, stąd nazwa kwaśny lub zasadowy czynnik wzrostu 
fibroblastów. Czynniki te zidentyfikowano po oczyszczeniu na kolumnach 
wypełnionych żelem Sepharose sprzężonym z heparyną [12, 13]. Podobne 
czynniki wzrostowe z ludzkiego i wołowego mózgu wyizolowano w różnych 
laboratoriach [14— 17]. Dotychczas jednak nie wykazano identyczności „kwaś
nego F G F ” z czynnikiem wzrostu wiążącym heparynę.

Procedurę izolowania i oczyszczania BDGF na dużą skalę opisał po raz 
pierwszy H u a n g  i ws p .  [18]. Uzyskał on dwa preparaty BDGF w stanie 
homogennym, stosując frakcjonowanie siarczanem amonu, rozdział chrom a
tograficzny na CM-Sephadex C-50, następnie rozdział na sulfonowanym Sep- 
hadex G-50 i z kolei na żelu Sepharose 4 B sprzężonym z heparyną. Oba czynniki 
wzrostu eluowane są w ostatniej fazie rozdziału, odpowiednio przy stężeniu 1.2 i
1.6 M NaCl. Są to kwaśne białka o pi wynoszącym 5.7, różniące się masą 
cząsteczkową. Zbudowane są z pojedynczego łańcucha peptydowego, pierwszy 
nazywany przez autora BDGF-A posiada masę 16 000 drugi BD G F-B— 17 000. 
Czynniki BDGF wykazują tę samą specyficzną aktywność mitogenną i reagują z 
przeciwsurowicą mysią przeciw BDGF-A. Oba czynniki działają na fibroblasty, 
komórki śródbłonkowe aorty i naczyń krwionośnych, osteoblasty, chondrocyty, 
komórki nabłonkowe, glejowe i komórki mięśni gładkich z różną aktywnością 
mitogenną.

Cechą charakterystyczną czynników wzrostu pochodzenia mózgowego jest 
ich najaktywniejsze oddziaływanie na komórki glejowe: astrocyty i oligodendro-
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[3] M ÓZGO W E CZYNNIKI WZROSTOWE 263

cyty oraz komórki śródbłonkowe aorty i naczyń krwionośnych wobec których 
inne czynniki wzrostowe jak EG F i PD G F nie wykazują działania [10,19,21]. Te 
ostatnie, dobrze scharakteryzowane, są potężnymi mitogenami dla komórek 
tkanki łącznej.

Przyłączenie znakowanego jodem BDGF do komórek śródbłonka aorty 
wołowej osiąga równowagę w ciągu niespełna 15 min. [18,22]. Uważa się, że oba 
czynniki BDGF-A i BDGF-B wiążą się z tymi samymi miejscami białka 
receptorowego komórek śródbłonka i komórek glejowych [18]. Stwierdzono, że 
czynniki wzrostu: BDGF, EG F i PD G F są aktywne wobec fibroblastów i 
komórek mięśni gładkich, stymulują one jednak włączanie 3H-tymidyny do 
DNA z różną szybkością (najsłabiej działa BDGF). N a komórki nabłonkowe 
czynniki BDGF wywierają mniejszy wpływ stymulujący niż EGF [19], prawdo
podobnie ze względu na mniejsze powinowactwo receptora do BDGF.

Specyficzność komórkowa oraz właściwości fizyczne i chemiczne (pi i Mr) 
czynników wzrostowych pochodzenia mózgowego sprawiają, że są one bardzo 
podobne strukturalnie do kwaśnego czynnika wzrostowego, wyizolowanego z 
podwzgórza, zwanego „kwaśnym czynnikiem wzrostu fibroblastów” (ang. 
brain-derived acidic fibroblast growth factor — BDaFGF) [10, 11] oraz czyn
nika wzrostu komórek śródbłonkowych (ang. endothelial cell growth factor — 
ECGF) pochodzącego z mózgu [12, 13, 23]. Czynniki BDGF natomiast różnią 
się strukturalnie od zasadowego czynnika fibroblastów wyizolowanego z 
podwzgórza (ang. brain-derived basic fibroblast growth factor — BDbFGF). 
Różnice te dotyczą punktu izoelektrycznego, immunoreaktywności, współza
wodniczenia z innymi czynnikami oraz stymulacji syntezy DNA [24]. Z 
porównania sekwencji aminokwasów kwaśnego i zasadowego czynnika wzrostu 
(BDaFGF i BDbFGF) wynika, że tylko 20 reszt aminokwasowych jest w nich 
identyczna [17]. Sądzi się, że BD aFG F i BDbFGF są strukturalnie różne, ale 
pochodzą ze wspólnego prebiałka, z którego wywodzą się również interleukina-1 
(II-1) oraz czynnik peptydowy, indukujący produkcję interferonu w ludzkich 
fibroblastach hodowanych in vitro [25]. Interferony jako nieklasyczne hormony 
tkankowe współdziałające z czynnikami wzrostowymi opisane zostały w Postę
pach Biochemii przez A. D. I n g 1 o t [26],

Należy podkreślić, że wiele neuropeptydów o niskiej masie cząsteczkowej 
cechuje sekwencja bardzo zbliżona do fragmentu sekwencji czynnika BDGF 
pochodzącego z mózgu wołowego. I tak dekapeptyd występujący w kolejności od 
N-końca (od 101 do 111) ma skład i sekwencję zbliżoną do neuromedyny C i K 
oraz substancji P i K, znanych neuropeptydów ośrodkowego i obwodowego 
układu nerwowego [17]. Pełnią one funkcję neuroprzekaźników impulsów 
nerwowych w neuronach czuciowych [27], a ponadto stymulują syntezę DNA i 
wzrost komórek mięśni gładkich tkanki łącznej [28].

Inhibitorami czynników BDGF są polizasadowe peptydy np. polilizyna i 
poliarginina. Cytochrom C, którego pi wynosi 11.7 nie wykazuje jednak wpływu 
hamującego na zdolność wiązania 125I-BDGF z receptorami [29]. Wydaje się 
więc, że odpowiednie skupienie reszt aminokwasów zasadowych wydaje się
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264 R. FARBISZEWSKI [4]

odpowiadać za inhibitorowe działanie białek zasadowych. Natomiast protami
na, która jest inhibitorem wiązania 125I-BDGF z receptorem, a zarazem 
aktywności mitogennej, nie jest inhibitorem wiązania EGF z białkiem receptoro
wym [29]. Protam ina wiąże BDGF na drodze elektrostatycznej interakcji 
tworząc kompleks: protamina 125I-BDGF. Jest interesujące, że protamina jest 
skutecznym inhibitorem angiogenezy, w którym to procesie proliferacja komó
rek śródbłonkowych ma kluczowe znaczenie [30], a czynniki wzrostowe 
uwalniane z tych komórek odgrywają istotną rolę w unaczynieniu tkanek [31].

III. Wiązanie BDGF z receptorami

Białko receptorowe wiążące BDGF w komórkach docelowych np. w 
komórkach śródbłonkowych i fibroblastach posiada odmienne właściwości od 
białek wiążących EG F i PDGF. Czas wymagany do osiągnięcia stanu równo
wagi wiązania 125I-BDGF z receptorami komórek śródbłonkowych wynosi 
mniej niż 15 min, podczas gdy czas wymagany do osiągnięcia stanu równowagi 
wiązania 125I-BDGF z receptorami fibroblastów mysich Swiss 3T3 wynosi około
1 godziny [32— 34]. Ponadto liczba miejsc receptorowych wiążących BDGF w 
fibroblastach jest znacznie niższa liczba miejsc wiążących PD G F i EGF.

Wiązanie znakowanego 125I-BDGF z receptorami i elektroforeza na żelu 
polyakryloamidowym z SDS wykazała, że względna masa cząsteczkowa białka 
receptorowego wynosi około 135000. Białko to wykazuje aktywność tyrozyno- 
-swoistej kinazy [29]. Sekwencja aminokwasowa wewnątrzbłonowej części 
receptora BDGF wydaje się być homologiczna z białkową kinazą tyrozynową 
jaka występuje w receptorze wiążącym EGF lub produkcie onkogenu src.

Zmiany powinowactwa i liczby receptorów wiążących czynniki wzrostowe 
oraz zmiany wywołane poprzez internalizację kompleksów ligand-receptor 
mogą modyfikować odpowiedź komórkową. Również zmiana struktury recep
torów w wyniku działania ligandów heterologicznych może w zdecydowany 
sposób modulować mechanizmy odpowiedzi komórek docelowych.

Konsekwencją działania czynników wzrostowych na komórki oprócz zmian 
metabolicznych są zmiany organizacji cytoszkieletu. Opisał je poprzednio w 
Postępach Biochemii Z. P i e t r z k o w s k i  [35].

IV. Wewnątrzkomórkowy mechanizm działania czynników BDGF
i ich rola biologiczna

Odpowiedź komórki na większość czynników wzrostowych następuje po ich 
związaniu z białkiem receptorowym i wewnątrzkomórkowym przekazaniem 
sygnału mitogennego. Bezpośrednia interakcja BDGF ze swoistym receptorem 
wywołuje kaskadę reakcji chemicznych, których wynikiem jest wzrost komór
kowy. Przeniesienie sygnału mitogennego do jądra komórkowego odbywa się 
podobnie jak w przypadku działania PD G F i EGF [29]. BDGF wiąże się z
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[5] M ÓZGO W E CZYNNIKI WZROSTOWE 265

częścią zewnątrzbłonową receptora, powoduje stymulację wewnątrzblonowej 
części receptora, która wykazuje aktywność tyrozyno-swoistej kinazy. W wyniku 
stymulacji dochodzi do autofosforylacji receptora białkowego o Mr 135 000. Jest 
interesujące, że fosforylacja tego białka maleje przy stężeniu BDGF większym niż 
40 pM. Wysokie stężenia BDGF w środowisku in vitro wykazują hamujący 
wpływ na aktywność kinazy białkowej. Wartym podkreślenia jest fakt, że 
rozmaite procesy biochemiczne, zachodzące w tkance mózgowej, jak biosynteza i 
uwalnianie neurotransmiterów, aksoplazmatyczny transport, generacja post- 
synaptycznych potencjałów, przewodnictwo kanałów jonowych, kształt i ruch
liwość neuronów, rozwój i utrzymanie ich zróżnicowanego charakteru są 
konsekwencją fosforylacji wielu białek, zawartych w tej tkance [36].

Ostatnio wykryto czynniki BDGF w neuronach [37]. Badania, w których 
zastosowano wysokospecyficzną mysią surowicę przeciwko BDGF do  bez
pośredniego barwienia immunofluorescencyjnego potwierdziły ich występowa
nie w neuronach kory mózgowej wołu [38]. Przyczym nadal nie jest pewne czy 
czynniki te są produkowane w neuronach czy w innych komórkach, a następnie 
przenoszone na drodze dyfuzji do neuronów. Ich obecność w nerwiaku 
(neuroblastoma) wydaje się wskazywać, że czynniki BDGF są produkowane w 
neuronach. Jednak ekspresja czynników wzrostu w komórkach nowotworów 
złośliwych może być odmienna od tej, w odpowiednikach komórek prawid
łowych.

Czynniki BDGF wykazują silne działanie mitogenne na komórki gleju, 
astrocyty [19, 22, 39]. Jeśli czynniki te byłyby produkowane przez neurony, 
mogłyby spełniać bardzo istotną rolę we wzroście komórek astroglejowych i w 
proliferacji oligodendrocytów skąpowypustkowych gleju — zwłaszcza, że neu
rony kontaktują się z jednej strony z astrocytami, a z drugiej ze ścianą naczyń. Są 
dane wskazujące, że neurony mogą dostarczać substancji, które stymulują 
podział i wzrost oligodendrocytów [40, 41], a czynniki wzrostowe uwalniane z 
neuronów przyczyniłyby się do ich przeżycia i wydłużenia wypustek osiowych 
[42]. Jeżeli dane powyższe zyskałyby potwierdzenie, oznaczałoby to, że rola 
czynników BDGF w przekazywaniu w sposób autokrynowy systemu informa
cyjnego jest bardzo istotna we wzroście neuronu, podczas prawidłowego rozwoju 
ośrodkowego układu nerwowego. Sądzić można, że czynniki BDGF mają 
szczególne znaczenie w niedojrzałej tkance mózgowej. Wykazano bowiem w 
badaniach in vitro, że neuroblasty mózgu szczurów i piskląt w okresie zarod
kowym wykazują zdolność proliferacji (43—46). Stwierdzono również, że 
ekstrakt tkanki mózgowej przyspiesza różnicowanie komórek glejowych [47].

V. Podsumowanie

Jak przedstawiono powyżej czynniki wzrostowe pochodzenia mózgowego 
(BDGF) są białkami zbudowanymi z pojedynczego łańcucha peptydowego, 
posiadającymi średnią masę cząsteczkową 16000— 17 000. Działają one na różne
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266 R. FARBISZEWSKI [ 6 ]

typy komórek z różną aktywnością mitotyczną. Fizjologiczna funkcja czyn
ników BDGF jest istotna we wzroście komórek występujących w tej tkance: 
2neuronów, astrocytów i oligodendrocytów. Ich aktywność troficzna ma szcze
gólne znaczenie podczas różnicowania i dojrzewania komórek glejowych i w 
czasie prawidłowego rozwoju ośrodkowego układu nerwowego. Czynniki te 
przyczyniają się do przeżycia komórek nerwowych i wydłużania wypustek 
osiowych, otaczanych przez mielinę. Lokalizacja ich w tkance mózgowej 
sugeruje, że mogą odgrywać ważną rolę regulacyjną w przekazie informacji 
biologicznej do komórek docelowych różnych typów tej tkanki.

Opracowanie wykonane w ramach tematu finansowanego z CPBR 11.08/12/11/88.

Artykuł otrzymano 7 maja 1988 r.
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W ŁO DZIM IERZ K OROH O DA*

Badania wzrostu, różnicowania i transformacji nowotworowej 
komórek zwierzęcych i ludzkich—poglądy i tendencje : 1985— 1988

Studies on growth, differentiation and neoplastic transformation of animal and 
human cells — views and trends: 1985— 1988

Artykuły zawarte w zeszytach 2-433 tomu „Postępów Biochemii” oparte są 
na materiałach referatów wygłoszonych podczas XXI Zjazdu Polskiego Towa
rzystwa Biochemicznego, który odbył się we wrześniu 1985 roku w Krakowie. 
Zagadnienia związane z regulacją wzrostu i różnicowania komórek zwierzęcych 
przedstawiono w tych artykułach w oparciu o dostępne wówczas wyniki badań i 
dyskutowane przed trzema laty hipotezy. Od tego czasu nastąpił znaczny postęp 
w analizowaniu i wyjaśnianiu omawianych tutaj zagadnień. W przekonaniu 
piszącego te uwagi zapoznanie się z zamieszczonymi w tych zeszytach artykułami 
referatowymi powinno zatem nie tyle zapoznać Czytelnika z aktualnym stanem 
wiedzy, ile ułatwić Mu zaznajomienie się z podstawowymi zagadnieniami, 
metodami badań, terminologią i hipotezami związanymi z analizą mechanizmów 
procesów zaangażowanych w regulację wzrostu i różnicowania komórek. 
Poniżej chciałbym zwrócić uwagę Czytelników na kilka nowych aspektów tych 
badań, które, sygnalizowane już w niektórych z tutaj publikowanych artykułów, 
dopiero w latach 1986— 1988 znalazły się w centrum zainteresowania badaczy.

Uderzającą zmianą w analizie zjawisk regulacji wzrostu i różnicowania 
komórek jest szybko postępująca integracja dotychczas odrębnych kierunków 
badań. Badania dotyczące regulacji cyklu komórkowego, stymulacji syntezy 
DNA w komórkach spoczynkowych, ekspresji genów różnicowania, ekspresji 
protoonkogenów komórkowych, budowy chemicznej i mechanizmów oddziały
wań hormonów i czynników wzrostowych na komórki, mechanizmu działania 
promocyjnych czynników na transformowane komórki (np. kwasu forbolowego
i jego pochodnych), mechanizmów wzajemnych oddziaływań na siebie konta
ktujących się ze sobą komórek — wszystkie te dotychczas odrębne kierunki 
badań ściśle się ze sobą zazębiły i, jak to się ostatnio coraz wyraźniej ujawnia, 
prowadzą do analizy z rozmaitych stron, ale tych samych procesów. Są nimi 
łańcuchy reakcji odpowiedzialne za odebranie przez komórkę sygnałów z jej 
środowiska dzięki obecności przy powierzchni błony specyficznych receptorów,

* Prof. dr hab., Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet Jagielloński, Al. Mickiewicza 3, 
30-120 Kraków
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przetworzenie i wzmocnienie tych sygnałów w błonie, przekazanie następnych 
sygnałów do cytoplazmy, a wreszcie do jądra, gdzie następuje odpowiedź w 
postaci zmiany ekspresji genów, których produkty regulują zwrotnie fenotyp i 
funkcje komórki, włączając w to receptorowe funkcje błony komórkowej.

W publikowanych w zeszytach 2— 3 i 4 tomu 33/1987 „Postępów Biochemii” 
artykułach większą uwagę zwrócono na czynniki wzrostowe niż na czynniki 
ograniczające wzrost, z których szerzej omówiono tylko interferony i transfor
mujące czynniki beta. W płynach ustrojowych obecnych jest wiele czynników 
pobudzających i hamujących wzrost, wydzielanych przez komórki. Subtelna 
równowaga między oddziaływaniem tych czynników na daną komórkę warun
kuje jej zachowanie się w organizmie. Również „starzenie się” i „śmiertelność” 
komórek w hodowlach in vitro okazały się zależne od takich oddziaływań, gdyż 
prawidłowe komórki zwierzęce hodowane w płynach bez surowicy okazały się 
nieśmiertelne. Molekularne mechanizmy działania na komórki czynników 
zwalniających i ograniczających wzrost są jak na razie mniej poznane niż 
czynników wzrostowych i obecnie stały się przedmiotem intensywnych badań.

Trzecią wyraźnie zaznaczającą się tendencją jest coraz to szersze uwzględnia
nie analizy ekspresji określonych genów. Dzięki nowoczesnym metodom 
inżynierii genetycznej, biochemii i immunocytochemii możliwe stało się śledzenie 
zmian ekspresji poszczególnych genów i określanie sekwencji tych zmian 
podczas np. pobudzenia komórek do syntezy DNA, podczas przebiegu cyklu 
komórkowego, po indukcji różnicowania komórkowego względnie transforma
cji nowotworowej. Opracowano również metody pozwalające na identyfikowa
nie i badanie lokalizacji w komórce białek będących produktam i określonych 
genów, odpowiadających im informacyjnych kwasów rybonukleinowych, a 
także metody zezwalające na określenie kinetyki obrotu tych ostatnich w 
komórce. Dzięki tym metodom badania uległy bardzo wyraźnej konkretyzacji. 
Dzisiaj nie wystarcza badanie obrotu białek danej struktury komórkowej czy też 
obrotu mRNA, ale badania dotyczą już zwykle obrotu danego, określonego 
białka lub danego, określonego mRNA.

Dzięki wspomnianym tutaj nowym tendencjom w badaniach zjawisk biologi
cznych jesteśmy świadkami szybkiego postępu wiedzy o organizmach, o 
czynnościach komórek i mechanizmach regulujących ich procesy życiowe. 
Poniżej zestawiłem bibliografię wybranych artykułów publikowanych w latach 
1986— 1988 i zawierających materiały obrazujące postęp w aktualnej analizie 
mechanizmów regulacji podstawowych czynności komórek.

Kraków, 12 marca 1988 
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ADAM  E D M U N D  LICZMAŃSKI*

Toksyczność tlenu. I. Uszkodzenia żywych komórek 

Oxygen toxicity. I. Damage of living cells

Spis treści

I. Wstęp
II. Wolne rodniki

II-l. Wolne rodniki i ich powstawanie w komórce
II-2. Chemiczne właściwości wolnych rodników
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III-2. Rodnik ponadtlenkowy ( 0 2 )
III-3. Nadtlenek wodoru (H 20 2)
III-4. Rodnik hydroksylowy ( OH)
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IV-2. Uszkodzenia na poziomie błon. Peroksydacja lipidów 

IV-2.1. Inicjacja peroksydacji lipidów
IV-2.2. Rozkład nadtlenków lipidowych. Rozprzestrzenianie peroksydacji lipidów
IV-2.3. Produkty peroksydacji lipidów

V. Związki generujące wolne rodniki
V-1. Właściwości parakwatu i jego toksyczne działanie 
V-2. Mechanizm toksyczności parakwatu

VI. Podsumowanie

Contents
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II. Free radicals

II-l. Free radicals and ways of their production in a cell
II-2. Chemical properties of free radicals

III. Properties of oxygen and the products of its reduction
III-l. Singlet oxygen (* 0 2)
III-2. Superoxide radical ( 0 2 )
III-3. Hydrogen peroxide (H 20 2)
III-4. Hydroxyl radical ( OH)
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IV-2. Damage on the membranes level. Lipid peroxidation
IV-2.1. Initiation of lipid peroxidation
IV-2.2. Décomposition of lipid hydroperoxides. The propagation of lipid peroxidation

V. Compounds generating oxygen free radicals
V -l. Properties of paraquat and its toxic activity
V-2. Mechanism of paraquat toxicity

VI. Summary

Wykaz stosowanych skrótów: — niesparowyny elektron, np. w rodniku hydroksylowym, lub w 
rodniku nadhydroksylowym; “ — anionorodnik, np. rodnik ponadtlenkowy; + — kationorodnik, 
np. rodnik parakwatowy, Pr —  prometazyna, Pr + —  rodnik prometazynowy, * 0 2 —  tlen singletowy, 
1A g 0 2 —  stan delta tlenu singletowego, g +  0 2 — stan sigma tlenu singletowego, Lipid- 
-OOH —  wodoronadtlenek lipidowy (nienasyconego kwasu tłuszczowego), Lipid-O’ —  rodnik oksy- 
alkoholowy, 0 2 — rodnik ponadtlenkowy, ’OH —  rodnik hydroksylowy, H O ’2—  rodnik nadhydro- 
ksylowy, PUFA — wielonienasycone kwasy tłuszczowe, 0 \ ~ — jon nadtlenkowy, 
O ' — jon nadtlenkowy, NA D(P)’ —  rodnik fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, 
DM SO  —  sulfotlenek dimetylowy, D M F — N, N-dimetyloformamid, DETAPAC —  kwas dietyle- 
no-triamino-pentaoctowy, P Q 2+ — dwukation parakwatowy, P Q + — rodnik parakwatowy, PQ —  
parakwat

I. Wstęp

Tlen jest toksyczny dla organizmów beztlenowych, a w stężeniu wyższym, niż 
występuje w warunkach naturalnych, może być niebezpieczny również dla 
organizmów tlenowych. Tlen dezaktywuje bowiem układy enzymatyczne ana- 
erobów niezbędne do ich prawidłowego funkcjonowania (np. kompleks nitro- 
genazy) [1]. Przebywanie aerobów w atmosferze o podwyższonej zawartości 0 2 
prowadzi do zahamowania aktywności niektórych enzymów, np. dehydratazy 
dihydroksykwasów i pirofosfokinazy 5-fosforybozowej. W wyższych stężeniach 
tlen hamuje rozwój chloroplastów, wzrost bakterii, zmniejsza przeżywalność 
siewek i wzrost korzeni, zwiększa częstość mutacji i uszkadza błony [2, 3, 4], a 
także może wywoływać schorzenia układu oddechowego i nerwowego [ 1].

II. Wolne rodniki

II-l. Wolne rodniki i ich powstawanie w komórce

Wolne rodniki są to cząsteczki lub ich fragmenty zawierające niesparowany 
elektron. Atom wodoru, cząsteczka tlenu są przykładami wolnych rodników [5]. 
Niesparowany elektron nadaje rodnikowi właściwości paramagnetyczne. Struk
tury wolnorodnikowe mogą być elektrycznie obojętne albo obarczone ładun
kiem dodatnim lub ujemnym [6]. Ilustrują to reakcje 1, 2 i 3.

Pr +  'O H -> P r+ + O H “ (1)

0 2 +  e -  —► O 2 (2)

CC14 +  e -  -  CC14 CCI3 + cr (3)

http://rcin.org.pl



[3] TOKSYCZNOŚĆ TLEN U  — USZKODZENIA K OM ÓREK 275

Wolne rodniki powstają w procesach homolitycznego rozrywania wiązań w 
cząsteczkach związków chemicznych (Reakcja 4) lub w wyniku przenoszenia 
elektronów (Reakcja 5).

A-B -► A + B (4)

A~ +  B -► A + B  (5)

Procesy te przebiegają w wyniku absorpcji promieniowania jonizującego, UV, 
widzialnego, termicznego, mogą również być wynikiem reakcji red-oks, takich 
jak: nieenzymatyczne reakcje przenoszenia elektronów, reakcje katalizowane 
przez metale i procesy katalizowane przez enzymy [6]. Aby mogły powstać 
rodniki w następstwie napromieniowywania światłem widzialnym niezbędny jest 
fotouczulacz. Absorbuje on światło o określonej długości fali, osiąga stan 
singletowy, a następnie tripletowy, oddziałując zaś z tlenem przekazuje nań 
energię wzbudzenia. W rezultacie powstaje tlen singletowy [6].

Uważa się na ogół, że wolne rodniki powstają w reakcjach typu red-oks, które 
polegają na nieenzymatycznym przenoszeniu elektronów (Reakcja 6). W pro
cesach metabolicznych jednak mogą również powstawać wolne rodniki, stano
wią je niektóre pośrednie produkty określonego szlaku [6],

Chinonzred +  0 2 -► Semichinon' +  O J +  H + (6)

II-2. Chemiczne właściwości wolnych rodników

Specyficzne właściwości wolnych rodników zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Właściwości wolnych rodników

Udział 
w przemianach Przykłady

Dostarczanie elektronów  
Pobieranie elektronów  
Odrywanie atomów wodoru 
Przyłączanie rodnika 
Anihilacja rodników 
Dysmutacja rodników

CO2 +  O2 ~̂  CO2 +  O2 
OH +  RS~ -*■ O H - +  RS

CCI3 +  RH -► CHCI3 +  R'
CClj +  CH2 =  CH2 -» CH2(CC13) =  CHj 
CCl3 +  C C l3-+C 2Cl6 
CH3CH2 + CH3CH2 -*• c h 2 =  c h 2 

+CH 3-CH 3

III. Tlen, jego właściwości oraz produkty redukcji

W cząsteczce tlenu są dwa niesparowane elektrony, które nadają jej 
właściwości paramagnetyczne i wolnorodnikowe * (Rye. 1). Obydwa niesparo-

* Podstawowe wiadomości na temat elektronowej budowy cząsteczki tlenu i jej reaktywności 
zawarte są w podręczniku A. B i e l a ń s k i e g o ,  Podstawy chemii nieorganicznej, PW N Warszawa,
(1987).
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s ra n  o '  e • e e e
podstawowy 0 2 2g02 -----------* “  O2 ------H20 2 *■ OH H20

32 g 0 2 1

H02

Ryc. 1. Rozmieszczenie elektronów na orbitalach wiążących i antywiążących w cząsteczce tlenu i 
produktach jego redukcji. Schemat całkowitej czteroelektronowej redukcji cząsteczki tlenu. Gwiazd
ką oznaczono orbitale antywiążące. Prostokąty oznaczają orbitale molekularne, wektory natomiast 
spiny elektronów umieszczonych na tych orbitalach

wane elektrony umieszczone na zewnętrznych orbitalach mają równoległe spiny. 
Zgodnie z zakazem P a u l i e g o  przyłączane do cząsteczki tlenu elektrony 
powinny mieć spiny antyrównoległe. W konsekwencji zakazu P a u l i e g o  
redukcja tlenu następuje etapowo. Podczas całkowitej czteroelektronowej 
redukcji cząsteczki tlenu powstają produkty pośrednie o różnej toksyczności: 
rodnik ponadtlenkowy i jego sprotonowana forma (H 0 2), nadtlenek wodoru i 
rodnik hydroksylowy. Oksydazy i oksygenazy zawierające w centrach akty
wnych jony metali (z tzw. grup przejściowych), mogą pobierać lub oddawać 
elektrony, przełamując ograniczenia spinowe [5].

III-l. Tlen singletowy (* 0 2)

Stan wzbudzony 0 2, w którym dwa spiny elektronowe nie są równoległe jak 
w paramagnetycznym tlenie, lecz są antyrównoległe, nawet w rozdzielonych 
orbitalach molekularnych określa się terminem „tlen singletowy”. Wyróżniamy 
dwa stany singletowe, delta i sigma. W stanie delta tlenu singletowego, dwa 
zewnętrzne elektrony o spinach przeciwnych zajmują ten sam orbital, a orbital 
zewnętrzny uprzednio zajmowany przez jeden z elektronów pozostaje nieobsa- 
dzony (Ryc. 1). Dwa zewnętrzne elektrony formy sigma (xI g  + 0 2), podczas 
wzbudzenia, zajmują oddzielne orbitale, a ich liczby spinowe przyjmują wartości 
przeciwstawne. Form a 1I g  + 0 2 jest bogatsza energetycznie niż ^ g O j  w 
stosunku do tlenu w stanie podstawowym, dlatego też jest bardziej niestabilna i
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ma krótszy półokres życia niż ^ g O j  [7]. Czas życia 1Xg + 0 2 w roztworze 
wodnym wynosi 10-11 s natomiast JA g0 2 około 2 x  10-6 s. W fazie gazowej 
czasy życia stanów delta i sigma wynoszą odpowiednio 45 min i 12 s.

Naświetlane, w obecności tlenu, biologicznie czynne barwniki, jak np. 
chlorofile, retinal, flawiny, porfiryny powodują wzbudzenie 0 2 do stanu delta 
[7]. In vivo tlen singletowy wytwarzany jest w naświetlanych chloroplastach [ 1], 
w siatkówce i soczewce oka ssaków [8— 10].

Tlen singletowy pośredniczy w szeregu reakcji, np. monooksygenazy zwią
zanej z cyt P-450 [7], w utlenianiu difenylofuranu do dimetyloetylenu przez 
frakcję mikrosomalną wątroby [7]. Rodnik ponadtlenkowy może reagować z 
uprzednio powstałymi wodoronadtlenkami lipidowymi, generując singletowy
0 2 [12— 14] (Reakcja 7): prawdopodobnie reakcja ta wymaga śladowych ilości 
jonów metali.

O t  +  Lipid-OOH 0 2{lAg) +  Lipid-O' +  O H " (7)

III-2. Rodnik ponadtlenkowy ( 0 2)

W organizmach aerobowych znaczna część pobieranego tlenu wykorzysty
wana jest jako akceptor elektronów. Elektron pobrany przez cząsteczkę tlenu, 
będącą w podstawowym stanie trypletowym, zajmuje jeden z antywiążących 
orbitali (Ryc. 1). Powstały rodnik nazwano rodnikiem ponadtlenkowym [15]. 
Takie enzymy, jak dioksygenaza tryptofanowa i oksydaza ksantynowa, katali
zują reakcje utleniania polegające na przenoszeniu pojedynczych elektronów z 
substratu na cząsteczkę 0 2. Rodnik ponadtlenkowy wytwarzany jest podczas 
„wybuchu oddechowego” komórek fagocytujących [16— 18], w reakcjach 
samoutleniania zredukowanych związków występujących w komórkach (adre
nalina, ferredoksyna, flawiny), w procesach transportu elektronów u bakterii 
[19], w chloroplastach [20, 21], w mitochondriach [22], retikulum endoplazma- 
tycznym roślin [21] i zwierząt [23]. W tabeli 2 wyszczególniono układy 
wytwarzające rodniki ponadtlenkowe.

Rodnik ponadtlenkowy może być utleniaczem i reduktorem [24], W 
rozpuszczalnikach niepolarnych 0 2 jest silną zasadą i nukleofilem [25, 26]. 
Natomiast w roztworach wodnych działa, bądź jak silny czynnik redukujący 
oddając swój dodatkowy elektron, bądź jako słaby czynnik utleniający ulegający 
redukcji do H 20 2 [1]. 0 2 na przykład redukuje cytochrom c (Reakcja 8), a 
utlenia cząsteczki kwasu askorbinowego i adrenaliny.

cyt c (Fe3+) + 0 2 -► cyt c (Fe2 + ) +  0 2 (8)

W roztworach wodnych 0 2 reaguje z drugą cząsteczką rodnika ponadtlen- 
kowego (Reakcja 9) [5]. W rezultacie jeden z reagujących rodników ulega 
redukcji do H 20 2, drugi natomiast utlenieniu do 0 2. Reakcję tę nazwano reakcją 
dysmutacji.

O 2 + O j  + 2 H + H 20 2 +  0 2 (9)
Reagowanie ze sobą dwóch rodników ponadtlenkowych jest bardzo powolne z
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Źródła rodników ponadtlenkowych w komórkach i ich otoczeniu

Źródła rodników  
ponadtlenkowych P r z y k ł a d y

Enzymy i inne białka

Małe cząsteczki podlega
jące reakcji samoutlenie- 
nia

Organelle komórkowe

Czynniki środowiska, 
które mogą indukować w 
komórce tworzenie O?

dioksygenaza tryptofanowa, oksydaza 
ksantynowa, peroksydaza (np. podczas 
utleniania N A D H ), dehydrogenazy fla- 
winowe, oksydaza aldehydowa, cytoch- 
rom P-450, rubredoksyna, białka żelazo- 
wo— siarkowe (np. ferredoksyny), he
moglobina.

zredukowane ryboflawiny (F M N H 2, 
F A D H 2), dwufenole (adrenalina), mela- 
nina.

mitochondrialny łańcuch przenośników  
elektronów, chloroplastowy łańcuch 
przenośników elektronów (PS I), mikro- 
somalny łańcuch przenośników elektro
nów (cyt. b5, P-450), błony plazmatycz- 
ne (leukocyty polimorfonukleame), 
bakteryjny łańcuch transportu elektro
nów.

UV, ultradźwięki, promieniowanie X i 
gamma, toksyczne chemikalia, jony me
tali (np. Cu2+).

powodu elektrostatycznego odpychania się molekuł. Uważa się więc, że aby 
mogła nastąpić dysmutacja niezbędne jest wytworzenie sprotonowanej formy 
rodnika ponadtlenkowego (Reakcje 10, 11) [27], Reakcja dysmutacji jest 
znacznie szybsza w środowisku o niskim pH (protonowanie 0 2 ), a wolniejsza w 
naturalnym środowisku komórki, ponieważ ograniczają ją  stężenia protonów 
[27].

H 0 2 +  0 j  +  H + -+ H 20 2 +  0 2 k =  8 x l 0 7M " 1s ~1 (10)

H 0 2 +  H 0 2 -+ H 20 2 +  0 2 k =  8 x 105M _ 1s _1 (11)
Powstający w układach biologicznych rodnik ponadtlenkowy ma stosunkowo 
długi „czas życia”, może więc dyfundować z miejsca powstawania do innych 
struktur komórkowych [3,28]. Sprotonowana forma rodnika ponadtlenkowego 
jest znacznie silniejszym utleniaczem niż 0 2 [29]. W artość pK a dysocjacji 
rodnika nadhydroksylowego (Reakcja 12) wynosi 4,88, może on zatem wystę
pować, ale w niewielkich ilościach, w naturalnym środowisku komórki [28].

H 0 2 — H + + O j  (12)
Badając zdolność reagowania 0 2 z takimi związkami jak aminokwasy, 

kwasy karboksylowe, czynniki chelatujące, stwierdzono, że rodnik ponadtlen-
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kowy nie wchodzi w reakcję z tymi związkami, a zatem nie może być 
odpowiedzialny za biologiczne uszkodzenia obserwowane w jego obecności [31]. 
W celu wyjaśnienia przyczyn toksyczności 0 2 rozpatrzono w tym względzie 
rodnik hydroksylowy i singletowy 0 2. Wytwarzanie OH [32] i singletowego 0 2 
[33, 34] zostało wykazane in vitro, ale nie wykazano ich dotąd in vivo [32]. W 
parze H 0 2/ 0 2 rodnik nadhydroksylowy jest znacznie silniejszym utleniaczem. 
Potwierdzają to wartości potencjałów red-oks [35] oraz kinetyczne dane 
zmiatania H 0 2 i 0 2 [36,37]. Rodniki nadhydroksylowe dysmutują (Reakcja 11) 
lub utleniają 0 2 (Reakcja 13).

H 0 2 +  O i  +  H 20  -» H 20 2 + O 2 +  OH (13)

Sugeruje się, że uszkodzenia błon, obserwowane w układach biologicznych, 
są efektem równoczesnego działania H 0 2 i 0 2 [38]. Rodnik ponadtlenkowy 
reagując z jonem metalu Mn(II) wytwarza znacznie silniejszy utleniacz, począ
tkowo identyfikowany jako Mn (III) [1], a następnie M n 0 2 [30]. 0 2 , oraz 
bardziej reaktywne jego pochodne mogą docierać do miejsca ataku z większą 
skutecznością niż H 0 2. We wnętrzu komórki o pH 7,4 mniej niż 1%
0 2 występuje w formie sprotonowanej [24]. pH mikrośrodowiska we wnętrzu 
komórki może być jednak niższe w stosunku do wartości 7,4. Rodnik ponad
tlenkowy dyfundując do ujemnie naładowanej powierzchni błony ulega protono- 
waniu [40]. To z kolei powoduje podwyższenie stężenia H 0 2. w pobliżu błony. 
Powstałe rodniki nadhydroksylowe mogą zanikać w wyniku dysmutacji lub 
utleniania O j  (Reakcja 13). Jednakże niskie stężenia H 0 2/ 0 2 w stanie 
równowagi in vivo [3] wynikają, jak się przypuszcza [41, 42], z dyfuzji H 0 2 do 
domen lipidowych błony (Reakcja 14) [41, 42]. W efekcie następuje atak tych 
rodników na allilowe atomy wodoru wielonienasyconych kwasów tłuszczowych 
[31]. Takiej selektywności nie obserwowano w podobnych badaniach z rodnika
mi OH, które niespecyficznie odrywają atomy wodoru od tłuszczów [31].

RH + H 0 2 -+R + H 20 2 (14)

W reakcji 14 symbolem RH oznaczono wielonienasycony kwas tłuszczowy, R 
natomiast rodnik powstały w wyniku oderwania allilowego atomu wodoru od 
PUFA.

III-3. Nadtlenek wodoru (H 20 2)

W wyniku przyłączenia do rodnika ponadtlenkowego następnego elektronu 
powstaje jon nadtlenkowy. Jon ten nie ma niesparowanych elektronów (Rye. 1) i 
nie jest wolnym rodnikiem. Ponieważ pKa dysocjacji H 20 2 jest bardzo wysoka 
(11,8), 0 22~ powstający w środowisku o pH 7,4 ulega natychmiastowemu 
sprotonowaniu do nadtlenku wodoru. W komórkach występują enzymy prze
noszące dwa elektrony na każdą cząsteczkę tlenu z utworzeniem 0 22 - , np. 
oksydaza L-aminokwasów, oksydaza glikolanowa (Reakcja 15). Stwierdzono

0 2 + 2H + +2e~ -*• H 20 2 (15)
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wytwarzanie H 20 2 w badanych in vitro mitochondriach, chloroplastach [23,43]
i mikrosomach [44]. W badaniach in vivo potwierdzono powstawanie nadtlenku 
wodoru obserwowane w mitochondriach [45, 46], retikulum endoplazmatycz- 
nym [47, 48], chloroplastach roślin wyższych [43]. Nadtlenek wodoru swo
bodnie penetruje błony i ściany komórkowe [1]. W roztworach wodnych 
nadtlenek wodoru wykazuje właściwości słabego kwasu. Podczas rozkładu 
H 20 2 działa utleniająco, sam zaś redukuje się. Nadtlenek wodoru w obecności 
jonów metali grup przejściowych, takich jak Fe, Cu ulega rozpadowi z 
wytworzeniem reaktywnego rodnika hydroksylowego.

III—4. Rodnik hydroksylowy ( OH)

Po wykazaniu niskiej reaktywności 0 2 [49], przyjęto, że przyczyną toksycz
nych efektów tlenu jest OH powstający w reakcji H a b e r a - W e i s s a  (Reakcja 
16). Już w 1884 r F e n t o n zaobserwował, że w mieszaninie nadtlenku wodoru i 
soli żelaza Fe(II) powstają rodniki hydroksylowe (Reakcja 17) [50]. Śladowe 
ilości Fe(III) mogą reagować dalej z H 20 2 (Reakcja 18), a także możliwe są inne
reakcje (Reakcje 19, 20).

H 20 2 +  0 2 - 0 2 +  0 H  +  OH (16)

Fe(II) +  H 20 2 Fe(III) + OH + OH ~ (17)

Fe(III) + H 20 2 -  Fe(II) +  0 2 +  2H + (18)

OH +  H 20 2 -  H 20  + H + +  O 2  (19)

O t  +  Fe(III) -  Fe(II) +  0 2 (20)

Jeśli w mieszaninie reakcyjnej oprócz soli Fe(II) i H 20 2 znajduje się jeszcze 
inny akceptor OH, to następuje katalizowany przez Fe rozkład H 20 2 na tlen i 
wodę [51]. W reakcji soli Cu(I) z H 20 2 powstają rodniki hydroksylowe ze 
znacznie większą stałą szybkości reakcji niż z solami Fe(II) (Reakcja 21). 
Natomiast jony Mn(II) występujące w komórkach bakteryjnych, roślinnych i 
zwierzęcych nie uczestniczą w tworzeniu rodnika hydroksylowego [51, 52].

Cu(I) +  H 20 2 -  Cu(II) +  OH -  + OH (21)

Rodnik hydroksylowy reaguje z cząsteczkami różnych związków zawartych 
w komórkach [50]. Są to na ogół reakcje polegające na przenoszeniu elektronu z 
•OH na dowolną cząsteczkę i odrywania protonów od cząsteczek wielu 
związków [5]. W przeciwieństwie do H 20 2, O j  rodniki hydroksylowe nie 
penetrują komórki [1, 31], a zatem in vivo mogą reagować z cząsteczkami z 
najbliższego ich sąsiedztwa [31, 53]. W rezultacie tych oddziaływań powstają 
wtórne rodniki o zróżnicowanej aktywności chemicznej w stosunku do OH, np. 
w reakcji OH z jonem węglanowym C 0 32 - , powstaje rodnik węglanowy, 
C O 3 ,który jest silnym czynnikiem redukującym [54].

Rodnik hydroksylowy jest bardzo słabym kwasem i dysocjuje uwalniając
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alkaliczny jon nadtlenkowy, O (Reakcja 22). Wartość pKa wyznaczona dla OH 
wynosi 11,85 i jest prawie identyczna z pKa H 20 2 [55].

Dwa rodniki hydroksylowe z łatwością tworzą cząsteczkę H 20 2, mogą też 
reagować z wielu innymi rodnikami [55]. Do utworzenia jednego OH potrzebne 
są trzy rodniki 0 2 (reakcja protonowania, dysmutacji, F e n t o n a) [56]. 
Fe-EDTA w środowisku o pH 4,8 stymuluje powstawanie rodników OH [56].

W pewnych warunkach patologicznych jony Fe występują w płynach 
organicznych w formie niezwiązanej z białkami [57]. Przypuszcza się, że w tych 
warunkach ich ligandami są cytrynian i fosforan [5, 58, 59]. W środowisku o pH 
7,3 jony żelaza związane z cytrynianem są około 5-cio krotnie efektywniejszymi 
katalizatorami tworzenia OH z 0 2 w porównaniu z fosforanem [59].

pH wnętrza komórki jest bliskie obojętnemu, podczas np. fagocytozy 
następuje, lokalnie, obniżenie pH wnętrz fagosomu do wartości 4,5 — 5,5 [60, 
61]. W strukturach biologicznych takich, jak fagosomy [60], lizosomy [62], 
przestrzeń wewnątrztylakoidalna chloroplastów [63], wakuole niektórych roślin 
[64], mogą wystąpić warunki (zakwaszenie środowiska), sprzyjające powstawa
niu dużych ilości OH.

IV. Procesy uszkadzające komórkę

1V-1. Uszkodzenia na poziomie cząsteczek

Wolne rodniki wywołują in vitro chemiczne modyfikacje oraz uszkodzenia 
białek, lipidów, węglowodanów i nukleotydów [50]. Jeśli reaktywny rodnik 
powstaje w bezpośrednim sąsiedztwie DNA, to może spowodować zmiany w 
jego strukturze prowadzące do mutacji lub efektów cytotoksycznych [65 — 67]. 
Utlenione wolne rodniki mogą ponadto zmieniać stan red-oks par NAD/NADH
i NADP/NADPH, indukować powstanie NAD(P) i jego dimeryzację [68], 
Grupy tiolowe białek i innych związków mogą podlegać utlenianiu przez wolne 
rodniki, a powstałe rodniki tiolowe mogą dimeryzować [6], tworząc mieszane 
dwusiarczki (Reakcje 24, 24).

0 2 w środowisku aprotonowym* (aprotycznym), a rodnik hydroksylowy w 
protonowym** (protonogenowym) rozrywają wiązania dwusiarczkowe powo

* Rozpuszczalnik polarny o średnich wartościach względnej przenikalności elektrycznej, nie 
zawierający kwasowego atomu wodoru, np. DM SO , DM F, sulfolan.

** Rozpuszczalnik zawierający w cząsteczce atom wodoru połączony z atomem tlenu lub azotu, 
co powoduje znaczną jego kwasowość, np. woda, metanol.

R.T. M o r r i s o n ,  R. N.  B o y d ,  Chemia organiczna, T l, PW N Warszawa, (1985).

OH +  O H - - + 0 ~ + H 20 (22)

YSH +  X -► YS + X H  

R S -f- R2S —► RjSSR2
(23)

(24)
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dując denaturację niektórych białek [69]. Również utlenianie grup -SH białek, 
uwarunkowane obecnością 0 2 , prowadzi do tych samych uszkodzeń [69]. 
Zwiększanie poziomu 0 2 i H 0 2 w komórce dezaktywuje cyklazę adenylową w 
wyniku utleniania jej grup -SH do -S-S- przez rodniki RS- [70,71]. Wolne rodniki 
powodują agregację białek i peroksydację lipidów osłonki mielinowej [72], mogą 
też indukować polimeryzację reszt tyrozynowych [73], co w efekcie prowadzi do 
agregacji wspomnianych białek.

W celu wyjaśnienia cytotoksycznych efektów rodnika ponadtlenkowego, 
zaproponowano hipotezę, według której 0 2 reagując z jonem miedzi Cu(II), 
zasocjonowanym z czynną biologicznie cząsteczką (Reakcja 25), redukuje 
kompleks miedziowy do miedziawego. Kompleks miedziawy reaguje następnie z 
cząsteczką H 20 2, co, podobnie jak w reakcji F e n t o n a , powoduje utlenienie 
kompleksu miedziawego z wytworzeniem OH (Reakcja 26).

Cu(II)-biol +  O 2  Cu(I)-biol +  0 2 (25)

Cu(I)-biol +  H 20 2 -> Cu(II)-biol +  OH +  O H - (26)

Powstały rodnik hydroksylowy może reagować z cząsteczkami znajdującymi się 
w bezpośrednim sąsiedztwie jego tworzenia.

Nie tylko rodniki tlenowe, lecz również tlen cząsteczkowy może powodować 
utratę aktywności biologicznej niektórych cząsteczek. Np. tlen dezaktywuje 
transferazę amidofosforybulozową i dehydratazę dihydroksykwasów [2, 74], 
prawdopodobnie w następstwie oddziaływań z centrami aktywnymi tych 
enzymów, a tlen singletowy uszkadza cząsteczki chlorofilu, powodując zanik jego 
charakterystycznego zabawienia [75].

IV-2. Uszkodzenia na poziomie błon. Peroksydacja lipidów

Składniki błon biologicznych (lipidy, białka, węglowodany) często są celem 
ataku dyfundujących, oraz powstających w nich lub przenikających do ich 
wnętrza wolnych rodników tlenowych (Tab. 3).

Tabela 3

Uszkodzenia błon biologicznych wywoływane przez wolne 
rodniki

—  modyfikacja aktywności składników błony (np. enzymów  
związanych z błonami),

—  zmiany struktury błon wpływające na funkcje i ich antyge
nowy charakter,

—  utlenianie grup tiolowych,
—  zmiany w stosunku wielonienasyconych kwasów tłuszczo

wych i białka,
—  inicjacja peroksydacji wielonienasyconych kwasów tłu

szczowych z bezpośrednim wpływem na strukturę błony i 
jej płynność,

—  rozprzęgnięcie transportu przez błony.
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Peroksydacji ulegają wolne i zestryfikowane kwasy tłuszczowe. Jest to 
proces lawinowy. Starterowy wolny rodnik R reagując z wielonienasyconym 
kwasem tłuszczowym inicjuje serię reakcji. W rezultacie proces ten bardzo 
szybko rozprzestrzenia się, a powstałe związki o charakterze wolnych rodników, 
w wyniku oddziaływań z następnymi wielonienasyconymi kwasami tłuszczowy
mi, powodują wytwarzanie nowych rodników.

IV-2.1. Inicjacja peroksydacji lipidów

Nie wyjaśniono jeszcze definitywnie co inicjuje proces peroksydacji lipidów. 
Uważano, że sole metali i ich kompleksy są czynnikiem rozpoczynającym ten 
proces. Obecnie wiadomo, że katalizują one rozpad pierwotnych wodoronad- 
tlenków lipidowych. Bardzo często funkcję startera peroksydacji lipidów przy
pisuje się tlenowi singletowemu. Jeden z mechanizmów tworzenia wodorotlen
ków lipidowych polega na bezpośredniej reakcji tlenu singletowego (w formie 
delta) z lipidami [76]. Naświetlanie nienasyconych kwasów tłuszczowych w 
obecności fotouczulaczy, biorących udział w tworzeniu singletowego 0 2, inicjuje 
peroksydację lipidów. Natomiast układy wytwarzające 0 2 [77] i OH [78], 
stymulują peroksydację kwasów tłuszczowych w błonach, podczas gdy sproto- 
nowana forma 0 2, H 0 2, atakuje bezpośrednio PUFA, generując wodoronad- 
tlenki kwasów tłuszczowych [31]. Przypuszcza się jednocześnie [79], że H 0 2 i 
O J rozkładają wodoronadtlenki lipidowe (Reakcje 27, 28) i powodują powsta
wanie rodników oksyalkoholowych, które są bardziej reaktywne niż rodniki 
wodoronadtlenkowe w zainicjowanej peroksydacji.

Lipid-OOH +  0 2 -* Lipid-O’ +  OH ” +  0 2 (27)

Lipid-OOH +  H 0 2 -> Lipid-O +  H 20  +  0 2 (28)

Zredukowane związki chelatujące żelazo generują rodniki tlenowe w tym 
O J i OH [80-82]. Szybkość peroksydacji izolowanych lipidów błon i frakcji 
mikrosomalnej przyspiesza dodanie kwasu askorbinowego, jako czynnika 
redukującego, w obecności chelatów Fe(III) [83] lub związków zawierających 
grupy tiolowe. Ten sam efekt, przyspieszenie peroksydacji, wywołuje reduktaza 
NADPH-cyt c z frakcji mikrosomalnej, redukująca wiele chelatów Fe(III), takich 
jak np. Fe(III)-ADP [86].

We wszystkich omówiomych przykładach rodniki hydroksylowe powstają in 
vitro [87, 88], dodawanie zmiataczy tych rodników (związki usuwające rodniki z 
mieszaniny reakcyjnej) ma niewielki wpływ na obserwowaną szybkość peroksy
dacji [86,87]. A zatem rodniki hydroksylowe mimo, że są wytwarzane in vitro, nie 
inicjują peroksydacji lipidów. Sugerowno [86], że rodnik ponadferylowy może 
inicjować ten proces. Jednakże bardziej prawdopodobnym inicjatorem wydaje 
się rodnik ferylowy, reaktywniejszy od ponadferylowego.

IV-2.2 Rozkład wodoronadtlenków lipidowych. Rozprzestrzenianie peroksydacji lipidów

Czyste chemicznie wodoronadtlenki lipidowe są stabilne w temperaturach 
naturalnego środowiska komórki, a skompleksowane jony metali grup przejścio
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wych (np. kompleksy soli żelaza z jonem fosforanowym, estry fosforanowe), 
katalizują ich rozkład. Efektywne są również hemoproteiny, hem oraz białka 
zawierające żelazo nie związane z hemem [89, 90, 86]. Związki te mogą 
współuczestniczyć w rozprzestrzenianiu peroksydacji lipidów in vivo. Jednakże 
białka transportujące żelazo, jak np. laktoferyna i transferyna nie stymulują 
rozkładu wodoronadtlenków lipidowych [91], podczas gdy ferytyna (białko 
magazynujące nadmiary żelaza) stymuluje [92]. Zredukowane związki żelaza 
reagując z wodoronadtlenkami lipidowymi indukują tworzenie rodników oksy- 
alkoholowych. Również związki zawierające.Fe(III) mogą uwalniać rodnik 0 2 z 
wodoronadtlenków lipidowych. Rodniki ponadtlenkowy i oksyalkoholowy 
stymulują łańcuch reakcji peroksydacji lipidów, poprzez dalsze odrywanie 
atomów wodoru od cząsteczek nienasyconych tłuszczowców. Związki chelatują- 
ce żelazo, takie jak EDTA i DETAPAC zwiększają szybkość peroksydacji, ale i 
również hamują ją, pomimo stymulacji tego procesu przez sole żelaza. Obserwo
wany efekt zależy od stosunku stężeń chelatora i soli żelaza. Natomiast desferal 
(związek kompleksujący żelazo), hamuje peroksydację we wszystkich testowa
nych stężeniach [93, 94]. Rozkład wodoronadtlenków stymulują również sole 
miedzi [95, 96].

IV-2.3. Produkty peroksydacji lipidów

Peroksydacja lipidów jest procesem nieenzymatycznym, lub katalizowanym 
przez bliżej nieznane enzymy.

Produkty peroksydacji mogą wywoływać efekty cytotoksyczne, np. hydro- 
ksypentanal hamuje aktywność enzymów związanych z błonami, takich jak 
fosfataza 6-glukozowa i cyklaza adenylowa [97,98]. Szczególne zainteresowanie 
badaczy wzbudzają produkty degradacji prostaglandyn. Pierwszymi produkta
mi peroksydacji kwasu arachidonowego są kwasy hydroperoksyeikozatetraeno- 
we, które mogą być przekształcane do leukotrienów wykazujących aktywność 
farmakologiczną [99, 100].

V. Związki generujące wolne rodniki

Takie związki, pochodzenia naturalnego lub syntetycznego, jak: adriamycy- 
na [101, 102], parakwat [103, 104], bleomycyna [105] i inne, mogą wzmagać 
wytwarzanie wolnych rodników po wprowadzeniu do żywego organizmu. 
Sposób w jaki związki te generują wolne rodniki, jak również zagadnienia 
dotyczące ich udziału w efektach toksycznych tlenu, zostaną omówione na 
przykładzie parakwatu.

V-1. Właściwości parakwatu i jego toksyczne działanie

Parakwat (l,l'-dimetylo-4, 4'-bispirydyl: metylowiologen) działa jako niese- 
lektywny herbicyd. Po raz pierwszy został zsyntetyzowany w 1882 r [106], jego 
fitotoksyczne właściwości [107], wykazano dopiero w 1955r.
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H,C—N n - c h 3 + 2 c r

Ryc. 2. Budowa cząsteczki parakwatu

Dwukation parakwatowy (PQ 2 + ) składa się z dwóch zasocjowanych z sobą 
pierścieni pirydylowych, zmetylowanych w pozycjach l i i ' .  Dwukation jest 
zobojętniany ujemnie naładowanymi chlorowcami. Aktywną częścią cząsteczki 
jest kation, natomiast anion nie wpływa na aktywność herbicydową tego 
związku. Redukcja parakwatu przebiega dwustopniowo. Pierwszy etap polega 
na tworzeniu względnie stabilnego wolnego rodnika, drugi, na przyłączeniu 
następnego elektronu. Reakcja ta przebiega tylko w drastycznych chemicznie 
warunkach redukcyjnych.

Fitotoksyczny wpływ parakwatu jest spowodowany możliwością reduko
wania go przez fotosystem I roślin (Reakcja 29) [104]. Powstające rodniki PQ + 
gwałtownie reagując z 0 2 (Reakcja 30) ulegają utlenieniu do dwuwartościowego 
kationu, a cząsteczka 0 2 redukcji do O J . Powstały 0 2 indukuje tworzenie 
H 20 2, który uszkadza chloroplasty [108].

Parakw at dodany do naświetlanych chloroplastów generuje 0 2 i H 20 2, 
przez co zwiększa pobieranie tlenu i hamuje wiązanie C 0 2 [113]. Parakwat 
hamuje aktywność bisfosfatazy fruktozowej [ 110], fotosyntetyczny transport 
elektronów i związaną z nim fotofosforylację, stymuluje zużycie tlenu w 
pseudocyklicznym transporcie elektronów, reaguje bezpośrednio z chlorofilem 
P-700 i związanymi z nim karotenoidami, indukując fotodestrukcję tych 
związków [111]. Parakwat całkowicie hamuje fotoredukcję NADP, pozbawiając 
w ten sposób rośliny głównego źródła siły redukcyjnej — NADPH (przypuszczal
nie jest to podstawowy efekt toksycznego działania parakwatu) [103]. Kataliczne 
ilości parakwatu powodują zamieranie roślin [103, 112]. Parakwat podawany 
dożylnie zwierzętom [113— 115], w szczególnie dużych ilościach odkładany jest 
w płucach, nerkach i nadnerczach [116], a jego akumulacja wymaga nakładu 
energii [104,117]. Parakwat zwiększa szybkość utleniania i redukcji NADPH w 
płucach [118], hamuje związane z NADPH przemiany: syntezę kwasów 
tłuszczowych, białek, tzw, „wybuch oddechowy” w izolowanych z pęcherzyków 
płucnych makrofagach [119-122], Efektami toksycznego działnia parakwatu są 
następujące schorzenia: owrzodzenie ust i przełyku, martwica kanalików ner
kowych, komórkowa martwica wątroby i inne [119— 122].

W obecności tlenu obserwowano mutagenny wpływ parakwatu na komórki 
Salmonella typhimurium — szczep TA 98 i TA 100 [67], letalny wpływ na 
komórki E. coli [125, 126, 117]. Parakwat selektywnie zabija drożdże Saccha- 
romyces cerevisiae [127], nie uszkadzając mutantów nie zdolnych do oddycha
nia. Sugeruje to udział łańcucha oddechowego w efektach toksycznych parakwa-

P Q 2+ + e _ ^ ± PQ + 

P Q + + 0 2 - P Q 2+ + 0 j

(29)

(30)

http://rcin.org.pl



286 A.E. LICZMAŃSKI [14]

tu. Wydaje się, że redukcja parakwatu ma miejsce w kompleksie III łańcucha 
oddechowego [128].

V-2. Mechanizm toksyczności parakwatu

Redukcja i utlenianie parakwatu oraz towarzyszące im powstawanie 0 2 
sprowadza się pośrednio lub bezpośrednio poprzez OH lub tlen singletowy do 
peroksydacji lipidów i zamierania komórki. Przemiany te nie stanowią jednak 
pierwotnego mechanizmu toksycznych efektów parakwatu. Jedyną praw dopo
dobną konsekwencją akumulacji parakwatu w komórkach są reakcje utleniania i 
redukcji NA DPH. Cykl pentozofosforanowy w komórkach ssaków jest jednym z 
głównych procesów redukukących NADP do NADPH [104]. Jeśli szybkość 
utleniania jest większa od szybkości jego regeneracji w cyklu pentozofosforano- 
wym, to stężenia NA DPH mogą być niższe od wymaganych do utrzymania 
procesów życiowych komórki. Rycina 3 przedstawia ewentualną kaskadę 
toksycznych efektów indukowanych przez parakwat i produkty redukcji 0 2, 
która może prowadzić do uszkodzenia komórki.

DW USIARCZKI 
GSS -  BIAŁKO

Ryc. 3. Łańcuch reakcji generujących rodnik ponadtlenkowy oraz możliwe skutki jego toksycznego  
działania. (CPF —  cykl pentozofosforanowy, SKT —  synteza kwasów tłuszczowych)

http://rcin.org.pl



[15] TOKSYCZNOŚĆ TLENU — USZKODZENIA K OM Ó REK 287

VI. Podsumowanie

Skutki toksycznego działania 0 2 znane są od dawna. W 1954 r. G e  la
s t i m a n  i G i l b e r t  [129, 130] przypuszczali, że szkodliwe efekty 0 2 są 
następstwem wytwarzania w komórkach produktów jego redukcji. Hipoteza ta 
została rozwinięta przez Fridovicha w tzw. ponadtlenkową teorię toksyczności 
tlenu [28]. Według najnowszych badań 0 2 nie może spowodować obserwo
wanych skutków. W reakcji H a b e r a - W e i s s a  [1] powstaje między innymi 
rodnik hydroksylowy. W komórkach obecne są śladowe ilości metali grup 
przejściowych [1, 131]. Wysunięto więc alternatywną hipotezę, według której 
rodnik OH jest odpowiedzialny za biologiczne skutki toksyczności tlenu [1,132, 
133]. Oponenci tej hipotezy twierdzą, że w kom órkach jony metali występują w 
postaci niedostępnej dla reakcji Fentona [134, 135], a wysoce niespecyficzna 
reaktywność rodnika hydroksylowego świadczy przeciw jego dominującej roli w 
efektach toksycznych, tym bardziej, że rodnik ten nie dyfunduje i ma krótki czas 
trwania [ 1, 6, 55], oraz może atakować struktury komórkowe w bezpośrednim 
sąsiedztwie jego tworzenia [53]. Najnowsze doniesienia potwierdzają możliwość 
indukowania uszkodzeń przez 0 2 / H 0 2 [136].

Panu doc. dr. hab. T. Bilińskiemu składam serdeczne podziękowania za krytyczne uwagi 
i pom oc w redagowaniu niniejszej pracy.

Część badań przedstawionych w artykule wykonano w ramach CPBR 3.13.

Artykuł otrzymano 3 marca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 20 czerwca 1988 r.
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SOD — dysmutaza ponadtlenkowa, RuBP —  rybulozobisfosforan,

I. Wstęp

W komórkach prokariontów i eukariontów występują mechanizmy ochro
nne przed toksycznym działaniem tlenu i produktami jego redukcji. Mechanizmy 
te można klasyfikować według różnych kryteriów, np. na podstawie specyficz
ności w stosunku do O j ,  OH, itd. Przyjmując jako kryterium budowę i 
właściwości związków uczestniczących w procesie detoksykacji O J , można 
wśród wielu wyróżnić niskocząsteczkowe związki antyutleniające, które wyga
szają wzbudzone cząsteczki, lub dysmutują O j , oraz enzymy, które dysmutują 
rodniki ponadtlenkowe lub rozkładają nadtlenki.

II. Związki wygaszające wzbudzone cząsteczki

W komórkach występują naturalne związki organiczne, które wygaszają 
wzbudzone cząsteczki, np. karotenoidy. Zabezpieczają one organizmy fotosynte- 
tyzujące przed uszkodzeniami fotodynamicznymi, wywoływanymi obecnością 
naturalnych i egzogennych uczulaczy [1 ,2,3]. Karotenoidy efekywnie wygaszają 
cząsteczki będące w tripletowym stanie wzbudzonym (np. chlorofil), jak również 
tlen singletowy [4,5]. Mechanizm wygaszania tlenu singletowego przedstawiono 
na schemacie 1. Kompleksy niklu i barwniki polimetinowe [6, 7], również

10 2 + car 3car + 30 2

car

Schemat 1. Mechanizm wygaszania tlenu singletowego przez karotenoidy ( ' 0 2 —  tlen singletowy, 
30 2 —  tlen w podstawowym stanie tripletowym, car —  karotenoid, 3car —  karotenoid w stanie 
wzbudzonym)

wygaszają tlen singletowy. Szereg innych związków, zasobnych w elektrony, 
oddziałuje podobnie na wzbudzone cząsteczki, lecz według mechanizmu polega
jącego na przemieszczaniu ładunku, w którym wygaszacz (Q) jest donorem
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10 2 + Q (Oz + Q+ ) 3 0 2 + Q

Schemat 2. Mechanizm wygaszania wzbudzonych cząsteczek przez związki zasobne w elektrony. 
(Q —  wygaszacz, ‘0 2 — wzbudzony tlen singletowy, 3O z —  tlen w tripletowym stanie podstawowym

elektronu (Schemat 2) [1]. Fenole wygaszają także 1A g 0 2. Witamina E 
(a-tokoferol), wygasza wzbudzone cząsteczki, zatrzymuje łańcuch reakcji wolno- 
rodnikowych [8,9], a ponadto jest efektywnym antyutleniaczem 0 2 [10,11]. Na 
schemacie 3 przedstawiono możliwe sposoby oddziaływania oe-tokoferolu z 
tlenem singletowym.

Schemat 3. Oddziaływania a-tokoferolu z tlenem singletowym

III. Mechanizmy nieenzymatyczne

W komórkach i płynach organicznych znajdują się chemiczne związki 
organiczne i nieorganiczne, które w reakcjach nieenzymatycznych mogą deto- 
ksykować wolne rodniki. Biorąc pod uwagę sposób funkcjonowania, można 
wśród nich wyróżnić: antyutleniacze, zmiatacze wolnych rodników, kompleksy 
jonów metali grup przejściowych i wolne jony, które katalizują reakcję dysmuta- 
cji rodników.

III-l. Antyutleniacze

Naturalne substancje redukujące 0 2 do nadtlenku wodoru, który następnie 
jest rozkładany między innymi przez katalizy i peroksydazy, nazwano antyutle- 
niaczami. Do grupy antyutleniaczy należą: tokoferole, glutation, kwas askorbi
nowy.

III-l.l. Tokoferole i tokoferylochinony

W komórkach występuje wiele tokoferoli, które różnią się długością 
łańcucha izoprenowego. Związki te występują głównie w błonach biologicznych

Tokoferole reagując z wolnymi rodnikami zabezpieczają lipidy przeu 
utlenianiem [9, 22— 14]. Tokoferol redukując rodniki może być utleniany w 
dwóch różnych ciągach reakcji, z których tylko jeden ma charakter antyutlenia- 
czowy [15]. Ciąg reakcji o charakterze antyutleniaczowym może funkcjonować 
tylko wtedy, gdy początkowe stężenia nadtlenków lipidowych w błonach są

«. -  T okofe ro l

p rodukty  ( ś la d y )

[ 10].
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wysokie. Jeśli pierwsza reakcja przebiega z rodnikiem R O O , to od tokoferolu 
(TH2) odrywany jest fenolowy atom wodoru (Reakcja 1). Utworzony rodnik TH 
może dalej reagować z następnym rodnikiem ROO (Reakcja 2).

T H 2 +  ROO' TH' +  ROOH (1)
TH +  ROO' -  T +  ROOH (2)

Przy niskich stężeniach nadtlenków lipidowych w błonach, powstały uprzednio 
rodnik TH może reagować w odmienny sposób (Reakcje 3, 4, 5), nie wykazując 
właściwości antyutleniacza [15].

TH -> *TH (3)

*TH' + 0 2 -» * T H -0 0  (4)

* T H -0 0  + TH -> *THOOH +  TH' (5)

Wzory I— IV. Wzory strukturalne reagującego tokoferolu

Rodnik tokoferylowy wytworzony w reakcjach antyutleniaczowych (Reakcje 
1, 2) może być ponownie redukowany do a-tokoferolu przez inny anty utleniacz 
— kwas askorbinowy. Cząsteczka kwasu askorbinowego reaguje z rodnikiem 
tokoferylowym przy powierzchni błony. Uwarunkowane jest to lokalizacją 
rodnika w błonie i polarnym charakterem cząsteczki kwasu askorbinowego. 
Reakcję redukcji rodnika tokoferylowego katalizuje związana z błonami re- 
duktaza [16, 17].

a-tokoferol może działać również jako wychwytywacz rodników ponadtlen- 
kowych [10, 11]. Pierwotny produkt reakcji tokoferolu 0 2 jest ponownie 
redukowany przez kwas askorbinowy do a-tokoferolu [ 10].

111*1.2. Gluta tion

Komórki o metabolizmie tlenowym zawierają glutation w stężeniach mili- 
molarnych. G rupa -SH glutationu jest znacznie łatwiej dostępna dla 0 2 niż
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grupy tiolowe enzymów. Przypuszcza się więc, że związek ten może zabezpieczać 
aktywne biologicznie białka. GSH również reaktywuje enzymy zinaktywowane 
przez utlenienie ich grup dołowych. Utlenianie oczyszczonego GSH i grup 
tiolowych enzymów przez 0 2 jest bardzo powolne in vitro, ale śladowe ilości 
metali grup przejściowych katalizują ten proces [18, 19].

GSH współuczestniczy w procesie usuwania nadtlenku wodoru i wodoro- 
nadtlenków lipidowych w komórkach tlenowców, jest również kofaktorem 
szeregu enzymów, takich jak: glioksylaza, izomeraza endonadtlenków prosta- 
glandynowych, transferaza y-glutamylowa. Ponadto uczestniczy w degradacji 
herbicydów i pestycydów [16], hamuje indukowane przez O j  samoutlenianie 
adrenaliny i oksydację dianizydyny [20], kontroluje poziom wewnątrzkomórko
wego stężenia rodnika ponadtlenkowego [16].

W chloroplastach roślin wyższych funkcjonuje cykl F o y e r a - H a l l i w e -
11 a, w którym usuwany jest nadtlenek wodoru wytwarzany podczas fotosyntety- 
cznego transportu elektronów [21]. W cyklu tym askorbinian redukuje H 20 2, a 
powstający dehydroaskorbinian redukowany jest nieenzymatycznie przez GSH. 
Regenerowanie zredukowanego glutationu następuje kosztem NADPH przy 
udziale reduktazy glutationowej.

Analiza rozmieszczenia i zawartości GSH w komórkach zwierzęcych 
[22—27], wykazała, że największe ilości glutationu gromadzone są w mitochon- 
driach [26]. Przypuszczalnie jest to sposób zabezpieczania przed wolnorodniko- 
wymi formami tlenu generowanymi w dużych ilościach w tych organellach [26, 
27].

III-1.3. Kwas askorbinowy

Kwas askorbinowy zapewnia utrzymanie odpowiedniego potencjału red-oks 
w komórce. Związek ten może stymulować powstawanie rodników hydroksylo
wych z H 20 2 w  obecności zredukowanych jonów metali [28]. Mieszanina kwasu 
askorbinowego, nadtlenku wodoru i soli żelaza może zainicjować peroksydację 
lipidów [29, 30], a w mieszaninie H 20 2 i askorbinianu powstają rodniki OH 
[31]. Kwas askorbinowy w niskich stężeniach działa jak prooksydant, w 
wysokich natomiast jak antyutleniacz [32].

III-1.4. Inne antyutleniacze

Do antyutleniaczy zaliczane są również substancje, którym w literaturze 
anglo-amerykańskiej nadano nazwę „sacrificial antioxidants”. Reprezentują je 
śluzy tchawicowo-oskrzelowe i żołądkowo-jelitowe [33]. Wykazują one olbrzy
mią aktywność w wychwytywaniu rodników hydroksylowych oraz innych 
reaktywnych związków wytwarzanych w układzie pokarmowym i oddechowym 
(szczególnie podczas palenia tytoniu), a także zawartych we wdychanym, 
skażonym powietrzu [33].
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III-2. Zmiatacze wolnych rodników

Niskocząsteczkowe związki takie jak adrenalina, bilirubina, biliwerdyna i 
inne [16, 34—36], reagując z rodnikami ponadtlenkowymi nie dopuszczają do 
rozprzestrzeniania się reakcji wolnorodnikowych, a w konsekwencji do uszko
dzenia komórek.

Kwas moczowy [37] hamuje peroksydację lipidów i usuwa niespecyficznie 
rodniki, a tiomocznik jest specyficznym zmiataczem rodników hydroksylowych 
[38]. Takie związki chemiczne, jak: mrówczan sodowy, etanol, butanol, glukoza, 
mannitol, Tris [39] również wychwytują rodniki hydroksylowe. Jednakże szereg 
zmiataczy uznawanych za specyficzne wobec OH, nie wykazuje tej właściwości. 
Np. tiomocznik reaguje z nadtlenkiem wodoru i rodnikami oksyalkoholowymi 
[40, 41], a także chelatuje jony metali niezbędne do wytwarzania rodników 
hydroksylowych. Etanol reaguje z rodnikami oksyalkoholowymi [40], a m an
nitol tworzy stabilne kompleksy z nadtlenkiem wodoru [39].

Związki kompleksujące jony metali mogą również zabezpieczać komórki 
przed możliwością wytwarzania wolnych rodników. Kwas dietyleno-triami- 
no-pentaoctowy hamuje reakcję H a b e r a - W e i s s a  [42], ponieważ kompleks 
Fe(III)-DATAPAC jest redukowany w nieznacznym stopniu przez 0 2 [43]. 
Jednakże układy redukujące np. rodnik parakwatowy [44], semichinon adria- 
mycyny [45], oraz reduktaza NADPH-cyt P-450 [46], mogą redukować 
Fe(III)-DETAPAC i w rezulatacie inicjować powstawanie rodnika OH w 
obecności nadtlenku wodoru.

Kompleksy jonów żelaza z siarczanem betafenantroliny [47] i desferal [48] 
ograniczają produkcję rodników hydroksylowych. Ponadto desferal in vitro 
hamuje peroksydację lipidów oraz reakcje powstawania rodników hydroksylo
wych katalizowane przez sole żelaza, a także efektywnie zmiata rodniki 
hydroksylowe i ponadtlenkowe [48, 30, 39].

III-3. Jony metali grup przejściowych

Jony metali grup przejściowych wchodzące w skład centrów aktywnych 
dysmutaz ponadtlenkowych, w postaci wolnej i w połączeniu z niskocząsteczko- 
wymi związkami chelatującymi, wykazują właściwości katalizowania reakcji 
dysmutacji rodników ponadtlenkowych. Jony te w czasie katalizy są redukowane
i utleniane [49]. Spośród wielu przetestowanych małocząsteczkowych komple
ksów miedzi jedynie [Cu-(His)2H ] 3 + [50], wykazywał aktywność dysmutazy 
ponadtlenkowej. Kompleksy miedziowe, w których wszystkie pozycje koordyna
cyjne wysycone są przez związki chelatujące (np. przez EDTA), nie katalizują 
reakcji dysmutacji [51]. Jony miedzi zasocjowane z cząsteczkami białek, np. z 
albuminą surowiczą, wykazują aktywność dysmutazy ponadtlenkowej [52].

Sole miedzi dodane do pożywki podwyższają poziom aktywności SOD w 
hodowanych komórkach drożdży [53], przyśpieszają wzrost mutantów niesyn- 
tetyzujących CuZnSOD, umożliwiają też wzrost mutantów bezdysmutazowych
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w pożywce zawierającej parakwat, mimo ich wrażliwości na ten herbicyd 
generujący rodniki ponadtlenkowe [54, 55].

Mniej wiemy o właściwościach kompleksów manganu. Aktywność dysmu- 
tazową wykazują jedynie jony manganu i kompleks mangano-chinolinowy 
[56-58]. Katalitycznych właściwości nie wykazuje natomiast Mn(II) zasocjowa- 
ny z EDTA [59],

Jony manganu zabezpieczają przed toksycznością tlenu [57], przyśpieszają 
wzrost drożdżowych mutantów bezdysmutazowych [54], zwiększają odporność 
spor na ciepło i promieniowanie jonizujące [60, 61], wygaszają tlen singletowy 
[59] zmiatają wolne rodniki tlenowe [62—67], hamują peroksydację lipidów w 
błonach [62, 63].

Kompleksy jonów żelaza i EDTA katalizują dysmutację rodników ponad- 
tlenkowych [49]. W pierwszym etapie 0 2 redukuje Fe(III)-EDTA (Reakcja 6) 
[68]. Następna cząsteczka rodnika ponadtlenkowego ponownie utlenia powsta
ły Fe (II)-EDTA (Reakcja 7) [69] do Fe(III)-EDTA.

III-4. Sekwestr metali

Sekwestr metali polega na przechowywaniu, w formie niedostępnej dla 
reakcji H a b e r a - W e i s s a ,  niewykorzystanych przez organizm, jonów metali. 
Sekwestr jest więc jednym z wielu sposobów zabezpieczania organizmu przed 
możliwością wytwarzania rodników hydroksylowych i innych. Najczęściej 
nadmiary jonów metali gromadzone są w cząsteczkach wyspecjalizowanych 
białek magazynujących. Transport jonów metali z miejsc ich składowania do 
miejsc wykorzystania odbywa się również z udziałem specjalnych białek 
transportujących. Jony żelaza i miedzi stanowią szczególne zagrożenie dla 
organizmów, ponieważ mogą one w obecności H 20 2 generować wolne rodniki.

Jony żelaza, w tkankach zwierzęcych, wiązane są przez transferynę i ferytynę. 
Transferyna jest białkiem transportującym, a ferytyna magazynującym żelazo 
[70 — 73]. Białka te znaleziono w wątrobie , śledzionie, szpiku kostnym, a 
niektóre ferytyny wykryto w osoczu krwi [70]. Transferyna jest glikoproteiną 
zawierającą miejsca wiążące Fe(III). Białko podobne do transferyny — laktofe- 
ryna, występuje w wielu płynach organicznych i mleku, a także jest wytwarzana 
przez komórki fagocytujące [74].

Około 95% jonów miedzi występujących w osoczu krwi zgromadzone jest w 
ceruloplazminie. Pozostała część Cu(II) tworzy komleksy z albuminą i amino
kwasami osocza krwi [75]. Ceruloplazmina jest białkiem magazynującym. 
Postuluje się, że komórki muszą wydalić, a następnie rozłożyć cząsteczkę 
ceruloplazminy, aby pozyskać zmagazynowane w niej jony miedzi [76]. Cerulo
plazmina może katalizować oksydację poliamin, polifenoli, a uwalniany w tych 
procesach tlen jest redukowyny do H 20 . Białko te może utleniać Fe(II) do Fe(III) 
[77], hamować reakcję Fentona i zmiatać wolne rodniki [761.

Fe(III)-EDTA + 0 2 -  Fe(II)-EDTA + 0 2 
Fe(II)-EDTA +  0 2 -  Fe(III)-E D T A -O r

(6)

(7)
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Jony metali zwykle przemieszczane są pomiędzy miejscem ich magazynowa
nia a miejscem ich wykorzystania w komórce. Przypuszcza się zatem, że sekwestr 
metali nie jest procesem w pełni efektywnym, tym bardziej, że estry fosforanowe, 
jak np. 2, 3-difosfoglicerynian, ATP, G TP zdolne są do usuwania jonów żelaza z 
kompleksów białkowych [71].

III-5. Metalotioneiny

Metalotioneiny, to niskocząsteczkowe białka bogate w metale i grupy 
sulfhydrylowe. Metalotioneiny uczestniczą w metabolizmie śladowych ilości 
metali [78]. Metalotioneiny występujące u ssaków, zbudowane są z pojedyncze
go łańcucha polipeptydowego. Reszty cysteinowe stanowią około 1/3 wszystkich 
reszt aminokwasowych tych białek. Za pomocą elektroforezy można wyróżnić 
dwie formy metalotionein o różnych sekwencjach aminokwasowych, tzw. 
metalotioneiny 1 i metalotioneiny 2 [79].

Metalotioneiny uczestniczą w wewnątrzkomórkowym metabolizmie żelaza 
[80], wiążą jony miedzi, cynku i kadmu [81—83] jak i zabezpieczają one 
komórki przed szkodliwym promieniowaniem, dzięki dużej zawartości grup 
sulfhydrylowych w białku [84]. M etalotioneiny są wydajnymi zmiataczami 
rodników hydroksylowych [85] i uzupełniają liczbę białek uczestniczących w 
sekestrze metali (np. CuMT).

Białka wiążące jony metali wykryto w innych organizmach jak np. bakterie, 
glony, drożdże, owady [86], Białka te różnią się masami cząsteczkowymi, ilością 
grup sulfhydrylowych i rodzajem wiązanych jonów metali [86].

IV. Mechanizmy enzymatyczne

IV-1. Dysmutazy ponadtlenkowe

Dysmutazy ponadtlenkowe zaliczamy do klasy oksydoreduktaz [EC. 1.15.1. 
1] (Nazwa systematyczna-oksydoreduktaza ponadtlenek:ponadtlenek). Enzymy 
te będące metaloproteinami zawierają w swych centrach aktywnych jony metali 
(Fe, Mn, Cu), które biorą udział w reakcjach dysmutacji rodników ponadtlenko- 
wych (Reakcja 8).

O 2 + O 2 + 2 H + -»• H 20 2 +  0 2 (8)

Wyróżnia się więc FeSOD, M nSOD i CuZnSOD*. Mechanizm dysmutacji 
rodników ponadtlenkowych katalizowanej przez SOD polega na reakcjach 
redukcji i utleniania jonów metali wchodzących w skład centrów aktywnych tych 
enzymów. Przedstawiono to w reakcjach 9 i 10. W pierwszym etapie katalizy

* Wcześniejsze prace przeglądowe [87, 88] opublikowane w Postępach Biochemii przedsta
wiają szczegółowo zagadnienia filogenezy, subkomórkowego rozmieszczenia tych enzymów i ich 
charakterystyki fizyko-chemiczne.
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(Reakcja 9) jon metalu jest redukowany przez rodnik ponadtlenkowy. Jedno
cześnie uwalniana jest cząsteczka 0 2. Następny rodnik ponadtlenkowy utlenia 
zredukowany jon metalu w obecności protonów i powstaje H 20 2 (Reakcja 10). 
W reakcjach tych symbolem E oznaczono enzym (SOD), natomiast Me oznacza 
jon metalu centrum aktywnego.

Rodnik ponadtlenkowy, substrat SOD, jest wytwarzany tylko w obecności 
tlenu, a dysmutazy ponadtlenkowe ochraniają organizmy przed jego cyto- 
toksycznym działaniem [89]. Zanik aktywności SOD jest przyczyną wrażliwości 
organizmów na tlen.

W celu wyjaśnienia fizjologicznej funkcji dysmutazy ponadtlenkowej podjęto 
próby wyizolowania mutantów nie syntetyzujących tych enzymów. Otrzymano 
termowrażliwego m utanta Escherichia coli nie syntetyzującego SOD w warun
kach tlenowych [52]. Następnie wyizolowano wrażliwe na tlen mutanty E.coli 
lini K 12, a wśród nich szczepy o podwyższonej aktywności katalazy, peroksyda- 
zy i M nSOD [90]. W naszym laboratorium po raz pierwszy w świecie otrzymano 
m utanty niezawierające CuZnSOD [55]. Wyizolowano je na podstawie nad
wrażliwości na parakwat. M utanty pozbawione SOD charakteryzują się wysoką 
wrażliwością na wzrastające p 0 2, stężenie PQ i światło. Zwiększanie produk cji
0 2 powoduje uszkodzenia komórek drożdży nie zawierających SOD [55, 91]. 
Nieco później otrzymano m utanty E.coli z delecjami powodującymi defekty w 
M nSOD i FeSOD, które nie rosną w warunkach tlenowych w minimalnej 
pożywce i są wrażliwe na parakwat w pożywce bogatej [92]. Wyniki badań nad 
mutantami bezdysmutazowymi potwierdziły, kwestionowaną prżez innych [93], 
kluczową rolę SOD w mechanizmach ochronnych komórki przed toksycznym 
działaniem 0 2 [52].

Biosynteza dysmutaz ponadtlenkowych podlega rygorystycznej kontroli. 
Wysokie stężenia tlenu przyspieszają biosyntezę SOD w E.coli [94], Strepto- 
coccus faecalis [95], Saccharomyces cerevisiae i w innych organizmach [16]. 
Induktorem biosyntezy SOD jest produkt redukcji tlenu cząsteczkowego [96]. 
FeSOD jest wytwarzana na poziomie konstytutywnym nawet w warunkach 
beztlenowych [97], zatem stanowi stałą ochronę przed toksycznością tlenu. 
Natomiast M nSOD — enzym indukcyjny, jest intensywnie syntetyzowany w 
odpowiedzi na czynnik indukujący [98]. Żelazo pełni ważną funkcję w regulacji 
biosyntezy M nSOD w E.coli [99, 100]. W opisanej poniżej hipotezie [101], 
biosynteza M nSOD jest przedstawiona jako negatywny operon, w którym 
białko regulatorowe (RP) występuje w dwóch formach: aktywnej i nieaktywnej. Z 
aktywnym represorem związane jest Fe2+ (RP-Fe2 + ) z nieaktywnym Fe3 + 
(RP-Fe3 + ) lub białko represora nie wiąże jonu żelaza (RP). Gdy wzrasta 
produkcja O J w komórce (intensywny metabolizm tlenowy, procesy redukcji i 
utleniania, np. PQ), rodnik ponadtlenkowy utlenia Fe2 + w białku represoro- 
wym. RP-Fe3 + jest nieaktywnym represorem, który może ulec konformacyjnym

E-Men +  0 2 -> E-Men_1 +  0 2 
E-Men_1 +  O 2  +  2H + -► E-Me" +  H 20 2

(9)
(10)
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zmianom i utracić jon metalu. W wyniku tych zmian może nastąpić biosynteza 
M nSOD. W warunkach beztlenowych nie są wytwarzane 0 2 i inne utleniacze 
mogące utleniać Fe2 + , białko represora zatem jest nieaktywne i biosynteza 
M nSOD nie następuje [101]. Szereg związków red-oks, działających podobnie 
jak  parakwat, indukuje biosyntezę M nSOD (Schemat 4).

(1) RÜ SG
1--------------- 1

RP
REPRESJA

Fe2+

I2) SG
1----------------1

RP

0 2"

02
Fe2

P 0 SG

~ 7 F = a ---------

------------------— BIOSYNTEZA

Fe3

FeJ

( J ) — Fe3+ 

nieaktywny

| RP |—  Fe2+ 

aktywny

Schemat 4. Mechanizm regulacji biosyntezy M nSO D w E. coli. RG —  gen regulatorowy, P —  pro
motor, O — operon, SG — gen struktury, RP —  represor

IV-2. Katalazy

Katalazy, to enzymy rozkładające wolne nadtlenki wodoru [E.C. 1.11.1.6], Są 
żelazoporfirynoproteinami zbudowanymi z czterech monomerów. Katalazy 
wykazują dwie aktywności: katalazową i peroksydazową. W środowisku o 
wysokim stężeniu H 20 2 dominuje aktywność katalazowa, natom iast w środo
wisku o niskim stężeniu nadtlenku wodoru, peroksydazowa (Schemat 5) [21].

Bardzo niską aktywność katalazy lub jej brak wykazano w bakteriach 
beztlenowych, natomiast wysoką aktywność tego enzymu zaobserwowano w 
bakteriach tlenowych [102]. Wysoka aktywność katalazy umożliwia przeży-
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KATALAZA + H20 2
V______________  J

KOMPLEKS 1

Schemat 5. Sposoby funkcjonowania katalazy w komórce. W wyniku przyłączenia pierwszej 
cząsteczki H 20 2 do centrum aktywnego enzymu, wytwarzany jest tzw. kompleks I

wanie mikroorganizmów tlenowych podczas ekspozycji w H 20 2 [103, 104]. 
Względne beztlenowce, jak S.cereuisiae [105] i E.coli K-12 his- [106J, wykazują 
wysoki poziom aktywności katalazy podczas wzrostu w warunkach tlenowych. 
W E.coli B i S.faecalis, w warunkach beztlenowych i tlenowych, aktywność 
katalazy nie podlega większym zmianom, podczas gdy obserwuje się różnice w 
aktywności SOD [107]. Organizmy nie syntetyzujące katalazy, np. Baccillus 
popillie [108], Anacystis nidulans [109], wydzielają nadtlenek wodoru do 
otaczającego je środowiska.

Drożdże S.cereuisiae, podobnie jak E.coli B, zawierają dwie katalazy: katalazę 
T (typową) i A (nietypową), które różnią się ciężarem cząsteczkowym. Nie jest 
dotąd znane znaczenie katalazy A, której zawartość stanowi 30 do 80% 
całkowitej aktywności katalazowej komórek. Zaobserwowano, że zmianom 
aktywności katalazy A towarzyszą zmiany aktywności oksydazy acylo-CoA z 
peroksysomów komórek drożdży [110]. Katalazy T i A kodowane są przez dwa 
różne geny jądrowe i mają różne mapy peptydowe. Katalaza T jest enzymem 
cytoplazmatycznym [111]. Katalaza A natomiast występuje w peroksysomach 
[110,112], ale również wskazuje się na jej obecność w wakuolach [113]. Poziom 
katalaz w drożdżach zależy od warunków wzrostu komórek, w tym również od 
obecności tlenu i glukozy [114— 118]. Biosynteza hemu również podlega 
regulacji przez tlen i glukozę, a zatem synteza grupy prostetycznej warunkuje 
syntezę obu enzymów [116, 119— 121]. Katalazy A i T nie występują w dzikich, 
rosnących w warunkach beztlenowych, komórkach drożdży. Otrzymano mu
tanty, które syntetyzują w warunkach beztlenowych katalazę T [122, 123]. W 
warunkach represji glukozowej zawartość katalazy T jest wydatnie obniżana, a 
aktywność katalazy A jest niewykrywalna.

M utanty bezkatalazowe S.cereuisiae nie wykazują nadwrażliwości na wyso
kie stężenia tlenu, parakwat i naświetlanie. Reagują na stres tlenowy podobnie 
jak szczep dziki [55].
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IV-3. Peroksydazy

W komórkach oprócz katalaz występują peroksydazy, których funkcja 
polega również na usuwaniu H 20 2. Peroksydazy działają według reakcji 11, w 
której SH2 oznacza substrat podlegający utlenieniu. W tkankach zwierzęcych 
obecna jest peroksydaza glutationowa (Reakcja 12).

SH2 +  H 20 2 -► S +  2H20  (11)

2GSH +  H 20 2 GSSG +  2H 20  (12)

Peroksydaza glutationowa występuje głównie w cytosolu, ale ślady jej 
aktywności wykryto także w mitochondriach [124]. Peroksydaza glutationowa 
kontroluje szybkość peroksydacji lipidów w komórkach zwierzęcych. Znane są 
dwa rodzaje tego enzymu. Pierwszy stanowi wspomniana peroksydaza gluta
tionowa rozkładająca nadtlenek wodoru w katalizowanych reakcjach. Działa 
ona również na wodoronadtlenki lipidowe i redukuje je do stabilnych hydro- 
ksykwasów [125, 126], działając wg reakcji 13 (Schemat 6).

L ipid-O O H + 2GSH Lipid-OH +  GSSG +  H 20  (13)

R00H ROH 2 GSH GSSG
,H20

Ezred.----^  E uH. -------------------------------  ---- ------- Ezred.

Schemat 6. Redukcja wodoronadtlenków lipidowych do stabilnych hydroksykwasów, katalizowana 
przez selenową peroksydazę glutationową

Ten rodzaj enzymu zawiera w swej cząsteczce selen skompleksowany przez 
cysteinę* [127]. Połowa zawartego w białku selenu może podlegać zmianom 
red-oks podczas wiązania substratu [128]. Niska zawartość selenu w pożywieniu 
powoduje zmniejszenie aktywności tego enzymu.

Drugi rodzaj peroksydazy, to enzym nie zawierający selenu. Działa on 
również na wodoronadtlenki lipidowe, lecz nie rozkłada H 20 2. Aktywność 
peroksydazy glutationowej niezależnej od selenu, katalizowana jest przez inny 
enzym — transferazę GSH, który powoduje koniugację GSH z „obcymi” związ
kami.

We wcześniejszych doniesieniach wykluczano obecność peroksydazy gluta
tionowej w komórkach bakteryjnych i roślinnych [129]. Ostatnio wykryto 
obecność tego enzymu niezależnego od selenu w Euglena [130], Gleocapsa [131], 
oraz ekstraktach z hodowanych in vitro komórek szpinaku, jawora, kukurydzy i 
soji [132].

Ważnym ogniwem cyklu F o y e r a - H a l l i w e l l a  jest peroksydaza askor- 
binianowa. Jak wiadomo, H 20 2 jest inhibitorem karboksylazy RuBP, a zatem 
usuwanie nadtlenku wodoru ma istotne znaczenie dla wydajności fotosyntezy.

* J . F r o n k ,  Krystalograficzne uszczegółowienie struktury peroksydazy glutationowej,
(1984), Post. Biochem., 30, 13— 14.
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IV-4. Reduktaza glutationowa

Reduktazy to enzymy należące również do klasy oksydoreduktaz i najczęściej 
współdziałają z peroksydazami, poprzez „regenerowanie” donora protonów, 
niezbędnego do funkcjonowania peroksydaz. Reduktaza glutationowa uczest
niczy w komórkowych procesach detoksykacji tlenu. Enzym ten współdziała z 
peroksydazą glutationową. GSSG, powstały w wyniku peroksydacji lipidów, jest 
ponownie przekształcany do GSH w reakcji katalizowanej przez reduktazę 
glutationową (Reakcja 14).

GSSG +  NADPH + H + -> N A D P + + 2GSH (14)

Równowaga reakcji 14 przesunięta jest w kierunku tworzenia GSH [133].
Reduktaza glutationowa występuje, tak jak peroksydaza glutationowa, w 

cytosolu i mitochondriach [124].
Enzymy uczestniczące w mechanizmach ochronnych przed toksycznym 

działaniem tlenu (np. dysmutaza, katalaza) podlegają regulacji, a związki 
utleniające (np. 0 2 , H 20 2) indukują ich syntezę.

V. Białka szoku termicznego

W mikroorganizmach, grzybach i komórkach zwierzęcych poddawanych 
szokowi termicznemu, a także stresowi oksydacyjnemu, następuje gwałtowny 
wzrost poziomu ufosforylowanych dinukleotydów typu AppppA, AppppG, 
ApppA i ApppG. Nukleotydy te nazwano alarmonami i przypisano im funkcję 
cząsteczek regulatorowych [134]. Komórki poddawane szokowi adaptują się do 
warunków stresowych poprzez zwiększanie syntezy specyficznych enzymów. 
Enzymy te skutecznie zabezpieczają komórki przed uszkodzeniami oksydacyjny
mi [135]. Do białek szoku termicznego i oksydacyjnego zaliczane są dysmutazy 
ponadtlenkowe, katalazy, peroksydazy, reduktaza glutationowa, transferazy 
glutationowe, specyficzne glikozylazy naprawiające uszkodzenia oksydacyjne 
DNA [136]. W następstwie stresu oksydacyjnego zaobserwowano u Salmonella 
thyphimurium ponad 30-to krotny wzrost poziomu aktywności peroksydaz i 
katalazy [136]. W opornych na nadtlenek wodoru mutantach S. thyphimurium 
(mutanty oxyRx) stwierdzono zwielokrotnione aktywności katalazy/peroksyda- 
zy, MnSOD, reduktazy glutationowej i reduktazy alkilonadtlenków [137]. W 
drożdżach S. cerevisiae katalaza T podlega indukcji pod wpływem szoku 
termicznego (22 -* 37°C) oraz stresu oksydacyjnego (H20 2) [138].

W komórkach żywych organizmów wykazano jeszcze jeden mechanizm 
ochronny przed toksycznym działaniem tlenu i produktów jego redukcji. 
Dinukleotydy adenylowe, mianowicie uważa się za alarmony dla materiału 
genetycznego i związanych z nim procesów replikacji i transkrypcji DNA w 
regionie oxyR. Ekspresja tego regionu decyduje o szybkiej odpowiedzi na 
wywołany stres oksydacyjny lub szok termiczny.

4 Postępy Biochemii 4/88 http://rcin.org.pl
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VI. Podsumowanie

W niniejszej pracy mechanizmy ochronne komórek przed toksycznym 
działaniem tlenu zróżnicowano na nieenzymatyczne i enzymatyczne. W pierw
szych uczestniczą niskocząsteczkowe związki zdolne do redukowania reaktyw
nych form tlenu (tzw. antyutleniacze), wygaszające wzbudzony tlen singletowy 
oraz wolne i skompleksowane jony metali grup przejściowych. Związki te 
unicestwiają wolne rodniki, hamują reakcje wolnorodnikowe, wygaszają wzbu
dzone cząsteczki i dysmutują rodniki ponadtlenkowe.

W mechanizmach enzymatycznych funkcjonują dysmutazy ponadtlenkowe, 
katalazy, peroksydazy i pomocnicze reduktazy. Badania prowadzone nad 
mutantami bezdysmutazowymi i bezkatalazowymi, pozwoliły na ustalenie 
udziału wspomnianych enzymów w procesach detoksykacji tlenu. Dysmutazy 
ponadtlenkowe pełnią kluczową funkcję w enzymatycznych mechanizmach 
ochronnych. Zabezpieczają one komórki przed uszkodzeniami indukowanymi 
przez 0 2 / H 0 2 i powstawaniem wtórnych rodników. Brak tych enzymów 
prowadzi do wrażliwości na stres tlenowy [55]. Produkt dysmutacji jest 
substratem katalaz i peroksydaz, które rozkładają H 20 2, zabezpieczając kom ór
ki przed reakcją H a b e r a - W e i s s a  i powstawaniem rodników OH. W parze 
z peroksydazami współdziałają odpowiednie reduktazy, które regenerują utle
nione donory wodoru. Ponadto działają nadrzędne mechanizmy regulacyjne, 
odpowiedzialne za jednoczesne uruchamianie syntezy różnych białek ochro
nnych, np. MnSOD, katalazy, peroksydazy, reduktazy.

Wiele innych białek uczestniczy w procesach ochronnych komórki. Są to np. 
białka działające w sekwestrze metali (ferytyna, ceruloplazmina), które nie tylko 
magazynują wolne jony metali, czyniąc je niedostępnymi dla reakcji Habera- 
-Weissa, lecz również wychwytują wolne rodniki (ceruloplazmina). Także 
metalotioneiny biorące udział w procesie detoksykacji metali, wychwytują 
rodniki ponadtlenkowe i hydroksylowe.

Pozostaje wiele pytań, na które brak odpowiedzi w tym opracowaniu. 
Dlaczego tak istotna jest funkcja SOD, a nie katalaz, które usuwają bezpośredni 
substrat reakcji Habera-Weissa, tym bardziej, że w komórkach jest wiele 
czynników redukujących? Dlaczego organizmy reagują tak odmiennie na 
wysokie stężenia nadtlenku wodoru? Niewiele też jest wiadomo na temat efektów 
toksycznych in vivo. Zatem problem toksyczności tlenu pozostaje nadal otwar
tym zagadnieniem.

Panu doc. dr. hab. T. Bilińskiemu składam serdeczne podziękowania za krytyczne uwagi i 
pomoc w redagowaniu niniejszej pracy.

Część badań przedstawionych w artykule wykonano w ramach CPBR 3.13.

Artykuł otrzymano 3 marca 1988 r.
Zaakceptowano do druku 20 czerwca 1988 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: E P R — elektronowy rezonans paramagnetyczny, PSI —  fotosystem  
pierwszy, PSU —  fotosystem drugi, SO D — dysmutaza ponadtlenkowa

Tlen, dzięki wyjątkowym własnościom molekularnym, stał się dobrodziej
stwem dla organizmów żywych na Ziemi. Wysoki potencjał redukcyjny pary l/ 2 
0 2/H 20  pozwolił na niezwykle bujny rozwój organizmów tlenowych, umożli
wiając im wykorzystanie energii zawartej w związkach zredukowanych. Jedno
cześnie energia ta stanowi śmiertelne zagrożenie dla wszystkich struktur żywych 
czyniąc paradoksalnie tlen wysoce toksycznym. W 1954 r. G e r s c h m a n ,  
G i l b e r t  i i n . [ l ]  przedstawili pogląd, wg którego wiele szkodliwych efektów 
tlenu należy przypisać tworzeniu rodników tlenowych. Hipoteza ta została 
następnie rozwinięta, głównie przez F r i d o v i c h  a, w tzw. potfadtlenkową 
teorię toksyczności tlenu [2, 2, 4].

I. Anionorodnik ponadtlenkowy

I-l. Stopniowa redukcja tlenu cząsteczkowego

W konsekwencji budowy elektronowej cząsteczki tlenu, która ma 2 niesparo- 
wane elektrony o równoległych spinach na zewnętrznych orbitalach, reakcja 
redukcji 0 2 przebiega z trudnością, chyba że jest stopniowym procesem 
podzielonym na etapy jednoelektronowe (Reakcja 1). W wyniku tej reakcji 
powstają produkty pośrednie o wzrastającej kolejno toksyczności;

_ + e  _ • + e  +e _ • + e  __o2—► o2—► o2 ------ >o —>o 1
+  2 H +  - H 2^

2H 2H

h o 2 h 2o 2 o h  h 2o
anionorodnik ponadtlenkowy (0 2 ), nadtlenek wodoru i rodnik hydroksylowy 
( HO). Z powstawaniem rodnika hydroksylowego wiążą się nieodłącznie rozległe 
uszkodzenia materii żywej, gdyż reaguje on niespecyficznie z wszystkimi 
związkami organicznymi [5 ,6]. Jest on bardzo silnym utleniaczem jednoelektro- 
nowym i większość energii redukcji tlenu do wody zostaje uwolniona właśnie w 
reakcji 2 [6]. Spośród produktów pośrednich

OH +  e~ +  H + - H 20  E0’ = 2,33V 2

redukcji tlenu (Reakcja 1) jon ponadtlenkowy jest sam w sobie najmniej 
niebezpieczny, szczególnie w rozpuszczalnikach protonowych. Potencjały redu
kcyjne reakcji 3 i 4 wykazują, że
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0 2 e —> 0 2 
0 2 + 2H + -+ H 20 2

E° =  -0 ,33  

E0’ =  0,87

3

4

może on być zarówno utleniaczem jak i reduktorem [6]. Termodynamicznie 
faworyzowana reakcja utleniania przez 0 2 jest jednak kontrolowana kinetycznie 
[7]. W środowisku wodnym podstawową reakcją jest więc reakcja dysproporcjo- 
nacji (dysmutacji) anionorodnika ponadtlenkowego [6, 8].

202 + 2H + ->H 20 2 + 0 2

Inną istotną cechą chemizmu O 2 jest jego zdolność do reakcji z H 20 2, znanej od 
1934 r. jako reakcji H a b e r a - W e i s s a  [9], w wyniku której tworzy się OH. 
Tak więc obecność 0 2 w środowisku wodnym prowadzi nieuchronnie do 
utworzenia H 20 2 oraz, co gorsze, śmiertelnie groźnego OH.

1-2. Powstawanie 0 2 w układach biologicznych

Powstawanie 0 2 w żywych organizmach, jeszcze 15 lat temu wydawające się 
zjawiskiem niezwykłym, jest obecnie przekonywująco udokumentowane [2, 10]. 
Istnieje wiele biogennych substancji, które w reakcji autooksydacji wytwarzają
0 2 . Ponadto, wiele enzymów oksydoredukcyjnych, w trakcie katalizowanych 
przez siebie reakcji wytwarza i może uwalniać 0 2 .

W wyniku reakcji fotolizy wody w chloroplastach powstaje tlen cząsteczkowy 
bez wydzielania produktów pośrednich [11]. Tlen w oświetlanych chloropla
stach jest nie tylko wydzielany, ale może być również zużywany w tzw. reakcji 
M e h l e r a  [12], w wyniku której elektrony po redukującej stronie PSI 
przenoszone są na tlen. Wydaje się, że redukcja tlenu przez PSI jest jednym z 
naturalnych mechanizmów regulacji fotosyntezy [13]. Redukcję tlenu przez PSII 
stwierdzono jedynie w warunkach zahamowania transportu elektronów między 
fotosystemami nie przypisując jednak tej reakcji znaczenia praktycznego [14].

Przeważająca ilość tlenu atmosferycznego zużywana jest w mitochondriach 
przez oksydazę cytochromową bez uwalniania produktów pośrednich [15]. W 
mitochondriach roślinnych działają dodatkowo oksydazy niewrażliwe na cyja
nek [16], które wytwarzają co prawda nadtlenek wodoru [17], ale bez udziału 
0 2 [18]. Wykazano, że ponadtlenek powstaje jednak w mitochondriach [19] w 
dwóch rejonach transportu elektronów, ubichinon-cytochrom b [20, 21] oraz 
kompleksu dehydrogenyzy NADH [18].

Wytwarzanie 0 2 stwierdzono również w mikrosomach [22] i jądrze 
komórkowym [23]. Ponadto produkowany jest on w olbrzymich ilościach przez 
komórki cytotoksyczne kręgowców. Fagocytujący leukocyt w stanie spoczynku 
zużywa niewiele tlenu, jednak po odpowiednim pobudzeniu, np. po wchłonięciu 
bakterii, zużycie tlenu wzrasta gwałtownie [24, 25]. Połączone jest to ze 
znacznym wzrostem zużycia glukozy w cyklu pentozowym i powstaniem 
znacznych ilości H 20 2 [26] oraz 0 2 [27]. Te zmiany w metabolizmie 
leukocytów znane są w literaturze anglojęzycznej jako „respiratory burst” —

H 20 2 +  0 i  -> 0 2+ O H " +  OH 6
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— „wybuch oddechowy” [28], w trakcie którego wytwarzane są czynniki 
utleniające służące do niszczenia patogenów. Ulega wówczas aktywacji oksydaza 
flawoproteinowa katalizująca redukcję tlenu przy użyciu zredukowanych dinu- 
kleotydów pirydynowych [29, 30] (Reakcja 7). Sugerowano także wykorzysty
wanie O j  w innych fizjologicznych procesach, jak lignifikacja ściany kom órko
wej i obrona przed pasożytami u roślin [31].

2 0 2 +  NAD(P)H ^ 2 0 j+ N A D ( P ) + + H  + 7

Sięgnięcie przez naturę po rodniki tlenowe musiało spowodować rozległe 
konsekwencje. Niedostateczna kontrola ich wytwarzania lub defekty systemów 
ochronnych powodują wiele chorób. Rola O j  w etilogii choroby P a r k i n s o 
n a  [32], różnych odmian raka [33], cukrzycy [34], zaćmy [35], chorób 
autoimmunizacyjnych— jak liszaj rumieniowaty [36], czy gościec stawowy [37] 
oraz różnego rodzaju zapaleń, obrzmień i uszkodzeń spowodowanych urazem 
lub niedokrwieniem jest lepiej lub gorzej udokumentowana. Z kolei niedobór 
O j ,  lub nadmiar SOD może prowadzić do innych chorób, być może, nawet 
choroby D o w n a  [38, 39].

I-3. Układy biologiczne zabezpieczające przed toksycznymi formami tlenu

W trakcie ewolucji organizmy tlenowe wytworzyły wiele mechanizmów 
obronnych przeciwko toksycznym, częściowo zredukowanym formom tlenu. 
Przede wszystkim wytworzone zostały układy enzymatyczne przeprowadzające 
reakcję redukcji tlenu do wody (oksydaza cytochromowa [15]) oraz reakcję 
odwrotną (chloroplastowy enzym rozszczepiający wodę [ 11]), bez wydzielania 
produktów pośrednich. Inny rodzaj obrony realizowany jest przez enzymy 
neutralizujące zredukowane formy tlenu. Enzymatyczne wychwytywanie OH 
jest niemożliwe, z uwagi na jego niesłychaną reaktywność. W eliminacji H 20 2 
biorą udział od dawna znane enzymy: katalaza i peroksydazy. Wytwarzanie O J 
również nie pozostaje w komórce bez odpowiedzi. Enzym odpowiedzialny za 
jego detoksykację, dysmutaza ponadtlenkowa, z powodu nieuchwytności subs- 
tratu, został rozpoznany dopiero w 1969 roku. Obronę enzymatyczną uzupełnia 
w komórce jeszcze trzeci system niskocząsteczkowych związków przeciwutlenia- 
jących, jak np. a-tokoferol, kwas askorbinowy, czy zredukowany glutation [40].

II. Struktura SOD

II-l. Dysmutaza miedziowo-cynkowa

Cu, Zn-SOD z erytrocytów wołu jest, podobnie jak pozostałe enzymy tej 
grupy, homidimerem i ma 151 aminokwasów w łańcuchu podjednostki [41]. 
Identyczność struktury podjednostek potwierdziły badania widma EPR [42] i 
dane krystalograficzne [43]. Jednak badania mechanizmu reakcji katalizowanej 
przez ten enzym wykazały, że względny stopień utlenienia atomów miedzi w 
centrum aktywnym w stanie równowagi dynamicznej nie jest równy temuż na
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początku reakcji, mimo że od niego zależy. Wydaje się to świadczyć o 
nieidentyczności funkcjonalnej podjednostek. Ponadto wcześniejsze doniesienia
o otrzymaniu aktywnych podjednostek Cu, Zn-SOD z miecznika [44] i wołu 
[45], przynajmiej w ostatnim przypadku, zostały zakwestionowane [46].

Funkcjonalna kooperacja podjednostek została potwierdzona przez badania 
kinetyki rekonstytucji enzymu pozbawionego Cu. Proces ten można podzielić na 
dwie fazy: szybkie włączanie jonów miedzi, w którym przyłączenie drugiego 
atomu jest ułatwione przez przyłączenie pierwszego [47], po którym następuje 
wolno postępująca, oraz malejąca w miarę zbliżania się do stanu nasycenia 
(równego 2 atomom miedzi na cząsteczkę dimeru) rekonstytucja aktywności i 
swoistego widma EPR [48]. Z kolei wykazano, że odległość między atomami 
miedzi w dimerze wynosi 34 A, co wyklucza ich bezpośrednie oddziaływanie w 
akcie reakcyjnym [49]. W świetle powyższych faktów wydaje się, że pomimo 
identyczności podjednostek, na skutek zmian konformacyjnych wywołanych 
dimeryzacją powstaje konformacja optymalna dla uzyskania maksymalnej 
szybkości reakcji. Podjednostki wiązane są ze sobą niezwykle silnie [50], 
jednak bez udziału wiązań dwusiarczkowych, a jedynie za pomocą wiązań v a n  
d e r  W a a i s  a [49].

Podjednostka erytrokupreiny zbudowana jest z ośmiu /? antyrównoległych 
odcinków stanowiących 50% długości łańcucha i tworzących strukturę spła
szczonej baryłki (Ryc. 1.). Reszta cząsteczki składa się z dwóch pętli o 
nieregularnej strukturze, z których jedna, dłuższa (reszty 49—84) spięta jest z 
beczułką mostkiem dwusiarczkowym. Centrum aktywne otoczone jest z dwóch 
przeciwnych stron przez te pętle i zamknięte od tyłu przez ścianę beczułki. Z 
czwartej strony centrum aktywne jest otwarte co umożliwia dostęp substratu. 
Boczna ściana beczułki, wyznaczona przez końce łańcucha i dłuższą pętlę, tworzy 
miejsce oddziaływania podjednostek.

Ryc. 1. Podjednostka Cu, Zn-SOD z eurotrycytów wołu. Na rysunku pokazano schematycznie 
konformację łańcucha polipeptydowego z mostkiem dwusiarczkowym oraz miejsce wiązania miedzi 
i cynku (wg 51)
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O
Metale centrum aktywnego odległe są od siebie o 6 A i związane przez 

pierścień imidazolowy His 61 pochodzącej z krótszej, nieregularnej pętli. Cynk 
wiązany jest jeszcze przez dwie reszty histydyny pochodzące z tej samej pętli (His 
69 i 78) oraz resztę kwasu asparaginowego (Asp 81) z jednego z łańcuchów, z 
których pochodzą też pozostałe ligandy miedzi (His 44,46,118) (Ryc. 2.). Ligandy 
atomu cynku tworzą w nieczynnym enzymie nieco naruszony czworościan 
foremny, natomiast ligandy miedzi leżą mniej więcej na jednej płaszczyźnie. 
Osiowo, prostopadle do tej płaszczyzny w nieczynnym enzymie zajmuje miejsce 
woda jako piąty ligand. Dostęp do szóstej pozycji koordynacyjnej uzupełniającej 
strukturę ośmiościanu jest uniemożliwiony.

LYS

ASP

ISER .LEU

Ryc. 2. Topologia centrum aktywnego Cu, Zn-SOD z erytrocytów wołu (wg 52)

Badania krystalograficzne o rozdzielczości 2, 4 A ujawniały ponadto, że w 
bezpośrednim sąsiedztwie atomu miedzi, odpowiednio 5, 12, 13 A od niego 
znajdują się łańcuchy boczne 3 aminokwasów zasadowych: Arg 141, Lys 120 i 
Lys 134, którym przypisuje się istotną rolę w elektrostatycznym przyciąganiu 
substratu [53, 54]. Szczególnie ważna jest guanidynowa reszta Arg 141, której 
modyfikacja prowadzi do niemal całkowitej inaktywacji enzymu (do 98%) [53,
55]. Dalsze szczegółowe badania wykazały, że reszta argininy bierze udział w 
wiązaniu drugiego atomu ponadtlenku [56], lub drugiej cząsteczki wody w 
nieczynnym enzymie i odgrywa lokalną, orientującą rolę 57. Natomiast reszta 
Lys 134 i w mniejszym stopniu Lys 120 kierują na odległość cząsteczkę O 2 do 
centrum aktywnego [57]. Poza miejscem wiązania substratu, w niewielkiej 
odległości od niego znajduje się drugie miejsce wiązania wody w centrum 
aktywnym.

Porównanie sekwencji dziewięciu dysmutaz miedziowo-cynkowych: człowie
ka [58], krowy [41], konia [59], świni [60], ryby miecznika [61]. Neurospora
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crassa [62], drożdży [63], muszki owocowej [64] i Photobacterium leiognathi 
[66] wykazje obecność w nich dwóch, bardzo konserwatywnych rejonów, które 
odpowiadają pętlom tworzącym ściany kanału centrum aktywnego. Mimo, że 
SOD z wołu, jak inne kupreiny, jest białkiem kwaśnym o pi =  4,8 [66] 
powierzchnia tego kanału w kształcie litery Y ma wypadkowy ładunek dodatni 
[57], co powoduje przyciąganie do centrum aktywnego anionów substratu. Pętla 
krótsza (reszty 121— 144) zawiera wiele istotnych aminokwasów, wytwarzają
cych dodatnie pole wektorowe kierujące O 2 do C u2+ i Arg 141, tj. przede 
wszystkim reszty pary Glu 131 i Lys 134, a także Lys 120. Wszystkie ligandy 
metali, a ponadto reszty Cys mostka dwusiarczkowego i Arg 141, znajdują się w 
homologicznych pozycjach we wszystkich kupreinach. Ponadto, występujące w 
dużych ilościach reszty glicyny, znane jako wymuszające strukturę /? [67] 
znajdują się, jeżeli nie uwzględnić enzymu prokariotycznego, w ponad 80% w 
pozycjach homologicznych [62].

11-2. Dysmutaza żelazowa i manganowa

Zarówno wśród Fe-SOD jak i Mn-SOD występują enzymy homodi- i 
homotetrametryczne. Poznane sekwencje kilku enzymów manganowych i 
żelazowych świadczą o tym, że są one ze sobą blisko spokrewnione [68, 69]. Jak 
dotąd poznano całkowite sekwencje enzymów manganowych z E. coli [70], B. 
stearothermophilus [71], drożdży [72] i wątroby człowieka [73], a enzy
mów żelazowych z E. coli [74] i P. leiognathi [75]. Wydaje się, że białka te są 
mniej konserwatywne ewolucyjnie niż Cu, Zn-SOD (np. homología sekwencji 
Mn-SOD z człowieka i drożdży sięga 43%, a homología enzymów miedzio- 
wo-cynkowych z tych organizmów 54%). Z badań rentgenograficznych enzy
mów żelazowych z E. coli [76] i Pseudomonas ovalis [77] przeprowadzonych z 
rozdzielczością ok. 3 Á wynika, że ich struktury są wysoce powtarzalne (Ryc. 3.), 
różniąc się jedynie występującym w enzymie z P. ovalis dodatkowym odcinkiem 
na końcu karboksylowym.

Cząsteczka podjednostki Fe-SOD zawierająca około 200 aminokwasów 
składa się z sześciu a-helikalnych i trzech /?-antyrównoległych odcinków. Dwie 
długie, antyrównoległe heliksy a stanowią oddzielną, N-końcową domenę 
dostarczającą dwóch ligandów żelaza. Dwa pozostałe pochodzą z drugiej 
C-końcowej domeny o mieszanej, 3 warstwowej strukturze a//?. Badania 
dichroizmu kołowego [78] oraz porównanie przewidywanej na podstawie 
sekwencji [79] struktury drugorzędowej [80] enzymów manganowych z uzyska
ną metodą krystalograficzną strukturę Fe-SOD z E. coli [81] wykazało 
podobieństwo enzymów żelazowych i manganowych. Porównanie modelu 
przestrzennego łańcucha Fe-SOD z E. coli z mapą gęstości elektronów tetrame- 
rycznej Mn-SOD z Thermus thermophilus [78], otrzymaną z rozdzielczością 4,4 Á 
wykazało, że upakowanie obu białek jest prawie identyczne [82]. Jedyną istotną 
różnicą jest wstawiona w enzymie manganowym między dwie domeny sekwencja 
odpowiedzialna za tworzenie tetrameru.
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Ryc. 3. Schemat konformacji podjednostki Fe-SOD. Na rysunku przedstawiono atom żelaza w 
postaci kuli i położenie jego ligandów w łańcuchu, a także różnicę konformacji C-końcowego 
fragmentu enzymów z E. coli i P. ovalis (wg 77)

Z porównania znanych sekwencji i danych rentgenograficznych Mn-SOD i 
Fe-SOD wynika, że w białkach tych ligandami są 3 reszty histydyny i jedna 
kwasu asparaginowego. Znajdują się one w homologicznych pozycjach His 26, 
His 69, Asp 148 i His 152 w enzymach żelazowych [76, 77], oraz His 26, His 81, 
Asp 163, i His 167 w enzymach manganowych [69, 82]. Struktura przestrzenna 
centrum aktywnego Fe-SOD nie jest jeszcze znana w tak drobnych szczegółach 
jak w przypadku Cu, Zn-SOD. W iadomo tylko, że jest ono otwarte z jednej 
strony dla rozpuszczalnika a także, że jest w nim jedno [76, 77], a może być dwa 
[83], miejsca wiązania anionów N J . Można więc przewidywać, że w nieczynnym 
enzymie więżę się z nim woda, a z jednym z ich O i". W cząsteczce dimeru centra 
aktywne skierowane są częściowo do granicy między podjednostkami, a jony Fe 
odległe są od siebie o 18 A, co czyni możliwym pewne oddziaływanie między 
centrami aktywnymi [82]. Ostatnie badania krystalograficzne o rozdzielczości 
2,4 A [84] wykazały, miejsca wiązania atom u Mn w enzymie z T. termophilus 
otoczone jest przez konserwatywne ewolucyjnie reszty aminokwasów hydrofo
bowych (Phe 86 i Trp 87, 131, 167). Ponadto w odległości mniejszej niż 7 A 
znajduje się reszta Tyr 36 połączona przez mostek z glutaminy (Gin 150) z resztą 
Trp 131. Wydaje się, że reszta tego ostatniego jest szczególnie ważna, gdyż ulega 
ona zniszczeniu podczas inaktywacji enzymu żelazowego wodą utlenioną [85], 
podobnie jak reszta Arg 141 w erytrokupreinie, co sugeruje udział tej grupy w 
reakcji dysmutacji. Również reszta Tyr 36 może ułatwiać przeniesienie protonu 
na O 2 . Enzym manganowy z T. termophilus [86] występuje w postaci tetrameru,
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w tworzenie którego zaangażowana jest niereguralna pętla wstawiona między 
dwiema domenami [82]. Nie występuje ona w dimerycznej Mn-SOD z E. coli, 
chociaż jest obecna w dimerycznej Mn-SOD z B. stearothermophilus [71].

III. Mechanizm reakcji dysproporcjonacji Oż

III-l. Reakcja spontaniczna i wymagania reakcji katalizowanej

Reakcja dysproporcjonacji ponadtlenku jest jedną z najprostszych reakcji 
jakie można sobie wyobrazić. Jon ponadtlenkowy jest nietrwały w środowisku 
wodnym i ulega spontanicznej reakcji dysproporcjonacji. Ponieważ O 2 jest 
sprężoną zasadą słabego kwasu H O 2 (pKa =  4,8) [87] należy rozważyć 3 reakcje 
dysmutacji. Szybkość spontanicznej reakcji dysmutacji jest więc

H 0 2 +  H 0 2 -> H 20 2 +  0 2 ^  =  8 x  105M - 1s -1 5a
H 0 ‘2 +  0 2 + H + -+ H 20 2 +  0 2 k2 =  8 x H T M ^ s " 1 5b
O 2 +  O 2 +  2H 2 —► H 20 2 k3 <  0,3 M ~~ 1s _ 1 5c

największa w pH =  4,8 i spada o rząd wielkości wraz ze wzrostem o jednostkę 
pH. Ponieważ w fizjologicznym pH przeważa jednak nieuprotonowana forma 
ponadtlenku (np. w pH = 6 ,8 0 2 /H O 2 =  100), rzeczywisty mechanizm katalizo
wanej reakcji dysmutacji powinien wykorzystywać 0 2 i przeciwdziałać nie
korzystnym cechom reakcji spontanicznej, a więc: trudności zbliżenia dwóch 
jednakowo naładowanych cząsteczek i mało prawdopodobnemu termodyna
micznie wytworzeniu O l~ . W takim mechanizmie powinno zatem następować 
przeniesienie elektronu z jednej cząsteczki O 2 na drugą bez konieczności ich 
zbliżenia do siebie. Mechanizm taki można zapisać następująco:

E —Me" + + O 2 -> E —Me(n_1)+ + 0 2 8
E —Me("_ 1)++ O 2 + 2 H + -> E —Me"+ - l-H ,0 2 9

gdzie E oznacza apoenzym a Me jeden z metali przejściowych (Cu, Fe lub Mn). 
Rzeczywiście, zgodnie z danymi eksperymentalnymi, wydaje się, że jest to w 
ogólnych zarysach faktyczny mechanizm reakcji katalizowanych przez wszystkie 
rodzaje dysmutaz ponadtlenkowych [88—91].

Z termodynamicznego punktu widzenia najkorzystniej będzie, gdy potencja
ły metalu prostetycznego w centrum reakcji będą się równały średniej potencja
łów reakcji połówkowych (Reakcje 8 i 9), równych odpowiednio w pH 7-0,17 i
0,88 V, a więc około 0,35 V. W rzeczywistości tak jest [92] mimo, że potencjały 
metali nieskoordynowanych lub związanych z małymi ligandami, jak np. EDTA, 
znacznie odbiegają od tej wartości. Innym warunkiem powyższego mechanizmu, 
spełnianym przez wszystkie dysmutaty ponadtlenkowe, jest konieczność obecno
ści otwartej pozycji koordynacyjnej i możliwości tworzenia kompleksów metal- 
-ponadtlenek. Dysmutaza ponadtlenkowa jest niezwykle wydajnym katalizato
rem. Stała szybkość reakcji wynosi w przypadku Cu, Zn-SOD z wołu około
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2 x 109M " 1 s - 1 [3], a w przypadku dysmutaz niewrażliwych na CN " jest o rząd 
wielkości niższa [93, 94]. Wartość najwyższa zbliżona jest do granicy obszaru 
kontroli dyfuzyjnej [95]. W rzeczywistości, w przypadku Cu, Zn-SOD [42] 
proces jest kontrolowany dyfuzyjnie, natomiast w przypadku Fe-SOD, nie [90]. 
Badania kinetyki bydlęcego enzymu miedziowo-cynkowego, z użyciem roztwo
rów ponadtlenku o stężeniu dochodzącym do 5mM, pozwoliły na wyznaczenie 
liczby obrotów (jedynie w temp 5,5CC), która wynosi 1 x 106 s_ 1 [96], co stanowi 
najwyższą do tej pory notowaną wartość. Oczyszczona z cytoplazmy liści 
pomidora kupreina katalizuje reakcję dysproporcjonacji ze stałą szybkości 
dochodzącą do 7 x 109 M -1 s -1 [97], Kupreiny są więc, jak się wydaje, 
enzymami katalizującymi najszybsze reakcje.

III-2. Reakcja katalizowana przez dysmutazę miedziowo-cynkową

Poznanie szczegółów struktury centrum aktywnego dysmutazy miedzio- 
wo-cynkowej [51, 56], kinetyki jej działania oraz uwzględnienie jej właściwości 
biochemicznych [42, 88] pozwoliły na szczegółowe opisanie prawdopodobnego 
mechanizmu reakcji katalizowanej przez ten enzym (Ryc. 4.). W proponowanym 
mechanizmie uwzględniono takie fakty, jak: (i) znaczenie Arg 141 [53, 55], (ii) 
rozpad wiązania pomiędzy His 61 i jonem C u2+ podczas katalizy, a także 
redukcji enzymu [98], połączony z pobraniem protonu [99] przez atom azotu 
His 61, nie będący ligandem Zn [100], (iii) brak zależności szybkości reakcji od 
pH w zakresie 5—9,5, co sugeruje że proton nie pochodzi z fazy wodnej oraz 
zależności aktywności enzymu pozbawionego Zn od pH (pKa ok. 6,9) wskazują
cą na resztę histydyny jako na dawcę protonu, (iv) wypieranie wody przez 
anionowe inhibitory współzawodniczę [ 101].

Reakcja przebiega w czterech etapach. 0 2 wypiera aksjalnie związaną w 
nieczynnym enzymie wodę, łącząc się jednym atomem tlenu z Cu(II), a drugim 
przez wiązanie wodorowe z resztą guanidyny Arg 141 (etap 1). Redukcja Cu(II) 
przez związany 0 2 powoduje rozerwanie wiązania His 61 z miedzią, protonację 
azotu imidazolowego i uwolnienie cząsteczki tlenu (etap 2). Przyłączeniu 
następnej cząsteczki ponadtlenku do Cu(I) towarzyszy wytworzenie wiązań 
wodorowych z atomami tlenu. Jedno pochodzi od uprotonowanej His 61, drugie 
od Arg 141 a trzecie od wody związanej w centrum aktywnym (etap 3). 
Przeniesienie elektronu z Cu(I) na atom tlenu ponadtlenku, połączone z 
przeniesieniem protonów z His 61 i związanej wody, powoduje odtworzenie 
mostka imidazolowego między C u2+ i Z n2+ i odłączenie cząsteczki H 20 2 (etap 
4). Cykl zamyka się. Podczas jego przebiegu atomy miedzi i cynku oraz ich 
ligandy ulegają niewielkim rotacjom ułatwiającym reakcję. Znalazło to potwier
dzenie w badaniach spektralnych [ 102],

Według omawianej hipotezy, w reakcji katalizowanej przez Cu, Zn-SOD 
bardzo istotna jest rola cynku. W utlenionej formie enzymu związanie cynku 
poprzez pierścień imidazolowy His 61 z miedzią ma podnosić jej potencjał 
redukcyjny do wymaganej wartości 0,42 V [100,101]. W drugim etapie obecność
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cynku ma podnosić pKa His 61 do ok. 13 [103], czyniąc poprzez wymuszenie jej 
uprotonowania, ten etap niezależnym od pH. Jednak późniejsze szczegółowe 
badania [96,104,105] wykazały, że aktywność enzymu pozbawionego cynku jest 
niewiele mniejsza od aktywności holoenzymu, a wrażliwość na pH tej pierwszej 
może wynikać z migracji jonów miedzi do nieobsadzonych miejsc cynkowych 
[105]. Z tych też powodów powyższą hipotezę należy traktować wciąż jako 
tymczasową.

Reakcja katalizowana przez Cu, Zn-SOD jest tak szybka, że o jej tempie 
decyduje szybkość dotarcia substratu do centrum aktywnego (kontrola dyfuzy
jna). Miejsce wiązania Cu stanowi zaledwie 0,1% powierzchni enzymu, ale cały 
kanał centrum aktywnego już około 10% [57]. Aminokwasy tworzące ten kanał, 
którego struktura umożliwia wydatne przyspieszenie dyfuzji, są w 90% konser
watywne w zsekwencjonowanych do tej pory kupreinach. Najistotniejszą rolę w 
kierowaniu substratu do centrum aktywnego odgrywają reszty: Lys 134, której 
e-aminowa grupa odległa jest od atomu miedzi o 17 A, oraz Glu 131, której 
ujemny ładunek utrudnia nieproduktywne kolizje z 0 2 • Odpowiednie położenie 
pary Lys 134 — Glu 131 umożliwia skierowanie wektorów pola elektrostaty
cznego kanału do centrum aktywnego. Wewnątrz tego kanału 0 2 jest przyciąga
ny przez dodatnie ładunki Cu2 + , Z n2+ i Arg 141 [57].

Powyższy mechanizm działania Cu, Zn-SOD krytykowany jest również na 
podstawie kwantowo-chemicznych obliczeń struktury centrum aktywnego. 
Wykazują one, że kompleks Cu2 + - 0 2 -H + jest trwały, a elektron ma tendencję 
do przebywania w części 0 2 -H + i nie powinien redukować jonu miedziowego. 
Kompleks taki byłby silnym utleniaczem zdolnym do utleniania drugiego 
anionorodnika ponadtlenkowego lub innego substratu [106]. W zredukowanym 
w ten sposób kompleksie zachodziłoby kolejne przegrupowanie ładunków 
prowadzące do uwolnienia anionu nadtlenku wodoru i odtworzenia pierwotnej 
utlenionej formy enzymu. Mechanizm taki nie jest jednak zgodny z obserwowa
nym eksperymentalnie cyklicznym utlenianiem i redukcją miedzi podczas 
katalizy. Wynikają natomiast z niego dwa atrakcyjne wnioski [106]. Po pierwsze, 
że enzym oprócz katalizowania reakcji dysmutacji 0 2 , jest też zdolny do 
selektywnego utlenienia innych składników komórkowych, wykorzystując po- 
nadtlenek jako kofaktor. Po drugie, możliwe jest aktywowanie jonu ponadtlen
kowego poprzez skoordynowanie go z metalem przejściowym w trwały kom 
pleks o znacznie zwiększonej zdolności utleniającej, Mogłoby to zwiększać 
kwestionowaną toksyczność ponadtlenku.

II1-3. Reakcja katalizowana przez dysmutazę żelazową i manganową

Ponieważ zasób informacji na temat struktury i reakcji katalizlowanej przez 
Fe-SOD i Mn-SOD jest znacznie uboższy, nie zaproponowano do tej pory tak 
szczegółowej hipotezy mechanizmu ich działania, jak to ma miejsce w przypadku 
Cu, Zn-SOD. Podobieństwo struktury centrum aktywnego enzymów żelazo
wych i manganowych sugeruje podobieństwo mechanizmów reakcji katalizowa
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nych przez te enzymy. Ponadto, pomimo wcześniej podkreślanych różnic [90,98, 
107] stwierdzono uderzające podobieństwo w kinetyce tych enzymów, przynaj
mniej, gdy idzie o Fe-SOD z E. coli [93] i Mn-SOD z P. denitrificans [94]. I tak, w 
przypadku obu enzymów stała szybkości rozpadu kompleksu enzym-substrat

j k Cat =  Vmax/SO D  =  (3 — 7) x 104s _ 1 j jest niezależna od pH w zakresie od 6 do

11, zaś stała M i c h a e l i s a  (Km =  (1 — 2 )x 10- 4M) jest niezależna od pH 
poniżej ok. 9 i wzrasta o rząd wielkości wraz ze wzrostem pH o jedną jednostkę. 
Daje to w obu przypadkach dokładnie taką samą drugorzędową stałą szybkość 
reakcji (k =  3,3 x 108M _ 1s _1) w szerokim zakresie pH. Ponadto, w obu 
enzymach stwierdzono istnienie skoordynowanej z metalem cząsteczki H ?0  
[108, 109],

Wydaje się zatem, że mimo dość istotnej różnicy we właściwościach, jaką jest 
niewrażliwość Mn-SOD na H 20 2, mechanizm reakcji katalizowenej przez oba 
enzymy może być podobny. Rycina 5 przedstawia jedną z wielu proponowanych 
hipotez opisujących mechanizm działania Fe-SOD. Tłumaczy ona takie fakty 
jak: (i) obecność w cząsteczce dwóch miejsc wiązania anionowych inhibitorów 
współzawodniczych i taką samą zależność K( oraz Km (dla 0 2 ) od pH, (ii) 
obecność w zredukowanym enzymie grupy zdolnej do jonizacji o pK a ok. 9, a 
także (iii) nieodwracalność procesu przez duże stężenie H 20 2 (>1M) [81].

Ryc. 5. Schematyczny mechanizm reakcji katalizowanej przez Fe-SO D (wg 81, zmienione)

Obecnie wiadomo, że ligandami Fe i Mn w obu enzymach są 3 reszty 
histydyny i jedna kwasu asparaginowego [84]. Jedna z tych reszt jak się 
przypuszcza, może przechodzić cykl jonizacji i koordynacji żelaza (jak na ryc. 5.), 
podobny do tego jaki przechodzi His 61 w Cu, Zn-SOD. Aby to nastąpiło drugi 
azot pierścienia imidazolowego musiałby być związany z elektrododatnią grupą 
podnoszącą pKa wodoru azotu pierwszego przynajmniej do wartości równej 9. 
Ponadto jest wielce prawdopodobne, że pierścień łańcucha bocznego Trp 130
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odgrywa podobną rolę jak reszta guanidynowa Arg 141 w Cu, Zn-SOD, 
kotwicząc jon ponadtlenkowy poprzez drugi, niezwiązany z żelazem, atom tlenu. 
Ponieważ prace nad rozwikłaniem mechanizmu i struktury centrum aktywnego 
M n-SOD i Fe-SOD są w toku, niebawem dowiemy się, czy przypuszczenia te 
zostaną potwierdzone.

IV. Występowanie i filogeneza dysmutazy ponadtlenkowej

IV-1. Występowanie dysmutazy ponadtlenkowej

Poza nielicznymi wyjątkami wszystkie organizmy tlenowe, a także niektóre 
beztlenowe zawierają dysmutazę ponadtlenkową. Tymi wyjątkami są bakterie 
tlenowe Mycoplasma pneumoniae [110] i Lactobacillus plantarum [111] oraz 
pasożyt malaryczny Plasmodium berghei [112]. Dwa z nich zostały przekonywu
jąco wyjaśnione. L.plantarum akumuluje Mn(II) (będący katalizatorem dysmuta- 
cji O j)  do niespotykanego poziomu 25 mM, zastępując nim mikromolowe 
stężenia SOD obecne w większości innych bakterii [113]. P. berghei korzysta, jak 
się wydaje, z dysmutazy organizmu gospodarza importując ją  do wnętrza własnej 
komórki [ 112].

IV-1.1. Dysmuttza żelazowa

Fe-SOD jest jedyną formą enzymu występującą u bakterii anaerobowych 
[114]. Również większość archebakterii zawiera wyłącznie tę formę enzymu, 
chociaż ostatnio wyizolowano enzym manganowy ze skrajnie słonolubnej 
bakterii Halobacterium cutirubrum [115]. Diazotrofy-bakterie asymilujące 
azot — niezależnie od tego czy są organizmami tlenowymi czy nie, zawierają 
wyłącznie Fe-SOD [114]. Spowodowane jest to prawdopodobnie niezwykłą 
wrażliwością nitrogenezy na tlen, wymuszającą skrajnie niskie stężenie tego gazu 
wewnątrz komórki.

Enzym żelazowy został wyizolowany z wielu bakterii tlenowych i fakultaty
wnie beztlenowych [114]. Fe-SOD otrzymano również z trzech sinic: Plectonema 
boryanum [116], Spirulina platensis [117] i Anacystis nidulans [118]. W 
niektórych bakteriach tlenowych spotykamy tylko Fe-SOD, jednak w większości 
z nich występują obok niej również enzym manganowy [10, 114, 119], a w P. 
leiognathi miedziowo-cynkowy [120]. Wykazano, że bakterie gram-ujemne 
zawierają przeważnie Fe-SOD obok Mn-SOD, a gram-dodatnie prawie wyłą
cznie Mn-SOD [121], chociaż stwierdzono liczne wyjątki od tej reguły [10].

W odróżnieniu od bakterii, występowanie enzymu żelazowego u Eukaryota 
jest raczej rzadkością. Na podstawie pośrednich dowodów opartych na pomiarze 
wrażliwości SOD na różne inhibitory, wielokrotnie postulowano istnienie 
enzymu u pierwotniaków [114], a także powszechną jego obecność u glonów 
[114, 122, 123]. Wyniki te należy traktować z rezerwą. Nie podlega jedynie 
wątpliwości występowanie Fe-SOD u wiciowców, ponieważ udało się enzym ten
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otrzymać (i scharakteryzować jako Fe-SOD) z Euglena gracilis [124] i Crithidia 
fasciculata [125]. W organizmach tych enzym występuje w cytosolu (u Euglena 
gracilis również w chloroplastach) [124, 125].

Do niedawna brak Fe-SOD u wyższych Eukaryota traktowany był jako 
pewnik [2, 3,119]. Jednak w 1980 r. wyizolowano Fe-SOD z Brassica campestris 
[126], a następnie z kilku innych roślin wyższych [127— 129] i stwierdzono jego 
lokalizację w chloroplastach [130]. Wydaje się więc, że dysmutaza żelazowa 
występuje w wielu roślinach, nie we wszystkich jednak ulegając wyraźnej 
ekspresji. Do tej pory nie udało się wykryć enzymu żelazowego u grzybów i 
zwierząt.

IV-1.2. Dysmutaza manganowa

Enzym manganowy występuje powszechnie w organizmach na wszystkich 
poziomach rozwoju ewolucyjnego. Brak go jedynie w organizmach beztleno
wych i to zarówno w bakteriach jak i pierwotniakach [114]. U fakultatywnych 
oeztlenowców, np. u E. coli w warunkach anaerobiozy, enzym manganowy ulega 
represji ustępując miejsca konstytutywnej Fe-SOD [131]. Mn-SOD jest jedyną 
formą dysmutazy w fotosyntetyzujących bakteriach tlenowych [114] i w 
większości bakterii gram-dodatnich [ 121].

Uważa się, że enzym manganowy występuje zasadniczo u wszystkich 
organizmów eukariotycznych [3,114,119], prawie wyłącznie w mitochondriach. 
I tak: grzyby, jak drożdże [132] i N. crassa [133]; rośliny wyższe, jak topinambur 
[133], kukurydza [134], szpinak [135]inne [136]. W ątoba kurczęcia i serce świni 
[137] — zawierają Mn-SOD w matriks mitochondrialnej, ale w wątrobie 
naczelnych występuje ona również w cytoplazmie [138]. Na uwagę zasługuje 
fakt, że oczyszczona (i scharakteryzowana) dysmutaza manganowa z liści grochu 
występuje tam w peroksysomach, nie zaś w mitochondriach [139], a niedawno 
wyizolowano z ilości szpinaku Mn-SOD związaną z tylakoidami, (stanowi ona 
jednak zaledwie ok. 2,5% aktywności dysmutazy chloroplastowej) [140]. 
Ponieważ mitochondrialne i bakteryjne Mn-SOD mają homologiczne sekwencje 
N-końcowych fragmentów łańcuchów polipeptydowych [141], fakt ten wyko
rzystywano jako argument potwierdzający tezę o endosymbiotycznym pocho
dzeniu mitochondriów i eukariotycznej dysmutazy manganowej [142].

IV -1J. Dysmutaza kambialistyczna

W 1982 roku wykryto i wyizolowano z Propioniibacterium shermanii 
dysmutazę inkorporującą do centrum aktywnego żelazo lub mangan w zależnoś
ci od składu pożywki [143]. W latach następnych wyizolowano podobne białka z 
odległych filogenetycznie bakterii: Nocardia asteroides [144], Bacteroidesfragilis 
[145, 146] i Bacteroides thetaiotaomicron [147]. Organizmy te produkują białko 
włączające żelazo lub mangan w zależności od składu pożywki, lub potencjału 
oksydo-redukcyjnego, preferując w warunkach anaerobowych żelazo. O małej 
specyficzności w stosunku do metalu niektórych dysmutaz świadczy włączanie
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do centrum katalitycznego nieaktywnego cynku [144,147]. Fakt istnienia takich 
dysmutaz ponadtlenkowych, zapewne liczniejszych niż się przypuszcza (kambia- 
listyczny enzym ze Streptococcus mutans [148] znany był od dawna jako 
Mn-SOD [149]) świadczy o wspólnym pochodzeniu M n-SOD i Fe-SOD i ich 
bliskim pokrewieństwie.

IV-1.4. Dysmutaza miedziowo-cynkowa

Enzym miedziowo-cynkowy występuje powszechnie i prawie wyłącznie w 
organizmach eukariotycznych [2, 3, 114, 119]. Przez długie lata jedynym 
wyjątkiem była symbiotyczna bakteria Photobacterium leiognathi żyjąca w rybie 
kucyk (ang. ponyfish), Leiognathus splendens. W bakterii tej obok enzymu 
żelazowego występuje kupreina [120]. Ponieważ inne bakterie z rodzaju 
Photobacterium nie zawierają tego enzymu wysunięto hipotezę, że przedostał się 
on do bakterii na skutek transferu genu kodującego białko w rybie [2]. 
Przypuszczenie to znalazło potwierdzenie w analizie statystycznej składów 
aminokwasowych Cu, Zn-SOD z różnych kręgowców i P. leiognathi, która 
wykazała ściśłe pokrewieństwo enzymu bakteryjnego z kupreinami rybimi [ 150].

Stwierdzenie to rozpoczęło długą dyskusję na temat możliwości, a przede 
wszystkim wagi, dowodów przemawiających za takim „poziomym'” przekaza
niem genu z ryby do bakterii [65, 151 — 153]. Oczyszczenie bakteriokupreiny z 
wolnożyjącej bakterii Caulobacter crescentus [154] i wykrycie charakterystycz
nej dla niej aktywności w Pseudomonas kilku szczepów [155] znacznie osłabiło 
siłę argumentacji zwolenników hipotezy transferu genów. Ostatnio opublikowa
na analiza filogenetyczna znanych sekwencji aminokwasów kuprein nie pozwala 
na jasną konkluzję; jakkolwiek za bardziej prawdopodobne w jej świetle uznać 
należy rozejście się enzymów z ryby i bakterii przed rozdziałem Prokaryota i 
Eukaryota [156]. Z drugiej strony dane geologiczne na temat zmiennej dostęp
ności metali przejściowych w trakcie rozwoju życia na Ziemi sugerują raczej 
transfer genu [157].

Pierwotniaki [114, 119], a także większość glonów eukariotycznych [114, 
119,122], najwyraźniej nie mają dysmutazy miedziowo-cynkowej. Jedyną grupą 
glonów, których komórki zawierają Cu, Zn-SOD są niektóre zielenice posiadają
ce fragmoplast [158]. Uważa się, że to właśnie zielenice fragmoplastowe mogły 
dać początek roślinom wyższym [159]. Grzyby i śluzówce zawierają kupreinę 
obok enzymu manganowego [160]. Tylko świecący podstawczak Pleurotus 
olearius jest jedynym, do tej pory znanym, grzybem nie zawierającym tego 
enzymu. Również przegląd prymitywnych morskich bezkręgowców wykazał, że 
kupreina obecna jest w nich wszystkich [114].

Najlepiej zbadano występowanie kupreiny wśród kręgowców, pośród któ
rych nie znaleziono organizmu nie posiadającego tego enzymu, mimo że 
przebadano ich wiele [161, 162]. Wszystkie rośliny wyższe, z wyjątkiem 
Nymphaceae [163], łącznie z mszakami i paprotnikami, zawierają Cu, Zn-SOD 
[122]. Enzym występuje w liściach, nasionach, owocach i korzeniach [114, 164, 
165]. Podstawowym miejscem występowania kupreiny w komórce organizmów
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wyższych jest cytoplazma [2,114,119,164]. Obecność izoenzymu Cu, Zn-SOD w 
przestrzeni międzybłonowej mitochondriów stwierdzono w komórkach topi
nam buru i N. crassa [133] oraz wątrobie kurczęcia [137]. Wydaje się więc, że 
enzym występuje tam powszechnie zarówno u roślin jak i u zwierząt. Natomiast, 
w tkankach zielonych roślin zdecydowanie przeważa chloroplastowa Cu, 
Zn-SOD [97, 114, 136, 164].

IV-2. Filogeneza dysmutazy ponadtlenkowej

Obraz występowania różnych form SOD jest, jak to powyżej przedstawiono, 
dość skomplikowany, lecz mimo licznych wyjątków można go ująć w ogólne 
ramy [114,119]. Enzym żelazowy, prawdopodobnie najprymitywniejszy, wystę
puje u wielu bakterii łącznie z sinicami, archebakteriami, anaerobami (w 
ostatnim przypadku jest jedyną formą enzymu), oraz u niektórych pierwotnia
ków i glonów. Mn-SOD występuje zasadniczo jako jedyna forma enzymu w 
bakteriach gram-dodatnich i obok Fe-SOD w bakteriach gram-ujemnych. W 
komórkach eukariotycznych enzym manganowy występuje w mitochondriach, a 
żelazowy w chloroplastach, co zgadza się znakomicie z endosymbiotyczną 
hipotezą powstania tych organelli. Kupreiny są osiągnięciem Eukaryota, gdzie 
występują zasadniczo w cytoplazmie, ale również w przestrzeni międzybłonowej 
mitochondriów i stromie chloroplastów. Nieliczne przypadki występowania Cu, 
Zn-SOD u P. leiognathi i pewnych bakterii można wytłumaczyć odwołując się do 
transferu genu z Eukaryota do Prokaryota.

Wziąwszy pod uwagę homologię sekwencji, podobieństwo struktury oraz 
występowanie dysmutazy żelazowej i manganowej, a także istnienie dysmutaz 
kambialistycznych można uważać, że Fe-SOD i Mn-SOD mają wspólnego 
przodka, najpewniej Fe-SOD, lub raczej enzym kambialistyczny. Powstanie 
enzymu manganowego mogło być odbiciem wzrastającego stężenia tlenu w 
biosferze, jakieś 2 do 3 miliardów lat temu, gdy stężenie tlenu w atmosferze było 
około 104 razy mniejsze niż obecnie [166]. Wydaje się, że uzyskanie Cu, Zn-SOD 
przez Eukaryota miało miejsce ponad 450 min lat temu, przed pojawieniem się 
Porifera i Coelencerata. kiedy to stężenie tlenu było około 100 razy mniejsze od 
obecnego [166].

Obraz filogenezy dysmutazy ponadtlenkowej staje się bardziej przejrzysty 
[153], gdy spojrzeć na nią w świetle teorii endosymbiotycznego pochodzenia 
komórki eukariotycznej [167— 171], a także zmiennych warunków geochemi
cznych biosfery [157]. Konieczność detoksykacji tlenu pojawiła się najprawdo
podobniej na długo przed powstaniem atmosfery utleniającej, w odpowiedzi na 
pojawiający się przejściowo w biosferze na skutek radiolizy wody tlen molekular- 
yny [172]. Tłumaczy to występowanie Fe-SOD w wielu ścisłych anaerobach. Z 
uwagi na dostępność Fe2+ w redukującej biosferze pierwszym enzymem była 
najpewniej dysmutaza żelazowa a ściślej enzym kambialistyczny, w którym 
miejsce metalu okupowane było przez żelazo na skutek jego znacznej przewagi w 
środowisku.

W miarę jak sinice zaczęły nagromadzać tlen molekularny w atmosferze
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ziemskiej zagrożenie ponadtlenkiem zaczęło wzrastać. Jednocześnie składniki 
mineralne biosfery ulegały utlenieniu powodując dramatyczny spadek dostępno
ści żelaza. Ponieważ wczesna dysmutaza nie wykazywała ścisłych wymagań co 
do rodzaju metalu przejściowego, następnym kandydatom do wykorzystania w 
centrum aktywnym był mangan; drugi pod względem rozpowszechnienia, 
rozpuszczalny w środowisku umiarkowanie utleniającym metal przejściowy, 
łatwo zmieniający stopień utlenienia. Z powodu zapełnienia orbitali d miedź nie 
może tworzyć oktaedrycznej struktury koordynacyjnej, charakterystycznej dla 
dysmutazy kombialistycznej. Wobec wzrastającego stężenia tlenu w atmosferze 
tylko organizmy wyposażone w dysmutazę mogły przetrwać. W tym czasie w 
jednej z linii ewolucyjnych nie zawierających tego enzymu powstała zapewne 
dysmutaza miedziowo-cynkowa. Linia ta, jak się wydaje, dała początek orga
nizmom eukariotycznym.

W komórkach eukariotycznych można wyodrębnić dwie grupy dysmutaz: 
Cu, Zn-SOD występującą zasadniczo w cytoplazmie oraz dysmutazy typu 
bakteryjnego związane z organellami (Mn-SOD w mitochondriach i Fe-SOD w 
chloroplastach). Teoria endosymbiozy tłumaczy najprościej występowanie ró
żnych form enzymu wśród organizmów z różnych poziomów ewolucyjnych 
[153]. Dość liczne wyjątki można tłumaczyć jako następstwo: (i) Przeniesienia 
genu kodującego SOD z jednego organizmu do innego (bakteriokupreiny); (ii) 
Zaniku jednego lub więcej redundantnych enzymów w trakcie ewolucji (brak 
M n-SOD i lub Fe-SOD w niektórych glonach, Cu, Zn-SOD zaś w pierwotnia
kach i niektórych roślinach); (iii) Zasiedlania kolejnych przedziałów kom órko
wych przez różne formy enzymu w miarę podnoszenia się poziomu rozwoju 
ewolucyjnego ich gospodarzy (Cu, Zn-SOD w chloroplastach i przestrzeni 
międzybłonowej mitochondriów, Fe-SOD w cytoplazmie Euglena, M n-SOD w 
cytoplazmie wątroby naczelnych itd.); (iv) Powtarzalnych przejść od Fe-SOD do 
M n-SOD i vice-versa lub małej specyficzności dysmutazy kambialistycznej 
(enzymy bakteryjne).
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I. Wstęp

Reaktywność jonów żelaza leży u biologicznych podstaw życia każdej 
komórki, ale jednocześnie jest jedną z przyczyn jej biologicznej degradacji. 
Powstałe w toku ewolucji białka wiążące żelazo zapewniają organizmom żywym
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sprawny przebieg wielu procesów metabolicznych, stanowią także ochronę przed 
toksycznym działaniem wolnych jonów żelaza,. Ferytyna jest jednym z kluczo
wych białek metabolizmu jonów żelaza, występującym u eukariontów we 
wszystkich niemal komórkach [1,2] i płynach ustrojowych [3—6]. Wszechobec- 
ność ferytyny w organizmie, oraz zdolność przyłączania przez jedną jej cząstecz
kę średnio 2000 atomów żelaza [7] determinują jej główną funkcję biologicz
n ą — wiązanie nadmiaru jonów żelaza w komórce.

Cząsteczka ferytyny jest zbudowana z kulistej otoczki białkowej — apofery- 
tyny, we wnętrzu której znajdują się atomy żelaza [2, 8]. Są one komponentem 
polimeru uwodnionego tlenku żelazowego, który wraz z resztami fosforanowymi 
tworzy tzw. mineralny rdzeń ferytyny, o składzie określonym hipotetycznym 
wzorem: (F e 0 0 H )8( F e 0 0 P 0 3H 2) [9]. Apoferytyna zbudowana jest z 24 
symetrycznie ułożonych, polipeptydowych podjednostek dwóch rodzajów: tzw. 
podjednostek ciężkich, H, (ang. heavy) i podjednostek lekkich, L, (ang. light), o 
masach cząsteczkowych 21000 i 19000 [1]. W strukturze przestrzennej apofery- 
tyny wyróżniono kanaliki hydrofobowe i hydrofilne, które przebiegają wzdłuż jej 
osi symetrii, i którymi odbywa się dwukierunkowy transport jonów żelaza [2, 
10].

Zmienne ilościowo proporcje podjednostek H i L w cząsteczkach ferytyn 
występujących w jednej nawet tkance [ 11] stanowią o dużej ich heterogenności. 
Fizjologiczne znaczenie heterogenności ferytyny w metabolizmie komórkowym 
jest jednym z głównych aspektów badań tego białka.

Intensywnie badana jak również stosunkowo mało poznana w porównaniu z 
ferytynami tkankowymi, jest biologiczna rola ferytyny surowicy krwi. Przypu
szcza się, że ferytyna surowicy krwi ma duże znaczenie regulacyjne w metaboli
zmie jonów żelaza [8]. Dyskutowana jest rola ferytyny surowicy krwi jako 
markera w niektórych chorobach nowotworowych [12, 13], a także jako 
mediatora stanu zapalnego [14].

II. Biosynteza ferytyny

Głównym miejscem syntezy ferytyny w komórce są wolne polirybosomy, 
oraz w mniejszym stopniu rybosomy związane z błoną retikulum endoplazma- 
tycznego [15]. Białko syntetyzowane jest w formie apoferytyny, do której 
następnie przyłączane są jony żelaza. Mechanizm integracji podjednostek H i L 
w cząsteczkę apoferytyny nie został dotychczas poznany.

Przez długi czas utrzymywał się pogląd, że polipeptydy H i L są syntetyzowa
ne na wspólnej matrycy mRNA, a następnie różnicują się pod wpływem 
modyfikacji, takich jak glikozylacja [16, 17] i częściowa proteoliza [18]. Wyniki 
badań translacji mRNA z komórek HeLa (prawie wyłącznie podjednostki H), 
oraz z hepatocytów szczura (dominacja podjednostek L) w lizatach kiełków 
pszenicy wykazały, że podjednostki H i L są syntetyzowane na odrębnych
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matrycach mRNA [19]. Wyniki te potwierdzono w trakcie badań syntezy 
podjednostek H i L w komórkach limfoidalnych i komórkach wątroby u 
człowieka [20—22].

Wyizolowanie komplementarnych DNA polipeptydów H i L człowieka i 
szczura, pozwoliło wysnuć wniosek, że podjednostki apoferytyny są zakodowane 
przez odrębne, należące do różnych rodzin geny [20—23]. W genomie człowieka 
[24,25] i szczura [26] występuje około kilkunastu kopii genów podjednostek H i 
L, lecz tylko pojedyncze kopie ulegają ekspresji; pozostałe są uważane za 
pseudogeny. U człowieka geny determinujące budowę podjednostek H i L 
zlokalizowano odpowiednio na chromosomach 11 [22] i 19 [27].

Już od ponad 40 lat wiadomo, że synteza apoferytyny pozostaje pod kontrolą 
jonów żelaza [28]. In vivo i in vitro, w wielu komórkach zwierząt różnych 
gatunków stwierdzono istotny wpływ jonów żelaza na syntezę apoferytyny [15, 
29, 30]. Stymulacja syntezy apoferytyny przez jony żelaza w komórkach wątroby 
szczura [29, 31] i retikulocytach kijanki żaby amerykańskiej [32] miała 
charakter swoisty, gdyż jednocześnie nie stwierdzono w tych komórkach 
zwiększonej syntezy innych białek. Mechanizm oddziaływania jonów żelaza na 
syntezę apoferytyny nie został dotychczas wystarczająco poznany. Wiele prze
mawia za kontrolą na posttranskrypcyjnym etapie syntezy białka. Aktynomycy- 
na D, inhibitor transkrypcji genów, nie znosi stymulacji syntezy apoferytyny 
przez jony żelaza, w wątrobie szczurów [29, 33], komórkach linii erytroleukemi- 
cznych K562 i HEL [34], oraz w komórkach HeLa [35], chociaż w komórkach 
HeLa obciążonych żelazem stwierdzono także kontrolę na poziomie transkrypcji 
[36]. Przypuszczalnym etapem, na którym jony żelaza regulują syntezę apofery
tyny jest translacja [21, 29, 37, 38]. Stwierdzono , że wzrost wewnątrzkomórko
wego poziomu jonów żelaza uaktywnia wolne cząsteczki apoferytynowego 
mRNA i przyspiesza ich przesunięcie z cytoplazmy na polirybosomy [29, 30]. 
Przy niedoborze zaś jonów żelaza w komórce, mRNA podjednostek H i L nie 
ulega translacji [21, 29].

Wewnątrzkomórkowy poziom jonów żelaza reguluje ekspresja błonowego 
receptora transferyny (TfR) [40]. W wielu doświadczeniach in vitro stwier
dzono ścisłą, odwrotną zależność między syntezą apoferytyny, a ekspresją TfR 
[41—45]. Zjawisko to polega przypuszczalnie na hamowaniu przez jony żelaza 
transkrypcji genu TfR [46] i stymulacji przez nie translacji mRNA apoferytyny. 
Zwiększenie ekspresji TfR obserwowano w komórkach rozpoczynających cykl 
podziałowy [47]. Z kolei w komórkach różnicujących się odnotowano zanik TfR 
[48,49], W hodowli monocytów krwi obwodowej, w miarę ich różnicowania się 
do makrofagów, wzrastał stopniowo wewnątrzkomórkowy poziom ferytyny 
[45]. W hodowlach komórek leukemicznych HL60, różnicujących się do 
granulocytów lub makrofagów, stwierdzono zanik TfR i jednocześnie wzrost 
wewnątrzkomórkowej zawartości ferytyny [41,50]. Przypuszcza się, że regulacja 
syntezy apoferytyny i TfR może stanowić istotny element w kontroli wzrostu i 
różnicowania się komórek.

6 Postępy Biochemii 4/88
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III. Przyłączanie i uwalnianie jonów żelaza

Badania mechanizmu i kinetyki przyłączania jonów żelaza do apoferytyny 
przeprowadzano najczęściej przy użyciu apoferytyny uzyskanej z fervtyn> 
śledziony końskiej, w drastycznych warunkach działania kwasu tioglikolowego. 
Rzeczywisty przebieg procesu przyłączania jonów żelaza do natywnej apoferytny 
w komórkach jest trudny do ustalenia, a jego przypuszczalna wersja przedstawia 
się następująco:

Substratami w procesie rekonstytucji ferytyny są apoferytyna i jony Fe2 + 
[51—53]. Przyłączanie jonów Fe3 + do apoferytyny odbywa się znacznie wolniej 
i w znacznie mniejszym zakresie, niż przyłączanie jonów Fe2+ [54]. Proces ten 
przebiega w tzw. centrach aktywnych, których usytuowanie w strukturze 
przestrzennej apoferytyny jest przedmiotem sprzecznych doniesień [51— 53 55,
56], Pod względem chemicznym centra aktywne są skupiskami grup karboksylo
wych [51,55]. Ich modyfikacja powodowała znaczne obniżenie tempa przyłącza
nia jonów Fe2+ do apoferytyny [57]. Związane jony Fe2+ są następnie utleniane 
do jonów Fe3+ przy udziale apoferytyny jako katalizatora. Proces ten wymaga 
obecności tlenu cząsteczkowego, chociaż jego atomy nie są włączone w tworzący 
się wewnątrz apoferytyny polimer tlenku żelazowego [59]. Z centrów aktywnych 
jony Fe3+ migrują przez kanaliki do miejsc ich wiązania na wewnętrznej 
powierzchni otoczki białkowej [51, 52], gdzie ulegają hydrolizie, a następnie 
polimeryzują za pośrednictwem mostków tlenowych [60]. Jeśli centra aktywne 
znajdują się, jak sądzą niektórzy autorzy, na wewnętrznej powierzchni otoczki 
białkowej, to pełnią one jednocześnie funkcję miejsc wiązania jonów Fe2 + , ich 
utleniania, a następnie hydrolizy i polimeryzacji [55, 56]. Pierwsze związane 
wewnątrz apoferytyny jony Fe3+ mają kluczowe znaczenie w powstawaniu 
mineralnego rdzenia ferytyny. Przyłączenie kolejnych atomów żelaza odbywa się 
zarówno w miejscach znajdujących się na powierzchni (wewnętrznej lub 
zewnętrznej) apoferytyny, jak i bezpośrednio na powierzchni polimeru tlenku 
żelazowego [10, 51, 55].

W celu potwierdzenia utleniających właściwości apoferytyny, inkubowano ją 
z jonami Fe2+ i transferyną, i stwierdzono, że co najmniej 80% utlenionego przez 
apoferytynę żelaza w postaci jonów Fe3+ wiązała transferyna [53]. Ferytyny o 
różnym wysyceniu jonami żelaza wykazują te same właściwości utleniające co 
apoferytyna. Zdolność apoferytyny do utleniania jonów Fe2+, które następnie 
mogą być związane jako jony Fe3+ przez transferynę przemawia za sklasyfiko
waniem apoferytyny jako ferroksydazy — Fe(II):02 oksydoreduktazy. Ponieważ 
jony żelaza utlenione przez apoferytynę mogą być łatwo związane przez 
transferynę przypuszcza się, że proces ten zachodzi na zewnętrznej powierzchni 
apoferytyny. Trudno bowiem zakładać, aby tak duża cząsteczka, jak transferyna, 
mogła penetrować do wnętrza ferytyny przez kanaliki o średnicy 0,9— 1,2 nm [2, 
10]. Potwierdzają to badania przeprowadzone przy pomocy promieni X i 
ultrafioletu, dzięki którym odkryto na powierzchni apoferytyny miejsca, do 
których mogą być przyłączone jony żelaza [55,56]. Przypuszcza się, że miejsca te
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stanowią o puli jonów Fe3+ luźno związanych z apoferytyną, będących efektem 
jej oksydacyjnej aktywności.

Podobnie jak w przypadku przyłączania, również uwalnianie jonów żelaza z 
ferytyny odbywa się za pośrednictwem reakcji oksydoredukcyjnych. Chociaż 
niemal pewnym wydaje się, że redukcja jonów Fe3+ do jonów Fe2+ jest 
wstępnym etapem ich uwalniania [61], to jednak miejsce tej reakcji w strukturze 
przestrzennej białka nie zostało określone. Stopień wysycenia ferytyny jonami 
żelaza wpływa na tempo ich uwalniania [62, 63]. W ściśle określonych 
warunkach in vitro frakcja białka o 30— 50% wysyceniu jonami żelaza uwalnia je 
najłatwiej i najszybciej [8]. Wiele związków może redukować żelazo ferytyny in 
vitro [64— 66]. Identyfikacja fizjologicznych reduktorów nastręcza jednak 
niemałych trudności. Sugeruje się, że mogą nimi być cysteina, kwas askorbinowy
i zredukowany glutation; stężenie ich w komórce jest jednak zbyt małe, aby 
rzeczywiście mogły pełnić tę funkcję in vivo [64]. W warunkach fizjologicznych w 
redukcji żelaza ferytyny uczestniczą, prawdopodobnie, zredukowane enzymy 
flawinowe, a właściwie ich koenzymy [68]. Stwierdzono, że w różnych narządach 
zwierząt wysokiemu wysyceniu ferytyny jonami żelaza towarzyszy niski poziom 
NA D-FM N-oksydoreduktaz [67]. Zastanawiając się nad tym, jakie związki 
mogą redukować żelazo ferytyny, należy brać pod uwagę rozmiary ich cząsteczek 
(a tym samym zdolność penetracji przez kanaliki i możliwość dotarcia do 
wnętrza apoferytyny), a także ich potencjał redukcyjny, który w przypadku 
żelaza ferytyny wynosi 230 mV przy pH 7,0 [68].

Po uwolnieniu z ferytyny, jony Fe2 + są chelatowane przez niskocząsteczkowe 
związki, z którymi tworzą kompleksy tzw. labilnego żelaza. N atura tych 
związków nie jest dokładnie znana; np. z erytrocytów wyizolowano kompleksy 
chelatowe żelaza z nukleotydami [69, 70], natomiast w komórkach wątroby, 
przypuszcza się, że żelazo tworzy związki chelatowe z ADP [71] i cytrynianem 
[72].

IV. Biodegradacja ferytyny

Okres półtrwania ferytyny w komórce wynosi 50— 70 godzin [73, 74]. 
Izoferytyny o przewadze podjednostek H szybciej ulegają degradacji niż 
izoferytyny bogate w podjednostki L [2, 7]. Sugestie, że wzrastająca ilość żelaza 
odkładanego w cząsteczce ferytyny ma decydujący wpływ na przyspieszenie jej 
biologicznego rozpadu nie wszędzie znajdują potwierdzenie. Na przykład 
ferytyny o dużej zawartości żelaza są bardziej niż apoferytyna odporne in vitro na 
proteolityczne działanie enzymów [75]. Usuwanie żelaza z ferytyn kom órko
wych przy pomocy deferoksaminy wpływa na zmniejszenie ich stabilności [76], 
chociaż w hodowli komórek K562, po dodaniu deferoksaminy, ferytyny 
komórkowe były bardziej stabilne niż ferytyny z komórek hodowanych bez 
dodatku deferoksaminy [77]. Badania mikroskopowe wykazały, że ferytyny 
zawierające najwięcej jonów żelaza są jako pierwsze „wychwytywane” przez
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lizosomy, gdzie dokonuje się ich biologiczna degradacja [78]. W lizosomach 
komórek HeLa stwierdzono występowanie cząsteczek ferytyny o dużej zawarto
ści żelaza (ponad 2000 atomów na cząsteczkę) w 6—8 godzin po ich mikroiniekcji 
do cytoplazmy [79]. Nie ustalono do tej pory w jaki sposób żelazo odkładane w 
fery tynie przyspiesza jej przemieszczanie z cytoplazmy do lizosomów. Przypusz
cza się, że żelazo sprzyja polimeryzacji cząsteczek ferytyny, który to proces 
prowadzi do zmniejszenia jej rozpuszczalności [80], i uważany jest za decydujący 
etap jej degradacji [81]. U zdrowych ludzi ferytyna śledziony występuje głównie 
(90—94%) w postaci monomerów. U osób przeciążonych żelazem ferytyna 
śledziony tworzy liczne dimery, trimery, a nawet wyższe oligomery [82]. W 
lizosomach przy niskim pH ferytyna ulega częściowej denaturacji [80, 83], po 
czym na skutek działania enzymów lizosomalnych następuje rozpad otoczki 
białkowej ferytyny i częściowe odsłonięcie jej mineralnego r dzenia [80,83,84]. U 
osób przeciążonych żelazem w wyniku różnych zmian patologicznych (hemo- 
chromatozy, ^-talasemii) obserwuje się intensywne odkładanie w lizosomach 
komórek wątroby nierozpuszczalnych komleksów żelaza z fragmentami nadtra- 
wionej, nieregularnej otoczki białkowej, fosforanami i tłuszczami [80, 83—85]. 
Kompleksy te, określone mianem hemosyderyny, uważane są za produkt 
biologicznego rozpadu ferytyny [83, 85]. W preparatach histologicznych 
wątroby i śledziony złogi hemosyderyny w lizosomach widoczne są jako 
charakterystyczne ziarnistości, barwiące się intensywnie na obecność żelaza [84].

V. Biologiczna rola ferytyn tkankowych

V -l. Magazynowanie żelaza

Pośród białek wiążących żelazo, a także pośród innych metaloproteidów 
występujących w organizmie ferytyna wyróżnia się zdolnością gromadzenia 
dużej liczby atomów metalu (żelaza). Sumaryczna masa 2000 atomów żelaza 
związanych przez cząsteczkę ferytyny stanowi około 20% jej całkowitej masy 
cząsteczkowej [86]. Dla porównania cząsteczka hemoglobiny może związać 4 
atomy żelaza, których masa stanowi około 0,347% jej całkowitej masy cząstecz
kowej [86]. Transferyna i laktoferyna mogą związać swoiście po 2 atomy żelaza 
[87].

U dorosłego mężczyzny ilość zapasowego żelaza zgromadzonego w ferytynie 
wynosi około 1 g (u kobiety o połowę mniej), co stanowi 25% ilości całkowitego 
żelaza w ustroju [86]. W warunkach fizjologicznych ilość żelaza zapasowego 
ferytyny określają: aktywność erytropoetyczna organizmu, tempo syntezy 
hemoglobiny w komórkach erytroblastycznych, oraz, w mniejszym stopniu, 
absorpcja egzogennego żelaza z przewodu pokarmowego [2].

Żelazo zgromadzone w ferytynie może być wykorzystane przez organizm w 
warunkach ogólnoustrojowego niedoboru tego mikroelementu do utrzymania 
ciągłości i tempa procesów metabolicznych związanych z biologiczną aktywnoś
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cią jonów żelaza. Chociaż ferytyna występuje we wszystkich komórkach ustroju, 
to jednak dla pokrycia potrzeb ogólnoustrojowych, wykorzystywane jest żelazo 
zgromadzone w ferytynie komórek należących do układu siateczkowo-śródbłon- 
kowego (USŚ) w wątrobie, śledzionie, szpiku kostnym, a także żelazo zgroma
dzone w ferytynie komórek parenchymalnych wątroby [2, 8]. W ferytynie 
komórek USŚ jest odkładane żelazo uwolnione w trakcie fagocytozy i katabo
lizmu starzejących się erytrocytów [88]. Ferytyna komórek parenchymalnych 
wątroby wiąże żelazo pochodzące z białek surowicy krwi: transferyny [89], 
kompleksu hemoglobiny z haptoglobiną [90], hemu z hemopeksyną [84] i 
ferytyny [91]. We wczesnych stadiach rozwoju, u płodów ludzkich [92] i mysich 
[93], w embrionach ptasich [94] i larwach płazów [95] główną rolę w 
gromadzeniu zapasów żelaza odgrywa ferytyna erytrocytów krwi obwodowej.

V-2. Ferytyna w wewnątrzkomórkowym transporcie jonów żelaza

Wewnątrzkomórkowy transport jonów żelaza po uwolnieniu ich z komple
ksu Tf-TfR jest podstawowym, nierozstrzygniętym do tej pory zagadnieniem 
komórkowego metabolizmu żelaza. Mimo, że piśmiennictwo przytacza wiele 
przykładów związków transportujących jony żelaza w komórce [96 — 98], nie 
ma wśród autorów zgody, które z nich rzeczywiście mogą pełnić tę funkcję in situ.

Rola ferytyny — wewnątrzkomórkowego nośnika jonów żelaza jest kontro
wersyjna. Z jednej strony wykazano, że synteza hemu w erytroblastach traszki 
(Triturus cristatus) odbywa się z pominięciem żelaza zgromadzonego w ferytynie 
[99]. Nawet w warunkach ogólnoustrojowego niedoboru żelaza, erytroblasty 
traszki reagują zmniejszoną syntezą hemu, nie naruszając żelaza związanego 
przez ferytynę [100]. Z drugiej strony wykazano, że jony żelaza uwolnione z 
ferytyny komórek wątroby szczura są inkorporowane do cząsteczek mitochon- 
drialnych enzymów z hemową grupą prostetyczną, a także innych enzymów 
zawierających żelazo [101, 102]. Na mitochondriach komórek wątroby szczura 
znaleziono swoiste dla ferytyny receptory o zmiennej sile powinowactwa [ 101].

Na podstawie obserwacji metabolizmu żelaza w komórkach erytroidalnych 
człowieka wysunięto hipotezę, że czynne metabolicznie jest żelazo związane 
przez, tak zwane, kwaśne izoferytyny (ferytyny o przewadze podjednostek H, 
punkt izoelektryczny przy pH 4,1—4,8) [103, 104]. Kwaśne izoferytyny wiążą 
żelazo krótkotrwale, łatwiej je przyłączają i uwalniają w porównaniu z izoferyty- 
nami zasadowymi, o profilu L, występującymi w śledzionie [105, 106]. Żelazo 
kwaśnych izoferytyn staje się przez to bardziej aktywne metabolicznie, a jego 
obrót w komórce szybszy. Kwaśne izoferytyny dominują w komórkach wcze
snych stadiów erytropoezy [103, 104], w tkance serca [107], a więc tam, gdzie 
tempo metabolizmu jest stosunkowo wysokie i gdzie istnieje duże zapotrzebowa
nie na żelazo między innymi do syntezy hemu. Być może, fizjologiczna 
heterogenność ferytyny, wynikająca z heterogenności strukturalnej, jest źródłem 
sprzecznych opinii na temat roli ferytyny w wewnątrzkomórkowym transporcie 
jonów żelaza.
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V-3. Regulacyjna rola ferytyny w absorbcji jonów żelaza

Homeostazę żelaza w ustroju reguluje przede wszystkim absorbcja jonów 
żelaza z jelita cienkiego (głównie z dwunastnicy), która rośnie w stanach 
niedoboru i maleje w stanach przeciążenia ustroju żelazem [108, 109].

Transport jonów żelaza z jelita do krwioobiegu obejmuje zasadniczo dwie 
fazy: przejście jonów żelaza ze światła jelita do komórek błony śluzowej jelita i 
przejście przez cytosol komórek błony śluzowej jelita do krwi obwodowej [108]. 
Żelazo w komórkach błony śluzowej jelita związane jest głównie z transferyną i 
ferytyną [109]. Białka te odgrywają kluczową rolę w absorpcji jonów żelaza z 
przewodu pokarmowego [110, 111]. Ferytyna wiąże nadmiar jonów żelaza, 
które następnie są wolno wymieniane do krwi; transferyna natomiast jest 
cząsteczką szybko transportującą jony żelaza do krwioobiegu. Wzrost poziomu 
transferyny w komórkach błony śluzowej jelita jest równoznaczny ze wzrostem 
absorpcji jonów żelaza, natomiast wzrost poziomu ferytyny hamuje przekazywa
nie jonów żelaza do krwi [110]. Zależności te potwierdzono w badaniach na 
szczurach, którym przez krótki czas zastosowano dietę o niskiej zawartości 
żelaza. Krótkotrwały niedobór żelaza w diecie powodował natychmiastowy 
wzrost poziomu transferyny i obniżenie poziomu ferytyny w komórkach błony 
śluzowej jelita. Zmianom tym nie towarzyszyło uszczuplenie zapasów żelaza 
zgromadzonych w ferytynie komórek USŚ w wątrobie i innych organach [112].

V-4. Ferytyna a toksyczność wolnych jonów żelaza

Jony żelaza, a także ich kompleksy z niskocząsteczkowymi związkami 
występują w komórkach z reguły przejściowo i krótkotrwale [69, 70, 113, 114]. 
Toksyczność wolnych jonów żelaza wynika przede wszystkim z ich katalitycznej 
aktywności w procesie generowania wolnych rodników, w tym silnie reaktyw
nych i niszczących rodników wodorotlenowych ( OH)  [115]. Mechanizm tego 
procesu i rolę jaką odgrywają w nim jony żelaza ilustruje cykl reakcji H a b e r a -  
- W e i s s a - F e n t o n a  [87]:

1) O t  + F e 3+ -> 0 2 +  Fe2 +
2) 2 0 2 +  2H + --►02 +  H 20 2
3) Fe2+ +  H 20 2 -> Fe3+ + O H - +  OH

Białka wiążące żelazo są jedynym źródłem żelaza czynnego metabolicznie, 
stanowią jednocześnie ochronę przed skutkami aktywności wolnych, nie związa
nych jonów żelaza. Ferytyna z racji swego ogromnego potencjału wiązania 
jonów żelaza zajmuje wśród tych białek wyjątkową pozycję. Ferytyna wiążąc 
nadmiar jonów żelaza w komórce eliminuje ich toksyczność i w tym powszechnie 
upatruje się jej zasadniczą funkcję biologiczną. Nie polemizując z tą opinią, 
należy jednak stwierdzić, że w określonych warunkach in vitro i prawdopodobnie 
in vivo, jony żelaza pierwotnie związane z ferytyną, po ich uwolnieniu mogą 
generować H 20 2 i rodniki OH, a tym samym mogą być odpowiedzialne za 
destrukcję wielu organelli komórkowych, a w konsekwencji całej komórki
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[113— 120]. Indukcja rodników OH w obecności innych białek wiążących 
żelazo — laktoferyny [87,121— 124] i transferyny [87,125]— jest kontrowersy
jna i nie tak oczywista jak w przypadku ferytyny.

Uwalnianie jonów żelaza z ferytyny w dużym stopniu zależy od wewnątrzko
mórkowego potencjału redukcyjnego [113,126], który zależy z kolei od stężenia 
w komórce różnych związków o charakterze reduktorów (w szczególności kwasu 
askorbinowego [76]), a także od aktywności układów enzymatycznych zdolnych 
takie związki generować [127]. Wysunięto hipotezę, że rodniki ponadtlenkowe
O 2 ze względu na łatwość z jaką docierają do wnętrza białkowej otoczki 
ferytyny, mogą być in vivo idealnymi reduktorami jonów żelaza związanych z 
ferytyną [114]. Jednym z najbardziej efektywnych układów enzymatycznych 
generujących rodniki O 1 in vivo jest układ oksydazy ksantyny [128, 129]. 
Rodniki O 2 są stosunkowo mało reaktywne wobec składników organicznych 
[130] Ich toksyczne działanie należy raczej rozpatrywać w aspekcie ich 
zdolności redukowania jonów Fe3+ związanych z ferytyną (reakcja 1), generowa
nia H20 2 (reakcja 2), a pośrednio do indukowania rodnków OH (reakcja 3) 
[115, 127]. Niszczące działanie H 20 2 i rodników OH polega na utlenianiu 
fosfolipidowych struktur błonowych w komórkach [115, 127]. Stymulujący 
wpływ żelaza ferytyny na utlenianie fosfolipidowych błon liposomów obserwo
wano w bydlęcych komórkach mózgowych [116] i w żółtku jaja [119]. Jony 
żelaza uwolnione z ferytyny w obecności kwasu askorbinowego współdziałają w 
uszkodzeniu chromosomów [131]. Przypuszcza się, że przy niskim pH w 
lizosomach żelazo nie może być uwalniane z ferytyny bez udziału reduktorów, i 
może katalizować utlenianie błon lizosomalnych, co powoduje wtórną destruk
cję kcmórki na skutek działania enzymów lizosomalnych [119].

Uwalnianie żelaza z ferytyny jest krytycznyn momentem, w którym zreduko
wane jony żelaza, w zależności od stanu fizjologicznego komórki mogą być 
skierowane do cyklu przemian metabolicznych, lub mogą być źródłem patolo- 
giczn}ch zmian prowadzących do destrukcji komórki.

VI. Ferytyna surowicy

W 1985 roku Międzynarodowy Komitet Standaryzacji w Hematologii 
zaproponował standard ferytyny obowiązujący przy oznaczaniu poziomu tego 
białka w surowicy krwi [132]. Pozwala to ujednolicić wyniki oznaczeń, których 
dokorywano do tej pory przy zastosowaniu różnych standardów izoferytyn, o 
różnyn profilu immunologicznym.

Steżenie ferytyny w surowicy krwi dorosłych ludzi waha się w granicach od 12 
do 300 ng/ml, wzrasta z wiekiem, jest wyższe u mężczyzn niż u kobiet [133], U 
ludzi i zwierząt znaleziono ścisłą zależność między poziomem ferytyny w 
surowcy, a ilością żelaza zgromadzonego w ferytynie komórek USŚ i ferytynie 
hepatocytów [133, 134]. Zależność ta jest na tyle ścisła, że oznaczanie stężenia 
ferytyiy w surowicy służy do diagnozowania stanów niedoboru i przeciążenia
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organizmu żelazem [134]. W wielu przypadkach jest to wskaźnik bardziej 
skuteczny niż powszechnie dotąd stosowane wysycenie transferyny jonami 
żelaza, oraz całkowita pojemność surowicy krwi dla jonów żelaza, gdyż przy jego 
pomocy można również wykryć stany tzw. ukrytego niedoboru żelaza. Mecha
nizm regulujący poziom ferytyny w surowicy zlokalizowany jest w komórkach 
wątroby [135].

Pod wieloma względami ferytyna surowicy różni się od ferytyn tkankowych. 
W niewielkim stopniu jest wysycona jonami żelaza [136, 137], zawiera ponadto 
część cukrową [106, 138]. Konkanawalina A przyłącza około 70% ferytyn 
surowicy krwi i zaledwie 10% ferytyn tkankowych [138]. Badania biochemiczne 
wykazały, że ferytyny surowicy, które przyłączają się do konkanawaliny A 
zawierają trzeci rodzaj podjednostki — glikozylowaną podjednostkę G [106]. 
Ostatnio wykazano, że podjednostka G rozpoznawana jest przez przeciwciała 
wytworzone przeciw podjednostce L ferytyny [139]. Najbardziej widocznym, 
choć o nie wyjaśnionym dla organizmu znaczeniu, efektem różnic w budowie 
ferytyny surowicy i ferytyn tkankowych jest tempo ich wychwytywania z 
surowicy. Okres półtrwania w surowicy ferytyn izolowanych z różnych narzą
dów człowieka [140], szczura [141], psa [142], po ich dożylnym podaniu 
osobnikom odpowiednich gatunków nie przekracza 30 min., a średnio wynosi 
10 min. Ferytyny, izolowane z surowicy człowieka oraz szczura, po ich dożylnym 
wstrzyknięciu odpowiednio ludziom i szczurom wychwytywane są w tempie 
nieporównywalnie wolniejszym; okres półtrwania 30— 50 godz. [141, 143].

Ferytyna uwalniana jest do krwi przez komórki USŚ [142, 144] i monocyty 
[145], usuwana jest natomiast przez komórki perenchymalne wątroby [91, 142, 
146]. Na hepatocytach szczurów wykryto swoisty dla ferytyny receptor, 
odpowiedzialny za wychwytywanie tkankowych ferytyn podanych dożylnie 
[91], Ferytyna surowicy traktowana lizosomalnymi glikozydazami jest przyłą
czana przez receptor znacznie silniej niż natywna ferytyna surowicy [91].

W 1985 roku na podstawie szczegółowej analizy sedymentacji ferytyny 
surowicy w gradiencie gęstości sacharozy, wysunięto dość śmiałą i zaskakującą 
hipotezę, że ferytyna surowicy jest bogata w żelazo, i jako taka może pełnić obok 
transferyny funkcję nośnika jonów żelaza do wszystkich komórek organizmu 
[147]. Dla poparcia swojej tezy autorzy zwracają uwagę na to, że receptory 
ferytyny znaleziono na retikulocytach [148], hepatocytach [91], makrofagach 
[149], limfocytach T [150], i w łożysku [151].

VII. Uwagi końcowe

W piśmiennictwie pierwsza wzmianka o ferytynie pochodzi z 1937 roku 
[152]. W ciągu 50 lat pogląd na główną biologiczną rolę ferytyny nie uległ 
zmianie, ale liczne badania ujawniły szereg nowych funkcji ferytyny w organi
zmie, często nie związanych z metabolizmem jonów żelaza. Do takich należy 
między innymi, intensywnie badana, rola ferytyny w regulacji hemopoezy [153].
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Wydaje się, że ferytyna pozostając przede wszystkim białkiem metabolizmu 
żelaza, ma oprócz tego bardziej uniwersalne znaczenie w ustroju. M ożna sądzić, 
że nad tym zagadnieniem skupią się przyszłe badania.

Artykuł otrzymano 1 grudnia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 17 czerwca 1988 r.
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(rybonukleoproteid zawierający snRNA).

Heterogenny jądrowy RNA (hnRNA) różni się od cytoplazmatycznych RNA 
znacznie większą masą cząsteczkową, wynikającą z bardziej skomplikowanego 
składu nukleotydowego. W roku 1978, stosując metodę hybrydyzacji i mikrosko
pii elektronowej stwierdzono, że jądrowy pre-mRNA P-globiny, o stałej sedy
mentacji 15S, zawiera sekwencje intronowe, precyzyjnie wycinane przed jego 
przekształceniem w cytoplazmatyczny RNA o stałej sedymentacji 10S [1]. 
Dzisiaj, dzięki udoskonalonym metodom hybrydyzacyjnym i zastosowaniu do 
badań pulsowo wyznakowanego hnRNA wiadomo, że wszystkie typy transkryp- 
tów, przepisywane z DNA przez odpowiednie polimerazy, ulegają w jądrze 
modyfikacjom. Najmniejszym zmianom ulegają transkrypty polimerazy I II 
(prekursory cytoplazmatycznych tRNA), największym polimerazy II, do których

* Doc. dr hab., Instytut Biotechnologii Przemysłu Rolno-Spożywczego, ul. Rakowiecka 36,
02-532 Warszawa.
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zalicza się większość pre-mRNA [2]. Niemal wszystkie zbadane dotychczas 
pre-mRNA są transykryptami genów nieciągłych i zawierają od kilku do 
kilkudziesięciu intronów o zróżnicowanej długości. Łączna ich długość przekra
cza na ogół kilka do kilkunastu razy długość zawierających informację struktu
ralną eksonów. Wyczerpujące dane porównawcze na ten temat zawiera obszerne 
opracowanie monograficzne [3].

Zespół zdarzeń, które zachodzą w jądrze po transkrypcji i prowadzą do 
przetworzenia pre-mRNA w funkcjonalne cytoplazmatyczne formy mRNA, 
określany jest w piśmiennictwie anglojęzycznym terminem „processing”. W 
piśmiennictwie polskim coraz powszechniej stosowane jest określenie „dojrzewa
nie”, oddające wprawdzie mało precyzyjnie znaczenie terminu angielskiego, ale 
doskonale opisujące istotę jądrowych przekształceń pre-mRNA. Proces ten jest 
uważany obecnie za drugi co do ważności etap regulacji ekspresji informacji 
genetycznej. O intensywności badań w tej dziedzinie najdobitniej świadczy 
opublikowanie kilkuset prac eksperymentalnych w ciągu niespełna dziesięciu lat. 
Od roku 1985 szczególne zainteresowanie badaczy wzbudza mechanizm precy
zyjnego wycinania intronów z pre-mRNA, określany terminem angielskim 
„splicing”. W języku polskim stosowne jest najczęściej określenie „składanie”. 
Dominującą część znaczących prac na ten temat została wykonana w ośrodkach 
naukowych Cambridge, USA. Niniejszy artykuł przedstawia aktualne poglądy 
dotyczące tego zagadnienia.

I. Przebieg dojrzewania eukariotycznego pre-mRNA

Na początku lat osiemdziesiątych wykazano, że dojrzewanie eukariotyczne
go pre-mRNA jest skomplikowanym strukturalnie, wieloetapowym procesem 
rozpoczynającym się jeszcze w czasie trwania transkrypcji [4, 5]. Cytologicznie 
powiązane jest z jądrową matriks. Ustalono, że najważniejszymi momentami 
tego procesu są: modyfikacje końców transkryptu, wycinanie intronów i łączenie 
eksonów (Ryc. 1). Dalsze przemiany strukturalne pre-mRNA mają bardziej 
ograniczony charakter i zachodzą w czasie transportu do cytoplazmy komórki. 
Dotyczą one jak się wydaje, przede wszystkim zmian długości 3’-końcowego 
fragmentu poliadenylowego cząsteczki.

Bezpośrednio po zsyntetyzowaniu pierwszych 30—40 nukleotydów rozpo
czyna się stopniowo modyfikacja 5’-końcowa pre-mRNA, prowadząca w efekcie 
do wytworzenia struktury cap I (m7G pppmXpYp...). Ciąg reakcji katalizowany 
jest przez enzymy: fosfatazę, guanozylotransferazę i metylotransferazę. Jego 
bardziej szczegółowy opis przedstawia opracowanie monograficzne [6]. Po 
ukończeniu transkrypcji modyfikowany jest 3‘ — koniec cząsteczki. Reakcja 
polega na przyłączaniu kolejnych nukleotydów adenylowych i katalizowana jest, 
bez udziału matrycy, przez specyficzne polimerazy poliadenylujące. Dokładniej 
przebieg i znaczenie poliadenylacji dyskutowane już było na łamach Postępów 
Biochemii [7, 8]. Podkreślić należy, że odległość miejsca poliadenylacji od cap
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ekson in lron ekson
DNA ...

|  transkrypcja

pre-m R N A 5 ’ -------------------------------------------------------------------------- 3’

znakowanie końców

cap  i --------------------------------------------------------------------------------poll (A)
' I cięcie

capi
leczenie

intron ( / _

V
c a p i --------------------------------------poli (A)

transport 
do cyt-oplazmy

cyl-oplazmatyczny mRNA

Ryc. 1. Diagram procesu dojrzewania pre-mRNA. Linią przerywaną oznaczono introny i ich 
transkrypty

ogranicza strukturalnie zasięg dalszych etapów przetwarzania pre-mRNA. 
Opisane zostały przypadki powstawania z tego samego transkryptu, w wyniku 
zmiany miejsca rozpoczęcia poliadenylacji, mRNA kodującego różne białka. 
Sytuacja taka ma miejsce w przysadce mózgowej podczas syntezy niektórych 
hormonów [5], oraz w limfocytach podczas syntezy ciężkiego łańcucha immuno
globulin [9].

Wycinanie intronów z pre-mRNA jest najbardziej skomplikowanym i 
powodującym największe zmiany struktury I-rzędowej transkryptu etapem 
dojrzewania pre-mRNA. Najnowsze opracowania dotyczące tego zagadnienia 
podkreślają uorganizowany, wieloskładnikowy, charakter następujących kolej
no przemian [10]. Kompleks w którym one zachodzą nosi nazwę spliceosomu 
i zbudowany jest z rybonukleoprotein zawierających pre-mRNA i niskoczą- 
steczkowy jądrowy RNA (snRNA). Budowa i powstawanie spliceosomu zostaną 
dokładniej omówione w dalszej części artykułu. Cechą charakterystyczną 
procesu usuwania intronów z pre-mRNA jest powstawanie niespotykanej gdzie 
indziej w kwasach nukleinowych, struktury o kształcie pętli lassa i związane z 
tym rozgałęzienie łańcucha RNA (Ryc. 2). W tworzeniu rozgałęzienia zaangażo
wana jest zawsze grupa 2’-OH adenozyny, ulokowanej w odległości około 30 
nukleotydów od 3’-końca intronu i grupa 5’-OH guanaozyny, będącej jednocze
śnie pierwszym nukleotydem intronu. W efekcie połączenia wiązaniem fosfodwu- 
esterowym tych grup hydroksylowych powstaje rozgałęzienie pętli lassa. Struk
tury takie wykrywane są powszechnie w produktach reakcji dojrzewania in vitro 
pre-mRNA komórek ssaków [11].

7 Postępy Biochemii 4/88 http://rcin.org.pl



354 B. SIELIW ANOW ICZ [4]

Ryc. 2. Budowa miejsca rozgałęzienia intronu w pre-mRNA

Bezpośrednio po odłączeniu pętli intronu rozpoczyna się reakcja łączenia 
sąsiadujących eksonów. Enzym katalizujący łączenie końców cząsteczek polinu- 
kleotydów, zwany ligazą, oczyszczono jeszcze w latach siedemdziesiątych z 
zainfekowanych fagiem T4 komórek E.coli. Obecnie stosowany jest on laborato
ryjnie w technikach inżynierii genetycznej. Najdokładniej poznaną ligazą 
eukariotyczną jest enzym z ekstraktu kiełków pszenicy, zbadany w pracowni 
prof. G r o s s a  przy współudziale polskich uczonych [12, 13]. Katalizuje on 
łączenie dwóch końców RNA wiązaniem 3’5’-fosfodwuestrowym, tworząc 
dodatkowo 2’-fosfomonoester przy 3’-końcowym nukleotydzie. Reakcja ligacji 
poprzedzona jest fosforylacją 5’-końca przez specyficzną kinazę polinukleoty- 
dową. Wiązanie 3’5’-fosfodwuestrowe łączące końce RNA jest, dzięki obecności 
2’-fosfomonoestru, niewrażliwe na działanie rybonukleaz. Brak jest jakichkol
wiek doniesień świadczących o związku aktywności ligazowej ze strukturą 
spliceosomu.

Końcowe etapy procesu dojrzewania pre-mRNA, związane z jego transpor
tem do cytoplazmy są bardzo słabo poznane.Zachodzące wtedy modyfikacje 
3’-końca cząsteczki łączy się z aktywnością specyficznych jądrowych rybonu
kleaz [14].

II. Spliceosom

II-l. Konserwatywne ewolucyjnie sekwencje intronów

Jednym z najwcześniej poznanych faktów wiążących się z usuwaniem 
sekwencji intronowych z pre-mRNA, było stwierdzenie wysokiego stopnia 
zgodności w składach nukleotydowych końców intronów. W roku 1982
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ekson in lron ekson

Ryc. 3. Konserwatywne sekwencje nukleotydowe intronów w pre-mRNA wyższych Eukaryota. 
Kropki wskazują miejsce rozgałęzienia

M o u n t  [15] zestawił katalog 139 poznanych połączeń eksen-intron (5’-koniec 
intronu) i 130 sekwencji połączenia intronu z eksonem (3’-koniec intronu). 
Najistotniejszym było ustalenie powtarzalności występowania GU na 5’-końcu i 
AG na 3’-końcu (Ryc. 3). W zapisie niekodującej nici DNA, jest to sekwencja 
powszechnej zgodności GT—AG. Wpływ sekwencji końcowych intronów na 
wydajność i dokładność przecinania łańcucha pre-mRNA potwierdzono bada
niami nad wpływem 24 punktowych mutacji w rejonie dużego intronu /?-globino- 
wego pre-mRNA królika [16]. Zmiana jednej z zasad końca intronu powodowa
ła zmiany produktu i tempa dojrzewania pre-mRNA w układzie in vitro. 
Dodatkowe powtarzające się sekwencje konserwatywne wykryto w rejonie 
przyszłego miejsca rozgałęzienia, to jest 24—37 nukleotydów przed 3’-końcem 
intronu [17]. Ich najbardziej charakterystyczną cechą jest występowanie adeniny 
dokładnie w miejscu przyszłego rozgałęzienia i jej bogate w pirymidyny otoczenie 
(Ryc. 3). Punktowe mutacje delecyjne w tym rejonie, powodują powstawanie 
nieprawidłowych, namiastkowych miejsc rozgałęzienia [18—20]. Zakłócenia te, 
wpływając na proces wypętlania intronu, osłabiały efektywność przebiegu całego 
procesu dojrzewania. Reasumując, efekty mutacji miejsc rozgałęzienia były 
znacznie silniejsze od efektów powodowanych mutacjami końcowych sekwencji 
intronu. Sugeruje się, że zarówno końcowe jak i wewnętrzne sekwencje 
charakterystyczne w intronach są miejscami orientującymi przyłączenie specy
ficznych snRN P [21]. Wskazuje na to wyraźnie, daleka od przypadkowości, 
komplementarność końców intronów i niektórych snRNA.

Omówione powyżej fakty odnoszą się wyłącznie do pre-mRNA z jąder 
komórek ssaków. U drożdży oraz niektórych pierwotniaków introny posiadają 
odmienny skład nukleotydowy [22]. Dzieli się je na dwie grupy, wyraźnie 
różniące się mechanizmem wycinania. Introny grupy I, występujące między 
innymi w rRNA Tetrachymena thermophila, w warunkach in vitro ulegają 
samorzutnemu wycinaniu, bez udziału jakichkolwiek białek [23—25]. Niezbęd
na jest jedynie obecność G TP i jonów dwuwartościowych. Produkty końcowe 
reakcji zawierają oprócz dojrzałych rRNA, introny w formie liniowej. W 
produktach pośrednich nie wykryto rozgałęzionych pętli typu lassa, a jedynie 
formy cykliczne łączące się końcami, z włączeniem biorącej udział w reakcji 
cząsteczki GTP. Następujące po sobie kolejno cyklizacje i decyklizacje prowadzą 
do skracania intronów. Introny grupy II, występujące w pre-RNA z autonomicz
nych organelli komórkowych drożdży i niektórych roślin wyższych mogą, ale nie
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muszą być wycinane samorzutnie [26— 28], W produktach reakcji odnajdywane 
są jednak zawsze w formie pętli lassa. Na tej podstawie sugeruje się ewolucyjny 
związek tych mechanizmów z dojrzewaniem pre-mRNA w jądrach komórek 
ssaków.

Zbadane w pracowni C e c h a  samorzutne eliminowanie intronów [23— 
—25], jest pierwszym bezpośrednim dowodem katalicznych funkcji cząsteczek 
RNA. Wcześniejsze sugestie na ten temat pochodziły z prac Altmana [29—31] 
nad rybonukleazą P—enzymem uczestniczącym w dojrzewaniu tRNA wielu 
grup organizmów. Niewątpliwie stymulujące były także analogie wysnute z 
badań nad rolą rRNA w mechanizmie funkcjonowania rybosomu [32].

II-2. Udział jądrowych RNP

RNA wchodzący w skład snRNP wyższych eukariontów stanowi frakcję 
niskocząsteczkowych jądrowych kwasów rybonukleinowych charakteryzują
cych się dużą zawartością urydyny. Obecnie poznano 10 różniących się masą 
cząsteczkową frakcji snRNA. Wszystkie powstają w wyniku transkrypcji 
prowadzonej przez polimerazę II i zawierają od 60 do 217 nukleotydów. 
Dodatkowymi ich cechami charakterystycznymi są: wysoka stabilność metabo
liczna, występowanie pseudourydyny i struktura cap na 5’-końcu cząsteczki. 
Spośród tych RNA tylko U3 snRNA występuje w jąderku, pozostałe są 
pochodzenia nukleoplazmatycznego. W skład odpowiednich snRNP wchodzi 
ponadto do dziesięciu białek różniących się znacznie masami cząsteczkowymi. 
U4 i U6 snRNA występują w składzie tego samego rybonukleoproteidu. SnRNP 
zawierające: U l, U2, U5, U4 i U6 snRNA stanowią charakterystyczny element 
budowy spliceosomu wyższych organizmów eukariotycznych [33— 36], Ich 
kwasy rybonukleinowe zawierają charakterystyczną, konserwatywną sekwencję 
AUUUUUG, która jest miejscem przyłączenia polipeptydu rdzeniowego roz
poznawanego poli- i monoklonalnymi przeciwciałami anty-Sm [37], Nie można 
także wykluczyć, że niektóre klasy jądrowego pre-mRNA wyróżniające się na 
przykład brakiem odpowiednio długiego fragmentu poliadynelowego, dojrzewa
ją w spliceosomach o innym składzie. Świadczy o tym występowanie U7 snRNA 
w kompleksie z 3’-końcem pre-mRNA histonu H3 u jeżowca morskiego [38]. W 
jądrach komórek drożdży, u których zdecydowana większość genów nie zawiera 
intronów, występują zupełnie odmienne klasy snRNP [21], Ich wyróżniającą 
cechą jest znacznie większa masa cząsteczkowa snRNA (od 120 do około 1000 
nukleotydów), a przede wszystkim brak reakcji immunologicznej z przeciwciała
mi anty-Sm. Wyjątkiem jest jedynie LSR 1 RNP określany także jako snR20, 
który reaguje z tymi przeciwciałami i ze względu na swoją budowę, może być 
uważany za poli (snRNP) zawierający łącznie: U2, U5, U4 i U6 snRNA [39].

Stosując metody genetyczne wykazano, że kompletarność zasad pomiędzy 
różnymi rodzajami RNA występujących w strukturze spliceosomu jest istotnym, 
ale nie wystarczającym warunkiem prawidłowego dojrzewania pre-mRNA [40]. 
Konieczna jest obecność i współdziałanie specyficznych klas białek występują
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cych w snRNP [41, 42]. Mają one masę cząsteczkową 70— 100 kDa, wykazują 
powinnowactwo do sekwencji 3-końca intronu i dają pozytywną reakcję 
immunologiczną z przeciwciałami anty-Sm. Charakterystyczny jest brak aktyw
ności enzymatycznych w tej frakcji białkowej [43—45]. Także białka natywnie 
połączone z pre-mRNA, występujące w hnRNP, mogą czynnie uczestniczyć w 
procesie dojrzewania [46]. Bezpośrednich dowodów potwierdzających taką 
możliwość dostarczyły badania z wykorzystaniem przeciwciał monoklonalnych 
[47]. Jedna z głównych frakcji białkowych hnRNP, oznaczana w piśmiennictwie 
literą C, zawiera białka o masie cząsteczkowej 41—43 kDa. Przeciwciała 
monoklonalne anty-C hamują dojrzewanie pre-mRNA na etapie wycinania 
intronów. Dokładniej, blokowane jest miejsce przecięcia od strony 3’ i tworzenie 
pętli lassa. Przeciwciała monoklonalne w stosunku do innych białek hnRNP 
(68— 120 kDa) nie powodują żadnych zakłóceń przebiegu procesu dojrzewania. 
Można na tej podstawie przypuszczać, że jedynie białka frakcji C czynnie 
uczestniczą w tym procesie. Istnieją sugestie [47], że stanowią one swoisty „stół 
operacyjny” umożliwiający właściwą organizację przestrzenną składników spli- 
ceosomu.

11-3. Powstawanie struktury spliceosomu

Wycinanie „zbędnych” sekwencji z pre-mRNA przebiega dwuetapowo: 
I. 5’-koniec intronu wytwarza rozgałęzienie łącząc się z grupą 2’-OH andenozy- 
ny leżącej w okolicy 3’-końca (rozdz. II-1). II. następuje przecięcie połączenia: 
3’-koniec intronu-exon, odłączenie pętli lassa i łączerfie sąsiednich eksonów 
[48—51]. Każdemu etapowi towarzyszy występowanie charakterystycznego i 
możliwego do wydzielenia kompleksu, stopniowo tworzącego się, funkcjonalne
go spliceosomu. Zależnie od wybranej metody izolowania, kompleksy mają stałą 
sedymentacji 40 — 60 S, a podczas elektroforezy w obecności heparyny 15—35 S. 
Zmniejszenie wielkości spliceosomu w obecności heparyny, tłumaczy się odłącze
niem białek związanych elektrostatycznie [52]. Dzięki badaniom tego typu 
możliwe stało się ustalenie kolejności dołączania poszczególnych składników 
struktury spliceosomu. Najpierw, do pre-mRNA połączonego z rdzeniowymi 
białkami hnRNP, przyłączają się U 1 i U5 sn-RNP. Następuje to odpowiednio na 
5’ i 3’-końcu wycinanego intronu i przebiega bez dodatkowego nakładu energii. 
Następnie, do rejonu przyszłego miejsca rozgałęzienia przyłącza się U2 sn-RNP. 
Powstanie tego kompleksu uzależnione jest od ATP. Na koniec, także przy 
współudziale ATP, przyłącza się snRNP zawierający U4 i U6 snRNA. Schemat 
budowy ostatecznego kompleksu przedstawiony jest na Ryc. 4. Za wyjątkiem U 1 
snRNP, wszystkie pozostałe występują w ilościach równomolowych [53]. 
Występujący w wyraźnie mniejszej ilości U 1 SnRNP wyobrażono na rycinie linią 
przerywaną. Zastrzec należy, że spliceosomy, o takiej budowie występują jedynie 
w jądrach komórek ssaków. Jak już wspomniano, u organizmów niższych 
ewolucyjnie budowa spliceosomu jest inna [21].
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Ryc. 4. Schemat budowy spliceosomu. U l snRNP wykrywany jest w ilościach śladowych. 
Oznaczenia sekwencji intronów jak na Ryc. 1

III. Uwagi końcowe

Omówione tu fakty doświadczalne wskazują, że proces rozcinania jądrowych 
pre-mRNA został dzięki wykonanym pracom dosyć dokładnie zbadany. Pod
kreślenia wymaga udokumentowanie przebiegu procesu w wieloskładnikowym, 
ściśle uorganizowanym kompleksie. Termodynamicznie stwarza to warunki 
optymalnego przebiegu reakcji, „wyodrębniając” ją  spośród innych przemian 
jądrowych. Wyjątkiem w tym względzie jest reakcja łączenia eksonów, drugi 
kluczowy etap składania pre-mRNA. Jak już wspomniano, nie udało się 
dotychczas udokumentować jej strukturalnego związku ze spliceosomem.

Szczególnie doniosłe znaczenie poznawcze miało potwierdzenie katalitycz
nych funkcji cząsteczek RN A (rozdział II-1). Spowodowało to istotne zmiany w 
poglądach na przebieg wczesnych procesów ewolucyjnych. Coraz powszechniej 
uważa się, że pierwotne cząsteczki RN A spełniały wyłącznie funkcje katalityczne. 
Udział w ekspresji informacji genetycznej to wynik znacznie późniejszej specjali
zacji. Zgodnie z tymi poglądami zachowane współcześnie katalityczne funkcje 
RNA są reliktem ewolucji abiotycznej [54]. Sugeruje się także, że składanie 
pre-mRNA to jeden z najbardziej pierwotnych mechanizmów związanych z 
ekspresją informacji genetycznej [5].
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I. Wstęp

Charakterystykę ubikwityny, białka o masie cząsteczkowej 8451 daltonów 
(76 reszt aminokwasowych), można by zamknąć w jednym zdaniu: jest wszędzie i 
funkcjonuje wszędzie [1—3]. Stąd wyjątkowo uzasadniona i trafna była zmiana 
poprzednich nazw tego białka, tj. „tyminy” [4] lub tymopoetyny [5] na 
ubikwitynę, czyli „wszędobylską”. Wkrótce po wyizolowaniu ubikwityny (pier
wotnie z grasicy bydlęcej) i ustaleniu sekwencji aminokwasów ubikwityny z 
różnych źródeł, zwrócono uwagę na jej niezwykle konserwatywną ewolucyjnie 
strukturę pierwszorzędową (Ryc. 1) [1, 2, 6]. Stwierdzono obecność ubikwityny 
we wszystkich badanych tkankach eukariontów, a także sugerowano jej 
występowanie w bakteriach [1, 2, 6, 7]. W obrębie komórki występowanie 
ubikwityny wydaje się także nieograniczone: została zlokalizowana w jądrze

* Dr, Zakład Genetyki Człowieka, Polska Akademia Nauk, ul.Strzeszyńska 32, 60-479 Poznań
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1 15
człowiek Met-Gln-Ile-Phe-Val-Lys-Thr-Leu-Thr-Gly-Lys-Thr-Ile-Thr-Leu-
drożdże ................................................................................................................

16 30
człowiek Glu-Val-Glu-Pro-Ser-Asp-Thr-Ile-Glu-Asn-Val-Lys-Ala-Lys-Ile-
drożdże ..................  Ser ......................... Asp ..................... Ser -  ' -

31 45
człowiek Gln-Asp-Lys-Glu-Gly-Ile-Pro-Pro-Asp-Gln-Gln-Arg-Leu-Ile-Phe-
drożdże ..................................................................................................................

46 60
człowiek Ala-Gly-Lys-Gln-Leu-Glu-Asp-Gly-Arg-Thr-Leu-Ser-Asp-Tyr-Asn-
drożdże .....................................................................................................................

61 75
człowiek Ile-Gln-Lys-Glu-Ser-Thr-Leu-His-Leu-Val-Leu-Arg-Le^-Arg-Gly-
drożdże ...................................................................................................................

76
człowiek Gly 
drożdże
Ryc. 1. Porównanie sekwencji aminokwasów ubikwityny drożdży Saccharomyces cerevisiae i 
człowieka, wydedukowanych na podstawie sekwencji nukleotydów genów. Sekwencja aminokwasów  
ludzkiej ubikwityny jest identyczna z sekwencją ubikwityny bydlęcej, pstrąga oraz owadów [3]

362 E. WILAND [2]

komórkowym [8, 9], cytoplazmie [10, 11] oraz na powierzchni błony komórko
wej [12, 13]. Wykryto także, że ubikwityna jest składnikiem tzw. paired helikal 
filaments (PHF), występujących w mózgu chorych na chorobę Alzheimara [14].

Nieustające od lat badania nad ubikwityną umożliwiły, szczególnie w 
ostatnich latach, wykazanie jej związku z szeregiem procesów komórkowych, 
takich jak specyficzna degradacja białek, transkrypcja, naprawa DNA, podziały 
komórkowe. Mimo, że wszystkie te doniesienia wskazują na fundamentalne 
znaczenie ubikwityny dla różnych aktywności komórkowych, przypisywane 
ubikwitynie mechanizmy działania mają jedynie charakter sugestii (wcześniejsze 
dane dotyczące ubikwityny — patrz przeglądy 15— 18).

II. Kodowanie ubikwityny

Dotychczas sklonowano sekwencje nukleotydowe DNA kodujące ubikwity- 
nę drożdży Saccharomyces cerevisiae [3], Xenopus leavis [19], muszki owocowej
[20], kury [21], człowieka [20—24] oraz jęczmienia [25]. Jak przystało na to 
niezwykłe białko, organizacja genów kodujących ubikwitynę jest także nietypo
wa. Geny ubikwityny występują w genomie w kilku kopiach leżących bezpośred
nio jedna za drugą (w układzie „head-to-tail”) bez żadnych odcinków przerywa
jących, tworząc gen poliubikwityny. Produktem transkrypcji, a następnie 
translacji, tak uorganizowanych podjednostek jest cząsteczka poliubikwityny. 
Liczba podjednostek kodujących ubikwitynę w genie poliubikwityny jest różna u 
różnych gatunków, np. u drożdży wynosi 6 [3], a u człowieka 9 [22]. Godny 
podkreślenia jest fakt, że chociaż poszczególne podjednostki kodujące ubikwity-
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nę w genie poliubikwityny znacznie różnią się między sobą sekwencją nukleoty
dów, kodują takie same sekwencje aminokwasów [3, 19, 21, 22]. Jedynie u 
muszki owocowej, w której haploidalnym genomie zlokalizowano dwa poliubi- 
kwitynowe geny stwierdzono, że w jednej z podjednostek, zamiast izoleucyny, w 
pozycji 23 występuje treonina [20].

1--------------76 1 76 1 76 1 76 1 76 1 76 
M et--------Gly-Met------- Gly-M et--------Gly-M et------- Gly-M et--------Gly-M et--------Gly-Asn

T T t t T T

Ryc. 2. Strukturalna organizacja prekursorowej poliubikwityny drożdży Saccharomyces cerevisiae, 
wydedukowana na podstawie sekwencji nukleotydów genu. Strzałkami wskazano miejsca proteoli
tycznych cięć niezbędnych do powstania dojrzałej ubikwityny [38]

N a rycinie 2 przedstawiono strukturalną organizację prekursorowej poliubi
kwityny drożdży, wydedukowaną na podstawie sekwencji nukleotydów genu 
sklonowanego w laboratorium A. V a r s h a v s k y ’e g o  [3]. Cząsteczka poliu
bikwityny drożdży składa się z pięciu podjednostek identycznych z dojrzałą 
ubikwityną oraz z szóstej podjednostki, która zawiera na C-końcu dodatkowy 
aminokwas — asparaginę. W przypadku ludzkiej poliubikwityny tym dodatko
wym aminokwasem jest walina [22], u jęczmienia lizyna [25], a u kury tyrozyna
[21]. Znaczenie dodatkowego aminokwasu „blokującego” C-koniec poliubikwi
tyny nie jest wyjaśnione; okazało się bowiem, że koniec poliubikwityny Xenopus 
leavis jest identyczny z C-końcem dojrzałej cząsteczki ubikwityny [19]. Dojrzała 
cząsteczka ubikwityny powstaje poprzez proteolizę wiązań peptydowych między 
glicyną i metioniną, katalizowaną przez C-końcową hydrolazę ubikwityny [27].

Wspólną cechą genów kodujących ubikwitynę jest brak intronów w części 
kodującej [3, 22]. Dotychczas zlokalizowano jedynie sekwencję wtrąconą 
długości 715 par zasad w „regionie flankującym” koniec 5’ genu ludzkiego.

Wszystkie opisane dotychczas poli-białka (tzn. syntetyzowane na matrycy 
policistronowego mRNA) u eukariontów są albo typowymi białkami sekrecyjny- 
mi [28], albo produktami genów wirusowych [29]. Ponadto, geny kodujące 
poli-białka zawierają sekwencje przerywające usuwane w procesie dojrzewania. 
Mimo, że ubikwityną występuje także na powierzchni błony komórkowej [12, 
13], brak w genach poliubikwityny odcinków kodujących N-końcową sekwencję 
sygnałową, charakterystyczną dla białek sekrecyjnych [30]. Ponadto, za wyjąt
kiem prekursora białkowego czynnika alfa u drożdży [31], żadne inne znane 
poli-białka nie są tak wewnętrznie powtarzalne, jak to ma miejsce w poliubikwi- 
tynie. Nie jest zresztą wykluczone, że poliubikwityna pełni sam ąjakąś fundamen
talną funkcję w metabolizmie komórkowym, być może inną niż ubikwityną.

III. Udział ubikwityny w procesie degradacji białek

Degradacja wewnątrzkomórkowych białek jest odzwierciedleniem stanu 
fizjologicznego komórki i wydaje się kontrolowana w zróżnicowany sposób dla 
poszczególnych białek. Ani mechanizmy, ani funkcje selektywnej, wewnątrzko
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mórkowej degradacji białek nie są jeszcze całkowicie wyjaśnione. Przynajmniej 
jednak w stosunku do białek eksperymentalnie krótko żyjącycch, do których 
należy wiele białek regulatorowych, wydaje się oczywiste, że regulacyjna funkcja 
tych białek może zależeć od ich selektywnej degradacji [32, 33].

W komórkach eukariontów białka degradowane są w lizosomach oraz na 
drodze metabolicznej niezależnej od lizosomów. Lizosomy są miejscem degrada
cji białek ulegających endocytozie, niektórych białek długo żyjących (t 1/2 > 10 
godzin) oraz różnych wewnątrzkomórkowych białek w okresach niedożywienia 
komórki. Natomiast większość selektywnego obrotu metabolicznego białek 
wenątrzkomórkowych (w tym także tych ekstremalnie krótko żyjących oraz 
nieprawidłowych) odbywa się poza lizosomami, na drodze metabolicznej 
zależnej od ATP [17, 34, 35], Modelowym układem do badania mechanizmów 
degradacji białek jest ekstrakt z retikulocytów królika [17, 36]. Wykazano, że 
ubikwityna jest specyficznym, niezbędnym czynnikiem w procesie zależnej od 
ATP, pozalizosomalnej proteolizy białek ekstraktu z retikulocytów królika [11]. 
Wówczas wysunięto hipotezę, że ubikwityna tworzy liczne kowalencyjne koniu- 
gaty z akceptorowymi białkami, które dopiero po ubikwitynacji mogą stanowić 
substraty dla proteolizy [17]. Sugerowano, że ubikwityna może służyć jako 
sygnał dla protez specyficznych dla koniugatów białko-ubikwityna. Zarówno w 
badaniach in vitro jak in vivo stwierdzono, że w tych koniugatach ubikwityna 
łączy się wiązaniem izopeptydowym z grupą e-aminową wewnętrznej lizyny 
akceptorowego białka tworząc rozgałęzioną cząsteczkę [37]. H e r s h o  i w s p. 
zaproponowali schemat wieloenzymatycznej drogi koniugacji ubikwityny z 
białkami (Ryc. 3). Według tego schematu tworzenie wiązania izopeptydowego 
przebiega w czterech etapach z udziałem następujących enzymów (zwanych 
układem ubikwityny): 1) enzym El — aktywacja C-końca łańcucha ubikwityny; 
2) ponownie enzym El — tworzenie wiązania tioestrowego; 3) enzymy El oraz

Ryc. 3. Drogi metaboliczne systemu ubikwityny. U n.z —  prekursorowa poliubikwityna; u — ubi
kwityna; u-z —  nieudokumentowany etap pośredni w dojrzewaniu ubikwityny z poliubikwityny; 
n =  0, 1, 2... Kolejne etapy ubikwitynacji białek opisano w tekście [38]
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E 2— transestryfikacja; 4) enzymy E2 oraz E3 — koniugacja ubikwityny z 
białkowym substratem. W ekstraktach z retikulocytów królika zidentyfikowano 
pięć homologicznych enzymów E2 (tzw. nośniki białkowe), które prawdopodob
nie różnią się specyficznością substratową. Tylko jeden spośród nich wymaga 
współdziałania z enzymem E3 podczas koniugacji ubikwityny z substratowym 
białkiem [24].

Enzym E3 prawdopodobnie zawiera specyficzne dla substratu miejsce 
wiązania, rozpoznające strukturalne cechy substratu, co umożliwia jego proteoli- 
zę zależną od układu ubikwityny [39].

Przynajmniej niektóre z izopeptydowych wiązań ubikwityny z substratowy
mi białkami mogą być odwracalne, dzięki działaniu izopeptydazy (wyizolowana 
i dobrze scharakteryzowana) [40]. Do opisanego wyżej wieloenzymatycznego 
układu ubikwityny prawdopodobnie należy także niezidentyfikowana dotąd 
proteaza, degradująca przy udziale ATP koniugaty ubikwityny z substratowymi 
białkami do peptydowych fragmentów, z których mogłaby być uwalniana 
ubikwityna [38].

W dalszych badaniach stwierdzono, że in vitro ubikwityna może tworzyć 
koniugaty z akceptorowymi białkami nie tylko poprzez wiązanie z grupami 
e-aminowymi tych białek. W tym drugim rodzaju koniugatów ubikwityna 
miałaby się wiązać z grupą a-N H 2 N-końcowego aminokwasu akceptorowego 
białka [41]. Sugerowano wówczas, że właśnie ubikwitynacja N-końca białek jest 
niezbędną i wystarczającą modyfikacją białek przeznaczonych do degradacji 
(substratów proteolizy) [38]. Intensywne badania, prowadzone w laboratorium 
Varshavsky’ego, zmierzające do potwierdzenia in vivo schematu degradacji 
białek poprzez ubikwitynację N-końca substratów proteolizy, doprowadziły do 
zupełnie nieoczekiwanych, wręcz sensacyjnych wyników i pozwoliły na sformu
łowanie tzw. zasady N-końca [42]. Jak Varshavsky dowcipnie to skomentował 
„wykonano dobre doświadczenia kierując się złymi przesłankami” [cyt. za 43]. 
Otóż, posługując się metodami inżynierii genetycznej, połączono fragment genu 
poliubikwityny drożdży kodujący tylko jedną ubikwitynę, z genem /?-galaktozy- 
dazy E. coli. Podczas ekspresji tak skonstruowanego genu w komórkach E. coli 
uzyskiwano chimerowe białko, będące połączeniem: ubikwityna-Met-/?-galakto- 
zydaza (Met na granicy ubikwityna-/?-galaktozydaza jest pierwszym aminokwa
sem /?-galaktozydazy). Natomiast kiedy ten sam gen ulegał ekspresji w kom ór
kach drożdży, proteaza momentalnie odtrawiała ubikwitynę z nowosyntetyzo- 
wanego białka, w rezultacie czego produktem translacji była zawsze jS-galaktozy- 
daza. Brak reakcji odtrawiania ubikwityny w komórkach E. coli wynika z braku 
u prokariontów specyficznych dla układu ubikwityny enzymów, a być może 
nawet braku samej ubikwityny [cyt. za 42]. Chcąc „oszukać” enzym odcinający 
ubikwitynę w chimerowym białku, postanowiono zmienić aminokwas łączący 
ubikwitynę z /?-galaktozydazą. Z jednym wyjątkiem (proliny) nie udało się tego 
procesu zahamować. Odcinanie ubikwityny, w zależności od sekwencji amino
kwasów jej C-końca, uwalniało /?-galaktozydazę z różnymi aminokwasami na 
N-końcu. Pozwoliło to na wysunięcie przypuszczenia, że aminokwas występują-
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mórkowej degradacji białek nie są jeszcze całkowicie wyjaśnione. Przynajmniej 
jednak w stosunku do białek eksperymentalnie krótko żyjącycch, do których 
należy wiele białek regulatorowych, wydaje się oczywiste, że regulacyjna funkcja 
tych białek może zależeć od ich selektywnej degradacji [32, 33].

W komórkach eukariontów białka degradowane są w lizosomach oraz na 
drodze metabolicznej niezależnej od lizosomów. Lizosomy są miejscem degrada
cji białek ulegających endocytozie, niektórych białek długo żyjących (t 1/2 >  10 
godzin) oraz różnych wewnątrzkomórkowych białek w okresach niedożywienia 
komórki. Natomiast większość selektywnego obrotu metabolicznego białek 
wenątrzkomórkowych (w tym także tych ekstremalnie krótko żyjących oraz 
nieprawidłowych) odbywa się poza lizosomami, na drodze metabolicznej 
zależnej od ATP [17, 34, 35]. Modelowym układem do badania mechanizmów 
degradacji białek jest ekstrakt z retikulocytów królika [17, 36]. Wykazano, że 
ubikwityna jest specyficznym, niezbędnym czynnikiem w procesie zależnej od 
ATP, pozalizosomalnej proteolizy białek ekstraktu z retikulocytów królika [11]. 
Wówczas wysunięto hipotezę, że ubikwityna tworzy liczne kowalencyjne koniu- 
gaty z akceptorowymi białkami, które dopiero po ubikwitynacji mogą stanowić 
substraty dla proteolizy [17]. Sugerowano, że ubikwityna może służyć jako 
sygnał dla protez specyficznych dla koniugatów białko-ubikwityna. Zarówno w 
badaniach in vitro jak in vivo stwierdzono, że w tych koniugatach ubikwityna 
łączy się wiązaniem izopeptydowym z grupą e-aminową wewnętrznej lizyny 
akceptorowego białka tworząc rozgałęzioną cząsteczkę [37], H e r s h o  i w s p. 
zaproponowali schemat wieloenzymatycznej drogi koniugacji ubikwityny z 
białkami (Ryc. 3). Według tego schematu tworzenie wiązania izopeptydowego 
przebiega w czterech etapach z udziałem następujących enzymów (zwanych 
układem ubikwityny): 1) enzym El — aktywacja C-końca łańcucha ubikwityny;
2) ponownie enzym El — tworzenie wiązania tioestrowego; 3) enzymy El oraz

Ryc. 3. Drogi metaboliczne systemu ubikwityny. U n_z —  prekursorowa poliubikwityna; u —  ubi
kwityna; u-z — nieudokumentowany etap pośredni w dojrzewaniu ubikwityny z poliubikwityny; 
n =  0, 1, 2... Kolejne etapy ubikwitynacji białek opisano w tekście [38]
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E2— transestryfikacja; 4) enzymy E2 oraz E3 — koniugacja ubikwityny z 
białkowym substratem. W ekstraktach z retikulocytów królika zidentyfikowano 
pięć homologicznych enzymów E2 (tzw. nośniki białkowe), które prawdopodob
nie różnią się specyficznością substratową. Tylko jeden spośród nich wymaga 
współdziałania z enzymem E3 podczas koniugacji ubikwityny z substratowym 
białkiem [24].

Enzym E3 prawdopodobnie zawiera specyficzne dla substratu miejsce 
wiązania, rozpoznające strukturalne cechy substratu, co umożliwia jego proteoli- 
zę zależną od układu ubikwityny [39],

Przynajmniej niektóre z izopeptydowych wiązań ubikwityny z substratowy
mi białkami mogą być odwracalne, dzięki działaniu izopeptydazy (wyizolowana
i dobrze scharakteryzowana) [40]. Do opisanego wyżej wieloenzymatycznego 
układu ubikwityny prawdopodobnie należy także niezidentyfikowana dotąd 
proteaza, degradująca przy udziale ATP koniugaty ubikwityny z substratowymi 
białkami do peptydowych fragmentów, z których mogłaby być uwalniana 
ubikwityna [38].

W dalszych badaniach stwierdzono, że in vitro ubikwityna może tworzyć 
koniugaty z akceptorowymi białkami nie tylko poprzez wiązanie z grupami 
e-aminowymi tych białek. W tym drugim rodzaju koniugatów ubikwityna 
miałaby się wiązać z grupą a-N H 2 N-końcowego aminokwasu akceptorowego 
białka [41]. Sugerowano wówczas, że właśnie ubikwitynacja N-końca białek jest 
niezbędną i wystarczającą modyfikacją białek przeznaczonych do degradacji 
(substratów proteolizy) [38]. Intensywne badania, prowadzone w laboratorium 
Varshavsky’ego, zmierzające do potwierdzenia in vivo schematu degradacji 
białek poprzez ubikwitynację N-końca substratów proteolizy, doprowadziły do 
zupełnie nieoczekiwanych, wręcz sensacyjnych wyników i pozwoliły na sformu
łowanie tzw. zasady N-końca [42]. Jak Varshavsky dowcipnie to skomentował 
„wykonano dobre doświadczenia kierując się złymi przesłankami” [cyt. za 43]. 
Otóż, posługując się metodami inżynierii genetycznej, połączono fragment genu 
poliubikwityny drożdży kodujący tylko jedną ubikwitynę, z genem /?-galaktozy- 
dazy E. coli. Podczas ekspresji tak skonstruowanego genu w komórkach E. coli 
uzyskiwano chimerowe białko, będące połączeniem: ubikwityna-Met-^-galakto- 
zydaza (Met na granicy ubikwityna-/?-galaktozydaza jest pierwszym aminokwa
sem /?-galaktozydazy). Natomiast kiedy ten sam gen ulegał ekspresji w komór
kach drożdży, proteaza momentalnie odtrawiała ubikwitynę z nowosyntetyzo- 
wanego białka, w rezultacie czego produktem translacji była zawsze /?-galaktozy- 
daza. Brak reakcji odtrawiania ubikwityny w komórkach E. coli wynika z braku 
u prokariontów specyficznych dla układu ubikwityny enzymów, a być może 
nawet braku samej ubikwityny [cyt. za 42]. Chcąc „oszukać” enzym odcinający 
ubikwitynę w chimerowym białku, postanowiono zmienić aminokwas łączący 
ubikwitynę z /?-galaktozydazą. Z jednym wyjątkiem (proliny) nie udało się tego 
procesu zahamować. Odcinanie ubikwityny, w zależności od sekwencji amino
kwasów jej C-końca, uwalniało /?-galaktozydazę z różnymi aminokwasami na 
N-końcu. Pozwoliło to na wysunięcie przypuszczenia, że aminokwas występują-
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Tabela 1

Zasada N-końca: zależność między N-koń- 
cowym aminokwasem a stabilnością białka 
[42].

N-końcowy tl/2
aminokwas białka

Met
Ala
Ser
Thr

>  >  20  godzin

Val
Gly )

Ile
Glu

|  ~  30 minut

Tyr
Gin

|  ~  10 minut

Phe
Leu
Asp

( ~  3 minuty

Lys

Arg ~  2 minuty

cy na N-końcu /?-galaktozydazy wpływa na jej trwałość. W tabeli 1 zestawiono 
t 1/2 (półokres trwania) /?-galaktozydazy, który w zależności od N-końcowego 
aminokwasu wynosił od około 3 minut do ponad 20 godzin. Porównując dane 
literaturowe dotyczące ponad 200 różnych białek potwierdzono zależność 
między N-końcowym aminokwasem a stabilnością białka. Ustalono, że jeśli 
N-końcowym aminokwasem jest metionina, lub alternatywnie seryna, alanina, 
treonina, walina, glicyna, to t 1/2 białek wynosi ponad 20 godzin; izoleucyna, 
kwas glutaminowy — ponad 30 minut; tyrozyna — ponad 10 minut; fenyloalani- 
na, leucyna, kwas asparaginowy, lizyna — około 3 minuty; arginina — około 2 
minuty. Na tej podstawie sformułowano tzw. zasadę N-końca, która głosi, że 
stabilność białek in vivo zależy od N-końcowego aminokwasu [42]. Przyjmuje 
się, że grupa a-N H 2 jest rozpoznawana przez enzymy „czytające N-koniec” 
degradowanego białka. Cząsteczki zaś ubikwityny, przyłączane do wew
nętrznych reszt lizynowych degradowanego białka, pomagają je destabilizować 
[42].

W dalszych badaniach wykazano, że niektóre aminokwasy (np. kwas 
asparaginowy, kwas glutaminowy) pełnią swą destabilizującą funkcję jedynie 
pośrednio, będąc miejscem przyłączania innych „destabilizujących" aminokwa
sów (histydyny, argininy) [44, 45]. To posttranslacyjne przyłączanie specyficz
nych aminokwasów do N-końca akceptorowych białek zachodzi z udziałem 
transferaz aminoacylo tRNA [46]. Wyjaśnia to obserwowaną już wcześniej in 
vitro, a mało zrozumiałą, zależność degradacji w układzie ubikwityny pewnych 
białek od obecności tRNA (His-tRNAH,s, Arg-tRNA'1''9) [44, 47],
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IV. Ubikwityną jako białko szoku termicznego

Dane, uzyskane przede wszystkim w doświadczeniach z użyciem linii 
komórkowej ts85, pozwoliły grupie V a r s h a v s k y ’e g o  na sformułowanie 
hipotezy, że układy białek szoku termicznego i ubikwityny są wzajemnie zależne, 
a nawet określić ubikwitynę jako białko szoku termicznego [38].

Linia komórkowa ts85 została wyprowadzona z komórek linii FM3A, 
pochodzącej ze spontanicznego nowotworu mysiego gruczołu mlecznego [48]. 
W odróżnieniu od macierzystych komórek FM 3A, w komórkach linii ts85, w 
temperaturze 39°C zachodzą równocześnie dwa charakterystyczne zjawiska: 
zahamowanie syntezy koniugatów ubikwityny z akceptorowymi białkami oraz 
zahamowanie zależnej od ATP degradacji białek krótkożyjących [49, 50]. 
Okazało się, że komórki linii ts85 różnią się od komórek macierzystych FM3A 
jedynie mutacją genu kodującego enzym El (porównaj Ryc. 3) [49]. Na skutek tej 
mutacji, w temperaturze 39°C enzym El staje się termolabilny. Linia komórkowa 
ts85 jest jedną z nielicznych linii komórkowych powstałych przez mutację w 
uładzie ubikwityny. Dzięki doświadczeniom prowadzonym z użyciem tej linii 
komórkowej potwierdzono bezpośredni związek między ubikwitynacją substra
tów proteolizy a ich degradacją.

Dalszą konsekwencją mutacji genu enzymu El są także inne fenotypowe 
zmiany, charakteryzujące linię ts85 w temperaturze 39°C. Między innymi, w 
jądrze komórkowym następuje gwałtowne obniżenie poziomu fosforylacji 
histonu HI przy niezmienionej aktywności kinazy jądrowej oraz cytoplazma- 
tycznej. Ponadto, z chromatyny znika ubikwitynowany histon (tzw. uH2A). 
Zahamowaniu ulegają podziały komórkowe we wczesnym etapie fazy G 2 cyklu 
komórkowego, lub, w późnej fazie S [48, 51, 52]. Na podstawie tych obserwacji 
sugeruje się, że degradacja białek zależna od ubikwityny może odgrywać 
regulacyjną funkcję w przebiegu cyklu komórkowego [38]. U eukariontów w 
procesach regulujących wzrost i podziały komórkowe prawdopodobnie bierze 
udział szereg białek o bardzo szybkim obrocie metabolicznym [53, 54], do 
których należą np. tzw. cykliny [55] oraz czynnik M PF  („maturation promoting 
factor”) w oocytach gadów [56]. W komórkach linii ts85 niezdolność do 
degradacji analogicznych białek jest, być może odpowiedzialna za zahamowanie 
podziałów komórkowych.

Najbardziej jednak interesująca jest obserwacja, że przeniesienie komórek 
linii ts85 do temperatury 39°C indukuje syntezę tzw. białek szoku termicznego, 
które nie są syntetyzowane w macierzystych komórkach typu dzikiego [49, 50]. 
Białka szoku termicznego, nazywane także białkami stresu lub HSP  (heat shock 
proteins), syntetyzowane są w komórkach w odpowiedzi na niekorzystne 
czynniki, takie jak podwyższona o kilka stopni ponad normalną temperatura, 
jony metali ciężkich, nadtlenek wodoru, wbudowywane do białek analogi 
aminokwasów, etanol i inne (patrz przegląd 57). Synteza większości pozostałych 
białek komórkowych ulega zahamowaniu w okresie syntezy białek szoku 
termicznego. Natomiast w komórkach linii ts85, a także w fibroblastach
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embrionów kurczęcia indukcji syntezy białek szoku termicznego towarzyszy 
gwałtowny wzrost syntezy ubikwityny i jej mRNA [21, cyt. za 38]. Sugeruje się, że 
w komórkach linii ts85, w temperaturze 39°C, indukcja syntezy białek szoku 
termicznego ma ścisły związek z termolabilnością enzymu El oraz inaktywacją 
układu ubikwityny. Indukcja syntezy białek szoku termicznego zachodzi w tych 
komórkach prawdopodobnie na skutek niemożności degradacji jakiegoś białko
wego aktywatora transkrypcji genów szoku termicznego, który jest równocześ
nie substratem układu proteaz zależnych od ubikwityny. Degradacja tego 
hipotetycznego białkowego aktywatora regulowałaby zatem indukcję genów 
szoku termicznego [49]. Także inni autorzy sugerują, że indukcja genów szoku 
termicznego występuje dopiero po zahamowaniu proteolizy aktywnej formy 
czynnika aktywującego transkrypcję tych genów [58]. W komórkach niezmuto- 
wanych, w których zachodzi ubikwitynacja substratów proteolizy, zahamowanie 
proteolizy tego czynnika mogłoby mieć miejsce wówczas, gdy na skutek 
preferencyjnej degradacji zdenaturowanych białek wewnątrzkomórkowych (po
jawiających się pod wpływem stresu) wyczerpaniu ulegałby jeden ze składników 
układu proteolitycznego. Prawdopodobna wydaje się także możliwość, że 
inaktywacja czynnika regulującego transkrypcję genów szoku termicznego 
polega na jego ubikwitynacji [59]. Aktywny czynnik, zdolny do indukcji 
transkrypcji genów szoku termicznego, miałby pojawiać się w komórce dopiero 
przy braku wolnej ubikwityny. Taka sytuacja może mieć miejsce w komórce w 
warunkach stresu, kiedy licznie pojawiające się zdenaturowane białka ulegają 
preferencyjnej ubikwitynacji poprzedzającej ich degradację. Natomiast w ko
mórkach linii ts85 w temperaturze 39°C mógłby pojawiać się aktywny czynnik 
transkrypcji genów szoku termicznego na skutek zahamowania enzymów 
układu ubikwityny. Uważa się, że zależna od ubikwityny degradacja białek oraz 
synteza białek szoku termicznego są kompletarnymi systemami służącymi, 
między innymi, do ochrony komórki przed uszkodzeniami mogącymi wynikać z 
obecności patologicznie zmienionych białek [49], Za obecnością wspólnych 
mechanizmów regulacyjnych przemawiają dane uzyskane drogą analizy geno
mu. Stwierdzono [cyt. za 38], że region „flankujący” koniec 5’ poliubikwitynowe- 
go genu drożdży [3] zawiera sekwencję dokładnie homologiczną z sekwencją 
nukleotydową tzw. „heat-shock box” lub HSE (Heat-Shock Element = sekwen
cja nukleotydów: C --G A A -TTC -G ) [60]. Badania izolowanych jąder kom ór
kowych muszki owocowej wykazały, że HSE jest miejscem regulacji transkrypcji, 
bowiem delecja tego regionu powodowała gwałtowną redukcję transkrypcji 
podczas szoku termicznego [61]. Z sekwencją HSE  wiąże się białkowy czynnik 
transkrypcji, tzw. HSTF  [62, 63], który jest niezbędny do transkrypcji genów 
szoku termicznego, lecz wydaje się nie mieć wpływu na inne geny [61]. Czynnik 
HSTF występuje, co prawda, w komórkach nie poddawanych działaniu czynni
ków stresujących, ale dopiero po ich zadziałaniu czynnik HSTF  ulega modyfika
cji na bliżej nieznanej drodze, która powoduje ponad 6-krotny wzrost jego 
aktywności [61].
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V. U bik wity nacja białek jądrowych

Nieprzypadkowe rozmieszczenie chromosomowych białek wraz z ich mody
fikacjami stanowi o funkcjonalnym i strukturalnym zróżnicowaniu różnych 
regionów chromatyny. Modyfikację białek chromatyny poprzez ubikwitynację 
stwierdzono dziesięć lat temu [9], kiedy okazało się, że opisane wcześniej w 
nukleosomach tzw. białko A24 [64, 65] zawiera sekwencje ubikwityny. Białko 
A24, którego nazwę zmieniono z czasem na semihiston lub uH2A, złożone jest z 
histonu H2A  i ubikwityny. Ubikwityna połączona jest kowalencyjnie swoim 
C-końcem wiązaniem izopeptydowym z e-aminową grupą lizyny w pozycji 119 
histonu H2A — w efekcie semihiston jest rozwidlonym białkiem zawierającym 
dwa C-końce i jeden N-koniec. Zauważono, że sekwencja pięciu reszt aminokwa
sowych, obejmujących miejsce ubikwitynacji histonu H2A, jest wysoce konser
watywna we wszystkich wariantach histonu H2A, także u odległych ewolucyjnie 
gatunków [67].

Ubikwitynowana może być jedna lub obydwie cząsteczki H2A tego samego 
nukleosomu, podwójna jednak modyfikacja wydaje się rzadsza [4, 5]. Ubikwity- 
nowane mogą być wszystkie główne warianty histonu H2A [70], a także histon 
H2B, choć w znacznie mniejszym stopniu [70, 71]. Ogółem 10— 30% nukleoso- 
mów zawiera semihistony [66, 71]. Cząsteczka ubikwityny w semihistonie H2A 
ma obrót metaboliczny szybszy, aniżeli cząsteczka histonu H2A  [71, 72]. 
podczas kondensacji chromosomów przed mitozą poziomu uH2A, a także uH2A 
gwałtownie obniża się, prawdopodobnie jako rezultat enzymatycznej deubikwi- 
tynacji nukleosomów. Semihistony pojawiają się w chromatynie ponownie w 
fazie [73, 74]. Początkowo próbowano interpretować zaobserwowane 
znikanie uH2A przed mitozą jako sygnał do kondensacji mitotycznych chromo
somów. Jednakże fakt, że chromatyna nie dzielących się komórek linii ts85 (w 
temperaturze 39°C), w której nie ma ubikwityny, wykazuje typowy dla interfazy 
rozproszony charakter sugeruje, że brak uH2A jest niewystarczającym czynni
kiem do kondensacji chromatyny [48].

Szereg danych wskazuje na to, że podczas interfazy ubikwitynacja dotyczy 
przede wszystkim regionów genomu aktywnie transkrybowanych [75—77]. Na 
przykład stwierdzono, że w genomie muszki owocowej połowa aktywnie 
transkrybowanych genów copia ora hsp 70 zamiast histonu H2A zawiera uH2A, 
podczas gdy w nietranskrybowanym satelitarnym DNA uH2A występuje jedynie 
sporadycznie [75]. Wykazano także preferencyjną ubikwitynację nukleosomów 
blisko końca 5’ aktywnie transkrybowanego genu mysiej reduktazy dihydrofola- 
nowej [77].

Strukturalne konsekwencje zastąpienia histonów H2A (albo H2B) w nukleo
somach przez uH2A (lub uH2B) są stosunkowo nieznaczne. Przede wszystkim 
monokluesomy zawierające uH2A są strukturalnie bardzo podobne do nukleo
somów zawierających histony H2A  [69, 78] i przy braku dodatkowych 
modyfikacji nie są preferencyjnie trawione, ani przez DNAazę I [69], ani przez
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nukleazę gronkowcową [75]. Jednak, zarówno dane krystalograficzne, jak i dane 
uzyskane za pomocą metody chemicznego sprzęgania, wskazują na lokalizację 
ubikwityny w cząsteczkach uH2A na powierzchni nukleosomów [79, 80]. Takie 
położenie ubikwityny prawdopodobnie umożliwia modyfikowanie przez nią 
interakcji nukleosomów, co może wpływać na przebieg transkrypcji. Na 
podstawie tych danych sugerowano, że obecność semihistonów w chromatynie 
ma bezpośredni związek z zależną od ubikwityny degradacją histonów [75, 76]. 
Ale jednocześnie zwrócono uwagę, że te same dane doświadczalne nie wykluczają 
innej roli ubikwitynacji nukleosomów, nie związanej z degradacją histonów. Jest 
to tym bardziej prawdopodobne, że w cząsteczce uH2A obrót metaboliczny 
ubikwityny jest szybszy niż histonu H2A [71, 72]. Sugeruje się w nowszych 
pracach, że ubikwityna może wyznaczać specyficzne regiony chromatyny do 
wiązania niezidentyfikowanych czynników (ligandów), niekoniecznie zaangażo
wanych w procesy proteolizy, lecz na przykład w takie, jak transkrypcja lub 
naprawa DNA [37,49]. Dogodnym materiałem do badania udziału ubikwityny 
w procesach naprawy DNA jest gen RAD6 drożdży Saccharomyces cerevisiae 
[81, 82, 83]. Duża zmienność fenotypów uzyskiwanych mutantów tego genu 
sugerowała, że jego białkowy produkt może być niezbędny do takich procesów 
jak naprawa DNA czy sporulacja. Stwierdzono, że gen RAD6 rzeczywiście 
koduje jeden z kilku strukturalnie zbliżonych enzymów, katalizujących kowalen
cyjne przyłączanie ubikwityny do różnych białek (tzw. enzymy E2, Ryc. 3) [81]. 
Drożdże syntetyzują co najmniej 5 oddzielnych enzymów typu E2, których geny 
tworzą rodzinę genów UBC (ubiquitin-conjugating enzymes). W związku ze 
stwierdzoną in vitro substratową specyficznością białka RAD6 (katalizuje 
ubikwitynację histonu H2B) wysunięto przypuszczenie, że białko RAD6 induku
je in vivo strukturalne zmiany chromatyny (określane terminem „chromatin 
remodelling), które umożliwiają enzymom naprawczym dostęp do uszkodzo
nych regionów DNA [81]. Pozostaje jednak nadal do wyjaśnienia, czy proces ten 
jest rezultatem proteolitycznej degradacji ubikwitynowanych histonów, czy też 
jest bezpośrednią konsekwencją strukturalnych zmian wywołanych ubikwityna- 
cją białek chromatyny. Ze względu na ewolucyjny konserwatyzm metabolizmu 
ubikwityny można przypuszczać, że wnioski odnośnie roli ubikwitynacji u 
drożdży dotyczą również komórek innych eukariontów. Stwarza to interesującą 
możliwość spekulacji, czy niektóre typy choroby Xenoderma pigmentosum u 
człowieka, które cechują defekty naprawczej syntezy DNA, nie wynikają z 
mutacji genu kodującego jeden z enzymów biorących udział w koniugacji 
ubikwityny [81]. Spekuluje się także, że być może przynajmniej niektóre rodzaje 
komórek nowotworowych mają zmieniony metabolizm ubikwityny [82].

VI. Ubikwitynacja białek powierzchni komórkowej

Mimo, że wyniki badań nad ubikwityną przyzwyczaiły badaczy do jej 
nadzwyczaj szerokiej strefy wpływów w komórce, wykrycie jej obecności na 
powierzchni błony komórkowej stanowiło sporą niespodziankę [12, 13, 84],
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Okazało się, że ubikwityna jest częścią specyficznego receptora, określanego w 
literaturze jako “homing receptor”, występującego na powierzchni limofocytów 
penetrujących tkanki limfoidalne przed nabyciem immologicznej kompetencji. 
Penetracja tkanek limfoidalnych przez te limfocyty odbywa się poprzez pokapi- 
larny układ żylny (HEV). Obecność “homing receptor” na powierzchni specyficz
nych limfocytów umożliwia utrzymanie się ich w danej tkance aż do pełnego 
zróżnicowania [85, 86]. W pracowni W e i s s m a n a  uzyskano przeciwciało, 
tzw. M EL-14,które rozpoznawało “homing receptor” mysich węzłów chłonnych 
(12,13]. Rozpoznawany przez przeciwciało MEL-14“homing receptor” okazał się 
glikoproteiną o masie cząsteczkowej około 90000 (określoną jako białko 
gp90MEL-14), której jeden z końców odpowiada dokładnie N-końcowi ubikwi
tyny. N a rycinie 4 przedstawiono hipotetyczną strukturę białka gp90MEL~ iĄ, w 
której cząsteczki ubikwityny połączone są wiązaniem izopeptydowym z rdze
niem polipeptydowym tworząc rozgałęzioną strukturę [12]. Nie ustalono jeszcze 
liczby cząsteczek ubikwityny związanej z rdzeniem tego receptora. Pewne dane 
wskazują, że determinanta antygenowa receptora gp90MEL~14 obejmuje sekwen
cje ubikwityny znajdujące się blisko C-końca glikoproteinowego rdzenia.

Ryc. 4. Hipotetyczna struktura białka gp90MEL 14. Ub —  ubikwityna, CHO —  miejsce gliko- 
zylacji 12

Przypuszcza się, że ubikwityna uczestniczy w zachodzących z udziałem “homing 
receptor” interakcjach specyficznych limfocytów [12, 13]. Nie można jednak 
wykluczać jej udziału w szybkiej degradacji receptorów, czego następstwem 
byłoby uwalnianie specyficznych limfocytów po ukończonym dojrzewaniu.

Dane uzyskane dzięki użyciu monoklonalnych przeciwciał wskazują, że także 
inne białka błonowe mogą ulegać ubik wity nacji [12, 85], jak na przykład 
receptor płytkowego czynnika wzrostowego [87].

Nie wyjaśniono drogi, którą ubikwityna dostaje się na powierzchnię 
komórki. Biorąc pod uwagę, że ubikwityna nie zawiera typowej dla sekrecyjnych 
N-końcowej sekwencji sygnalnej, wydaje się prawdopodobne, że receptory 
ulegają ubikwitynacji jeszcze podczas syntezy w cytoplazmie [ 12].
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W związku z prowadzeniem w wielu wiodących laboratoriach intensywnych 
badań nad ubikwityną należy przypuszczać, że wkrótce poznamy bliższe 
szczegóły dotyczące roli i mechanizmów działania tego niezwykłego, wszędzie 
obecnego białka.

Artykuł otrzymano 24 listopada 1987 r.
Zaakceptowano do druku 19 maja 1988 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: acetyloCoA —  acetylokoenzym A; cysteinylo-DOPA — cysteinyIo-3, 
4-dihydroksyfenyloalanina; DO PA — 3, 4-dihydroksyfenyloalanina; DOPA-chinon-4-/2-karboksy- 
-2-am inoetylo/-l, 2-benzochinon; DOPA-chrom — 2-karboksy-2, 3-dihydroindolo-5, 6-chinon; do- 
pamina — 2-/3, 4-dihydroksyfenylo/-etyloamina; EDTA —  etylenodiaminotetraoctan; Fuk —  fuko- 
za; Gal —  galaktoza, GERL —  układ: aparat Golgiego-siateczka endoplazmatyczna-lizosom; 
G luNAc —  N-acetyloglukozoamina; leuko-DOPA-chrom — kwas 2, 3-dihydro-5, 6-dihydroksy- 
indolo-2-karboksylowy; Man — mannoza; N A D PH  —  zredukowany fosforan dinukleotydu nikoty- 
namidoadeninowego; Sia — kwas sjalowy.

I. Wprowadzenie

Tyrozynaza jest enzymem biorącym udział w biosyntezie mełanin i innych 
związków polifenolowych zarówno u roślin jak i u zwierząt [1—4]. Enzym jest 
miedzioproteiną katalizującą hydroksylację monofenoli do o-difenoli (Reakcja A 
na Ryc. 1) oraz utlenianie o-difenoli do o-chinonów (Reakcja B na Ryc. 1) [5].

Ryc. 1. Reakcje katalizowane przez tyrozynazę: A — hydroksylacja monofenoli do o-difenoli 
(aktywność monofenolazowa (krezolazowa) enzymu), B — utlenianie o-difenoli do o-ochinonów  
(aktywność difenolazowa (katecholazowa) enzymu)

W klasyfikacji Międzynarodowej Unii Biochemicznej tyrozynaza, jako enzym 
dwufunkcyjny, otrzymała dwa numery: EC 1.14.18.1 jako hydroksylaza (mono- 
oksygenaza) monofenolowa i EC 1.10.3.1 jako oksydaza katecholowa [ 6]. 
Hydroksylaza p-kumaranu (EC 1.14.17.2), zgodnie z wynikami badań M c 
I n t y r e  i V a n g h a n a  [7], jest typową tyrozynazą, której aktywność 
hydroksylazowa pojawia się w obecności askorbinianu jako kofaktora redukują
cego.

Monooksygenazy zawierają grupy prostetyczne o różnej strukturze, wśród 
których dominują flawiny (np. hydroksylaza fenolowa, EC 1.14.13.7 [ 8]), żelazo
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hemowe (np. peroksydaza, EC 1.11.1.7. [9]) i niehemowe (np. hydroksylaza 
tyrozynowa, EC 1.14.16.2 [10]). Natomiast miedź, wchodząca w skład grupy 
prostetycznej tyrozynazy, występuje jedynie w nielicznych innych monooksyge- 
nezach (np. ^-hydroksylaza dopaminowa, EC 1.14.17.1 [11] Tyrozynaza nie 
wymaga współdziałania zewnętrznych kofaktorów do ujawnienia swej aktyw
ności enzymatycznej, co obserwujemy w przypadku hydroksylazy tyrozynowej 
(tetrahydropterydyna) cytochromu P-450 (NADPH), a także innych „zewnę
trznych” hydroksylaz. Monofenolazowa aktywność tyrozynazy jest bowiem 
sprzężona z aktywnością difenolazową, dostarczającą dwu elektronów niezbę
dnych dla aktywności enzymatycznej jako hydroksylazy (Reakcja A na Ryc. 1). 
Stąd tyrozynaza bywa również określana jako „wewnętrzna” monoksygenaza. 
Tyrozynaza będąca przedmiotem niniejszego opracowania to oksydoreduktaza; 
monofenol, o-difenol: 0 2.

II. Występowanie tyrozynazy

Tyrozynaza jest enzymem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie. Tyro
zynaza występuje w różnych grzybach, a zwłaszcza w promieniowcach (Strepto- 
myces glaucescens, nigrificans) [12], [13], workowcach (Neurospora crassa) 
[14— 16] i podstawczakach (Boletus, Russula, Agaricus bisporus) [17— 19], oraz 
w mniejszym stopniu w bakteriach (Vibrio tyrosinaticus) [20] i glonach. Enzym 
ten jest również rozpowszechniony u roślin wyższych, przy czym bulwy 
ziemniaka [21, 22], owoce jabłoni [23], bobu i korzenie buraka [24] są 
szczególnie bogatym źródłem enzymu. U bezkręgowców tyrozynaza występuje 
głównie w hemolimfie i kutikuli stawonogów (Cáncer pagurus, różne gatunki 
owadów) [25], [26] i gruczole atramentowym kałamarnicy (Sepia officinalis) [1]. 
Z kolei u niższych kręgowców, enzym ten znajdywany jest zwłaszcza w 
melanoforach ryb (Xiphophorus) oraz naskórku płazów (Rana esculenta ridibu- 
nda, Xenopus laevis) [27—29]. U wyższych kręgowców, tyrozynaza występuje w 
w melanosomach i pęcherzykach cytoplazmatycznych melanocytów naskórka, 
mieszków włosowych, niektórych upigmentowanych tkankach oka, ucha i 
centralnego układu nerwowego ssaków oraz w piórach ptaków. Melanosomy są 
subkomórkowymi organellami znajdującymi się w cytoplazmie komórek bar
wnikowych (melanocytów) [30], [31]. Składnikami melanosomów są, oprócz 
tyrozynazy, białka strukturalne matriks, fosfolipidy oraz melanina. Należy 
jednak podkreślić, że tyrozynaza jest najbardziej aktywna w premelanosomie, tj. 
najwcześniejszej postaci melanosomu oraz w melanosomie znajdującym się w 
stadium I rozwoju [32]. W miarę melanizacji melanosomu (stadia II — IV 
rozwoju), aktywność tyrozynazy maleje [33, 34]. Obecność tego enzymu w 
innych frakcjach subkomórkowych, a zwłaszcza we frakcji mikrosomalnej, 
wynika z występowania połączeń tyrozynazy z gładkimi lub szorstkimi błonami 
siateczki endoplazmatycznej oraz z jej gromadzenia w aparacie Golgiego [30, 
35— 37]. Tyrozynaza jest syntetyzowana na powierzchni układu: aparat Golgie
go — siateczka endoplazmatyczna — lizosom (GERL) [38 — 41], w rybosomach
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związanych z błonami szorstkimi siateczki w postaci proenzymu [34]. Glikozyla- 
cja tyrozynazy, a w szczególności przyłączenie kwasu sjalowego zachodzi przed 
osiągnięciem przez enzym aparatu Golgiego [42, 43].

Obecność tyrozynazy w melanocytach czerniaka złośliwego (melanoma 
malignum) u ludzi, ujawnia się także znacznie podwyższonym poziomem 
aktywności enzymu w plazmie krwi oraz występowaniem tyrozynazy w moczu u 
pacjentów [44— 50].

III. Właściwości enzymu

III-l. Polimorfizm

Oczyszczone preparaty tyrozynazy charakteryzują się znaczną heterogen- 
nością [19, 44, 51]. Niejednorodność tyrozynazy z pieczarek (Agaricus bisporus) 
ujawniono stosując elektroforezę w żelu poliakryloamidowym oraz chrom ato
grafię na hydroksyapatycie [52]. Przy zastosowaniu tych metod można wydzielić 
cztery frakcje o właściwościach tyrozynazowych, oznaczane cyframi rzymskim 
(I — IV) lub literami alfabetu greckiego (a, /?, y, <5), S t r o t h k a m p i w s p . [53] 
wykazali obecność podjednostki ciężkiej (H) o masie cząsteczkowej 43 000 oraz 
lekkiej (L) o masie cząsteczkowej 13400, które mogą tworzyć agregaty typu 
M 2L2, ML, M 2L, itp. determinujące heteregenność tyrozynazy z pieczarek. 
Badania nad tyrozynazą z Neurospora crassa pozwoliły na wyizolowanie i 
scharakteryzowanie dwu allelicznych postaci enzymu, oznaczanych jako TL 
(termolabilna) i TS (termostabilna), które różnią się również ruchliwością

Tabela 1

Charakterystyka izoenzymów tyrozynazy wyizolowanych z czerniaka złośliwego ssa
ków

Izoenzym Charakterystyka Masa cząsteczkowa

T3
Izoenzym prekursorowy w odnie
sieniu do tyrozynazy T l i T4

54000— 70000 [44, 57, 58] 
(56000— 62000 [55, 58, 59])

Tl

Izoenzym powstający przez przy
łączenie kwasu sjalowego i cuk
rów obojętnych (mannoza, ga- 
laktoza, fukoza) do tyrozynazy 
T3

70000— 85000 [44, 57, 58] 
(65000— 81000 [55, 58, 59])

T4
Izoenzym powstający przez ze
spolenie tyrozynazy T l ze skład
nikami błony melanosomu

około 102000 
[55, 58, 59]

T2

Prawdopodobnie artefakt pow
stający przez dezamidację tyrozy
nazy T3 w warunkach elektrofo
rezy

—
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elektroforetyczną [54]. Z tkanek czerniaka złośliwego ssaków wyizolowano 
cztery izomery tyrozynazy (Tl, T2, T3, T4), których charakterystykę podano w 
tabeli 1. Enzym nierozpuszczalny, związany z melanosomem, określany jako 
tyrozynaza T4,stanowi około 80% całkowitej aktywności tyrozynazowej, pod
czas gdy rozpuszczalne izoenzymy T l, T2, T3 stanowią pozostałe 20%.

Badania elektroforetyczne, kinetyczne oraz analiza aminokwasowa ujawniły, 
że kom ponenta białkowa poszczególnych izoenzymów nie różni się ani składem 
aminokwasowym, ani właściwościami kinetycznymi, ani też selektywnością 
substratową. Przyczyną różnic są głównie zmiany potranslacyjne, które uwidacz
niają się w zawartości składników węglowodanowych [55, 56].

III-2. Masa cząsteczkowa, skład aminokwasowy enzymu, glikoproteinowy charakter tyrozynazy

Masy cząsteczkowe tyrozynaz różnego pochodzenia wynoszą od 30900 
(Streptomyces glaucescens) do 80000 (człowiek) w przeliczeniu na monomer 
enzymu (Tab. 2). Można zauważyć, że masy cząsteczkowe enzymu wzrastają w 
miarę rozwoju ewolucyjnego organizmu.

W ostatnich latach przeprowadzono szczegółowe badania nad strukturą 
pierwszorzędową tyrozynaz z promieniowca Streptomyces glaucescens [60], 
workowca Neurospora crassa [61, 62] oraz melanocytów naskórka myszy [63]. 
Pozwoliły one na porównanie struktury pierwszorzędowej enzymu wraz z 
zestawieniem homologicznych sekwencji. Dane literaturowe umożliwiły również 
porównanie położenia reszt histydyny wiążących miedź w centrum aktywnym 
enzymu oraz położenia, ulegających glikozylacji, reszt asparaginy (Ryc. 2).

Stwierdzono, że cząsteczka tyrozynazy ze Streptomyces glaucescens składa się 
z 273 aminokwasów i ma masę cząsteczkową 30 900 [60]. Enzym ten nie zawiera 
cysteiny, a zawiera wiele reszt argininy (9,9%). Dziesięć spośród 27 reszt argininy 
występuje w parze z resztą argininy lub lizyny. Tyrozynaza z Neurospora crassa 
jest monomerycznym białkiem zawierającym 407 reszt aminokwasowych o 
łącznej masie cząsteczkowej 46000 [61], [62]. Tyrozynaza ta nie zawiera 
cysteiny, a zawiera wiele reszt seryny [14], 12 reszt tryptofanu i 20 reszt tyrozyny 
[64] oraz 10 ugrupowań histydyny [65] (niekiedy w pracach autorzy podają 9 
pomimo, że na rycinach wpisują 10 reszt histydyny). Ocena właściwości 
fluorescencyjnych enzymu ujawniła niejednorodność w otoczeniu ugrupowań 
tryptofanu [66], Wykazano, że jedna trzecia takich reszt jest bezpośrednio 
połączona z kwasem asparaginowym, a pozostałe dwie trzecie stanowią zewnę
trzne ugrupowania tryptofanu [64]. Z kolei, tyrozynaza melanocytów naskórka 
myszy składa się z 513 aminokwasów o łącznej masie cząsteczkowej 57 873 [63]. 
Podczas jej dojrzewania, odłącza się od protyrozynazy 24 — aminokwasowy 
peptyd sygnałowy [67], który zawiera głównie aminokwasy o charakterze 
hydrofobowym.

Analizując sekwencje aminokwasowe tyrozynaz ze Streptomyces glaucescens, 
Neurospora crassa oraz melanocytów naskórka myszy, które przedstawiono na 
rycinie 2, można wyróżnić 6 fragmentów łańcuchów polipeptydowych zawierają-

http://rcin.org.pl



Tabela 2

380 M. P O R Ę B S K A -B U D N Y , J.P . D W O R Z A Ń S K I [6]

Charakterystyka tyrozynaz różnego pochodzenia

Pochodzenie
tyrozynazy

Łańcuch
Masa

cząsteczkowa

Liczba
aminokwa

sów

Liczba
atomów

Cu

Piśmiennic
two

Streptomyces
glaucescens

Monomer 30900 273 2 60

Neurospora
crassa

Monomer 46000 407 2 61, 62

Agaricus
bisporus

Tetramer 123000 — 4 68

Rana esculenta 
ridibunda

Tetramer 210 000 — — 29

Mysz (melanocyty 
naskórka)

Monomer 57873 513 +  24 
— amino- 
kwasowy 
peptyd 
sygnałowy

2 63, 68

M ysz (czerniak li
nii Harding-Pas- 

sey)

M onomer 727001 500* 
740001 1800**

2 69

Mysz (czerniak li
nii BI 6)

Monomer 730001 800* 
740001 1000**

2 69

Chomik
(czerniak)

M onomer (4 
łańcuchy cuk
rowe przyłą
czone do łańcu
cha polipepty- 
dowego enzy
mu poprzez 
cząst. Asn)

69000 2 70

Człowiek
(melanocyty

naskórka)

Monomer 
(13% cukrów 
oboj. i 4,8%  
kw. sjalowego)

80000 2 71, 72

* Wyniki oznaczania m etodą poliakry loam idow ej elek troforezy  żelowej, 
** Wyniki oznaczania  m etodą filtracji żelowej (Sephadex G-150).

cych sekwencje aminokwasowe o znacznej homologii. W cząsteczkach wszyst
kich trzech tyrozynaz, w wymienionych fragmentach łańcuchów polipeptydo- 
wych można wyróżnić, oprócz identycznie zestawionych pojedynczych amino
kwasów takich jak: kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, arginina, walina, 
tryptofan, leucyna i prolina, homologicznie ułożone pary aminokwasów takie
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Ryc. 2. Sekwencja aminokwasowa tyrozynazy wyizolowanej z: I —  melanocytów naskórka myszy, 
II —  Neurospora crassa, III —  Streptomyces glaucescens [wg 60— 63, zmodyf.]. •  —  aminokwasy
identyczne; H----- aminokwasy podobne chemicznie; N  —  miejsca glikozylacji enzymu przy udziale
cząsteczki asparaginy; H (histydyna) —  prawdopodobne ligandy wiążące miedź w centrum aktyw
nym enzymu. Duże prostokąty oznaczają fragmenty łańcuchów polipeptydowych enzymu zawierają
ce sekwencje aminokwasowe o znacznej homologii

jak: glicyna-glicyna, kwas asparaginowy-prolina, fenyloalanina-leucyna. Na 
uwagę zasługuje występowanie sekwencji tripeptydowej: tryptofan-histydyna- 
-arginina (WHR) oraz pentapeptydowej: fenyloalanina-tryptofan-leucyna-his- 
tydyna-histydyna (FWLHH), które powtarzają się we wszystkich trzech białkach 
enzymatycznych (z tym wyjątkiem, że w tyrozynazie melanocytów myszy 
tryptofan w pozycji 275 tej sekwencji jest zastąpiony waliną). Ponadto należy 
zaznaczyć, że dwie z wymienionych sekwencji zawierają histydyny, które są 
ligandami dwu jonów miedzi w centrum aktywnym tyrozynazy.

1 OFPRECANI EALRRGVCCPDLLPSSGPGTDPCGSSSGRGRCVAVI ADSR I

50 PHSRHYPHDGKDDREAWPLRFFÑRTCQCND ÑFSGHNCGTCRPGWRGAA I
1 S T Ô I K f A I T G V P t  TPSSNGÂ J

98 CNQK I jpTyRRNLLDLSPEEKSHFVRALDM AKRTTHPQFV IATRRLED llL) I
21 VPLRRELRÔLQQNYP.EQÊNLYL LGLR ÖFQGLD ÊAKL I

1 TVRKNQAT LTAD EKRRFV AÁV¡Lj ffl

147 GPDGNTPQFEÑI S VYN YF VWTHYYSVKK TFLGTG QE SF G fDVÖFSh I
57 DS YŸ0VA Ć IHGMPFKPWAGVPSDTÔ^SQ H
23 EL KRSGR YDEFVTTHNAFI |l G QTQ ffl

192 EGP£ IFUT|WHR|YHL.lL QLBRDMbEMLQEPSFSL PYWNFA 1
85 P G Ś S G F G G Y Ć ^S S iL F n T W ń R P Y Ł  ALYEQALrASVÖAVAQKFPVEGGL H
47 AGEr It GHRSPS lFUPiWftRiRŸyLEFlgRÂL OSVDÀ I

229 TGKNVC DVCJDDL MGSRSNFDSTL ISPNSVFSQWRVVCESLEEYD I
134 RAKYVAAAKDFRAPYFDWASQPP K G T L A F P Ê § Í S Ś R T IQ VVÖVDGKTK I
79 SVALPYWDW SADRTARa I l WA I

274 I t  GI t c ÑSTEGGP IRRNPA G^JVGRPAVQRLlPjEPQDlVTQCL EVRV I 
182 | l  NNPLH RFT FHPO NPSPGnIFS  ÀÂWSRYRSf VRYPNRLPGASRD H 
100 PDFLGGTGRSL DGRV MDGP P A A S A G N V #  NVR|VD GRAYLRRSL ill

318 F D T P f F YSÑlSTDSFÍR’NTiyjEGYSIa PTGKYDP AVRSLH I
226 ER IÀP IL ADE LA S LR N N V S LLLLS Y K D FD  AFSYNRWDPNTNPGDFGŚLE If
143 GTAVR ,£l  PTLRÍAElvlGS^LbMATYDTÁPWNSASDGFRÑHLEGWRGV I

354 N t  AHLF L Ñ GTfGG'QTHL Si P nId PI l|F[V|L LHfTF TlDlAVF DEfvÿ) I
275 AVHNE I HDRTGGNGHMŚSL E V S £FD p Cf WLHHVNVDRLW§ I WEDLNPNS JI 
187 nIl HÑR^HVWVIgg I RM Ia TGMSPND FW.FWL HHa Y VlQjRLWAEiWplRRH PGŚ I

391 LRRYNĄ D IS TF P LE N A P  IGHNRQYNMVPFWP PVTN ffjEMFVTAPD i
324 FMJPRPA P YSTF VAQEG ESQSKSTPLE PFWDK§AAŃFWf SEQVKD§ I I
233 GYLPAAGTPDVVDLNDRM KPW NDT§PA0LL DHTAHYTFDtrlD I

435 NLGYĄY EVQ WPGQEFT V S E I I T I  A V V A A L LL V A A IF G V A S C L  I R I
371 TFGYAYPETQKW K Y S S V K E Y Q A A IR K S V T À LY  G^NVF 1

479 SRSTKN EANQPLL TDHY QRYAEDYE ELPNPÑHSMV I
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Tyrozynaza jest glikoproteiną zawierającą kwas sjalowy oraz cukry obojętne 
(mannoza, galaktoza, fukoza) [72—75], które razem stanowią około 20% masy 
cząsteczkowej enzymu. Budowa łańcuchów cukrowych tyrozynazy wyizolowa
nej z upigmentowanych tkanek ssaków została stosunkowo dobrze poznana 
(Tab. 2). Dla przykładu, tyrozynaza wyizolowana z czerniaka chomika zawiera 4 
łańcuchy cukrowe przyłączone do łańcucha polipeptydowego enzymu poprzez 
cząsteczkę asparaginy. Jeden z nich jest łańcuchem typu wysokomannozowego 
[M an3 ^ 5G1uNAc2], a trzy pozostałe są łańcuchami typu złożonego [M an3- 
•GluNAc/?l -*4 ( — Fuka l -* 6)]. Rozgałęzienia łańcuchów typu złożonego 
zbudowane są głównie z — Siaa 2 -> 3Gal/? 1 -► 4 GluNac/? -> [70],

W cząsteczce tyrozynazy melanocytów myszy wykazano 7 miejsc, w których
Ser .

może ona ulegać glikozylacji. Są to miejsca typu Asn-X-Thr [76], gdzie X może

być każdym z aminokwasów oprócz proliny [77]. Miejscami glikozylacji są 
reszty asparaginy w pozycjach 72, 80,157, 280, 326, 361 i 509 tej tyrozynazy [63] 
(Ryc. 2).

III-3. Struktura centrum aktywnego enzymu

Jony miedzi są istotnymi kofaktorami wielu białek zaangażowanych w 
reakcje redoks oraz w wiązanie i aktywację tlenu cząsteczkowego. Antyferromag
netycznie sprzężona para jonów miedzi w tyrozynazie warunkuje jej pełną 
aktywność enzymatyczną [68], [78—80], Ligandami wiążącymi obydwa jony 
miedzi są reszty histydyny w centrum aktywnym tyrozynazy [81], przy czym 
wyróżnia się miejsce o większym i miejsce o mniejszym powinowactwie wobec 
jonów miedzi (CuA i CuB) [60, 82].

Tyrozynaza Neurospora zawiera w pozycji 96 histydynę, która połączona jest 
z cysteiną w pozycji 94 poprzez wiązanie tioeterowe [62] (Ryc. 3]. Takie wiązanie 
najprawdopodobniej wyklucza oddziaływanie grupy sulfhydrylowej z jonami 
miedzi. Przypuszcza się, że histydyna w położeniu 96 bierze udział w regulacji 
aktywności enzymu Neurospora.

Wykorzystując reakcje fotoutleniania w obecności błękitu metylenowego 
zbadano rolę reszt histydyny jako ligandów dwu jonów miedzi w tyrozynazie

HI

/  I J I
CH, H - C - O H  CH,

+  I 2  i  I 2
H3N -C H -C O -N H -C H -C O —NH—CH-COO

C94 T H96H 9 6

Ryc. 3. Struktura chemiczna mostka tioeterowego w tyrozynazie Neurospora crassa. Siarka reszty 
cysteiny w położeniu 94 jest kowalencyjnie połączona z pierścieniem im idazolowym  reszty histydyny  
w położeniu 96 [w g 62, zmodyf.]
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Neurospora crassa [65]. Wykazano, że wybiórcze zniszczenie trzech reszt 
histydyny (w pozycjach 188, 193 i 289) w apoenzymie Neurospora jest 
odpowiedzialne za częściową utratę aktywności enzymatycznej [65]. Fakt 
odporności fotoutlenionych reszt histydyny na działanie bezwodnika etoksy- 
mrówkowego (czynnika wykazującego specyficzne powinnowactwo do histydy
ny) nasuwa przypuszczenie, że reszty histydyny mogą znajdować się w zagłębi
eniu hydrofobowym enzymu [83, 84]. Taki hydrofobowy charakter miejsca 
wiążącego jony metalu w centrum aktywnym enzymu zapewnia również 
stabilność kompleksów tlenowych. Analiza widm Ramana oksytrozynazy 
Neurospora wykazała obecność pasma przy niskich częstotliwościach, które 
zinterpretowano jako drgania miedź-imidazol [85].
Na podstawie danych wynikających z analizy absorpcji promieni X oraz 
spektroskopii rezonansowej Ramana [86,87], zaproponowano schemat struktu
ry miejsca wiążącego tlen z każdym z dwóch jonów miedzi, zawierającego 3 
ligandy histydyny i jony miedzi połączone mostkiem nadtlenkowym. Na ryc. 4 
przedstawiono przypuszczalny schemat budowy centrum aktywnego oksytyro- 
zynazy Neurospora crassa [80].

H is 0 — O2' H is 

H is— Cu2+ C^— His

H is^ His

Ryc. 4. Schemat przypuszczalnej budow y centrum aktywnego oksytyrozynazy Neurospora crassa 
[w g 80, zmodyf.] . Jon miedzi wiązany przez His w pozycjach 188, 193 i 289 określamy jako  CuA,  
natomiast jon  miedzi wiązany przez His w pozycjach 277, 281 i 3 0 6 — jako CuB

Przypuszcza się, że reszty histydyny w pozycjach 188, 193 i 289 wiążą jeden 
jon miedzi (Cu A), podczas gdy reszta histydyny w położeniu 306, obok histydyn 
w położeniach 277 i 281, uczestniczy w wiązaniu drugiego jonu miedzi (CuB) w 
tyrozynazie Neurospora crassa [60, 61, 65, 82]. Histydyna w położeniu 306 
łańcuszka białkowego enzymu Neurospora jest homologiczna z histydyną w 
położeniu 380 tyrozynazy melanocytów myszy oraz z histydyną w położeniu 208 
tyrozynazy Streptomyces glaucescens (Ryc. 2). W przypadku tyrozynazy Strepto- 
myces glaucescens histydyny w pozycjach 53 i 62 są prawdopodobnie ligandami 
CuA, podczas gdy histydyna w położeniu 214 jest ligandem CuB [60]. W 
tyrozynazie melanocytów myszy, dwie reszty histydyny w położeniach 368 i 380 
są ligandami jonów miedzi [63], przy czym histydyna w pozycji 368 odpowiada 
histydynie w pozycji 289 tyrozynazy Neurospora, a reszta histydny w położeniu 
380 jest homologiczna z histydyną w położeniu 306 tyrozynazy Neurospora [63] 
(Ryc. 2).

Wnioskuje się, że w tyrozynazach różnego pochodzenia miejsca CuA mogą 
być bardzo różne. Wydaje się że, mogły one powstać w toku ewolucji niezależnie i 
w różnym czasie. Miejsca CuB, natomiast, stanowią odcinki łańcucha peptydo- 
wego tyrozynazy o strukturze wysoce zachowawczej [82].
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IV. Katalityczna funkcja tyrozynazy

IV-1. Specyficzność substratowa

Tyrozynazy wyizolowane z roślin, owadów lub płazów wykazują bardzo 
zróżnicowaną specyficzność substratową w stosunku do difenoli. Stąd, wartości 
stałej Michaelisa (Km) i szybkości maksymalnej (Vm) wyznaczone dla tyrozynaz 
różnego pochodzenia są różne i zależą od natury chemicznej podstawników w 
pierścieniu benzenowym. Wzrostowi zdolności przyciągania elektronów przez 
podstawniki towarzyszy zmniejszanie się wartości zarówno Km jak i Vm 
[88—90]. Tyrozynazy ssaków wykazują optymalną aktywność w stosunku do 
DOPA i jej bliskich analogów typu: dopamina, 3, 4-dihydroksyfenyloseryna,
5-S-cysteinylo-DOPA [91], a wraz z tyrozynazami niektórych niższych organi
zmów (Streptomyces, Neurospora) cechują się częściową stereospecyficznością w 
stosunku do DOPA [13, 14, 92]. Znamienną cechą aktywności oksydazowej 
tyrozynazy jest towarzysząca tej reakcji inaktywacja enzymu, która prowadzi do 
nieliniowego przebiegu krzywych postępu reakcji [93].

Specyficzność hydroksylazowa tyrozynazy jest podobna do aktywności 
oksydazowej enzymu i jest najwyższa dla tyrozynazy ssaków, a najniższa dla 
tyrozynazy roślin. Substratami tyrozynazy mogą być różne monofenole, w tym 
reszty tyrozyny białek i peptydów [94,95]. W przypadku użycia monofenoli jako 
substratów tyrozynazy, aktywność hydroksylazowa enzymu nie pojawia się 
bezpośrednio po wprowadzeniu substratu, lecz poprzedzona jest typową lag- 
fazą. Długość trwania tej fazy jest proporcjonalna do stężenia substratu, a 
odwrotnie proporcjonalna do stężenia enzymu w mieszaninie reakcyjnej [96]. 
Tyrozynaza dla swej aktywności enzymatycznej wymaga również obecności 
tlenu w środowisku reakcji, jednakże w przypadku jego braku, enzym może 
zachowywać się jako peroksydaza. Taką pseudoperoksydazową aktywność 
tyrozynazy z pieczarek wykazano przy użyciu nadtlenku etylu jako akceptora 
elektronów [97].

IV-2. Inhibitory

Jako inhibitory kompetycyjne w stosunku do fenoli należy wymienić: kwas 
benzoesowy [16, 88, 98], fenyloalaninę [99— 101] 4-nitrokatechol [13, 102], 
L-mimozynę [103] oraz kwasy arylohydroksamowe. Natomiast, inhibitorami 
niekompetycyjnymi w odniesieniu do substratów fenolowych są: tlenek węgla, 
aniony cyjankowe [13, 84, 104], azydkowe [102] i halogenkowe [102, 105] 
pochodne 5-hydroksyindolu (5-hydroksyindol, 5-hydroksytryptofan, kwas 5-hy- 
droksyindolo-3-octowy) [99] oraz substancje chelatujące miedź (dietyloditiokar- 
baminian [10, 99], fenylotiomocznik [3], merkaptobenzotiazol [106], EDTA).

IV-3. Mechanizmy reakcji enzymatycznych

Tyrozynaza występuje w trzech postaciach, które określamy jako: oksytyro
zynaza, mettyrozynaza i deoksytyrozynaza w zależności od stopnia utlenienia
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miedzi w centrum aktywnym enzymu oraz obecności cząsteczki tlenu [107,108]. 
W centrum aktywnym deoksytyrozynazy znajdują się dwa jony miedzi na 
stopniu utleniania - f i ,  natomiast w centrum aktywnym mettyrozynazy-dwa 
jony miedzi na stopniu utleniania + 2. Budowę centrum aktywnego oksytyrozy- 
nazy przedstawiono wcześniej na Ryc. 4. (Rozdz. III-3).

Na rycinie 5 zostały przedstawione mechanizmy reakcji katalizowane przez 
tyrozynazę.

EOxy + d  — —  E oxy  d  + 2H + —  E^et- + Q + 2H 20  (A)

EOxy + j  — • -  EO*y T + 2 H + E ™ ^  d  + H20  (A')

2 H +

Emet + d

Emel- + 0 — Er ne ^D — ■—  E d e o x y  + Q + 2 H + (B )

E d eo x y  + q

E d eo x y  + o 2 — —  E oxy  (C )

Ryc. 5. M echanizmy reakcji katalizowane przez tyrozynazę. Eoxy — oksytyrozynaza; Emel — metty-  
rozynaza; E“**0*1' — deoksytyrozynaza; D  —  D O P A ; T —  tyrozyna; Q  —  chinon [w g  108, zmodyf.]

Kluczowe znaczenie zarówno dla aktywności hydroksylazowej, jak i oksyda
zo wej tyrozynazy ma, według hipotezy L e r c h a [108], obecność oksytyrozyna- 
zy. Zarówno bowien DOPA jak i tyrozyna reagują z oksytyrozynazą tworząc 
kompleksy zgodnie z reakcją A i A' przedstawioną na rycinie 5. W przypadku 
kompleksu E0̂ , w centrum aktywnym enzymu zachodzi hydroksylacja tyrozyny 
równoczesna z uwolnieniem cząsteczki wody oraz pobraniem dwóch protonów 
ze środowiska. Szczegółowy mechanizm tego procesu nie został wyjaśniony, 
wydaje się wielce prawdopodobnym, że polaryzacja wiązania tlen-tlen pod 
wpływem jonów miedzi prowadzi do jonowego rozszczepienia nadtlenku w 
centrum aktywnym oksytyrozynazy, a w konsekwencji do hydroksylacji monofe- 
nolu przez jony OH + w reakcji podstawienia nukleofilowego [108]. W rezultacie 
powstaje kompleks mettyrozynazy z DOPA, który jak się wydaje może ulegać 
rozpadowi z uwolnieniem DOPA i wolnej mettyrozynazy. Jednocześnie, w 
wyniku redukcji mettyrozynazy przez DOPA, do środowiska reakcyjnego 
uwolniony zostaje chinon, a powstająca deoksytyrozynaza może reagować z 
tlenem cząsteczkowym dając wyjściową postać oksytyrozynazy. W obecności
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czynników redukujących, mettyrozynaza występująca w postaci kompleksu z 
DOPA może ulec redukcji, a wówczas w środowisku reakcyjnym pojawia się 
DOPA [108]. W przypadku kompleksu oksytyrozynazy z DOPA obserwuje się, 
oprócz utleniania chinonu, równoczesną redukcję tlenu oraz powstawanie 
mettyrozynazy. EmeI tworząc z kolei kompleks z DOPA może ulegać identy
cznym przemianom, jak to przedstawiono powyżej w przypadku aktywności 
hydroksylazowej tyrozynazy (reakcja B i C na Ryc. 5). Obserwowany w toku 
przebiegu reakcji oksydazowej stopniowy zanik aktywności enzymu należy 
przypisać niepełnej redukcji tlenu [109], która towarzyszy powstawaniu metty
rozynazy, zgodnie z reakcją A na rycinie 5. Niepełna redukcja tlenu, która zdarza 
się raz na kilka tysięcy obrotów enzymu [108], stwarza możliwość powstawania 
rodników hydroksylowych w centrum aktywnym enzymu, które hydroksylują 
pierścień imidazolowy histydyny, a więc aminokwasu o kluczowym znaczeniu 
dla pełnej aktywności tyrozynazy. Wykazanie obecności hydroksyhistydyny 
zamiast histydyny w strukturze pierwszorzędowej inaktywowanego enzymu 
wydaje się przemawiać za udziałem rodników hydroksylowych w procesie 
inaktywacji tyrozynazy. Inaktywację enzymu można również obserwować w 
obecności czynników redukujących typu askorbinianu, które redukują powsta
jący chinon z powrotem do wyjściowej DOPA. Nie można wykluczyć również 
innych mechanizmów procesu inaktywacji tyrozynazy, jak np. tworzenia trwa
łych połączeń enzymu z produktami pośrednimi biorącymi udział w melanoge- 
nzenie [ 110].

Jak już wspomniano w rozdziale IV-1., aktywność hydroksylazowa tyrozyna
zy nie przejawia się bezpośrednio po wprowadzeniu substratu do mieszaniny 
reakcyjnej. Zaobserwowany przebieg opóźnienia w hydroksylacji fenolu (lag-fa- 
za), wyjaśniono przyjmując obecność DOPA jako intermediatu w toku przebie
gu reakcji następczych, tj. procesu hydroksylacji tyrozyny do DOPA, a następnie 
utleniania DOPA do DOPA-chinonu [111]. Jednakże takie wytłumaczenie 
obserwowanego zjawiska nie wydaje się w pełni poprawne. Zgodnie z przedsta
wioną koncepcją, akumulacja DOPA powinna mieć przebieg paraboliczny aż do 
osiągnięcia stanu stacjonarnego, przy którym szybkość procesu utleniania 
DOPA jest równa szybkości jej powstawania w wyniku hydroksylacji tyrozyny. 
Według danych C a 1 b a n e s i w s p . [112], krzywa akumulacji DOPA nie jest 
jednak paraboliczna, lecz sigmoidalna, przy czym wyrażone molowo ilości 
DOPA oraz DOPA-chinonu pozostają identyczne w początkowym etapie 
przebiegu procesu. Sugeruje to, że DOPA nie opuszcza centrum aktywnego 
enzymu Em£,'D, lecz bezpośrednim produktem aktywności hydroksylazowej 
tyrozynazy jest odpowiedni chinon. Związek ten, w wyniku wewnątrzcząsteczko- 
wej cyklizacji oraz utleniania przez następną cząsteczkę chinonu, daje DOPA- 
-chrom oraz wyjściwą DOPA. Uwzględniając te obserwacje można przyjąć, że 
nagromadzeniu DOPA w toku tego procesu towarzyszyć będzie współzawod
nictwo z tyrozyną o centrum aktywne oksytyrozynazy, która zachowuje stałe 
stężenie w stanie stacjonarnym w rezultacie zarówno aktywności hydroksylazo
wej jak i oksydazowej.
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V. Biologiczna rola tyrozynazy

Tyrozynaza uczestniczy w biosyntezie barwników melaninowych ssaków, w 
sklerotyzacji kutikuli owadów oraz katalizuje niektóre przemiany biochemiczne 
zachodzące w tkankach roślinnych.

V -l. Melanogeneza u ssaków

U ssaków, obecna w melanosomach tyrozynaza uczestniczy w tworzeniu 
czarno-brązowej eumelaniny i żółto-czerwonawej feomelaniny [5]. Początkowe 
etapy melanogenezy opisuje schemat R a p e r a - M a s o n a  [113]. Rozpoczną 
ją przekształcenie tyrozyny do DOPA i DOPA do DOPA-chinonu pod 
działaniem tyrozynazy. Hydroksylacja tyrozyny do DOPA przebiega przy 
udziale DOPA jako kofaktora. DOPA-chinon ulega wewnątrzcząsteczkowej 
cyklizacji, w wyniku której powstaje leuko-DOPA-chrom (określany również 
jako cyklo-DOPA). Powstałe połączenie ulega natychmiastowemu utlenieniu 
przez kolejną cząsteczkę DOPA-chinonu, a produktami tej reakcji redoks są 
DOPA oraz DOPA-chrom [114] (także rozdz. IY-3) (Ryc. 6).

Ryc. 6. Przekształcenie tyrozyny do D O P A -ch ro m u  w melanocycie ssaków

DOPA-chrom ulega wewnątrzcząsteczkowemu przegupowaniu, w wyniku któ
rego w obecności tzw. czynnika konwersji DOPA-chromu (określanego również 
jako oksydoreduktaza DOPA-chromu) lub też śladowych ilości jonów metali 
przejściowych (Zn2 +, Cu2 + , C o2 + ), powstaje kwas 5 ,6-dihydroksyindolo-2-kar- 
boksylowy [115]. W przypadku nieobecności wymienionych czynników, reakcji 
przegrupowania DOPA-chromu towarzyszy dekarboksylacja, a w rezultacie
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pojawia się, 5, 6-dihydroksyindol. Obydwie substancje indolowe mogą być 
substratami tyrozynazy, jednakże jej udział w ich oksydacji nie został w pełni 
wyjaśniony. Obydwa wymienione związki mogą ulegać nieenzymatycznemu 
utlenianiu, którego katalizatorem są śladowe ilości jonów metali przejściowych. 
Jednocześnie kluczowe znaczenie dla szybkości przebiegu tych procesów ma 
obecność DOPA-chinonu powstającego w wyniku aktywności tyrozynazy, który 
może z powodzeniem pełnić funkcję utleniacza pochodnych 5, 6-dihydroksyin- 
dolu. Ocena struktur powstających dimerów pozwala przypuszczać, że reakcja 
polimeryzacji ma charakter wolnorodnikowy, w wyniku czego tworzą się 
barwniki melaninowe o różnym udziale jednostek wywodzących się z 5,
6-dihydroksyindolu i kwasu, 5, 6-dihydroksyindolu-2-karboksylowego (Ryc. 7).

OH

2 - karboksylowy oligomery

Ryc. 7. Powstawanie polimeru eumelaniny w melanocycie ssaków

Badania nad utlenianiem 5, 6-dihydroksyindolu, przeprowadzone przez 
K ó r n e r  i w s p  .[116] w obecności tyrozynazy wskazują na niekompetycyjne 
hamowanie przez L-tyrozynę utleniania 5, 6-dihydroksyindolu. Wydaje się, że w 
tej przemianianie 5, 6-dihydroksyindol działa jako niekompetycyjny inhibitor 
hydroksylacji tyrozyny. Poczynione obserwacje sugerują, że względne stężenia 
tyrozyny i 5, 6-dihydroksyidolu w rezultacie ich wzajemnego oddziaływania z 
tyrozynazą są zdolne do regulacji melanogenezy w obrębie upigmentowanej 
komórki [116].
Czynnikiem łączącym przemiany eumelaniny ze szlakiem feomelaninowym jest 
obecność w komórkach barwnikowych cysteiny, zawierającej wysoce reaktywną 
grupę SH [117, 118]. Gdy stężenia tego aminokwasu w melanocycie są niskie, 
wówczas w reakcji katalizowanej przez tyrozynazę powstaje w szlaku R a p e -  
r a - M a s o n a  eumelanina (Ryc. 6 i 7) [5]. Jeśli stężenia cysteiny w komórce
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barwnikowej są wysokie, tyrozynaza katalizuje przekształcenie tyrozyny do 
DOPA-chinonu. Związek ten łącząc się z cysteiną daje cysteinylo-DOPA [119], 
która ulega dalszym przemianom, dając poprzez metabolity, 1, 4-benzotiazyny, 
polimer feomelaniny [ 120, 121].

Powstająca melanina wypełnia stopniowo wnętrze melanosomu. Wysoka w 
niedojrzałych, „niezmelanizowanych” melanosomach aktywność tyrozynazy, w 
miarę akumulacji melaniny zmniejsza się. Można przyjąć, że istnieje odwrotnie 
proporcjonalna zależność pomiędzy zawartością melaniny, a aktywnością 
tyrozynazy w melanosomach ssaków [33, 34].

V-2. Sklerotyzacja kutikuli owadów

U owadów, po każdym linieniu larwalnym oraz poczwarkowym, nowa 
chitynowa kutikula twardnieje w wyniku procesu zwanego sklerotyzacją [ 122, 
123]. W twardniejącej kutikuli można wykazać zarówno obecność fenoli jak 
również oksydazy fenolowej. Przypuszcza się, że wytwarzanie chinonów stanowi 
istotnie ważną część tego procesu. W waniku przemian tyrozyny powstają 
chinony, które sieciują łańcuchy polipeptydowe białek, co w konsekwencji 
prowadzi do twardnienia kutikuli owadów [124].
Podczas sklerotyzacji kutikuli, tyrozyna ulega hydroksylacji do DOPA. Jedna
kże w przeciwieństwie do procesu melanogenezy, podczas sklerotyzacji DOPA 
ulega dekarboksylacji, gdyż w odpowiedzi na linienie następuje synteza dekarbo- 
ksylazy DOPA, która wytwarza dopaminę. Reakcja z acetylo CoA prowadzi do 
powstania N-acetylodopaminy, która utleniana do N-acetylodopaminochinonu 
nie ulega wewnątrzcząsteczkowej addycji z uwagi na zablokowanie azotu 
aminowego w wyniku acetylacji. Taki chinon jest szczególnie podatny na 
nukleofilową addycję grup aminowych białek, a zwłaszcza e-aminową grupę 
lizyny — co prowadzi do powstania podstawionego difenolu. Związek ten jest 
utleniany do formy chinonowej poprzez N-acetylodopaminochinon, który z 
kolei ulega redukcji do N-acetylodopaminy. Jednopodstawiony chinon z kolei, 
przyłącza kolejną grupę aminową lub sulfhydrylową białka, sieciując tym samym 
łańcuchy polipeptydowe. W powstałym w ten sposób białku, zwanym sklerotyną, 
sieciowanie objęło także dwusiarczkowe i dwutyrozylowe białek twardniejącej 
kutikuli [124].

V-3. Metabolizm u roślin

We wcześniejszych opracowaniach [89, 125, 126] przypisywano tyrozynazie 
udział w wielu przemianach substancji roślinnych, jednak współczesne badania 
wskazują na ograniczoną rolę tego enzymu w metabolizmie u roślin. Dla 
przykładu, udział tyrozynazy w syntezie ligininy [127] ogranicza się do 
katalizowania hydroksylacji kwasu p-kumarowego do kwasu kawowego (Ryc. 
8). W reakcji tej, NADPH lub asorbinian działają jako czynniki redukujące, które 
umożliwiają hydroksylację kwasu p-kumarowego oraz zapobiegają powstawa
niu chinonu kwasu kawowego [128].
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CH=CH—COOH CH=CH—COOH

tyrozynaza, 0 2
( N A D P H , a s k o r b in ia n  ? )

OH

kw as p-kum arow y

Ryc. 8. Udział  tyrozynazy w hydroksylacji kwasu p-kumarowego do  kwasu kaw ow ego  [w g 127,
128, zmodyf.]

W efekcie przekształceń kwasu kawowego powstają: kwas ferulowy i 
synapinowy, które są głównymi składnikami ligniny.

U grzybów, tyrozynaza warunkuje pigmentację owocników i pojawia się w 
nich głównie w tym czasie. B o e k e l h e i d e  i w s p .  [129] wykazali, że w 
pieczarce (Agaricus bisporus) y-L-glutamylo-4-hydroksybenzen jest utleniany do 
odpowiedniego chinonu, który hydrolizuje dając 2-hydroksy-4-iminochinon. 
Związek ten można łatwo wyizolować z blaszek grzyba, a jego zdolność do 
polimeryzacji i reaktywność wskazują, że może on być prekursorem melanin 
występujących w sporach pieczarki.

Częstą odpowiedzią na uszkodzenie lub infekcję tkanki roślinnej jest 
wzmożone wytwarzanie fenoli oraz tyrozynazy [125]. W warunkach tlenowych, 
wymieszanie enzymu wraz z jego substratami prowadzi do szybkiego wytworze
nia o-chinonów, które w wyniku polimeryzacji dają ochronną melaninę roślinną, 
tzw. allomelaninę.

VI. Uwagi końcowe

Tyrozynaza zajmuje wyjątkowe miejsce wśród enzymów mających zdolność 
katalizowania hyd oksylacji fenoli oraz utleniania o-difenoli do o-chinonów. Ta 
szczególna pozycja tyrozynazy wynika ze specyficznych właściwości bioche
micznych enzymu w porównaniu z innymi białkami enzymatycznymi o pokre
wnej aktywności katalitycznej (np. lakkaza, peroksydaza). W wyniku aktywności 
zarówno monofenolazowej jak i difenolazowej tyrozynazy powstają melaniny, 
które są jednymi z najbardziej rozpowszechnionych w przyrodzie barwników. U 
ssaków, pigmentacja melaninowa spełnia wiele ważnych zadań fizjologicznych 
takich jak: przystosowawcze zabarwienie, ochronę podstawowych tkanek przed 
promieniowaniem UV, kontrolę cieplną ustroju, regulację biosyntezy witaminy 
D 3.

Artykuł otrzymano 22 sierpnia 1987 r.
Zaakceptowano do druku 28 marca 1988 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: galaktozyloceramid, G aipi-1 Cer; gangliotetraozyloceramid, G alpl-3  
G alN A cpi-4 G alp l-4  Glcpi-1 Cer; wzory gangliozydów przedstawiono w tabeli 1. Tt, temperatura 
przejścia fazowego błony że l— ciekły kryształ; AH, zmiana entalpii towarzysząca temu procesowi.

I. Wstęp

Gangliozydy — wykryte około 50 lat temu w mózgu człowieka [1— 3] — są 
glikosfingolipidami zawierającymi w swych cząsteczkach od jednej do kilku [4], 
a być może kilkunastu [5, 6] reszt kwasu sjalowego [7]. Jak wszystkie 
glikosfmgololipidy gangliozydy zbudowane są z polarnego łańcucha oligosacha- 
rydowego połączonego wiązaniem O-glikozydowym z hydrofobowym cerami- 
dem [8, 9] (Ryc. 1). Wynikający stąd amfipatyczny charakter gangliozydów 
determinuje wiele ich właściwości. Co więcej tak zbudowane cząsteczki mogą 
występować jednocześnie w hydrofobowej warstwie lipidów błony — którą 
ceramid współtworzy — i w zewnętrznym środowisku wodnym dokąd wystają 
ich łańcuchy oligosacharydowe.

Gangliozydy są bardzo powszechne w świecie zwierząt. Znajdują się one w 
różnej ilości i charakterystycznym składzie w błonach wszystkich komórek 
kręgowców [8, 9]. Występowanie w zewnętrznej warstwie lipidów błony 
plazmatycznej oraz ogromna rozmaitość budowy łańcuchów oligosacharydo- 
wych[8, 9] od dawna nasuwały przypuszczenie, że gangliozydy mogą pełnić 
funkcje receptorów [10— 12]. Dziesięć lat temu wydawało się, że są one 
receptorami niektórych hormonów [ 10, 13] ale późniejsze badania nie potwier
dziły tej funkcji [14— 16]. Jak dotąd, najlepiej udokumentowanym przypadkiem 
ich funkcji receptorowych są oddziaływania między monosjalogangliozydem 
G M , a toksyną bakterii Vibrio cholerae [17, 18]. Ze względu na wysokie 
powinowactwo i dużą swoistość wiązania toksyny jest to interesujący przypadek 
oddziaływań między białkiem uwalnianym przez bakterie do środowiska a 
gangliozydem błony komórkowej. Nie stanowi to jednak przykładu fizjologicz
nej roli gangliozydów. Poza hipotetycznymi funkcjami receptorowymi wpływają 
one na fizykochemiczne właściwości błon. Największą zawartością ganglio
zydów charakteryzuje się tkanka nerwowa [9] a w niej błony synaptosomów 
[19]. Z tego między innymi powodu od dawna przypuszczano, że biorą one 
udział w przekazywaniu bodźców poprzez zakończenia synaptyczne [20, 21]. 
Mechanizm tego zjawiska nie został jednak dotychczas w pełni wyjaśniony.

Funkcje gangliozydów mogłyby także polegać na odwracalnym zmienianiu 
(modulowaniu) właściwości białek błon komórkowych będących receptorami 
lub związanych z tansportem jonów [10, 22]. Zdaniem F i s h m a n a  [23] 
zagadnienia te będą zapewne przedmiotem przyszłych badań.
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W ciągu ostatnich lat miał miejsce znaczny postęp w badaniach budowy 
glikokonjugatów wynikający z udoskonalenia technik spektrometrii masowej 
i NM R [24—26], Opracowana została także metoda wykrywania i charaktery
zowania glikosfingolipidów rozdzielonych w chromatografii cienkowarstwowej 
poprzez ich bezpośrednie reakcje ze swoistymi przeciwciałami i lektynami [27, 
28]. Pozwoliło to na wykrycie i zbadanie budowy wielu nowych gangliozydów. 
Próby poznania funkcji gangliozydów, znacznie trudniejsze od badań ich 
struktury, przyniosły, jak dotąd, więcej pytań niż odpowiedzi [22, 23, 29, 30]. 
Artykuł ten jest próbą przedstawienia budowy i opisania niektórych właściwości 
tych związków.

OH

Ryc. 1. Schemat budowy gangliozydu G M 3 [62, 74]

II. Budowa gangliozydów

II-l. Łańcuchy cukrowcowe

Opisane dotychczas łańcuchy cukrowcowe gangliozydów kręgowców mogą 
zawierać — poza kwasem sjalowym i galaktozą — reszty glukozy, N-acetyloga- 
laktozoaminy, N-acetyloglukozoaminy i — rzadziej — fukozy [8, 9, 19] (Tab.l). 
Próby klasyfikacji przekraczającej 100 i ciągle rosnącej liczby gangliozydów 
opierają się na budowie rdzenia ich łańcuchów cukrowcowych, miejscu przyłą-
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Łańcuchy cukrowcowe niektórych gangliozydów /  8 , 9 , 1 9 , 5 2 /

Typ łań cu ch a  i struktura gangliozydu nazw a sy ste m a tyczn a  / 3 1 / zw yczajow a / 3 2 , 3 3 /

Sjalom onoheksozyloceram idy  

Sial ot 2 * 3 Gal /3 1 —  Cer 
Sjalodiheksozyloceram idy /h e m a to zy d y /  
Sial ot 2 — 3G a ly 31 — U ^ lc /3  1 1 Cer

R

I 3 Sial Gal Cer 

I I 3 S ia l La c Cer

GM *

g m 3

typ ganglio

Gal NAc y31— U G a l/ 3 1 — 4 -R  
3

I I 3 Sial G g3 Cer g m 2

ł
Ż ocSial

G a l/ 3 1 -~ 3  G a lN A c /3 1— A G a l/3 1  — A -R I I 3 Sial G g ^C e r GM-,

3

ł
2ot S ial

G al /3 1  —  3 G a lN A c / 3 1 — A G a l -R  
3 3 
ł ł 
2 cc Sial 2ecS ia l

I Y 3 Sial I I 3 Sial G g ^ C e r G D ia

typ gtobo
Gal G a lN A c f i  1 —  3 G a lo t 1 — ¿ G a l/3 1 — /. -R  

3

Y 3 Sial G b5 Cer —

ł
2ot Sial

typ gtoboizo

Gal /3 1  — 3 Gal N A c /3 1 — 3 Gal ot 1 —  3G al/31 — ¿,-R  

3

Y 3 Sial iG b ęCer - -

ł
2 ot S ia l

typ la kto
G a l/ 3 1 — 3 G lc N A c /3 1 — 3 G a l/3 1 — 4 -R  

3 6

ł ł
2 ot Sial 2*. S ial

I Y 3 Sial I I I 6 Lc^C e r *  *

typ taktoneo
Gal / 3 1 —  3 G ic N A c /3 1 — U G a l/3 1 — U-R  

3

I Y 3 Sial nl_c6 Cer LM1

ł
2ot Sial

*  Otrzymywany tak że  syntetycznie / 3 £ /  

*  *  Opisany w / 3 5 /

czenia reszt kwasu sjalowego i ich ilości w cząsteczce [31]. Zasady klasyfikacji 
i nazewnictwo gangliozydów zaproponowane przez S v e n n e r h o l m a  [32, 
33] i W i e g a n d t a [9] zostały szczegółowo opisane przez tego ostatniego.

W gangliozydach mózgu przeważają łańcuchy typu ganglio, a kwas sjalowy 
połączony jest zwykle wiązaniem a2->3 z resztą galaktozy lub a 2 —► 8 z inną resztą 
kwasu sjalowego. W ostatnich latach wyizolowano z innych niż mózg tkanek
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i komórek, często nowotworowych, gangliozydy zawierające kwas sjalowy 
połączony wiązaniem a2->6 z resztą galaktozy [8, 9], a2->3 [36] lub 2->6 [37, 
38] z resztą N-acetylogalaktozoaminy, a także oc2->6 z resztą N-acetyloglu- 
kozoaminy [35, 39]. Przedstawiona w tabeli 1 klasyfikacja gangliozydów 
ujawnia swoją niedoskonałość w przypadku łańcuchów „hybrydowych” łączą
cych elementy rdzeni różnych typów (Ryc. 2) [40]. Nie odpowiadające tym 
uogólnieniom łańcuchy cukrowcowe zostały wykryte w gangliozydach roz
gwiazd i jeżowców morskich [9, 41].

G a lN A c/31— ¿ Gaiy31 — ¿ G lcNAc/3 1—  3 G a l/3 1 — U G lc/31 —  1 Cer 
3 
f*
2 Neu Ac

1 Gal NAc
Ł /3U

G a lN A c/3 1 — ¿ G a l/3 1 — ¿ GlcNAcy3 1 -~ 3  GalyS G lc /3 1 — 1 Cer
3 
\ cC
2 NeuAc

Ryc. 2. Wzory niektórych gangliozydów ikry ryb o „hybrydowych” łańcuchach oligosacharydo- 
wych [40]

Rozmaitość budowy gangliozydów potęgują także wchodzące w ich skład 
różne rodzaje kwasów sjalowych — zwykle N-acetylo lub N-glikoliloneuramino- 
wych [7, 42, 43]. Występowanie określonego N-acylo podstawionego kwasu 
sjalowego jest uwarunkowane genetycznie [44,45]. Kwasy te mogą się dodatko
wo różnić występowaniem grup O-acetylowych, w gangliozydach zwykle 
w pozycji 0—9 lub 0—4 [7, 42, 43].

W ostatnich latach duże zainteresowanie wywołało wyizolowanie i zbadanie 
struktury laktonowych pochodnych gangliozydów [46, 47]. Na możliwość 
występowania takich związków zwrócono uwagę dość dawno [9, 49]. Są one 
wynikiem utworzenia wewnątrzcząsteczkowego wiązania estrowego między 
grupą karboksylową kwasu sjalowego a grupą hydroksylową innego kwasu 
sjalowego [47, 48] lub galaktozy [46]. Laktonowe pochodne gangliozydów 
powstają dość łatwo w środowisku kwaśnym [48]. In vivo ich zawartość w tkance 
nerwowej rośnie wraz z wiekiem sięgając w mózgu człowieka 3.5% [47], W wielu 
pracach sugerowano, że tworzenie się laktonowych pochodnych gangliozy
dów — być może odwracalne i katalizowane przez enzymy — może mieć znacze
nie fizjologiczne [9,45,47], Byłby to mechanizm zmieniania struktury i ładunku 
elektrycznego gangliozydów a tym samym fragmentu błony w której się znajdują.

II-2. Ceramid

Ceramid jest hydrofobowym składnikiem cząsteczek sfingolipidów — w tym 
także gangliozydów (Ryc. 1). Jest on zbudowany z długołańcuchowej zasady,— 
sfingozyny, połączonej wiązaniem amidowym z kwasem tłuszczowym [8, 9,
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50]. Spośród wielu różnych sfingozyn spotykanych w przyrodzie [51] w skład 
gangliozydów kręgowców wchodzą najczęściej sfinganina (dihydrosfingozyna),
4-sfingenina (sfingozyna) oraz 4-D-hydroksysfinganina (fitosfingozyna) [52]. 
Wzory i biosynteza tych zasad, a także ceramidu omówione zostały w Postępach 
Biochemii [53].

Kwasy tłuszczowe spotykane w gangliozydach różnią się długością łańcucha 
(liczącego najczęściej od 14 [54] do 26 [55] atomów węgla), występowaniem 
wiązań podwójnych i grup hydroksylowych (a-hydroksykwasy). Rozmaitość 
budowy ceramidu powoduje znaczną „mikroheterogenność” gangliozydów 
i innych glikosfingolipidów. Gangliozydy o identycznej strukturze łańcucha 
oligosacharydowego wyizolowane z różnych tkanek tego samego zwięrzęcia 
mogą zawierać rozmaite kwasy tłuszczowe i sfingozynę [56, 57]. W tej samej 
tkance gangliozydy o zbliżonej budowie łańcuchów cukrowcowych mogą 
wykazywać podobieństwo budowy ceramidu [58, 59] przypominając pod tym 
względem nawet glikosfingolipidy objętne [60]. Zdarza się jednak, że gangliozy
dy tej samej tkanki lub rodzaju komórek o bardzo podobnej budowie łańcuchów 
cukrowcowych np. IV3 i IV6NeuAcnLc4Cer różnią się składem kwasów 
tłuszczowych [61].

Fizjologiczne podstawy i znaczenie „mikroheterogenności” gangliozydów me 
zostały dotychczas wyjaśnione. Wpływ budowy cząsteczki ceramidu na przebieg 
biosyntezy glikosfingolipidów omówiony został w Postępach Biochemii [53].

K a r 1 s s o n zwrócił uwagę na zależność między budową ceramidu glikosfin
golipidów a rodzajem tkanki z której zostały one wyizolowane [56, 62]. 
Glikosfingolipidy — w tym także gangliozydy — komórek nabłonka charaktery
zowały się znacznie wyższą zawartością a-hydroksykwasów tłuszczowych i 
fitosfingozyny niż występujące w pozostałych tkankach jelita [56, 63]. Zdaniem 
K a r l s s o n a  [56, 62] wzrost liczby grup OH w strefie pośredniej cząsteczek 
glikosfingolipidów (Ryc. 1) umożliwia powstawanie dodatkowych wiązań wo
dorowych stabilizujących strukturę błony. Być może funkcję stabilizowania 
błony pełnią np. gangliozydy ikry ryb zawierające duże ilości fitosfingozyny 
i a-hydroksykwasów tłuszczowych [64].

Zróżnicowanie budowy ceramidów dodatkowo komplikuje preparatykę 
i analizę glikosfingolipidów powodując, że gangliozydy o tym samym łańcuchu 
cukrowcowym mogą dawać w chromatografii cienkowarstwowej dwa lub więcej 
prążków. Niekiedy oczyszczając gangliozydy można usunąć „dodatkowe” 
pasma i zafałszować wynik analizy ceramidu [65]. Udoskonalone metody 
chromatograficzne pozwalają na izolowanie gangliozydów o określonej budowie 
łańcuchów cukrowcowych i ceramidu [66].

II-3. Konformacja cząsteczek gangliozydów

Wiązanie amidowe łączące resztę kwasu tłuszczowego i sfingozyny zajmuje 
centralną pozycję w budowie ceramidu (Ryc. 1). Mając charakter wiązania 
częściowo podwójnego tworzy ono płaszczyznę w której leżą także atomy C-2
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sfingozyny i C-2 kwasu tłuszczowego [67, 68]. Prostopadle do tej płaszczyzny, 
a równolegle względem siebie, skierowane są łańcuchy węglowodorowe reszt 
kwasu tłuszczowego i sfingozyny. Badając strukturę kryształów galaktozylocera- 
midu (prekursora gangliozydu G M 4, tabela l ) P a s c h e r  i S u n d e l l  [68] 
doszli do wniosku, że „płaszczyzna” pierścienia galaktozy układa się prawie 
równolegle do płaszczyzny wiązania amidowego nadając całej cząsteczce 
glikosfingolipidu kształt litery L lub łopatki. Takie położenie reszty galaktozy 
spowodowane jest tworzeniem się wiązania wodorowego między tlenem wiąza
nia glikozydowego a połączonym z azotem atomem wodoru [68]. Podobny 
model budowy cząsteczki ceramidu przedstawili ostatnio W y n n i w s p. [69] 
posługując się techniką znajdowania konformacji o najniższej energii swobodnej.

Reszty cukrowcowe tworzące łańcuchy oligosacharydowe gangliozydów 
kręgowców występują w formie pierścieni piranozowych o konformacji krzesło- 
wej i należą — z wyjątkiem L-fukozy — do szeregu D. Dzięki znacznemu 
ulepszeniu techniki NM R [24,25,70], a także opracowaniu metod odszukiwania 
struktur o najmniejszej energii swobodnej [71, 72], oraz budowy modeli na 
podstawie egzoanomerycznego wyliczania sztywnych kul [73], można było 
badać konformację cząsteczek gangliozydów [25, 71, 73] i glikosfingolipidów 
obojętnych [25, 71, 72]. Znajomość trójwymiarowej budowy tych związków 
ułatwia zrozumienie specyficzności reakcji i oddziaływań w których biorą one 
udział.

W budowie cząsteczek glikosfingolipidów — w tym także gangliozydów — 
wyróżnić można za K a r l s s o n e m  [62] trzy strefy (Ryc. 1). Do strefy 
hydrofobowej należą fragmenty łańcuchów węglowodorowych reszt kwasu 
tłuszczowego i sfingozyny. Uczestniczą one w oddziaływaniach hydrofobowych 
z innymi lipidami i integralnymi białkami błony. W skład strefy pośredniej 
wchodzą m.in. atomy tworzące wiązanie amidowe oraz grupy hydroksylowe 
a-hydroksykwasów tłuszczowych i sfingozyny. Występują tu grupy będące 
donorami (— OH, — NH) i akceptorami ( — C = 0) protonów w tworzeniu wiązań 
wodorowych. Wiązania międzycząsteczkowe z innymi składnikami błony doda
tkowo ją stabilizują, a wewnątrzcząsteczkowe, warunkują określoną konforma
cję cząsteczki glikosfingolipidu. Stanowiący strefę hydrofilową łańcuch cukrow- 
owy bierze udział nie tylko w tworzeniu wiązań wodorowych. Jeśli w jego skład 
wchodzą grupy karboksylowe (gangliozydy) lub siarczanowe (sulfatydy) to może 
on uczestniczyć w oddziaływaniach jonowych. Wchodzące w skład niektórych 
łańcuchów cukrowcowych grupy acetylowe kwasu sjalowego i ami- 
nocukrów oraz grupy metylowe fukozy mają charakter hydrofobowy. Zdaniem 
H a k o m o r i e g o  [73] „leżące” na błonie łańcuchy cukrowcowe cząsteczek 
glikosfingolipidów zawierające zarówno hydrofobowe, jak i polarne fragmenty, 
mogą brać udział w różnych oddziaływaniach ze składnikami błony oraz 
ligandami znajdującymi się w środowisku zewnętrznym. Przedstawiony przez 
H a k o m o r i e g o  model nie uwzględnia jednak wszystkich wyników dotyczą
cych ekspozycji łańcuchów cukrowcowych glikosfingolipidów znajdujących się 
w błonach fosfolipidowych (III-2).
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III. Właściwości gangliozydów

III-l. Gangliozydy w roztworach wodnych (micele)

Z wyjątkiem monosjalomonoheksozyloceramidów (GM 4, tabela 1) ganglio
zydy są dość dobrze rozpuszczalne w wodzie. W zależności od stężenia tworzą 
one roztwory właściwe lub micele [74— 76], a przy zawartości wody poniżej 50% 
(wagowo) układy heksagonalne I upakowanych struktur cylindrycznych [77, 
78].

Micele gangliozydowe mają kształt spłaszczonej elipsoidy [79] lub dysku 
[80], i zawierają zwykle od 130 do 350 cząsteczek [79—81] upakowanych 
hydrofobowymi ceramidami do wnętrza a polarnymi łańcuchami oligosachary- 
dowymi na zewnątrz [82]. Wielkość miceli zależy od ilości reszt kwasu sjalowego, 
a także budowy ceramidu tworzących je cząsteczek gangliozydów [79, 81, 83]. 
Cząsteczki te są w micelach sztywno upakowane; wykazują niewielką ruchliwość 
ograniczającą się do obrotu wokół osi ceramidu [84, 85]. Gangliozydy mają 
zdolność wiązania dużych ilości wody; około 50 lub więcej cząsteczek na 
cząsteczkę glikolipidu [75].

Nie wiadomo, czy łańcuchy węglowodorowe ceramidów tworzące wnętrze 
tych miceli wykazują zależną od temperatury zmianę uporządkowania typu 
żel — ciekły kryształ. Przedstawiono wyniki i argumenty przemawiające za [77, 
86 — 88] ale także i przeciwko [89—91] takiej właściwości ceramidów w 
micelach. Temperatura wpływa na trwałość miceli; poniżej 20°C cząsteczki 
gangliozydów przechodzą z nich do roztworu znacznie wolniej niż w 37°C [92].

Wyznaczenie krytycznego stężenia powstawania miceli gangliozydowych 
okazało się trudne. Początkowo sądzono, że rozpadają się one do monomerów 
przy stężeniu gangliozydów od 10“ 4M do 10~5M [79, 81, 82], ale późniejsze 
badania przyniosły wartości znacznie niższe. Wahały się one od poniżej 10 6M 
[80] poprzez około 10~8M [93,94] do 10” 9M [83]. F o r m i s a n o  i w sp . [93] 
sugerowali, że obserwowane we wcześniejszych pracach wartości krytycznego 
stężenia rozpadu miceli rzędu 10- 4— 10“ 5M nie odpowiadają ich dysocjacji do 
monomerów ale zmianie stopnia agregacji.

Powstawanie miceli gangliozydowych, ich charakter i stopień agregacji ma 
duży wpływ na przebieg reakcji katalizowanych przez działające na gangliozydy 
enzymy [95 — 101], oraz na inne oddziaływania, w których te gliokosfingolipidy 
uczestniczą [ 102].

Przyjmuje się, że w polarnych rozpuszczalnikach organicznych gangliozydy 
występują w formie monomerów [82, 83] chociaż obecności: niewielkich 
agregatów nie można wykluczyć. W rozpuszczalnikach niepolarnych gangliozy
dy mogą, z dodatkiem Tritonu X-100, tworzyć micele odwrócone [103].
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III-2. Gangliozydy w błonach fosfolipidowych

III-2.1. Liposomy, skupienia, ruchliwość

Gangliozydy nie występują same w formie struktur lamelarnych, jednak 
dodatek odpowiedniej ilości fosfolipidów powoduje, że wchodzą one w skład 
dwuwarstwowych błon liposomów lub jednowarstwowych błon na granicy 
woda — powietrze [74— 76, 104, 105]. Zawartość gangliozydów w błonach nie 
można jednak przekroczyć określonej w danych warunkach wartości krytycznej 
powyżej której układ staje się micelą mieszaną [74— 76,104]. Krytyczne stężenie 
gangliozydów w błonach fosfolipidowych jest odwrotnie proporcjonalne do 
ilości reszt kwasu sjalowego wchodzących w skład ich cząsteczek. Zawartość 
monosjalogangliozydu G M j nie może przekroczyć 25% (molowych) [89, 106] 
disjalogangliozydu G D ^  15% [107] a trisjalogangliozydu G T lb 10% [107, 108]. 
Dodatek cholesterolu pozwala na występowanie w błonach wyższych od 
podanych ilości gangliozydów. Być może jest to wynikiem tworzenia się wiązań 
wodorowych między grupą-OH cholesterolu a -C =  0  wiązania amidowego 
ceramidu (strefa pośrednia Ryc. 1) [109]. Kationy Ca + 2 i Mg + 2 także stabilizu
ją, chociaż na innej zasadzie, błony zawierające duże ilości gangliozydów 
pozwalając prawie na podwojenie ich krytycznego stężenia [110]. Obserwacja ta 
stała się podstawą jednej z wersji hipotezy dotyczącej udziału ganglizydów 
w przekazywaniu bodźców poprzez połączenia synaptyczne [74, 110].

Błony liposomów, otrzymanych po uprzednim zmieszaniu wszystkich skład
ników w rozpuszczalniku organicznym, charakteryzują się nieco wyższą zawar
tością gangliozydów w warstwie zewnętrznej niż wewnętrznej [75,111]. Związki 
te można także wprowadzić do już uformowanych liposomów inkubując je 
razem w roztworach wodnych [92, 112, 113], W takich warunkach gangliozydy 
wbudowują się jedynie do zewnętrznej warstwy lipidów błony i nie ulegają 
przemieszczeniu do warstwy wewnętrznej [92,113]. Przebiegający spontanicznie 
proces wybudowywania się gangliozydów do liposomów ulega zahamowaniu 
kiedy ich zawartość w błonach osiągnie około 12— 15% [107, 113], a więc 
w warstwie wewnętrznej aż 30% [113]. Czynnikiem decydującym o kinetyce tego 
procesu jest szybkość z jaką cząsteczki gangliozydów „opuszczają” micele [113]. 
Przyjmuje się zatem, że rozproszone w błonie fosfolipidowej gangliozydy 
stanowią układ termodynamicznie korzystniejszy, niż składający się z liposomów 
i miceli.

Łańcuchy cukrowcowe gangliozydów wystają poza błonę fosfolipidową. Nie 
udało się jednak ustalić w jaki sposób są nad jej powierzchnią eksponowane. Nie 
wszystkie wyniki zgodne są z hipotezą [73], że łańcuch oligosacharydowy 
glikosfingolipidów „leży” na powierzchni błony. S k a r j u n e  i O l f i e l d  [114] 
podają, że „płaszczyzna” pierścienia heksozy w glukozyloceramidzie skierowana 
jest prostopadle do powierzchni błony. W podobny sposób może być ekspono
wany łańcuch gangliozydu G M j [115]. W opracowanym przez M a g g i o  i 
w sp . [105] modelu disjalogangliozydu G D la łańcuch cukrowcowy może 
zajmować różną, zależną od warunków (stopień upakowania, ładunek elektry
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czny) pozycję względem powierzchni błony — od nachylonej pod kątem 10° do 
prostopadłej.

Nie udało się jak dotąd znaleźć jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy 
gangliozydy w błonach fosfolipidowych w stanie ciekłego kryształu tworzą, 
skupienia, tak jak glikosfingolipidy obojętne, [76] czy też występują jako 
pojedyncze cząsteczki rozproszone wśród innych lipidów.

Podobne wyniki interpretowane były niekiedy jako dowody występowania 
skupień gangliozydowych [116, 117], albo ich braku [75, 118]. Wiadomo, że 
w błonach fosfolipidów będących w stanie żelu gangliozydy tworzą skupienia 
[119] niekiedy bardzo duże [117]. W błonach w stanie ciekłego kryształu 
skupienia te stają się wielokrotnie mniejsze [117] lub nikną zupełnie [75, 118]. 
Na podstawie obserwacji ruchów łańcuchów cukrowcowych gangliozydów 
znajdujących się w błonach w stanie ciekłego kryształu wnioskowano, że mogą 
one tworzyć skupienia [85, 120]. Odmienny pogląd przedstawili B r o w n  i 
T h o m p s o n  [121] opierając się na badaniach międzybłonowej wymiany 
glikosfingolipidów. Cząsteczki gangliotetraozyloceramidu tworzyły skupienia, 
natomiast cząsteczki zbliżonego do niego budową gangliozydu G M !— nie 
wykazywały tej właściwości [121]. Różna zdolność do agregacji w błonach 
fosfolipidowych glikosfingolipidów obojętnych i gangliozydów [75, 76] spowo
dowana jest występowaniem w tych ostatnich zdysocjowanych grup karboksylo
wych kwasu sjalowego (pK około 2). Czynniki zmniejszające wzajemne odpycha
nie się ładunków elektrycznych tych grup mogą powodować agregację ganglio
zydów [ 110].

W błonach fosfolipidowych cząsteczki gangliozydów wykazują znacz
ną ruchliwość dyfundując w płaszczyźnie lateralnej z szybkością około 
5 • 10-9 cm2 x s _1 [122]. Wykonują one takie ruchy w płaszczyźnie poprzecz
nej błony. Łańcuchy węglowodorowe cząsteczek gangliozydów charakteryzują 
się gradientem ruchliwości malejącym w kierunku wiązania amidowego 
(Ryc. 1) [84]. Atom C-2 sfingozyny wykazuje taką samą ruchliwość jak łańcuch 
cukrowcowy [84]. Ten ostatni wydaje się wykonywać różne ruchy zachowując z 
niewielkimi odchyleniami swoją konformację [84, 123, 124].

III. 2.2. Wpływ gangliozydów na właściwości błon

Wprowadzone do błon fofolipidowych gangliozydy wpływają na upakowa
nie cząsteczek fosfatydylocholiny [87, 88, 91, 105, 108, 125— 127] i fosfatydylo- 
etanoloaminy [128]. Miarą wzajemnych oddziaływań są m.in. zmiany właści
wości termicznych błon. Gangliozydy powodowały zwykle rozciągnięcie i 
spłaszczenie krzywej termicznej przejścia żel — ciekły kryształ [88, 108, 125] i 
niewielką zmianę Tt przy prawie stałej wartości AH [108, 125]. Szczególny 
wpływ gangliozydów na uporządkowanie cząsteczek fosfolipidów zaobserwowa
no w błonach fosfatydyloetanoloaminy [128]. Gangliozyd G D lQ w temperaturze 
powyżej Tt tworzył półpłynne mikrodomeny w których jedna cząsteczka 
glikosfingolipidu oddziaływała na sześć cząsteczek fosfolipidu.
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Gangliozydy, podobnie, choć w mniejszym stopniu niż glikosfingolipidy 
obojętne [76], powodują wzrost lepkości błon fosfolipidowych [87, 107, 126]. 
Wpływ ich maleje wraz ze wzrostem ilości reszt kwasu sjalowego oraz 
skracaniem długości łańcuchów cukrowcowych [87].

Grupy karboksylowe kwasu sjalowego gangliozydów (pK około 2) zdysocjo- 
wane w warunkach fizjologicznych nadają błonom ujemny ładunek elektryczny. 
Gangliozydy wpływają na potencjał powierzchniowy [129], pojemność elek
tryczną [130] i przewodnictwo [131] błon fosfolipidowych. Wymienione efekty 
zależą od budowy ich łańcuchów cukrowcowych [125, 132].

Gangliozydy powodują nie tylko zmiany uporządkowania reszt kwasów 
tłuszczowych fosfolipidów, widoczne w badaniach właściwości termicznych błon. 
Powierzchnia błony jest miejscem wzajemnych oddziaływań łańcuchów cukrow
cowych gangliozydów i części „głowowych” fosfolipidów [105, 127], obserwo
wanych np. jako zmiana ruchliwości grup -CH3 fosfatydylocholiny [91]. 
M a g g i o  i ws p .  [105] zauważyli, że łańcuchy cukrowcowe niektórych 
gangliozydów mogą tworzyć z częścią głowową fosfatydylocholiny układy, 
w których momenty wektorów dipolowych tych cząsteczek nawzajem się znoszą. 
Zjawisko to może powodować bliższe upakowanie tych lipidów.

Gangliozydy zwiększają trwałość liposomów w obecności surowicy [133], 
efekt związany z ładunkiem elektrycznym, a także ograniczają z przyczyn 
niewyjaśnionych ich liżę w obecności dopełniacza [134].

W wielu pracach badano wzajemne oddziaływania gangliozydów, fosfolipi
dów i niektórych białek w układach modelowych [135— 138]. Zagadnienia te 
wykraczają poza ramy tego artykułu. Należy jednak zaznaczyć, że w układach
o wiele prostszych tworzące je cząsteczki wzajemnie modyfikują swoje właściwo
ści. Fosfolipidy wchodzące w skład liposomów wpływają na ich aglutynację pod 
wpływem lektyn reagujących z łańcuchami cukrowcowymi znajdujących się 
w tych błonach gangliozydów [139].

III-3. Gangliozydy błon komórkowych

111-3.1. Występowanie w błonie plazmatycznej

Z wyjątkiem przypadków wadliwego katabolizmu glikokonjugatów [140, 
141] około 70 do 90% gangliozydów komórek znajduje się w zewnętrznej 
warstwie lipidów błony plazmatycznej [142,143]. Takie występowanie wynika z 
ukierunkowanego charakteru biosyntezy tych związków oraz biogenezy błony 
komórkowej, a także i stąd, że nie ulegają one wymianie między warstwami błony 
[92, 113]. Egzogenne gangliozydy wbudowują się z równą łatwością do 
wewnętrznej lub zewnętrznej warstwy błony plazmatycznej limfocytów po 
otrzymaniu z niej różnie odwróconych (outside/inside out) pęcherzyków [144].

Poza błoną plazmatyczną gangliozydy wykrywa się także w błonach aparatu 
Golgiego, lisosomach, w niewielkiej ilości w innych organellach a także
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w cytoplazmie [53, 143]. Biosynteza gangliozydów [53] i asymetria błon 
komórkowych [145] zostały przedstawione w Postępach Biochemii.

Błony plazmatyczne komórek są strukturami znacznie bardziej skompliko
wanymi od błon liposomów. Przyczyną tego jest charakterystyczny skład 
tworzących je lipidów i białek oraz ich metabolizm, czasami bardzo szybki i 
selektywny. Na uporządkowanie składników błony wpływa szkielet kom órko
wy. Dlatego wnioski dotyczące zachowania się gangliozydów w błonach 
komórkowych są słuszne jedynie dla określonych warunków doświadczalnych.

Gangliozydy rozmieszczone są równomiernie na powierzchni tymocytów 
(jako pojedyncze cząsteczki lub skupienia) i mogą swobodnie dyfundować w 
płaszczyźnie błony [146, 147]. Inaczej w komórkach nabłonka nerki. Ich 
apikalny (skierowany do wnętrza kanalików nerkowych) i bazolateralny (sąsia
dujący z innymi komórkami) fragment błony plazmatycznej różnią się składem 
gangliozydów [148, 149]. Sytuacja ta nie tylko ilustruje ukierunkowany 
charakter biogenezy błony komórkowej ale także brak zdolności glikosfingoli- 
pidów do dyfundowania poprzez połączenia zamykające (tight junctions) 
[148— 150]. Połączenia zamykające, zwane także ścisłymi, nie stanowią ograni
czenia jedynie dla tych składników błony, które ulegają wymianie między jej 
wewnętrzną i zewnętrzną warstwą, a samo przejście odbywa się w wewnętrznej 
warstwie tworzących ją lipidów [148, 151].

Tak jak w liposomach, gangliozydy komórek ruchliwe są w lateralnej 
(szybkość dyfuzji około 10-8 cm2 s _1 [146, 147]) i poprzecznej płaszczyźnie 
błony plazmatycznej [85,124]. Ich łańcuchy cukrowcowe wystają w tymocytach 
na około 3.7 nm poza powierzchnię błony [152] przypominając ekspozycję 
gangliozydu G M , w błonach fosfatydylocholiny [115]. S p i e ge 1 i w s p. [147] 
stosując sprzężone z fluoryzującym znacznikiem gangliozydy zaobserwowali, że 
mogą one tworzyć w błonach komórkowych skupienia. Do podobnego wniosku 
doszli H a k o m o r i  i K a n n a g i  [153] obserwując „maskowanie” krótkich 
łańcuchów glikosfmgolipidów przez łańcuchy dłuższe wchodzące w skład innych 
cząsteczek tych związków. Odmienne obserwacje przedstawiły S h a r o m i 
R o s s  [144]. Sprzęgnięte ze znacznikiem spinowym gangliozydy po wbudowa
niu do izolowanych błon limfocytów świni nie tworzyły skupień zachowując się 
zdaniem autorek inaczej niż w błonach fosfolipidowych [144, 154].

III-3.2. Oddziaływania ze szkieletem komórkowym

Nie udało się dotychczas wyjaśnić czy gangliozydy mogą się wiązać z elemen
tami szkieletu komórkowego. Na taką możliwość wskazują obserwacje dotyczą
ce tworzenia się na powierzchni komórek czapeczek w następstwie wiązania się 
toksyny Vibrio cholerae [147, 155— 158] lub przeciwciał [159] z gangliozydem 
G M , błony. Zjawisko to wymagało dopływu energii i nieuszkodzonego szkieletu 
komórkowego [155 — 158], Rozmieszczenie czapeczek na powierzchni błony 
odpowiadało występowaniu aktyniny po jej wewnętrznej stronie [158]. M echa
nizm powstawania czapeczek nie został dotychczas wyjaśniony [160— 162]

http://rcin.org.pl



[ 1 3 ] G A N G L IO Z Y D Y 4 0 7

i wymienione obserwacje nie są dowodami ale jedynie sugestią oddziaływań 
między gangliozydami a szkieletem komórkowym. Podobnie wypada traktować 
spostrzeżenia dotyczące wiązania się toksyny Vibrio cholerae przez gangliozyd 
G M j z elementami szkieletu komórkowego pozostającymi po ekstrakcji błon 
detergentami [163— 165]. Interpretując powyższe wyniki należy pamiętać, że 
łańcuchy węglowodorowe kwasów tłuszczowych i sfingozyny mogą niekiedy 
sięgać do wewnętrznej warstwy lipidów [166], ale jej nie przebijają. Dlatego 
w hipotetycznych oddziaływaniach między gangliozydami a szkieletem komór
kowym zakłada się „pośrednictwo” białek. Wiążące się z gangliozydami białka 
zostały wspomniane przez W i e g a n d t a  [9], a także H a k o m o r i e g o  
[167]. Nie wiadomo jednak czy białka te mogą oddziaływać z elementami 
szkieletu komórkowego.

III-3.3. W iązanie się egzogennych gangliozydów z błonami komórkowymi

Gangliozydy, a także inne glikosfingolipidy, mają zdolność wiązania się 
z błonami komórkowymi. Zjawisku temu może towarzyszyć pojawienie się 
nowych — określonych budową łańcuchów cukrowcowych—antygentów [168], 
receptorów toksyn [169— 173] i wirusów [174], a także zmiana charakteru 
wzrostu komórek [23, 167, 175— 180]. Gangliozydy przyłączają się do błon 
komórkowych w różny sposób. Słabo związane można usunąć roztworami soli 
lub surowicy [ 144, 181], silnie związane — prawdopodobnie z białkami błony — 
można odtrawić trypsyną [181— 183]. Pozostałe po traktowaniu błon trypsyną 
gangliozydy są nie tyle związane, co wbudowane w błonę z ceramidem 
wchodzącym w skład tworzącej ją  zewnętrznej warstwy lipidów [144, 183]. Nie 
różnią się one swym zachowaniem od glikosfingolipidów endogennych [146, 
147] i mogą być substratami hydrolaz [173, 184— 187] i glikozylotransferaz 
[173, 187] komórki. Procentowy udział gangliozydów związanych z błoną lub 
wbudowanych do błony komórkowej zależy od warunków inkubacji: tempera
tury, czasu, stężenia glikosfingolipidów oraz od rodzaju komórek [123, 181— 
— 183].

Gangliozydy, które można usunąć przy pomocy trypsyny występują w formie 
związanych z białkami błon miceli [183, 187]. Pojedyncze cząsteczki mogą 
micele opuszczać i wbudowywać się do błon komórkowych [183, 187], Proces 
ten wymaga odpowiedniej temperatury od której zależy płynność błony, a także 
szybkość z jaką cząsteczki uwalniane są z miceli [92]. Przykładem jest tu 
gangliozyd G M , zaadsorbowany na błonach komórkowych, w temperaturze 
4°C, prawdopodobnie w formie miceli. Może on wiązać toksynę Vibrio cholerae 
ale nie prowadzi to do aktywacji cyklazy adenylowej [23]. Najprawdopodobniej 
toksyna w takich warunkach wiąże się z cząsteczkami gangliozydu wchodzącego 
w skład miceli a nie błony komórkowej i podjednostki A tego białka nie mogą 
przenikać do wnętrza komórki.

Czynnikiem ograniczającym wiązanie się gangliozydów z błonami jest 
stosowana w pożywkach surowica [181, 188], ponieważ wchodzące w jej skład
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białka tworzą z tymi glikosfingolipidami kompleksy [189]. Pomimo to znajdują
ce się w surowicy glikosfingolipidy mogą, choć znacznie wolniej niż w pożywkach 
syntetycznych, wbudowywać się do błon komórkowych. Klasycznymi przykła
dami są tu antygeny Lewis erytrocytów [168, 190] i gangliozyd G M X [23, 188].

Wbudowywanie się gangliozydów do błon komórkowych nie obejmuje 
wszystkich mechanizmów pobierania przez komórki glikosfmgolipidów ze 
środowiska. W plazmie ssaków związki te występują w formie kompleksów 
z lipoproteinami [191, 192] a ich wymiana z błonami erytrocytów ma charakter 
selektywny. Wzrostowi stężenia glikosfmgolipidów plazmy nie towarzyszy 
podwyższenie ich zawartości w erytrocytach [193, 194]. Na uwagę zasługuje 
także pobieranie i metabolizm związanego z lipoproteinami (LDL) laktozyloce- 
ramidu przez komórki nerki człowieka [195]. Związek ten mógł być substratem 
hydrolaz i glikozylotransferaz a szybkość jego przemian zależała od tego czy był 
pobrany za „pośrednictwem” receptorów lipoprotein czy też na innej, bliżej nie 
opisanej drodze. Badania te, chociaż nie dotyczą bezpośrednio gangliozydów, 
świadczą o złożoności oddziaływań między komórkami a związanymi z lipopro
teinami glikosfingolipidami i o występowaniu różnych mechanizmów ich 
pobierania ze środowiska.

HI-3.4. Uwalnianie (shedding) gangliozydów błon komórkowych

Uwalnianie (złuszczanie) białek i lipidów błony plazmatycznej, a także całych 
jej fragmentów w formie mikropęcherzyków do środowiska jest normalnym 
procesem życiowym komórek [196, 197]. Uwalniane fragmenty błon różnią się 
składem białek [197, 198, 199] i lipidów [199—201] od błon plazmatycznych 
komórek z których pochodzą. Omawiane zjawisko ma zatem charakter selek
tywny. Uwalnianie znacznych ilości gangliozydów 50% i więcej ich zawartości 
w błonie w ciągu doby obserwowano podczas hodowli niektórych komórek 
[201 — 203]. Proces ten przebiegał szczególnie intensywnie przy ich małej 
gęstości [201]. In vivo uwalnianie dużych ilości gangliozydów wydaje się 
towarzyszyć różnicowaniu się tymocytów w grasicy cielęcej [200]. Uwolnione 
z błon komórkowych gangliozydy występują w środowisku w różnych mało 
zbadanych formach: fragmentów (mikropęcherzyków) błony plazmatycznej, 
kompleksów z lipoproteinami i albuminą [199, 200]. Można zatem przypusz
czać, że omawiane zjawisko przebiega przynajmniej dwiema drogami. Do 
takiego wniosku doszli Y o u n g  i w s p. [204], którzy wykryli, że gangliotria- 
ozyloceramid (glikosfingolipid obojętny), zawierający w swej budowie C-24 kwas 
tłuszczowy, uwalniany jest wraz z fragmentami błony, natomiast jego odmiana o 
C-16 kwasie tłuszczowym tworzy kompleksy z lipoproteinami lub albuminą.

Nie wiadomo jaką rolę w „przechodzeniu” glikosfmgolipidów błon kom ór
kowych do plazmy pełnią kompleksy lipoproteinowe o niskiej (LDL) i wysokiej 
(HDL) gęstości. Kompleksy te (HDL) mogą być akceptorami glikosfmgolipidów 
przejmując je z błon liposomów [205, 206] modyfikowanych, hydrofobowych 
powierzchni kulek szklanych [207] i błon komórkowych [208].
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III-3.S. Międzybłonowa wymiana gangliozydów

Spontaniczna wymiana glikosfingolipidów między błonami fosfolipidowymi 
przebiega bardzo wolno. Charakteryzujący ją  czas wymiany połowy glukozylo- 
ceramidu wynosi 30 dni [209], a gangliotetraozyloceramidu 24 dni [210]. 
W przypadku gangliozydów proces ten przebiega znacznie szybciej. Monosjalo- 
gangliozyd G M X ulega wymianie w czasie prawie 10 krotnie krótszym niż 
różniący się od niego jedynie brakiem kwasu sjalowego gangliotetraozylocera- 
mid [121]. Zdaniem B r o w n a  i T h o m p s o n a  [121] różnica ta wynika stąd, 
że glikosfingolipidy obojętne — a nie gangliozydy tworzą w błonie skupienia 
stabilizowane międzycząsteczkowymi wiązaniami wodorowymi.

Szybkość międzybłonowej wymiany glikosfingolipidów zwiększa się bardzo 
wyraźnie — w przypadku glukozyloceramidu ponad 2000 razy [211] w obecno
ści białkowych przenośników glikosfingolipidów (glycolipid transfer proteins). 
Białka te, przypominające swoim działaniem przenośniki fosfolipidów [212], 
wykryto w mózgu [211, 212—216] śledzionie [217] i wątrobie [218] zwierząt. 
Wykazują one różną specyficzność w stosunku do przenoszonych lipidów od 
niewielkiej, charakteryzującej białkowe przenośniki lipidów wątroby [218] do 
dość wysokiej w przypadku częściowo oczyszczonych białek mózgu [216]. 
Dotychczas opisane białkowe przenośniki glikosfingolipidów mają zbliżoną 
masę cząsteczkową około 20 000 daltonów [215, 216]. Większość prac dotyczy 
białek przenoszących glikosfingolipidy obojętne, ale opisano również przenośni
ki aktywne także [215, 218, 219], a nawet przede wszystkim w stosunku do 
gangliozydów [216]. Mechanizm działania białek przenoszących glikosfingolipi
dy nie został w pełni wyjaśniony [211, 215]. Wiadomo z pewnością, że błony 
będące w tym procesie donorami i akceptorami glikosfingolipidów muszą być 
w stanie płynnego kryształu [211, 215]. Takie funkcje tych białek nie zostały 
dotychczas poznane. Białkowe aktywatory glikozydaz, warunkujące prawidło
wy katabolizm glikosfingolipidów [220], też mogą katalizować międzybłonową 
wymianę gangliozydów (gangliozydu G M 2) [220], Aktywatory glikozydaz mają 
jednak inne właściwości (chociaż podobną masę) niż białkowe przenośniki 
glikosfingolipidów [216]. Nie sprawdzono czy te ostatnie mogą aktywować 
glikozydazy lisosomalne.

111-3.6. Wzrost zawartości gangliozydów plazmy w chorobach nowotworowych

Niektórym chorobom nowotworowym zwierząt i ludzi towarzyszy wzrost 
zawartości gangliozydów w plazmie [222—225]. Przyczyny tego zjawiska nie 
zostały w pełni poznane, niemniej jedną z nich jest uwalnianie gangliozydów 
z błon komórek nowotworowych [225—227]. W wielu pracach opisano, że 
gangliozydy mogą hamować aktywność limfocytów T, B, komórek NK
i makrofagów [29, 225]. Uwalnianie gangliozydów do środowiska traktowane 
jest przez wielu autorów jako jedna z przyczyn wymykania się komórek 
nowotworowych spod kontroli układu odpornościowego gospodarza [225]. 
Ostatnio L a d i s h  i ws p .  [227] uzyskali wyniki potwierdzające takie przypusz
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czenia. Gangliozydy wyizolowane z linii komórek białaczki myszy o dużej 
zdolności tworzenia nowotworów — wstrzyknięte razem z komórkami innej 
linii, nie mającymi tej właściwości, znacznie zwiększyły ilość powstających 
guzów.

Dokładne omówienie, czasami hipotetycznego, wpływu glikosfingolipidów 
na reakcje odpornościowe wykracza poza ramy tego artykułu. Zagadnienia te 
zostały ostatnio szczegółowo opisane w literaturze [29, 224, 225].

Dr Robertowi Krauze za cenne uwagi dotyczące budowy glikosfingolipidów oraz dr Andrzejowi 
Piaskowi za liczne dyskusje składam serdeczne podziękowania.
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Wstęp

Niektóre analogi kwasu foliowego stosowane są jako leki cytostatyczne
o działaniu przeciwbakteryjnym i przeciwnowotworowym. Lekami o szerszym 
zastosowaniu klinicznym okazały się aminoanalogi folianu: aminopteryna, 
zsyntetyzowana w roku 1943 i ametopteryna zsyntetyzowana w roku 1947 [1]. 
Powszechniej stosowanym analogiem jest jednak ametopteryna (Methotrexate, 
kwas 4-amino-N10-metylofoliowy) aktywna w zwalczaniu niektórych chorób 
nowotworowych, takich jak białaczka limfoblastyczna [2], różnego typu mięsaki 
[3], kosmówczaki [4]. Lek ten znalazł również zastosowanie w leczeniu choroby 
reumatycznej [5] i łuszczycy [6], a także w zwalczaniu niektórych pasożytów [7].

Badania nad mechanizmem działania cytostatycznych leków przeciwnowo- 
tworowych mają na celu ustalenie racjonalnych zasad stosowania leków w klini

ce, to znaczy opartych na znajomości biochemicznych podstaw działania leku. 
Badania te skupiają się na czterech zagadnieniach takich jak: 1) mechanizm 
transportu leku do i z komórki; 2) metabolizm samego leku w komórce i efekty 
działania metabolitów; 3) wpływ leku na metabolizm komórkowy ze szczegól
nym uwzględnieniem intensywności syntezy niektórych związków wysokoczą- 
steczkowych jak np. kwasy nukleinowe; 4) mechanizmy oporności.

Ametopteryna, została wprowadzona do kliniki 40 lat temu, ale badania nad 
mechanizmami jej działania trwają do dzisiaj. Stwierdzono, że lek ten jest ciasno 
wiążącym inhibitorem reduktazy dihydrofolianowej (EC. 1.5. \ 3), a metaboli
cznym skutkiem zahamowania aktywności tego enzymu jest zmiejszenie kom ór
kowej puli zredukowanych folianów, prowadzące do obniżenia wydajności 
syntezy puryn, tymidylanu i syntezy DNA (patrz artykuły przeglądowe [1,8,9]). 
Wyjaśniono też w ostatnich latach jeden z genetycznych mechanizmów oporno
ści komórek na ametopterynę (amplifikacja genu reduktazy dihydrofolianowej) 
[10, 11]. Intensywne badania nad mechanizmem aktywnego transportu ameto- 
pteryny do komórek wykazały, że prawdopodobnie przebiega on w ten sam 
sposób, jak transport zredukowanych pochodnych folianowych [12, 13]. 
Dopiero jednak ostatnie dziesięciolecie przyniosło wzmożenie badań nad 
metabolizmem ametopteryny. Niektóre zagadnienia dotyczące metabolizmu 
aminoanalogów folianu były już przedmiotem artykułu przeglądowego w 
kwartalniku Postępy Biochemii w roku 1977 [14], jednakże ostatnie lata ukazały
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wiele nowych danych zwłaszcza odnośnie y-glutamylacji i hydroksylacji ameto- 
pteryny w komórkach ssaków, co będzie przedmiotem niniejszego artykułu.

I. Glutamylowe pochodne ametopteryny

Poliglutamylowe pochodne ametopteryny (wzór I) po raz pierwszy zsyntety- 
zowano w roku 1973 w pracowni dr B a u g h w Mobile, USA. Opracowano też 
metodę chromatograficznego rozdziału poliglutaminianów ametopteryny na 
DEAE-cellulozie [15, 16] (później dopiero wprowadzono jeszcze wysokospraw- 
ną chromatografię cieczową — HPLC [17]). Mając do dyspozycji metodę 
rozdziału i syntetyczne wzorce poliglutaminianów ametopteryny stwierdzono 
występowanie glutamylowych pochodnych ametopteryny w krwinkach pacjen
tów leczonych tym cytostatykiem [15]. W następnych latach wykazano, że po 
podaniu ametopteryny poliglutaminiany tego cytostatyku syntetyzowane są 
w wielu tkankach ssaków (np. nerka, mózg, komórki szpiku, wątroba [ 1, 8] za 
wyjątkiem wątroby królika [18]) i hodowanych in vitro komórkach prawidło
wych i nowotworowych [19—23].

H,N

W -

I -  R = H -  ametopteryna
II -  R = OH - 7 -  hydroksyam etopteryna

NTI
HC-COOH

I
CH2 I 2 
CH2

ę = °  0
r N H -C H -C H 2-C H 2- C -I

COOH

1-1. Synteza poliglutaminianów ametopteryny

Powstawanie w hodowanych in vitro komórkach ssaków pochodnych 
y-poliglutamylowych zarówno folianów jak ich analogów jest katalizowane 
przez syntazę folilopoliglutaminianową (EC 6.6.3.2.17) [24, 25]. Reakcję kata
lizowaną przez ten enzym, w przypadku gdy substratem jest ametopteryna, 
można wyrazić następującym równaniem:

4-N H 2-N 10-CH3PteGlun +  L-Glu + M gA T P -.4-N H 2N10-CH3PteGlun + t +
+  MgADP +  Pt,

gdzie n ^  1.
Jeżeli reakcja glutamylacji ametopteryny katalizowana jest przez wysoko 

oczyszczone lub częściowo oczyszczone preparaty enzymu tkanek ssaków 
(głównie wątroby), to powstają poliglutaminiany z 1 lub 2 dodatkowymi resztami 
y-glutamylowymi [25—28]. Natomiast, jeżeli proces glutamylacji przebiega in
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vivo, bezpośrednio w nienaruszonej komórce, to nawet 7 reszt glutamylowych 
może być dołączonych do cząsteczki ametopteryny [19—22]. Przypuszczano, że 
w stosowanych do badań preparatach syntetazy folilopoliglutaminianowej 
znajdować się mogą śladowe ilości enzymu, który rozkłada y-glutaminiany [26] 
(patrz rozdział 1-2). Jeżeli jednak, w tych samych warunkach substratem były 
zredukowane pochodne kwasu foliowego wówczas powstawały y-poliglutami- 
niany tetrahydrofolianowe, nawet z 8 dodatkowymi resztami [29]. Wydaje się 
więc, że przyczyna niskiej wydajności glutamylacji ametopteryny po dodaniu 
wysoko lub częściowo oczyszczonej syntetazy folilopoliglutaminianowej jest 
inna. Wiadomo, że w enzymatycznym procesie glutamylacji, tak folianów jak ich 
analogów, cząsteczki L-glutaminianu dołączane są kolejno [30] do cząsteczki 
ametopteryny. Być może w warunkach reakcji in vitro stężenie utworzonego w 
mieszaninie reakcyjnej trójglutaminianu ametopteryny jest zbyt niskie, aby 
mogły zostać utworzone wyższe poliglutaminiany niż z 3 dodatkowymi resztami 
glutamylowymi [27]. W komórce natomiast, występować może znaczne zagęsz
czenie kolejnych produktów reakcji, na zasadzie np. procesu kanałowania 
(channeling) [31], co umożliwia powstawanie wyższych poliglutaminianów 
ametopteryny.

Synteza poliglutaminianów ametopteryny w komórkach ssaków hodowa
nych in vitro (komórki L I210, rak Ehrlicha, wątrobiaki, hepatocyty itp.) jest 
bardzo szybka: po 15 zaledwie minutach od momentu dodania ametopteryny do 
pożywki hodowlanej można już wykryć w cytosolu niewielkie ilości poliglu- 
taminianowych pochodnych [17, 32]. Po 1—6 godzinach inkubacji komórek 
w obecności ametopteryny, w zależności od rodzaju komórek i prawdopodo
bnie, od składu pożywki stężenie zsyntetyzowanych poliglutaminianów ameto
pteryny osiąga maksimum (od 2 do 40 |iM) [17, 21, 32]. W początkowym czasie 
(od 15 do 60 min) inkubacji komórek nowotworowych (np. wątrobiakach, 
komórkach L1210, raku Ehrlicha) z ametopteryną, powstają poliglutaminiany 
najwyższej z dwiema dodatkowymi resztami [17,21], a następnie nagromadzają 
się poliglutaminiany ametopteryny o 4 do 6 przyłączonych resztach glutamylo
wych [17, 33— 35]. Natomiast w komórkach prawidłowych (np. szczurzych 
hepatocytach) hodowanych w podobnych warunkach głównym metabolitami 
ametopteryny są poliglutaminiany o 1 do 2 dodatkowych resztach y-glutamylo- 
wych [21, 25]. Z przedstawionych wyników sądzić by można, że w komórkach 
prawidłowych, w przeciwieństwie do komórek nowotworowych, nie powstają 
poliglutaminiany ametopteryny o wyższej niż 3 liczbie przyłączonych reszt 
glutamylowych. Badania te dotyczą, jak dotąd, tylko komórek hodowanych in 
vitro i trudno wysuwać tu uogólniające wnioski. Nieliczne badania przeprowa
dzone na zwierzętach wykazują, że w wątrobie i nerkach szczura dopiero po 
tygodniu od momentu wstrzyknięcia ametopteryny można zaobserwować 
poliglutaminiany ametopteryny zawierające 4 do 8 reszt glutamylowych [36]. 
Być może więc w tkankach prawidłowych zachodzi również synteza poliglu- 
tamylowych pochodnych ametopteryny o 4 do 8 resztach glutamylowych, lecz po 
dłuższym kontakcie z lekiem [21, 36].
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1-1.1. Regulacja syntezy poliglutaminianów ametopteryny

Powstałe w komórce poliglutaminiany ametopteryny nie przechodzą przez 
błonę komórkową, co prowadzi do ich zagęszczenia w komórce zwiększając 
efekty cytotoksycznego działania leku (patrz rozdział 1-3). Dlatego też niezwykle 
ważne jest poznanie wewnątrz- i zewnątrzkomórkowych czynników regulują
cych powstawanie poliglutamylowych pochodnych tego leku i coraz więcej 
uwagi poświęca się temu zagadnieniu.

1-1. La. W ptyw  zredukow anych  pochodnych folianow ych na proces poligiutam ylacji am etop teryny

Jedną ze zredukowanych pochodnych folianowych, które od wielu lat podaje 
się pacjentom wraz z ametopteryną w celu zmniejszenia cytoksyczności leku, jest 
5-formylotetrahydrofolian (inne stosowane nazwy: leukoworyna, kwas folinowy; 
farmaceutyczne nazwy handlowe: Citrovorium Factor, Neoleukovin) [37]. 
Ochronne działanie 5-formylotetrahydrofolianu tłumaczono dostarczeniem z 
zewnątrz zredukowanej pochodnej folianowej, której powstawanie zostało 
zablokowane przez zahamowanie aktywności reduktazy dihydrofolianowej w 
wyniku działania ametopterny. Podobnie wyjaśniano ochronne działanie
5-metylotetrahydrofolianu [37]. Jednakże ostatnio okazało się, że zredukowane 
pochodne folianowe takie jak 5-formylo- i 5-metylotetrahydrofolian dodane do 
środowiska hodowlanego lub podane pacjentom wkrótce po ametopterynie [35, 
38—39] powodują znaczne obniżenie wydajności poligiutamylacji ametopte
ryny, co może zmniejszać efekty cytotoksyczne ametopteryny (patrz rozdział 1-3). 
Obniżenie wydajności glutamylacji ametopteryny w obecności zredukowanych 
pochodnych folianowych spowodowane jest wyższym powinowactwem syntazy 
folilopoliglutaminianowej do pochodnych folianowych takich jak 5-formylo- i
5-metylotetrahydrofolian niż do ametopteryny (K,,, ametopteryny wynosi 70 jiM 
a 5-formylotetrahydrofolianu 5,4 jiM [26, 35, 38]. Podobne obniżenie wydaj
ności glutamylacji ametopteryny obserwuje się wówczas, gdy w komórce 
następuje „fizjologiczne” zwiększenie ilości folianów [39—41].

I-I .l .b . Zm iany podstaw ników  w cząsteczce am etop teryny  a  proces jej poligiutam ylacji

Żadna spośród zmodyfikowanych w łańcuchu L-glutamylowym (takich jak 
podstawienie fluorem, grupą metylową, zastąpienie L-glutaminianu D-gluta- 
minianem, L- lub D-asparaginianem, ketoglutaranem itp.) pochodnych ameto
pteryny (wzór I) nie jest substratem syntetazy folilopoliglutaminianowej [24, 25, 
42, 43]. Natomiast zmiany podstawników w pierścieniu pterydynowym ameto
pteryny, np. brak w porównaniu z ametopteryną w pozycji 10 grupy metylowej 
(aminopteryna), lub hydroksylacja pozycji 7 (7-hydroksyametopetryna) powo
dowały, że związki te okazały się nawet lepszymi niż ametopteryna substratami 
syntetazy folilopoliglutaminianowej [41]
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1-1.I.e. Zm niejszenie w ydajności glutam ylacji am etop teryny  w kom órkach  opornych  na am etop terynę  lub fluorodezoksyurydynę

Jak wynika z nielicznych dotąd badań, w niektórych komórkach po podaniu 
ametopteryny stwierdza się bardzo niskie stężenie poliglutamylowych pocho
dnych ametopteryny. I tak hodowane in vitro ludzkie komórki raka piersi, 
oporne na działanie ametopteryny (MTXr ZR-75) charakteryzują się niskim 
wewnątrzkomórkowym stężeniem poliglutaminianów ametopteryny, przy nie 
zmnienionym w porównaniu z linią macierzystą (ZR-75) stężeniu poliglutaminia
nów folianowych [44]. Przyczyn tak niskiego wewnątrzkomórkowego stężenia 
poliglutamylowych pochodnych ametopteryny w komórkach MTXR ZR-75 nie 
udało się ustalić [44],

W innych badaniach stwierdzono, że zmniejszenie się ilości poliglutaminia
nów ametopteryny w komórkach raka Ehrlicha opornych na fluorodezoksyury
dynę było spowodowane wysokim stężeniem poliglutaminianów folianowych 
[39], a w komórkach wątrobiaka H35 opornych na działanie ametopteryny 
wysoką aktywnością enzymu rozkładającego y-glutaminiany [45].

1-1.1 .d. W pływ niektórych leków cytosta tycznych, ho rm onów  i kwasów żółciowych na wydajność glutam ylacji am etop teryny

Badano również glutamylację ametopteryny w obecności niektórych leków 
stosowanych w wielolekowej, wraz z ametopteryną, chemioterapii nowotworów. 
I tak, choć wiele leków (np. 5-fluorouracyl [34, 46], 2,4-dwuamino- 5-metylo-6- 
metylochinazolinoglukuronian (trimetrexate), 2,4-dwuamino-5-dwuchloro-6- 
metylopirymidyna (metoprine) [47, 48] zwiększa w sposób synergistyczny 
cytotoksyczne działanie ametopteryny nie mają one jednak większego wpływu 
na proces glutamylacji tego cytostatyku. Jedynie w mysich komórkach biała- 
czkowych L5178Y preinkubowanych z L-asparaginazą (aminohydrolaza L-as
paraginy EC 3.5.1.1.) synteza poliglutaminianów ametopteryny była wydatnie 
(o 90%) obniżona [49, 50]. Wydaje się, że obniżenie wydajności glutamylacji jest 
wtórnym efektem zahamowania syntezy DNA i białek w wyniku pozbawienia 
komórki niektórych aminokwasów na skutek działania L-asparaginazy [50].

Zbadano także wpływ kwasów żółciowych na proces glutamylacji ameto
pteryny w hepatocytach. Stwierdzono, że kwasy żółciowe, działając jako 
polianiony, hamują niewspółzawodniczo syntetazę folilopoliglutaminianową 
[26, 51— 53]. Stymulujący wpływ niektórych hormonów (insuliny i deksameta- 
zonu) na syntezę poliglutaminianów ametopteryny w hepatocytach oraz hodo
wanych in vitro komórkach wątrobiaka szczura [33, 51, 52] jest, jak dotąd, 
trudny do wyjaśnienia. Nieliczne, jak dotąd badania wykazują, że dodanie 
insuliny podczas inkubacji hepatocytów szczura z ametopteryną powoduje 
trzykrotnie zwiększenie stężenia poliglutaminianów ametopteryny z sześcioma 
dodatkowymi resztami glutamylowymi [54, 55].

1-2. Enzymatyczna hydroliza poliglutaminianów ametopteryny

Z wielu badań wynika, że powstałe w komórce poliglutaminiany ametoptery
ny nie przechodzą przez błonę komórkową [19, 32] i są akumulowane 
w komórce. Poliglutamylowe pochodne ametopteryny mogą opuścić komórkę
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w formie monoglutaminianu, po uprzedniej hydrolizie enzymatycznej [19, 32, 
56]. Jak dotąd, jednak niewiele badań poświęcono procesowi, katalizowanej 
przez y-konjugazę (y-glutamylowa hydrolaza EC 3.1.22.12), hydrolizy poligluta- 
minianów ametopteryny. Enzym ten jest y-peptydazą, która w stosunku do 
poliglutaminianów ametopteryny jako substratu może wykazywać własności 
zarówno endo-jak i egzopeptydazy [57]. Z nielicznych, jak dotąd, badań wynika, 
że w mysich komórkach nowotworowych aktywność enzymu rozkładającego 
poliglutaminiany ametopteryny może być znacznie niższa, niż w komórkach 
prawidłowych [58]. Może to w pewnym stopniu wyjaśnić większe stężenie 
poliglutaminianów ametopteryny w komórkach nowotworowych niż prawidło
wych (patrz rozdział 1.1).

1-3. Proces glutamylacji ametopteryny a jej działanie cytotoksyczne

Powstawanie poliglutaminianów ametopteryny w komórce okazało się 
niezwykle ważnym zjawiskiem. Poliglutaminiany ametopteryny są gromadzone 
w komórce, jak wspomniano (rozdział 1-2), przedłużając tym samym czas 
oddziaływania z enzymami folianowymi, takimi jak reduktaza dihydrofolianowa 
i syntaza tymidylanowa. I tak wykazano, że choć stała inhibicji reduktazy 
dihydrofolianowej przez ametopterynę oraz jej pochodne y-glutamylowe jest 
tego samego rzędu i wynosi 10” 11— 10~9M (w zależności od źródła enzymu), to 
wysokie stężenie poliglutaminianów ametopteryny w komórce zapobiega dyso- 
cjacji kompleksu enzym-substrat. Powoduje to długotrwałe zahamowanie 
aktywności enzymu [33]. Natomiast syntaza tymidylanowa hamowana jest 
przez glutamylowe pochodne ametopteryny niewspółzawodniczo w stosunku do 
metylenotetrahydrofolianu [59]. Poliglutaminiany z pięcioma dodatkowymi 
resztami hamują enzym 300 razy silniej niż z jedną resztą glutamylową. 
Rezultatem zahamowania aktywności obu tych enzymów w komórce jest 
obniżenie wydajności syntezy białek, DNA i RNA [9] prowadzące do śmierci 
szybko dzielących się komórek.

Wiele z przeprowadzonych doświadczeń z użyciem hodowanych in vitro 
komórek ssaków ma na celu wykazanie w stosunku do komórek nowotworo
wych selektywnego cytotoksycznego działania ametopteryny [56]. Badania 
kliniczne jednakże nie potwierdzają różnic we wrażliwości na ametopterynę 
komórek prawidłowych i nowotworowych [9, 60], Ostatnio czynione są 
teoretyczne próby nad syntezą tak zmodyfikowanej cząsteczki ametopteryny, 
która działałaby w zasadzie tylko na komórki nowotworowe [61].

II. 7-hydroksyametopteryna

Metabolitem, który może powstawać po podaniu ametopteryny, w niektó
rych tylko tkankach ssaków, jest 7-hydroksyametopteryna (wzór II) [62]. 
Obecność tego metabolitu stwierdzono w tkankach i płynach ustrojowych ludzi i 
zwierząt leczonych wysoką dawką ametopteryny w postaci wlewek dożylnych
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[63]. Wykrywana 7-hydroksyametopteryna może stanowić nawet do 6% całości 
podanej uprzednio ametopteryny [64]. 7-hydroksyametopteryna powstaje 
w wyniku reakcji hydroksylacji katalizowanej przez oksydazę aldehydową (EC
1.2.2.1). Enzym ten jest niezwykle aktywny w wątrobie królika i 7-hydro
ksyametopteryna jest głównym metabolitem ametopteryny w tym narządzie 
[18].

11-1. Współzawodnictwo 7-hydroksyametopteryny i ametopteryny w komórce

Uważano dotąd, że 7-hydroksyametopteryna i ametopteryna mają bardzo 
podobne właściwości i w podobny sposób oddziaływują na komórkę i jej 
metabolizm [64]. 7-hydroksyametopteryna okazała się jednak związkiem dużo 
mniej cytotoksycznym niż lek macierzysty. Stała inhibicji reduktazy dihydro- 
folianowej przez 7-hydroksyametopterynę jest 100-krotnie wyższa (K  ̂ % 
«  10"7M) niż stała inhibicji tego enzymu przez ametopterynę [64]. 7-hydroksy
ametopteryna jest transportowana do komórki przez ten sam system aktywnego 
transportu co ametopteryna [65]. Podanie więc do środowiska hodowlanego 
komórek obu tych związków jednocześnie zmniejsza transport ametopteryny do 
komórki i w konsekwencji jej wewnątrzkomórkowe stężenie, obniżając tym 
samym stopień zahamowania reduktazy dihydrofolianowej. Ponadto, 7-hydro
ksyametopteryna, będąc substratem syntetazy folilopoliglutaminianowej i kon
kurując z ametopteryną w procesie y-glutamylacji [41, 67], powoduje zmniejsze
nie wewnątrzkomórkowego stężenia pochodnych glutamylowych ametopteryny, 
a w konsekwencji „wypływ” wolnej ametopteryny z komórki. W ten sposób 
7-hydroksyametopteryna podana jednocześnie z ametopteryną moduluje cyto- 
toksyczne działanie ametopteryny. Stwierdzono ponadto, że 7-hydroksyameto
pteryna dodana do środowiska hodowlanego komórek raka Ehrlicha w dość 
znacznych stężeniach (do 50jiM) nie obniża w nich syntezy DNA [65], a podana 
wraz z ametopteryną zmniejsza obniżanie przez nią syntezy DNA nawet do 50%
[64]. Częściowe zapobieganie cytotoksycznemu działaniu ametopteryny przez 
jej metabolit 7-hydroksyametopterynę obserwować można tylko gdy związek ten 
podaje się do środowiska hodowlanego. W przypadku, gdy 7-hydroksyameto
pteryna powstaje bezpośrednio w komórce po podaniu ametopteryny efekty te są 
na ogół niewidoczne, ponieważ wewnątrzkomórkowe stężenie ametopteryny jest 
wielokrotnie wyższe niż 7-hydroksyametopteryny.

II-2. Poliglutamylowe pochodne 7-hydroksyametopteryny

Pobrana przez komórkę 7-hydroksyametopteryna, podobnie jak ametopte
ryna, ulega wewnątrz komórki procesowi glutamylacji, w wyniku którego 
powstają pochodne z 4 do 7 resztami glutamylowymi [64, 67, 68]. Wydaje się 
nawet, że 7-hydroksyametopteryna jest lepszym substratem syntetazy folilopoli
glutaminianowej niż sama ametopteryna [41]. Gdy jednak komórki (hepatocyty, 
komórki w'ątrobiaka H35) inkubowane są w obecności ametopteryny, to
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powstające w ciągu 6 godzin kontaktu z 10|iM ametopteryną poliglutamylowe 
pochodne 7-hydroksyametopteryny zawierają tylko 1 do 2 dodatkowych reszt 
glutamylowych [68].

II-3. Próby klinicznego stosowania 7-hydroksyametopteryny

Wydawało się, że 7-hydroksyametopteryna będzie miała szczególne znacze
nie w leczeniu takich chorób jak łuszczyca, czy choroba reumatyczna, nie 
wymagających tak drastycznego ograniczenia wzrostu komórek jak w chorobie 
nowotworowej. Jednakże badania wykazywały, że ze względu na niską rozpusz
czalność w wodnych roztworach o odczynie obojętnym, metabolit ten daje silne 
efekty nefrotoksyczne [67], a więc stosowanie w klinice 7-hydroksyameto
pteryny staje się wątpliwe, szczególnie w wyższych dawkach.

Uwagi końcowe

Przedstawiony komórkowy metabolizm jednego z bardziej znanych i od 
wielu lat stosowanego w klinice leku przeciwnowotworowego, pokazuje jak 
bardzo długotrwałe i żmudne jest poznanie mechanizmu działania leku. Znajo
mość podstaw biochemicznego działania leku powinna prowadzić do jego 
racjonalnego stosowania i opracowania odpowiednich reżimów terapeuty
cznych, szczególnie w chemioterapii wielolekowej i w przypadkach oporności na 
lek [69]. Ponadto stosowanie leku w innych, nowotworowych przypadkach, 
powinno być poprzedzone gruntowną analizą farmakologiczną [ 5].

Opracowanie wykonano w ramach tematu CPBP 04.01

Artykuł otrzymano 10 maja 1988 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: — stała Michaelisa-Menten, K^, — stała szybkości reakcji enzy
matycznej, CT —  czas koagulacji, — średnia masa cząsteczkowa, —  agregaty micel, K, —  stała 
szybkości agregacji, W — współczynnik stabilności micel

I. Wstęp

Koagulacja jest jedną z najważniejszych właściwości mleka, zarówno z 
punktu widzenia jego funkcji biologicznych, jak i zastosowania w przemyśle 
spożywczym. Koagulacja mleka jest konsekwencją destabilizacji koloidalnego 
układu białek mleka. Może ją  powodować szereg różnych czynników fizyko
chemicznych takich jak np. temperatura, pH, siła jonowa [1 ,2 ,3 ,4]. Powodują ją  
także enzymy [5]. Już w roku 1953 A 1 a i s, stwierdził, że koagulacja mleka może 
być inicjowana przez ograniczoną proteolizę kazeiny x. Wiązanie peptydowe 
wrażliwe na działanie podpuszczki znajduje się pomiędzy Phe105 i M et106 w 
kazeinie x. Jest to wiązanie łączące różniące się zdecydowanie części łańcucha tej 
formy kazeiny, C-końcową o właściwościach hydrofilowych i N-końcową o 
wysoce hydrofobowym charakterze. W wyniku działania podpuszczki następuje 
odszczepienie części C-końcowej, czyli rozpuszczalnego m akropeptydu (w 
przypadku, gdy ta część kazeiny x zawiera cukry nazywana jest glikomakropep- 
tydem) od pozostałej części kazeiny x. Prowadzi to do destabilizacji układu 
koloidalnego kazeiny i pozostała jej część, zwana parakazeiną, ulega precypitacji 
w obecności wapnia.

P a y e n s [6] wyróżnia trzy, ściśle powiązane ze sobą, etapy enzymatycznej 
koagulacji mleka. Są to: proteoliza, agregacja, żelifikacja. Pierwsze dwa etapy 
autor ten przedstawił za pomocą następujących równań:

E +  S ^ E  +  Pj +  M
k 2

P 1IS p i (i =  l ,2 ,  3...)

gdzie: P , oznacza niezagregowane micele parakazeiny 
M — makropeptyd odszczepiony na skutek działania enzymu,
K,, — stałą szybkości reakcji agregacji, Pt — agregaty miceli.
Równanie 1 dotyczy reakcji enzymatycznej, natomiast równanie 2 bimolekular- 
nej reakcji agregacji, w wyniku której niezagregowane micele parakazeiny 
przekształcane są w agregaty. Następstwem agregacji micel jest koagulacja 
(parakazeiny) i utworzenie struktury żelu, podlegającej dalszym zmianom 
podczas formowania skrzepu i synerezy [7, 8].

II. Proteoliza kazeiny x

W mleku kazeina i występuje w micelach, w formie zagregowanej z 
pozostałymi cząsteczkami kazeiny <%. i |3 oraz koloidalnym fosforanem wapnia

Równanie 1 

Równanie 2
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(kompleks apatytowo związanego trzeciorzędowego fosforanu wapniowego i 
cytrynianu wapniowego) [9]. Każda micela zawiera w przybliżeniu 1000 
cząsteczek kazeiny x [7]. Uważa się, że kazeina x rozmieszczona jest w całej 
miceli kazeinowej, a przeważająca jej część znajduje się na powierzchni [9, 10]. 
Dostępność specyficznie hydrolizowanego przez podpuszczkę wiązania w ka
zeinie x może być różna, w zależności od wielkości i składu miceli [ 11, 12]. 
Ponadto kazeina x jest białkiem wykazującym duży polimorfizm molekularny. 
Zidentyfikowano dziesięć frakcji kazeiny x różniących się zawartością kwasu 
N-acetyloneuraminowego i fosforanu oraz stwierdzono różnice w składzie 
aminokwasowym dwóch wariantów genetycznych [13]. Substytucja reszt ami
nokwasowych występuje wyłącznie w glikomakropeptydowej części cząsteczki, a 
reszty, których dotyczy substytucja mogą wpływać na szybkość reakcji enzyma
tycznej [13— 15], chociaż wyniki badań innych autorów nie są w tym punkcie 
zgodne [16, 17]. Steryczne lub elektrostatyczne odpychanie węglowodanowej 
części łańcucha i grup fosforanowych mogą również modyfikować podatność 
kazeiny x na działanie enzymu [18]. Stwierdzono, że podpuszczka wykazuje 
wyższe powinowactwo do kazeiny x pozbawionej cukrów niż wobec glikoka- 
zeiny x [10, 19], która znajduje się w zewnętrznej warstwie dużych miceli, 
podczas gdy w małych micelach rozmieszczona jest równomiernie [9, 20]. 
Różnice we właściwościach substratu, jaki stanowi kazeina x znajdująca się w 
układzie micelarnym mleka, powodują trudności w opisaniu reakcji enzymatycz
nej za pomocą równania matematycznego. Podczas badań kinetycznych enzy
matycznej fazy koagulacji mleka stosuje się scałkowaną postać równania 
M i c h a e l i s a - M e n t e n  (Równanie 3 i 4), ponieważ rozcieńczanie mleka 
może oddziaływać na stabilność micel kazeinowych i zmieniać stężenie innych 
składników mleka [19].

Równanie 3 

Równanie 4

gdzie: Vmaxoznacza szybkość maksymalną reakcji, K^ — stałą Michaelisa, K ^  — 
stałą szybkości reakcji enzymatycznej, S — stężenie substratu, e — stężenie 
enzymu, t — czas reakcji.
Stała Michaelisa w przypadku indywidualnych prób mleka przybiera wartości w 
zakresie 0,67 — 5,4 • 10” 5 M kazeiny x, natomiast K ^  od 2 — 13 S ~1 [19]. Takie 
różnice w wartościach K^ i K ^  mogą być spowodowane różnym środowiskiem 
jonowym, a także różnicami w strukturze i składzie micel kazeiny oraz kazeiny x 
[5]. Ponieważ w mleku kazeina x unieruchomiona jest na powierzchni micel, 
kinetyka reakcji enzymatycznej nie może być badana za pomocą klasycznej teorii 
M i c h a e l i s a - M e n t e n  [21]. V e r g e r  i w sp . [21] zakładają, że enzym jest 
odwracalnie adsorbowany na powierzchni substratu, gdzie tworzy się kompleks 
powierzchniowy enzym-substrat. Do badań kinetycznych proponują następują
ce równanie:

dS Vmax-S
dt I ^ + S

Vmax=  K,at-e
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Równanie 5

gdzie: oznacza stałą szybkości desorpcji, — stałą szybkości adsorpcji, 
Km — powierzchniową stałą MM.
H o o y d o n k  i w sp . [18], którzy uważają, że szybkość reakcji enzymatycznej 
jest regulowana przez szybkość dyfuzji i zależy od liczby efektywnych zderzeń 
między enzymem a nie przereagowanym substratem, zależność tę opisują 
rówhaniem:

gdzie: e — oznacza stężenie enzymu, — stężenie miceli, A — współczynnik 
częstotliwości zderzeń, p — współczynnik steryczny, który charakteryzuje zde
rzenia, nie prowadzące do reakcji z powodu braku kontaktu pomiędzy centrami 
aktywnymi cząsteczki enzymu a substratem.
Jeżeli podczas reakcji nie zachodzi agregacja, to można przyjąć, że stężenie miceli 
( q j  pozostaje stałe. Z takiego założenia wynika, że szybkość dyfuzji miceli jest 
nieistotna w porównaniu z szybkością dyfuzji enzymu.

Wyniki dotychczasowych badań i rozważania teoretyczne wykazują niedo
skonałość tych równań [23]. Równanie M i c h a e l i s a - M e n t e n  może być 
stosowane w badaniu kinetyki wówczas, gdy substrat i enzym występują w formie 
rozpuszczalnej. Równanie to może także być stosowane w układach nie 
homogennych, ale nie można go interpretować w pojęciach mechanizmów 
molekularnych. Równanie 5, pomimo przedstawienia go w bardziej rozbudowa
nej postaci [21], nie charakteryzuje reakcji w sposób jednoznaczny. Założenia, 
z których wynika to równanie pozwalają wytłumaczyć obniżenie szybkości 
reakcji wraz ze wzrostem stężenia miceli. Natomiast zastrzeżenie budzi brak 
adsorpcji enzymu w micelach kazeiny lub parakazeiny w fizjologicznym pH [23]. 
Równanie 6 oparte na założeniu, że reakcja enzymatyczna regulowana jest przez 
szybkość dyfuzji, nie uwzględnia wpływu siły jonowej, a szczególnie pH, na 
kinetykę reakcji [23].

III. Zakres proteolizy kazeiny x warunkujący agregację miceli

Lepkość mleka obniża się po dodaniu enzymu w efekcie uwalniania 
hydrofilowej, C-końcowej części kazeiny x, zwanej makropeptydem lub gliko- 
makropeptydem (w zależności od tego czy zawiera reszty węglowodanowe), z 
cząsteczek kazeiny x [23]. Obniżenia lepkości nie można tłumaczyć jedynie 
zmniejszeniem względnej masy cząsteczkowej micel. Przyczyna tego zjawiska 
tkwi również w zmniejszeniu objętości i zmianie kształtu miceli kazeinowych 
[24], W miejscach proteolizy kazeiny x zmienia się ładunek powierzchni miceli z

—  = K - e c in =  p A e x p — const Równanie 6
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wyraźnie ujemnego na dodatni, co może także wpływać na lepkość [25]. 
Glikomakropeptydowa część kazeiny znajdującej się na powierzchni miceli, 
wystaje na zewnątrz w postaci silnie uwodnionego łańcucha [24]. Usunięcie tego 
łańcucha podczas działania podpuszczki, powoduje zmniejszenie hydrodynami
cznego promienia miceli, obniżenie lepkości roztworu oraz zmniejszenie wzajem
nego odpychania się poszczególnych miceli. Po odszczepieniu hydrofilowej 
części kazeiny x zmniejsza się stopień uwodnienia miceli i wzrasta jej hydrofobo- 
wość. Potencjał elektrokinetyczny £ obniża się do połowy. Powoduje to zmiany w 
strukturze wtórnej całej miceli. Zostają odsłonięte nowe grupy funkcyjne 
łańcuchów polipeptydowych, co umożliwia tworzenie się wiązań hydrofobowych 
i jonowych oraz interakcje prowadzące do powstania agregatów [7]. Powoduje 
to z kolei stopniowy wzrost lepkości mleka [23]. Proteoliza jednej cząsteczki 
kazeiny x w miceli nie powoduje agregacji [26]. Zaobserwowano, że w momencie 
koagulacji, co najmniej 90% kazeiny x znajdującej się w mleku uległo proteolizie. 
Podczas działania podpuszczki następuje całkowita hydroliza wiązania Phe-Met 
w kazeinie x. Wśród badaczy występują różne poglądy na zakres proteolizy 
kazeiny x, jaki jest niezbędny do wystąpienia koagulacji. Niektórzy z nich 
uważają, że koagulacja zaczyna się wówczas, gdy makropeptyd zostanie 
odszczepiony jedynie z części kazeiny x (około 50%) wystarczającej do zainicjo
wania agregacji miceli [27—29]. Inni twierdzą, że micele pozostają w stanie nie 
skoagulowanym, dopóki nie wystąpią rozległe zmiany w powierzchniowej 
kazeinie, a szybkość agregacji micel kazeinowych w mleku nie jest istotna, aż do 
momentu gdy 88% dostępnej kazeiny x ulegnie proteolizie [25, 26, 30].

Reakcję koagulacji w uproszczeniu można rozpatrywać biomolekularnie, a 
agregację mierzyć stopniem dyfuzji. Różnica w czasie, pomiędzy dodatkiem 
enzymu a wystąpieniem koagulacji, wynika z charakteru reakcji agregacji, która 
jest reakcją II-rzędu [31]. Rozpoczyna się ona wtedy, gdy stężenie agregujących 
specyficznie micel parakazeiny jest odpowiednio wysokie [32]. Jeżeli micele nie 
mogą ulegać agregacji zanim nie ulegnie proteolizie pewna część kazeiny x, to 
czas koagulacji (CT) jest sumą czasu niezbędnego do zajścia tej proteolizy i czasu 
potrzebnego do agregacji zmienionych miceli [5].

IV. Czas koagulacji (CT)

Opierając się na równaniu uwzględniającym zmiany rozmiaru cząstek w 
czasie reakcji [33, 34] Payens przedstawił następujące równanie na czas 
koagulacji:

gdzie t  jest to czas enzymatyznej koagulacji uważany za czas potrzebny do 
powstania określonej liczby cząstek przy braku flokulacji, — stała szybkości 
agregacji, V — szybkość maksymalna reakcji enzymatycznej.

- 0 , 5

Równanie 7
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K Jest miarą odpychania pomiędzy agregującymi cząstkami, a w konsekwencji 
miarą stopnia proteolizy kazeiny x. Jeżeli oddziaływania (zderzenia) pomiędzy 
dwiema micelami, w których znajdująca się na powierzchni kazeina x została 
enzymatycznie zmodyfikowana, prowadzą do trwałego kontaktu, to liczba 
miejsc umożliwiających trwałe połączenia wzrasta z aktywnością enzymu [31]. 
Stopień agregacji wzrasta ze wzrostem stężenia enzymu i czas koagulacji jest 
odwrotnie proporcjonalny do aktywności enzymatycznej [35].

W prowadzono wiele metod pomiaru czasu koagulacji mleka [5]. Większość 
z nich opiera się na obserwacji momentu pojawienia się ziarnistości lub kłaczków 
w zawiesinie mleka [36]. M iarą czasu koagulacji może być również zmniejszenie 
szybkości przepływu mleka przez rurkę kapilarną [23]. Inne metody opierają się 
na pomiarach lepkości bądź zmętnienia substratu lub na badaniu zwięzłości 
skrzepu [37—41].

V. Mechanizm agregacji

Agregację koloidalnych zawiesin, takich jak mleko, można rozpatrywać 
według mechanizmu opisanego przez Smoluchowskiego [42]. Szybkość zanika
nia cząstek (wzór 2) jest określona przez szybkość dyfuzji, która wynika z 
ruchów Browna, interakcji pomiędzy cząstkami, gdy przylegają one ściśle do 
siebie, oraz liczby skutecznych zderzeń. Najprostszy przypadek ma miejsce 
wtedy, gdy cząstki zawiesin nie odpychają się. Podczas zbliżenia następuje 
wówczas nieodwracalna koalescencja. W tym modelu koagulacji każde zderzenie 
pomiędzy dwiema cząstkami prowadzi do trwałego kontaktu. Szybkość koagu
lacji w tym przypadku zależy od ruchów Browna, a za całość zjawiska 
odpowiedzialna jest jedynie ilość zderzeń cząstek [42]. Należy jednak wziąć pod 
uwagę heterogeniczny chemicznie charakter powierzchni micel parakazeiny co 
powoduje, że ich skuteczne zetknięcie się wymaga nie tylko dostatecznego 
wzajemnego zbliżenia, ale także odpowiedniego zorientowania w przestrzeni 
[43]. Jeżeli w miejscu bezpośredniego kontaktu przynajmniej jedna cząstka jest 
całkowicie niereaktywna, to nie zajdzie pożądana reakcja i możliwe jest 
oddalenie się od siebie takich cząstek. Zderzenia są skuteczne tylko wtedy, gdy 
ma miejsce kontakt pomiędzy silnie reaktywnymi miejscami poszczególnych 
miceli parakazeiny. Przy energii odpychania różnej od 0, tylko część wszystkich 
zderzeń prowadzi do agregacji. W mleku zaledwie 10-6 zderzeń cząstek 
prowadzi do trwałego kontaktu, a ograniczona liczba miejsc agregacji wpływa na 
tworzenie się struktury przypominającej bardziej żel niż osad [32, 34].

Różne są poglądy badaczy na temat mechanizmu agregacji. Jedni uważają, że 
w systemach flokulacyjnych zawierających cząstki o różnych wielkościach, małe 
cząstki zanikają szybciej, co świadczy o tym, że są one wychwytywane przez 
cząstki duże [42], inni natomiast twierdzą, że zderzenia cząstek są przypadkowe, 
a ich rozmiary nie wpływają na tworzenie się agregatów [44].

Do wyjaśnienia zjawiska koagulacji mleka, wykorzystano wyniki uzyskiwane
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podczas badania mechanizmu tworzenia się agregatów [45—48]. Zakłada się, że 
powstające podczas koagulacji „kłaczki” tworzą się w wyniku zderzeń skupisk, a 
nie pojedynczych cząstek, dając tym samym porowatą strukturę. Reakcję 
pomiędzy skupiskami o różnej liczbie cząstek można wyjaśnić za pomocą teorii 
koagulacji według Smoluchowskiego [49, 50]. Zderzenia pomiędzy i-krotnym 
skupiskiem a j-krotnym skupiskiem daje (i+ j) krotne skupisko. Podczas 
flokulacji wielkość i kształt agregatów są bardziej istotne niż wielkość i kształt 
pojedynczych cząstek. W układzie rzeczywistym, gdzie wszystkie cząstki ulegają 
przypadkowym ruchom Browna, skupiska wielu różnej wielkości cząstek mogą 
brać udział w procesie agregacji. Możliwość tworzenia się dużych „kłaczków” 
wyłącznie poprzez przyłączanie się pojedynczych cząstek jest mało prawdo
podobna. Wzrost wielkości agregatów jest prawie całkowicie wynikiem wzajem
nego łączenia się skupisk cząstek. Teoretycznie, proces zachodzi aż do momentu, 
gdy tworzy się jeden „kłaczek” [5], Wzrost wielkości „kłaczka”, poprzez 
przyłączanie mniejszych, prowadzi do tworzenia się otwartej siatki skrzepu. 
Stwierdzono, że jeżeli wielkość „kłaczka” i liczba tworzących go cząstek osiągną 
odpowiednią wartość, to przyłączenie się kolejnego skupiska cząstek, spowoduje 
taki wzrost ogólnej powierzchni zawiesiny, który prowadzi do powstania żelu. 
Faza dyspersyjna nie bierze w tym udziału, natomiast faza utworzona ze 
zdyspergowanych cząstek staje się coraz bardziej lepka i zestala się tworząc 
spoisty system. W końcowym skrzepie duża liczba cząstek początkowych zanika 
z powodu strukturalnych przeobrażeń i międzycząsteczkowych połączeń [50]. 
Punktem krytycznym w chemii polimerów i koagulacji mleka jest moment gdy 
wartość średniej masy cząsteczkowej agregatów molekularnych jest odpo
wiednio duża aby nastąpiło rozdzielenie całego układu na frakcję rozpuszczalną i 
nierozpuszczalną [51]. W tym przypadku sposób rozdzielenia dwóch frakcji, tzn. 
wytrącenie lub żelowanie, zależy wyłącznie od rozcieńczenia. Tworzenie się żelu 
występuje w punkcie krytycznym w roztworach stężonych, a osadu w roztworach 
rozcieńczonych [52],

VI. Równania opisujące koagulację mleka

Wykorzystując wyniki badań dotyczących początkowych etapów koagulacji 
mleka, opracowano szereg równań opisujących to zjawisko.

Wzrost średniej masy cząsteczkowej Mw podczas agregacji określa równanie 
8 [25, 26, 49, 53].

2Ks /  dW \2
Mw (t) =  (0) < 1 + f dW

H —dt 
J dt

r ( .  dW V  11 
U J  j  d1 r Równanie 8

. dW
gdzie jest szybkością powstawania materiału ulegającego agregacji, opisa

ną równaniem Michaelisa-Menten w postaci całki, K^— stałą szybkości agre
gacji. Równanie to opiera się na założeniu, że micele o odpowiedniej proporcji
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(88%) zhydrolizowanej kazeiny x ulegają agregacji według modelu Smoluchow- 
skiego [42].

Zależność czasu koagulacji od średniej masy cząsteczkowej agregatów micel 
kazeinowych w mleku przedstawia równanie 9 [54, 55].

H v , M r,/8VY/2 X•--------------------------- Równanie 9

M^ — średnia masa cząsteczkowa agregatów, — średnia masa cząstecz
kowa micel kazeinowych w mleku, f— stosunek masy cząsteczkowej uwolnione
go peptydu do M,,, Q  — stężenie miceli kazeinowych, i  — czas koagulacji. 
Równanie opiera się na założeniu, że w początkowych stadiach koagulacji oraz w 
przypadku, gdy stężenie substratu jest większe od , reakcja agregacji ma 
charakter bimolekularny, a stała K  ̂ określa dyfuzję swobodną, niezależną od 
rozmiaru cząstek. W równaniu tym, w odróżnieniu od równania 8, stała 
szybkości agregacji (K J zależy od proteolizy.

Przy opracowaniu kolejnego równania przyjęto, że współczynnik stabilności 
„W” z teorii S m o l u c h o w s k i e g o  [22, 42], jest zmienny i określany przez 
stężenie nie zhydrolizowanej kazeiny x. Podczas reakcji enzymatycznej, cząste
czki kazeiny x w micelach są stopniowo hydrolizowane, co prowadzi do 
zmniejszenia stabilności samej miceli, a w konsekwencji do wzrostu stałej 
szybkości agregacji. Ponieważ współczynnik stabilności „W” jest wykładniczo 
zależny od stężenia substratu i osiąga wielkość stałą przed zakończeniem reakcji 
enzymatycznej, czas koagulacji może być wyrażony następującym równaniem:

1 11
Ic = V

S0 + — (exp( —cm S0)— 1) 
cm

W0exp( — cm-S0)
Lnc n0

Równanie 10

gdzie S0 oznacza początkowe stężenie kazeiny, W0 — wyjściowy współczynnik 
stabilności miceli, Cm— stałą proporcjonalną do stopnia konwersji kazeiny x, 
V — szybkość reakcji enzymatycznej, n0 — liczbę miceli w czasie t =  0, nc — 
liczbę miceli w czasie t =  ^ , t̂. — czas koagulacji.
W równaniu tym czas koagulacji może być rozważany jako czas niezbędny do 
zmniejszania liczby miceli z n0 do nc. Możliwe jest uzyskanie współzależności 
pomiędzy stężeniem cząstek a czasem koagulacji przez odpowiednie przekształ
cenie powyższego równania i wyliczenie wielkości cząstek z ich stężenia.

VII. Zmiany w układzie micelarnym podczas powstawania żelu

Do obserwowania zmian zachodzących w mleku podczas procesu tworzenia 
żelu stosowano transmisyjną mikroskopię elektronową [40, 57— 59]. Początko
we rozmieszczenie miceli w fazie dyspersyjnej mleka sugeruje odpychanie się ich
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pomiędzy sobą. Podczas koagulacji micele stopniowo skupiają się. Micele łączą 
się bezpośrednio lub poprzez rozległe mostki, składające się z kilku pasemek. 
Podczas skupiania się miceli budowana jest siatka żelu, w której stykające się 
micele ulegają częściowej fuzji. W tym czasie tworzą się również wiązania i 
powstaje rozbudowana, nieregularna sieć. Po utworzeniu wiązań, zwoje zmienio
nych miceli skupiają się, tworząc luźne włókienka, grubości około pięciu miceli, 
rozdzielone rozległymi przestrzeniami. Żel uzyskany w czasie trzykrotnie 
dłuższym od czasu koagulacji stanowi luźno upakowaną sieć zamykającą 
wewnątrz dużą ilość serwatki. Kurczenie się trójwymiarowej siatki żelu przejawia 
się w zjawisku zwanym synerezą [7].

VIII. Czynniki wpływające na koagulację 

VIII-1. Wpływ pH

Czas enzymatycznej koagulacji mleka wydłuża się wraz ze wzrostem wartości 
jego pH [60]. Powyżej pH 7,0 micele są znacznie bardziej stabilne i agregacja nie 
występuje. Przy pH 5,2 badanie proteolizy mleka jest utrudnione w związku z 
izoelektryczną agregacją miceli. Większość autorów uważa, że wpływ pH na 
enzymatyczną fazę koagulacji jest drugorzędny w porównaniu z oddziaływaniem 
na fazę agregacji [27,61]. V a n  H o o y d o n k  i ws p .  [60] stwierdzili jednak, że 
obniżenie pH mleka powoduje gwałtowny wzrost szybkości reakcji enzymaty
cznej podczas działania podpuszczki. Maksimum szybkości stwierdzono przy 
pH 6,0, a różnice w zakresie pH 5,6— 6,4 były niewielkie. Sugeruje to, że 
podatność wiązania Phe-Met w kazeinie x wzrasta z powodu zmniejszenia 
sterycznych oddziaływań glikomakropeptydowej części cząsteczki. Jednocze
śnie, szczególnie w granicach pH 5,6 obserwuje się interakcję pomiędzy 
podpuszczką i micelami parakazeiny, co wpływa na obniżenie stężenia efekty
wnie działającego, wolnego enzymu i powoduje zmianę pozornej rzędowości 
reakcji [22]. Wraz z obniżeniem pH rośnie szybkość agregacji i tworzenia żelu, co 
spowodowane jest w dużym stopniu zmniejszeniem udziału wapnia w micelach 
kazeiny, na skutek zakwaszenia mleka [60]. Przy obniżeniu pH część jonów 
wapniowych, wchodząca w skład koloidalnego fosforanu wapnia, oddysocjowu- 
je z miceli kazeinowych i przechodzi wraz z częścią jonów fosforanowych i 
cytrynianowych do fazy dyspersyjnej mleka. Wzrost zawartości jonów C a2 + w 
mleku przyspiesza koagulację miceli kazeinowych [62, 63]. Jednocześnie, 
obniżenie pH zmniejsza potencjał elektrokinetyczny £ miceli i stopień jej 
uwodnienia, co ułatwia kontakt pomiędzy micelami, przyczyniając się do 
skrócenia czasu koagulacji.

VIII-2. Wpływ temperatury

Obniżenie temperatury o 10°C wydłuża fazę enzymatyczną 2-krotnie, a fazę 
agregacji 11— 12-krotnie [64]. W temperaturach poniżej 8°C przebiega jedynie 
faza enzymatyczna, bez wystąpienia zjawiska koagulacji, która pojawia się w
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następstwie ogrzewania. Wpływ temperatury na agregację sugeruje, że główną 
rolę w agregacji miceli i formowaniu siatki żelu odgrywają interakcje hydro
fobowe.

VIII-3. Wpływ jonów wapnia

Wapń występuje w mleku w postaci koloidalnego fosforanu wapnia, 
wchodzącego w skład miceli kazeinowych, oraz w postaci jonów C a2 + znajdują
cych się w fazie dyspersyjnej mleka. Obydwie te foimy występują w stanie 
równowagi dynamicznej, a ich udział w ogólnej zawartości wapnia w mleku 
uzależniony jest od pH mleka. (Duży udział jonów C a2 + , przy niskim pH, może 
przyczynić się do destabilizacji układu koloidalnego mleka [62, 63]). Stwierdzo
no, że niewielki dodatek do mleka jonów C a2+ przyspiesza koagulację miceli 
kazeinowych. Część dodanych jonów C a2 + , w wyniku dążenia układu do 
zachowania stanu równowagi, wiąże się z micelami w miejscach zawierających 
ładunek ujemny. Zwiększa się wówczas hydrofobowość miceli i zmniejsza jej 
potencjał elektrokinetyczny, co powoduje przyspieszenie procesu koagulacji 
[60].

Wpływ jonów wapniowych na czas koagulacji wykorzystano w praktyce przy 
produkcji sera, w której stosuje się stały dodatek 0.02% bezwodnego CaCl2 do 
mleka. Pozwala to zmniejszyć ilość podpuszczki potrzebnej do wytworzenia 
prawidłowego skrzepu. Dodatek CaCl2 do poziomu 0,05M może skrócić czas 
koagulacji do minimum. Przy wyższym dodatku CaCl2 (do 0,4M) czas koagulacji 
ulega wydłużeniu, a skrzep jest słaby [5].

VIII-4. Wpływ stężenia substratu

Istotnym czynnikiem wpływającym na proces koagulacji jest stężenie sub
stratu, to jest miceli kazeinowych w mleku. Zagęszczanie mleka na drodze 
ultrafiltracji nie wpływa znacząco na czas koagulacji miceli kazeinowych, 
natomiast zwiększa ilość kazeiny nie przechodzącej do skrzepu [49]. Udział 
kazeiny tworzącej początkowy skrzep maleje ze wzrostem czasu koagulacji. 
Stężenie enzymu niezbędnego do przekształcenia takiej samej ilości kazeiny w 
formę skrzepu rośnie proporcjonalnie do stopnia zagęszczania mleka. W tym 
przypadku czas koagulacji ulega skróceniu [49]. W wyniku rozcieńczania mleka 
czas koagulacji wydłuża się zależnie od stopnia rozcieńczenia [65]. Ze wzrostem 
stężenia miceli kazeinowych zakres proteolizy kazeiny x podczas koagulacji 
maleje [66]. Zmniejszenie objętości fazy wodnej, zmniejsza odległość pomiędzy 
micelami [9], Prowadzi to do większej liczby skutecznych zderzeń micel 
parakazeiny i zwiększa szybkość agregacji. Przy niskim stężeniu miceli kazeino
wych szybkość agregacji jest mała w porównaniu do szybkości proteolizy. 
Natomiast przy wysokim stężeniu miceli kazeinowych odwrotnie, szybkość 
działania enzymu jest znikoma w porównaniu z ogólną szybkością reakcji [67].
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VIII-5. Wpływ aktywności proteolitycznej enzymów

Enzymy stosowane do koagulacji miceli kazeinowych powinny wykazywać 
ograniczoną aktywność proteolityczną, polegającą na hydrolizowaniu, w czasie 
procesu koagulacji, głównie specyficznego wiązania Phe-Met w kazeinie x. Taką 
ograniczoną aktywność proteolityczną wobec miceli kazeinowych wykazuje 
podpuszczka (EC 3.4.23.4). Niedostatek tego enzymu, wynikający ze zmniejsza
nia się uboju młodych cieląt, przy jednoczesnym wzroście produkcji sera, 
spowodował konieczność stosowania innych enzymów o zbliżonej do podpu
szczki aktywności proteolitycznej [68, 69]. Do enzymów (oprócz podpuszczki) 
najczęściej stosowanych w produkcji sera należą: podpuszczka wołowa (zawiera 
około 50% wołowej pepsyny), pepsyna świńska oraz proteazy z Mucor miehei, 
Mucor pusillus var. Lindt i Endothia parasitica.

Substytuty podpuszczki często wykazują wyższą aktywność proteolityczną 
niż podpuszczka. Jeżeli aktywność proteolityczna enzymu jest zbyt duża, to 
zmniejsza się zawartość kazeiny w skrzepie, a proces dojrzewania sera może 
przebiegać nieprawidłowo [70]. Nadmierna proteoliza w sposób widoczny 
hamuje tworzenie się skrzepu [71]. Jakość skrzepu obniża się ze wzrostem 
stopnia proteolizy kazeiny w przypadku przedstawionych enzymów w następu
jącej kolejności: podpuszczka, pepsyna, proteaza Mucor miehei i proteaza Mucor 
pusillus [72].

IX. Znaczenie niektórych reszt aminokwasowych oraz reszt fosforanowych 
kazeiny w procesie koagulacji

W procesie koagulacji dużą rolę odgrywają reszty aminokwasowe łańcuchów 
białkowych. Kazeina, w której reszty His zostały poddane fotooksydacji, traci 
zdolność do koagulacji pod wpływem podpuszczki [73]. Okazało się, że 
podpuszczka nie jest w stanie z tak zmodyfikowanej kazeiny x odszczepić 
glikomakropeptydu. Konsekwencją jest brak agregacji w obecności jonów 
wapnia. Przyczyna może tkwić w specyficznej modyfikacji reszt His bądź w 
zmianach ładunku miceli. Modyfikacja Trp lub Met ma niewielki wpływ na 
proces koagulacji [73]. Natomiast zablokowanie reszt Lys znajdującej się w 
kazeinie x nie wywiera wpływu na proteolizę tego białka, ale powoduje całkowitą 
inhibicję agregacji. Zablokowanie reszt Lys w kazeinie lub ß nie wpływa na 
proces koagulacji. Sugeruje to, że boczne grupy aminowe Lys w kazeinie x 
odgrywają znaczącą rolę podczas enzymatycznej koagulacji [74]. Modyfikacja 
reszt Arg także powoduje zahamowanie koagulacji kazeiny pod wpływem 
podpuszczki. Reszty Arg w kazeinie x znajdują się w części dodatnio nałado
wanego obszaru zawierającego Lys i His [75]. Ich modyfikacja może utrudniać 
dostęp do ważnych dla zjawiska koagulacji reszt Lys.

Dużą rolę w procesie koagulacji odgrywają również grupy fosforanowe 
kazeiny. Usunięcie 60% grup fosforanowych z mleka powoduje, że skrzep
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utworzony pod wpływem działania podpuszczki staje się zbyt miękki [76, 77]. 
Formowanie luźnego skrzepu w mleku pozbawionym grup fosforanowych jest 
wynikiem dezintegracji micel kazeinowych, a grupy fosforanowe decydują o 
odpowiednich rozmiarach micel kazeinowych w mleku [78]. Badania wielu 
autorów [50, 71, 76] wykazały, że tworzenie skrzepu jest związane, między 
innymi, z interakcjami jonów C a2 + z grupami fosforanowymi, głównie kazeiny (3.

X. Wpływ interakcji jonowych na koagulację mleka

Znaczenie interakcji jonowych podczas koagulacji mleka badano stosując 
dodatek związków jonowych oraz detergentów [79, 80, 81]. Stwierdzono, że 
substancje, które najsilniej wiążą się z micelami i wywierają największy wpływ na 
koagulację, mają wysoki ładunek dodatni lub zawierają zarówno części obdarzo
ne ładunkiem jak i hydrofobowe [81]. Związki takie adsorbowane są przez 
micele w miejscach zawierających ładunek, najczęściej o charakterze anionowym 
lub wykazujących charakter hydrofobowy. Samo wiązanie zachodzi wewnątrz 
miceli, a nie na powierzchni osłoniętej częścią makropeptydową kazeiny x [80]. 
Związki o charakterze kationów skracają czas koagulacji miceli kazeiny. 
Poprzez osłonięcie w miceli kazeinowej ujemnie naładowanych fragmentów 
łańcuchów polipeptydowych i wzrost hydrofobowości obszaru wewnątrz miceli, 
zwiększają one powinowactwo podpuszczki do micelarnej kazeiny x i przyspie
szają fazę agregacji [82]. Na czas koagulacji wywierają wpływ głównie ilość, 
ładunek i ciężar cząsteczkowy dodawanych substancji [83], Detergenty kationo
we skracają, natomiast anionowe wydłużają czas koagulacji mleka [27]. Przy 
wyższych stężeniach detergenty anionowe mogą powodować koagulację mleka 
bez udziału podpuszczki. Stwierdzono, że ułatwiają one także synerezę skrzepu 
podpuszczkowego [21].

Obniżenie bariery energetycznej, na skutek osłonięcia w miceli kazeinowej 
obszarów obdarzonych ładunkiem lub zmniejszenia efektu sterycznego, ułatwia 
interakcje zachodzące podczas koagulacji mleka.

XI. Uwagi końcowe

Koagulacja enzymatyczna mleka jest procesem bardzo złożonym. Duża 
heterogeniczność układu jakim jest mleko utrudnia badanie zjawisk natury 
chemicznej i fizycznej zachodzących podczas koagulacji. Badania prowadzone w 
układach modelowych nie uwzględniają całej gamy czynników oddziaływują
cych na proces koagulacji w warunkach naturalnych. Dyfuzja i adsorpcja, 
zjawiska czysto fizyczne, służące do wyjaśniania mechanizmów procesu koagula
cji zakłócone są szeregiem oddziaływań natury chemicznej, a charakter tych 
zjawisk zmienia się na skutek przebiegu zachodzących w trakcie procesu reakcji. 
Szybkość reakcji i stopień, w jakim reakcja enzymatyczna i reakcja agregacji 
zachodzą na siebie, zależy od takich czynników jak pH, temperatura, siła jonowa,
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stężenie wapnia, stężenie i skład miceli kazeinowych. Zmiana każdego z tych 
prametrów, w specyficznym układzie jakim jest mleko, może zmieniać pozostałe 
czynniki, co utrudnia badania.

Nie znane są mechanizmy powodujące skupianie się miceli kazeinowych 
podczas agregacji. Brak jest również podstaw teoretycznych do opracowania 
kinetyki bardzo skomplikowanej reakcji tworzenia skrzepu [8]. Stan obecnej 
wiedzy pozwala jednak stwierdzić, że zjawisko koagulacji powinno być rozważa
ne jako suma wszystkich sił termodynamicznych, w skład których wchodzą 
niespecyficzne interakcje hydrofobowe i elektrostatyczne oraz specyficzne intera
kcje miceli kazeinowych zmodyfikowanych w wyniku działaniu enzymu [5].

Artykuł otrzymano 4 stycznia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 9 czerwca 1988 r.
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I. Wstęp

Kazeina jest głównym składnikiem białek mleka. Do większości badań, 
dotyczących struktury i właściwości kazeiny, używano mleka krowy Bos taurus, 
ze względu na jego znaczenie w żywieniu człowieka [1]. Kazeinę mleka krowiego 
rozdzielano elektroforetycznie na cztery frakcje (a ^ , a ^ ,  p i x), które zostały 
szczegółowo scharakteryzowane [2, 3]. Podczas rozdziału elektroforetycznego 
kazeiny mleka innych zwierząt wykryto podobne frakcje [1]. Znaczna część 
kazeiny występuje w mleku w postaci micel, o których stabilności decydują w
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dużej mierze grupy fosforanowe kazeiny [3]. Stopień fosforylacji kazeiny ma 
wpływ na właściwości mleka, związane zarówno z jego funkcją biologiczną, jak
i technologiczną.

II. Określenie pozycji fosforylowanych reszt aminokwasowych w łańcuchu poli-
peptydowym kazeiny

Strukturę I rzędową kazeiny oznaczano początkowo metodą E d m a n a 
[4]. Oznaczono w ten sposób strukturę kazeiny mleka krowiego oraz mleka 
innych zwierząt domowych [5— 13], a także mleka kobiecego [14— 16]. M etoda 
ta stwarza jednak trudności w przypadku badania długich łańcuchów polipepty- 
dowych, kiedy trzeba dodatkowo stosować techniki pośrednie [1,17]. Problemy 
te zostały rozwiązane dzięki opracowanym w ostatnich latach metodom 
klonowania genów. Wyizolowany z tkanki czynnego gruczołu mlecznego 
kwas rybonukleinowy mRNA służy do otrzymania komplementarnego kwasu 
dezoksyrybonukleinowego cDNA. Sekwencja aminokwasów w kazeinach, zde
terminowana przez specyficzny mRNA określana jest drogą dedukcji, na 
podstawie znajomości struktury I rzędowej nukleotydów otrzymanego cDNA. 
Metodę tę wykorzystano do ustalenia sekwencji aminokwasów w kazeinie 
izolowanej z mleka różnych gryzoni [18—23].

Określenie pozycji reszt fosforanowych w strukturze I rzędowej fosfoprotein 
zawsze stanowiło trudny problem. Grupy fosforanowe kazeiny podstawione są w 
miejsca niektórych grup wodorotlenowych Ser i Thr w łańcuchach polipeptydo- 
wych. Fosforylacja tych reszt zachodzi na etapie potranslacyjnym biosyntezy 
białek i w związku z tym, metodą klonowania nie można uzyskać informacji 
dotyczących pozycji reszt fosforylowanych [ 1].

Metody chemiczne okazały się mało skuteczne w ustaleniu pozycji reszt 
fosforanowych w łańcuchu polipeptydowym kazeiny. Oznaczenie ogólnej zawar
tości reszt kwasu ortofosforowego w izolowanych fosfopeptydach nie daje 
informacji o rozmieszczeniu grup fosforanowych, gdy łańcuchy peptydowe 
zawierają zarówno podstawione jak i niepodstawione reszty Ser i Thr [6, 24]. 
Zastosowanie wielu modyfikacji metody Edmana również nie pozwoliło jedno
znacznie ustalić pozycji grup fosforanowych w kazeinie [19, 25, 26, 27].

Magnetyczny rezonans jądrowy (NMR) wykorzystano do ustalenia reszt 
fosforanowych w znakowanej izotopem 31P kazeinie 1 i P mleka krowiego [28, 
29]. Informację o położeniu specyficznych reszt uzyskiwano z bezpośredniego 
porównania widm NM R białek natywnych i peptydów otrzymanych na drodze 
enzymatycznej degradacji. Zadowalające rezultaty otrzymano w przypadku 
występowania pojedynczych reszt fosfoseryny, jąk na przykład w pozycji 35 
kazeiny (3 mleka krowiego [24] (Ryc. 1). W przypadku występowania w łańcuchu 
polipeptydowym wielu położonych obok siebie reszt fosfoseryny, sąsiadujące z 
nimi reszty Glu są zdolne do przenoszenia rezonansu 31P na wszystkie 
fosfoseryny [28], Metoda ta ma ograniczone zastosowanie w przypadku
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nieznanej struktury I rzędowej, ponadto wymaga dużych ilości materiału 
badawczego.

Problem określenia pozycji reszt fosforanowych w łańcuchach polipeptydo- 
wych białek został rozwiązany dzięki metodzie spektrografii masowej, która 
pozwala analizować peptydy o masie ponad 4000 [1, 30]. Bombardowanie 
peptydów atomami gazu obojętnego prowadzi do stopniowego odłączania 
aminokwasów z łańcucha. Ciężar cząsteczkowy odłączonych aminokwasów, 
wyliczony z różnicy mas peptydu przed i po bombardowaniu, pozwala na ich 
identyfikację. I tak biorąc pod uwagę fakt, że masa cząsteczkowa Ser wynosi 80, 
natom iast fosfoseryny 167 łatwo określić, które reszty Ser zawierają grupy 
fosforanowe. Przy użyciu tej techniki potwierdzono wcześniej rozpoznane [31, 
32] położenie reszt fosfoserylowych w kazeinie i ß [1] (Ryc. 1). Technikę 
spektrografii masowej zastosowano z powodzeniem także do określania struktu
ry częściowo defosforylowanych pochodnych N-końcowego fosfopeptydu ka
zeiny ß. Defosforylację przeprowadzono przy udziale kwaśnej oraz alkalicznej 
fosfatazy, a otrzymane produkty reakcji rozdzielono na peptydy zawierające od 0 
do 4 reszt fosfoserylowych [32]. Zastosowanie spektrografii masowej do badania 
rozdzielonych peptydów, pozwoliło na ujawnienie położenia miejsc, w których 
znajdowały się usunięte reszty fosforanowe, a także na wykazanie, że kwaśna 
fosfataza ze śledziony i alkaliczna fosfataza z Escherichia coli atakowały reszty 
fosfoserylowe w różnych sekwencjach łańcucha.

III. Specyficzność działania kinazy kazeinowej

W łańcuchu polipeptydowym kazeiny ulegają fosforylacji głównie reszty Ser, 
rzadziej Thr. Porównanie pewnej liczby sekwencji pozwala na wniosek, że 
niektóre anionowe tryplety reszt aminokwasowych mogą być sygnałem, wskazu
jącym specyficznym kinazom miejsca fosforylacji. Stwierdzono, że reszty Ser, a w 
mniejszym stopniu Thr, które ulegają fosforylacji występują (licząc od strony 
N-końcowej łańcucha polipeptydowego) zawsze przed resztą aminokwasową X, 
za którą znajduje się reszta aminokwasowa nosząca ładunek ujemny. M e r 
c i e r  [33] zidentyfikował cztery główne miejsca rozpoznania w kolejności 
uwzględniającej malejącą zdolność do fosforylacji:

Ser—X—Glu > Thr—X—Glu > Ser—X—Asp > Thr—X—Asp

Resztą X może być reszta jakiegokolwiek aminokwasu. Jednakże gdy w pozycji X 
były reszty aminokwasów kwaśnych, takich jak Glu lub Asp, fosforylacja grup 
serylowych lub treonilowych zachodziła szybko, podczas gdy reszty zasadowe 
lub rozbudowane przestrzennie hamowały tę reakcję [33]. I tak w kazeinie 
a s ! mleka krowiego (Ryc. 2, wariant C) zastąpienie reszty Thr w pozycji 130 resztą 
Ile, prowadzi do zmniejszenia szybkości fosforylacji reszty Ser w pozycji 131 i 129 
[34]. Oprócz tych głównych miejsc rozpoznania, także już ufosforylowane reszty 
Ser lub Thr mogą przyczyniać się, jako ujemnie naładowany składnik łańcucha
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Kazeina o l . (wariant B)
39 53

G lu-Leu-Ser-Lys-Asp-Ile-Gly-Ser-Glu-Ser-Thr-G lu-Asp-Gln-Ala

63 78
Glu-Ser-Ile-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu-Ile-Val-Pro-Asn-Ser-Val-Glu-Gln

I ! I I I
p p p p  p

113 118
Pro-Asn-Ser-Ala-Glu-G lu

Kazeina ô  1 (wariant A)
2 18 
Asn-Thr-Met-Glu-His-Val-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu-Ser-Ile-Ile-Ser-Gln-Glu

I I I
P P P

29 34
Asn-Pro-Ser-Lys-Glu-Asn

I
P

55
Gly-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu-Ser-Ala-Glu-Val-Ala-Thr-Glu-Glu-Val-Lys-Ile-Thr-

I I I  I
P P P P

-Val-Asp-Asp

128
Leu-Ser-T hr-Ser-Glu-Glu-Asn-Ser-Lys-Lys-Thr-Yal-Asp-Met-Glu-Ser-Thr-

I I I
145 P P P

-Glu

152 158
Lys-Leu-Thr -Glu-Glu-Glu-Lys

Kazeina p (wariant A2)
23

Val-Glu-Ser-Leu-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu-Ser-Ile 
I I I I
P P P P

33 44
Phe-Gln-Ser-Glu-Glu-Gln-Gln-Gln-Thr-Glu-Asp-Glu

^  Kazeina x (wariant B)
140

Ile-Ala-Ser-Gly-Glu-Pro-Thr-Ser-Thr-Pro-Thr-Ile-Glu-Ala-Val-Glu
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polipeptydowego, do fosforylacji następnych reszt aminokwasowych [33]. 
Tłumaczy to obecność występujących po sobie kolejnych ufosforylowanych 
reszt Ser w kazeinie a ^ ,  i (3 mleka krowiego (Ryc. 1) [5, 6, 8]. Kolejno 
występujące reszty Ser zabserwowano we wszystkich sekwencjach aminokwaso
wych dotychczas badanych form kazeiny, z wyjątkiem kazeiny x (Ryc. 1). 
W przypadku kazeiny (3 sekwencja reszt fosfoserylowych decyduje o dużym 
ujemnym ładunku N-końcowej części łańcucha polipeptydowego. Podobne 
skupiska fosfoseryny stwierdzono zarówno w o j a k  i a^2 kazeinie, lecz ze 
względu na obecność wielu innych, ufosforylowanych reszt Ser, ujemne ładunki 
rozłożone są bardziej równomiernie w obrębie całego łańcucha [1]. Potwierdze
nie tezy M e r c i e r a [33] dotyczącej specyficznych trypletów aminokwaso
wych, rozpoznawanych przez kinazę, uzyskano podczas badania sekwencji 
łańcucha polipeptydowego genetycznych wariantów kazeiny mleka krowiego.

128 133
Kazeina W ariant A Leu-Ser-Thr-Ser-Glu-Glu

I I 
P P 

128 133
W ariant C Leu-Ser-Ile-Ser-Glu-Glu

14 21
Kazeina p W ariant A Glu-Ser-Leu-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu

I I I I
P P P P 

14 21
W ariant D Glu-Ser-Leu-Ser-Lys-Ser-Glu-Glu

I I I
P P P

34 38
W ariant A2 Gln-Ser-Glu-Glu-Gln

I
P

M 38
Wariant E Gln-Ser-Lys-Glu-Gln

I
P

3\  38
W ariant C Gln-Ser-Glu-Lys-Gln

Ryc. 2. Sekwencje aminokwasowe genetycznych wariantów kazeiny 2 i p mleka krowiego, 
zawierające specyficzne tryplety aminokwasowe rozpoznawane przez kinazę kazeinową [ 1 , 6, 8. 28,
29, 34, 35, 36, 37]

Ryc. 1. Sekwencje aminokwasowe części łańcuchów polipeptydowych kazeiny mleka krowiego, 
zawierających specyficzne tryplety aminokwasowe rozpoznawane przez kinazę kazeinową [1, 5, 6, 7,
8, 28, 29, 33, 38]. Podkreślone reszty Ser i Thr pomimo położenia w obrębie specyficznego trypletu 
aminokwasowego są bardzo rzadko lub nie są nigdy podstawione grupą fosforanową
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Stwierdzono, że w wariancie D kazeiny [3 [35] brak jednej reszty fosforanowej 
wynika z zastąpienia fosforanu seryny w pozycji 18 (kazeina P-wariant A2) lizyną 
(wariant D) (Ryc. 2). Zmiana ta nie wpływała na fosforylację sąsiadujących reszt 
Ser. Występowanie specyficznych trypletów aminokwasowych możemy zaobser
wować również w przypadku genetycznych wariantów A2 i E kazeiny p, w 
których Ser w pozycji 35 podstawiona jest grupą fosforanową (36, 37) (Ryc. 2). 
W ariant C kazeiny P różni się od wariantów A2 i E występowaniem Lys w 
miejscu Glu w pozycji 37 i brakiem grupy fosforanowej w pozycji 35. Świadczy to
0 tym, że Glu w pozycji 37, a nie 36 jest resztą decydującą, umożliwiającą 
rozpoznanie miejsca fosforylacji przez kinazę. Wiele innych przykładów potwier
dza tezę dotyczącą trypletów aminokwasowych rozpoznawanych przez kinazy 
[33, 38—44]. N a tej podstawie określono 15 ufosforylowanych reszt w kazeinie y
1 a mleka szczura, myszy i świnki morskiej [19, 21, 22].

Pomimo dużej zmienności łańcuchów polipeptydowych kazeiny trzy specyfi
czne obszary w sekwencji mRNA wyizolowanego z tkanek czynnych gruczołów 
mlecznych różnych ssaków, są wysoce zachowawcze [19]. Są to sekwencje 
kodujące peptydy sygnałowe, obszar 5’ niekodujący i obszar kodujący potencjal
ne miejsca fosforylacji. Zachowawczość sekwencji kodującej potencjalne miejsca 
fosforylacji, pomimo dużego stopnia zróżnicowania pozostałej części struktury
I-rzędowej, musi wynikać z wpływu poszczególnych miejsc fosforylacji na funkcję 
kazeiny [ 1].

IV. Ograniczenia zakresu fosforylacji

Sekwencje łańcucha polipeptydowego kazeiny, które mogą ulec fosforylacji 
(zawierają tryplety aminokwasowe rozpoznawane przez kinazy) często jej nie 
ulegają. Formy t i ocso kazeiny mleka krowiego zbudowane są z identycznych 
łańcuchów polipeptydowych, a różnią się tylko stopniem fosforylacji. Kazeina 
otso zawiera o jedną grupę fosforanową więcej niż kazeina a,^. G rupa ta 
połączona jest z Ser w pozycji 41 (Ryc. 1) [38]. Cztery frakcje kazeiny 2 (ô  2, 3> 
0̂ 4, o^ó) posiadają taką samą sekwencję aminokwasową lecz odpowiednio 13,12,
11 i 10 reszt fosfoserylowych [33]. Kazeina P mleka krowiego zawiera pięć grup 
fosforanowych, a kazeina P mleka kobiecego może nie zawierać ani jednej takiej 
grupy, podczas gdy sekwencja aminokwasów w łańcuchach polipeptydowych 
tych kazein jest podobna (Ryc. 3) [14— 16]. Kazeina x, różnego pochodzenia, 
zawiera jedną lub więcej grup fosforanowych. Wszystkie kazeiny x, których 
sekwencje zostały do tego czasu określone mają jedną resztę Ser w łańcuchu 
polipeptydowym, (pozycja 127), która nigdy nie ulega fosforylacji, pomimo, że 
wchodzi w skład specyficznego, rozpoznawanego przez kinazy trypletu amino- 
kwasowego (Ryc. 1) [33]. Reszta Thr w pozycji 131 uważana jest za nośnika 
części cukrowej kazeiny x (obok reszt Thr w pozycjach 133 i 135) [3]. Uważa się, 
że fosforylacja kazeiny zachodzi podczas przechodzenia kompletnych łańcuchów
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Kazeina P mleka krowiego
12 21
Ile-Yal-Glu-Ser-Leu-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu

P P P P

Kazeina p mleka kobiecego
12 21

Thr-Ile-Glu-Ser-Leu-Ser-Ser-Ser-Glu-Glu 
P P P P P

Ryc. 3. Sekwencje aminokwasowe kazeiny (i, mleka krowiego i kobiecego w części łańcucha 
zawierającej specyficzne tryplety aminokwasowe [1, 6, 14, 16]. Grupy fosforanowe P nie połączone 
wiązaniem z Thr lub Ser w kazeinie p mleka kobiecego nie występują lub występują bardzo rzadko

polipeptydowych z retikulum endoplazmatycznego do aparatu Golgiego, gdzie 
prawdopodobnie wbudowanie fosforanów ma miejsce przed formowaniem micel 
[45— 47]. Przypuszcza się, że przyłączenie reszty cukrowej do łańcucha poli- 
peptydowego kazeiny x zachodzi przed fosforylacją. Glikozylacja, w tym 
przypadku grupy hydroksylowej Thr, blokuje dostęp kinazy do Ser w pozycji 127 
[33]. Rozumowanie to, oparto na wynikach badań porównawczych białek 
serwatkowych, głównie laktoalbuminy a i laktoglobuliny p. Białka te nie 
zawierają grup fosforanowych, pomimo występowania w ich sekwencji amino- 
kwasowej trypletów rozpoznawanych przez kinazy znajdujące się w gruczole 
mlecznym. Białka serwatkowe ulegają N-glikozylacji, która jest zjawiskiem 
kotraslacyjnym i w przypadku (zawierającej dużo cukrów) laktoalbuminy a 
zachodzi w pofałdowanym retikulum endoplazmatycznym [48], N-glikozylacji 
podlegają reszty Asn znajdujące się w sekwencjach trypletów aminokwasowych 
Asn— X— Ser/Thr [48,49]. W laktoalbuminie a  niektóre reszty Ser występujące 
w trypletach stanowiących miejsca rozpoznawcze N-glikozylacji są jednocześnie 
N-końcowym aminokwasem trypletu stanowiącego miejsce rozpoznawcze fos
forylacji. G rupa cukrowa przyłączona w wyniku N-glikozylacji Asn, uniemożli
wia przyłączenie grupy fosforanowej do Ser, prawdopodobnie w wyniku 
zablokowania dostępu kinazy do grupy hydroksylowej tego aminokwasu [33].

Na zakres fosforylacji białek może również wywierać wpływ ich struktura
Il-go i III-cio rzędowa. Brak grup fosforanowych w laktoalbuminie ot i 
laktoglobulinie P można tłumaczyć ich globularną strukturą, która w porówna
niu ze względnie otwartą strukturą kazeiny, może utrudniać dostęp kinazy do 
specyficznych trypletów aminokwasowych [ 1, 33]. Okazuje się, że in vitro 
fosforylacja laktoalbuminy a może mieć miejsce dopiero po zniszczeniu jej 
natywnej konformacji globularnej [50, 51].

Innym wytłumaczeniem częściowej fosforylacji cząsteczek kazeiny jest możli
wość niedoboru, w gruczole mlecznym’ kinazy kazeinowej odpowiedzialnej za 
fosforylację [52--5ć>].

[14, 15, 16]
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V. Właściwości kinazy kazeinowej

Fosforylacja białek jest powszechnym procesem biologicznym. Z komórek 
ssaków wyizolowano wiele enzymów katalizujących przenoszenie y-fosforanu 
ATP na odpowiednie reszty aminokwasowe w białkach. Enzymy te różnią się 
specyficznością [56]. W aparacie Golgiego komórek czynnego gruczołu mle
cznego szczurów, znaleziono kinazę, która wykazuje maksymalną aktywność, 
niezależną od cyklicznego AMP, przy wysokim stężeniu Ca i Mg [57]. Kinazy, 
wyizolowane z czynnych gruczołów mlecznych szczura i krowy, katalizują nie 
tylko fosforylację tych reszt Ser i Thr w łańcuchu polipeptydowym kazeiny, które 
ulegają fosforylacji w gruczole mlecznym. Po denaturacji białek lub peptydów, 
fosforylacji ulegają również te reszty Ser i Thr, znajdujące się w sekwencji 
specyficznych trypletów aminokwasowych, które w gruczole mlecznym nie są 
fosforylowane [51, 58—61]. Wyizolowane kinazy nie są jednak zdolne do 
kompletnej refosforylacji kazeiny i jej fragmentów, co może wynikać z innych niż 
in vivo warunków działania [33]. Badania w układach in vitro wykazały, że 
transport ATP poprzez błony pęcherzyków Golgiego jest jednym z czynników 
kontrolujących proces fosforylacji kazeiny [62—64]. Kinazy kazeinowe wykazu
ją określone zapotrzebowanie na C a2+ i M g2 + , których stężenie w prześwicie 
pęcherzyków Golgiego powinno być utrzymane na odpowiednim poziomie [65]. 
Również stężenie poliamin sperminy i spermidyny w gruczole mlecznym wywiera 
wpływ na działanie kinaz kazeinowych [66].

VI. Wpływ reszt fosfoserylowych na strukturę i funkcję kazeiny oraz właściwości 
mleka

Znaczna część kazeiny występuje w mleku w postaci miceli [3, 67], 
Charakterystyka koloidalnych roztworów białek mleka poszczególnych ssaków 
jest różna. W mleku krowim, gdzie kazeina jest dominującym białkiem, micele są 
bardzo stabilne, składają się z czterech form kazeiny, a ich struktura jest 
wynikiem specyficznych interakcji pomiędzy charakterystycznymi obszarami 
poszczególnych cząsteczek kazeiny. Białka te wykazują dużą hydrofobowość, z 
tym, że obszary hydrofobowe rozmieszczone są różnie w poszczególnych 
formach kazeiny [3, 68, 69]. Specyficzna struktura łańcuchów polipeptydowych 
kazeiny zapobiega tworzeniu przez nie globularnych cząsteczek, których obszary 
hydrofobowe ukryte są wewnątrz [70]. W wyniku tego w obrębie obszarów 
niepolarnych tworzą się energetycznie korzystne połączenia pomiędzy resztami 
aminokwasowymi poszczególnych cząsteczek [71], Asocjacja cząsteczek pro
wadzi do powstawania kompleksów złożonych z wielu cząsteczek monomerycz- 
nych, w których obszary zawierające reszty polarne, w tym ujemnie naładowane 
reszty fosfoseryny, znajdują się na powierzchni [72]. Silna koncentracja ujemne
go ładunku zapobiega agregacji kompleksów. C a2+ przyłączony do reszt 
fosfoserylowych zmniejsza wielkość ładunku ujemnego, umożliwiając interakcje 
typu białko-białko pomiędzy obszarami hydrofobowymi, co ewentualnie może
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spowodować utratę rozpuszczalności [73]. Zarówno kazeina l jak i kazeina P 
ulegają strąceniu w roztworach, w których stężenie C a2+ jest wyższe od 
10 mmoli/1. Jednakże w kompleksach tworzonych pomiędzy hydrofobowymi 
obszarami kazeiny x i form kazeiny wrażliwych na C a2+, obszary hydrofobowe 
położone są wewnątrz, a obszary hydrofilowe oraz fragmenty kazeiny x 
o wysokim stopniu solwatacji, na zewnątrz kompleksu [3]. Kazeina x stabilizuje 
więc kazeinę a* l i (3 wobec jonów wapnia [3, 68].

Reszty fosfoserylowe w sposób oczywisty przyczyniają się do stabilności 
miceli kazeinowych. Jednak badanie ich wpływu na to zjawisko jest trudne w 
przypadku miceli naturalnych, ze względu na dużą zawartość w micelach 
koloidalnego fosforanu wapnia. W większości badań stosuje się sztuczne systemy 
micelarne. Badanie wpływu defosforylacji na stabilność miceli utworzonych z 
kazeiny x i o^, wykazało, że obecność reszt fosfoseryny nie jest warunkim 
koniecznym do tworzenia stechiometrycznych kompleksów pomiędzy cząste
czkami tych form kazeiny [73]. Jednak aby micele tworzyły trwały układ w 
mleku niezbędne jest określone minimum grup fosforanowych. Usunięcie grup 
fosforanowych z kazeiny t obniża w sposób drastyczny zdolność kazeiny x do 
stabilizowania kompleksów kazeiny x i wobec jonów wapnia. Obniża także 
ilość kazeiny t wbudowanej do miceli i zmniejsza rozmiary miceli [74, 75]. 
Chemiczna fosforylacja kazeiny l i P nie zmienia ich zdolności do tworzenia 
miceli z kazeiną x, natomiast zwiększa ich stabilność wobec jonów wapnia. Do 
wywołania precypitacji potrzebne jest wyższe stężenie C a2+ niż w przypadku 
kazeiny i p nie poddanych chemicznej fosforylacji [76]. Należy jednak 
pamiętać, że w początkowym etapie precypitacji C a2+ wiąże się z resztami 
fosfoserylowymi. Usunięcie tych grup zapobiega wiązaniu C a2+, a kazeina 
pozbawiona reszt fosforanowych nie jest wrażliwa na takie stężenie Ca2 + , które 
normalnie wywołuje jej niestabilność. Pozbawiona grup fosforanowych kazeina 
P zachowuje się podobnie jak kazeina x, stabilizując kazeinę as x wobec jonów 
wapnia [77]. Sugeruje to, że do stabilizacji kazeiny i (3 konieczne jest, aby w 
białku, oprócz hydrofobowych i hydrofilowych obszarów, występowały niewie
lkie ilości reszt fosfoserylowych [76, 78, 79],

Takie wymagania strukturalne są dość specyficzne i jest godne uwagi to, że 
kazeina x, wyizolowana z mleka różnych zwierząt, wykazuje niezwykłe podo
bieństwo pod względem budowy łańcucha polipeptydowego. Ponadto kazeina x 
wyizolowana z mleka różnych zwierząt zawiera dwie lub mniej reszt fosfoserylo
wych, potwierdzając, że niska zawartość fosforanu jest w tym przypadku 
korzystna, ponieważ jedną z funkcji kazeiny x w mleku jest stabilizowanie 
pozostałych form kazeiny wobec jonów wapnia. Defosforylacja kazeiny x nie ma 
żadnego wpływu na jej zdolność stabilizowania kazeiny { i p, podczas gdy 
dodatkowe wprowadzenie reszt fosforanowych w wyraźny sposób ją zmniejsza 
[73, 76]. Mała liczba grup fosforanowych w kazeinie x sugeruje konieczność 
takiego rozmieszczenia specyficznej kinazy białkowej wewnątrz aparatu Golgie- 
go, które umożliwiałoby fosforylację składników kazeiny tylko w specyficznych 
miejscach rozpoznania [80, 81, 82],
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VII. Technologiczne znaczenie fosforylacji kazeiny

Jedną z najbardziej stałych cech kazeiny x jest podatność na proteolizę 
wiązania pomiędzy resztami w pozycjach 105 i 106 [83]. Rozszczepienie 
łańcucha w tym miejscu prowadzi do uwolnienia części C-końcowej, pozostawia
jąc silnie hydrofobową część kazeiny x w miceli kazeinowej. Destabilizacja 
układu koloidalnego kazeiny prowadzi do koagulacji miceli i precypitacji 
kazeiny. Koagulacja jest ważną właściwością mleka wykorzystywaną przy 
produkcji sera. Bardzo duże znaczenie ma prawidłowa zwięzłość skrzepu, 
pozwalająca uzyskać jak najwyższy odzysk białek mleka w masie serowej. Reszty 
fosfoserylowe kazeiny odgrywają znaczną rolę w formowaniu odpowiedniego 
skrzepu. Stwierdzono, że zwięzłość skrzepu maleje proporcjonalnie do wzrostu 
stopnia defosforylacji białek [84, 85]. Sugeruje to, że tworzenie miękkiego 
skrzepu może być spowodowane dezintegracją miceli kazeinowych do mniej
szych rozmiarów, co wiąże się z ważnym znaczeniem grup fosforanowych w 
utrzymywaniu odpowiednich rozmiarów micel w mleku [86]. Wprowadzenie 
dodatkowych grup fosfoserylowych, poprzez dodatek kazeiny p do mleka, 
powoduje zwiększenie zwięzłości skrzepu [87]. Stwierdzono, że wzrost zwięzłości 
wywołany jest wprowadzeniem tej części łańcucha kazeiny [3, która zawiera 
reszty fosfoserylowe [87—89]. Wzbogacenie mleka kazeiną c*. nie wpływa w 
sposób istotny na zwięzłość skrzepu [85, 88]. Grupy fosforanowe występujące w 
kazeinie (3 decydują więc o zwięzłości koagulatu. Wynika stąd, że usunięcie ich, 
uniemożliwia zachodzenie znacznej części tych interakcji (łączenie się miceli 
poprzez mostki wapniowe pomiędzy grupami fosforanowymi kazeiny), które 
przyczyniają się do powstania skrzepu [87]. Z podobnym efektem mamy do 
czynienia podczas technologicznej homogenizacji mleka, która również powodu
je obniżenie zwięzłości skrzepu przy produkcji sera. Homogenizacja mleka ma na 
celu wyeliminowanie zjawiska podstoju tłuszczu w mleku i polega na rozdrobnie
niu większych kuleczek tłuszczu mlecznego do przeciętnej średnicy 2— 3 }im. 
Podczas homogenizacji mleka, submicele (cząstki tworzące micelę, złożone z 
monomerycznych podjednostek czterech głównych form kazeiny [3]) zostają 
okryte otoczką tłuszczową, która osłaniając grupy fosforanowe, daje taki sam 
efekt jaki ma miejsce w przypadku usunięcia tych grup na drodze enzymatycznej 
[90].

Wpływ reszt fosfoserylowych kazeiny P na jakość skrzepu, uzyskanego w 
wyniku proteolizy miceli kazeinowych, jest szczególnie widoczny podczas 
tworzenia się koagulatu mleka krowiego i kobiecego. W mleku kobiecym 
kazeina P stanowiąca główne białko ufosforylowana jest w niewielkim stopniu, 
co powoduje, że koagulat uzyskany z tego mleka jest znacznie luźniejszy [54]. 
Dzięki temu jest on łatwiej trawiony w żołądku dziecka niż koagulat mleka 
krowiego.

Obecność reszt fosfoserylowych wywiera także wpływ na inne technologiczne 
właściwości mleka. Alkaliczna obróbka mleka w podwyższonej temperaturze jest 
tradycyjnie stosowana podczas procesów przemysłowych. Jest także stale
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wprowadzana w nowoczesnym przemyśle spożywczym przy produkcji białko
wych izolatów (produkty wysokobiałkowe, zawierające 70—95% białka, w 
mleczarstwie reprezentowane przez kazeiniany i białczany) o specyficznych 
właściwościach funkcjonalnych (dobra rozpuszczalność, wysoka stabilność 
cieplna, zdolność wiązania wody i tłuszczu, wysoka aktywność powierzchniowa, 
wysoka lepkość) [91]. Stwierdzono, że działanie alkaliów i ogrzewania na reszty 
fosfoserylowe prowadzi do (3-eliminacji grup fosforanowych. Powstające grupy 
dehydroalaniny mogą ulegać nukleofilowemu przyłączeniu do sąsiadujących 
reszt Lys tego samego łańcucha [92] lub przylegającej cząsteczki białka, tworząc 
pochodne lizyloalaninowe oraz poprzeczne wiązania pomiędzy łańcuchami 
białkowymi [89,91]. I chociaż pochodne lizyloalaninowe mogą także tworzyć się 
pod nieobecność fosfoseryny, to stwierdzono, że defosforylacja kazeiny a 
znacznie ogranicza ich powstawanie w białkach traktowanych alkaliami [93,94] 
Tworzenie się reszt lizyloalaninowych, blokuje część grup aminowych Lys w 
kazeinie, co może powodować ograniczenie interakcji pomiędzy cząsteczkami 
kazeiny w miceli. Może również wywierać wpływ na podatność kazeiny na 
proteolizę [67]. (Zainteresowanie tworzeniem się reszt lizyloalaninowych, w 
mleku ogrzewanym, wzbudził fakt, że lizyloalanina podawana szczurom okazała 
się toksyczna. Stwierdzono jednak, że ryzyko związane ze spożywaniem kazeiny 
zawierającej reszty lizyloalaninowe przez człowieka, jest nieuzasadnione [91]).

Inny aspekt technologiczny, wynikający z obecności grup fosfoserylowych w 
mleku, związany jest z produkcją likierów śmietankowych. Chociaż micele 
kazeinowe są stabilne, mogą ulegać koagulacji na skutek zmieszania z alkoho
lem. Główną rolę w stabilizowaniu miceli w roztworze odgrywa ich ładunek 
ujemny, tworzący barierę energetyczną zapobiegającą agregacji [95]. Wielkość 
tej bariery może być różna w zależności od stałej dielektrycznej ośrodka, w 
którym micele są zawieszone. Ze zjawiskiem tym wiąże się mechanizm wywołanej 
alkoholem koagulacji micel [95]. Ładunek kazeiny spowodowany jest w dużej 
mierze obecnością grup fosfoserylowych, które stabilizują micele [96].

VIII. Biologiczne znaczenie fosforylacji kazeiny

Biologiczną funkcją mleka jest dostarczenie składników pokarmowych 
młodym zwierzętom. Skład miceli kazeinowych jest idealnie dostosowany do 
tego celu [88, 74). Struktura micelarna kazeiny zapewnia sekrecję wysoko 
stężonego roztworu białka, C a2+ i fosforanów, a otwarta, gąbczasta budowa 
miceli ułatwia odstęp enzymów trawiennych do łańcuchów białkowych. Zawar
tość C a2 + w mleku jest wyższa od niezbędnej do wywołania precypitacji kazeiny 
a*! i P, nawet w obecności kazeiny x. Jest to możliwe dzięki temu, że Ca2 + 
występuje głównie w formie skompleksowanej z fosforanem w postaci koloidal
nego fosforanu wapnia. Budowa miceli jest ciągle przedmiotem sporów, lecz 
większość badaczy sugeruje, że micela składa się z licznych podjednostek 
połączonych ze sobą za pomocą kompleksów fosforanowo-wapniowych. Praw-
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dopodobnie część nieorganicznego fosforanu, znajdującego się w miejscach 
powierzchniowych sieci krystalicznej koloidalnego fosforanu wapnia, jest zastę
powana grupami fosforanowymi reszt fosfoserylowych [97, 98]. Dzięki temu 
submicele łączą się między sobą. Sieć krystaliczna kompleksu fosforanowo-wa- 
pniowego ulega zniekształceniu w takim stopniu, że może on występować w 
stanie przesycenia nie ulegając wytrąceniu. Fakt, że defosforylacja kazeiny 
powoduje dezintegrację micel kazeinowych do mniejszych jednostek, potwierdza 
tę hipotezę. Jeżeli grupy fosfoserylowe kazeiny rzeczywiście pełnią taką rolę, to 
wzrost ich zawartości w kazeinie, powinien pozwalać na wzrost stężenia wapnia 
w mleku. Nie jest to możliwe do osiągnięcia poprzez chemiczną fosforylację 
mleka krowiego. W świetle tych faktów ciekawe jest, że odpowiadające kazeinie 
ô  l mleka krowiego formy kazeiny mleka szczurów i królików, charakteryzujące
go się znacznie większą niż mleko krowie zawartością wapnia, zawierają znacznie 
większą liczbę fosforylowanych reszt Ser [19].

Podczas proteolitycznego trawienia udało się ujawnić inną jeszcze rolę reszt 
fosfoserylowych i ich skupisk w specyficznych obszarach kazeiny. Z każdej 
kazeiny poddanej trawieniu można łatwo wyizolować fosfopeptydy, których 
reszty aminokwasowe zawierają grupy fosforanowe [24, 31]. Peptydy te, z 
powodu występowania w nich skupisk fosfoseryny, wykazują dużą odporność na 
dalszą proteolizę, a także ogromną zdolność do tworzenia kompleksów z C a2 + 
Enzymatyczne trawienie mleka w jelicie młodych zwierząt przebiega podobnie, o 
czym świadczy wykrycie analogicznych kazeinofosfopeptydów w jelicie cienkim 
szczura. Podczas podawania szczurom kazeiny defosforylowanej (w 80—85%), 
następowało znaczne obniżenie wchłaniania wapnia z jelita, co świadczy o tym, 
że obecność kazeinofosfopeptydów stymuluje adsorbcję C a2+ [99— 101], Fakt, 
że oligopeptydy zawierające grupy fosfoserylowe przechodzą, niezmienione 
enzymatycznie, przez ściany jelita, może świadczyć o tym, że grupy fosforanowe 
w kazeinie obok pełnienia funkcji czysto żywieniowych pełnią również funkcje w 
metabolizmie komórkowym [ 1, 102].

IX. Uwagi końcowe

Kazeina jako fosfoproteina ma duże znaczenie zarówno z punktu widzenia 
fizjologicznego jak i technologicznego. Dotychczasowe badania wskazują na 
zależność pomiędzy funkcją fizjologiczną kazeiny a stopniem jej fosforylacji. 
Grupy fosforanowe związane z kazeiną wpływają w znacznym stopniu na jej 
właściwości chemiczne i funkcjonalne. Stopień fosforylacji reszt aminokwaso- 
wych kazeiny należy uwzględnić i odpowiednio wykorzystać w procesach 
technologicznych, związanych z przekształceniem białek mleka w bardziej trwałe 
produkty stosowane w żywieniu człowieka.

Artykuł otrzymano 4 stycznia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 9 czerwca 1988 r.
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SŁOW NICTW O

Słownictwo tokoferóli i związków pokrewnych

Opracowano na podstawie dokumentu Wspólnej Komisji Nomenklatury 
Biochemicznej (JCBN) IUPAC-IUB: „Nomenclature of tocopherols and related 
compounds. Recommendation }981”, ogłoszonego w Eur. J. Biochem. (1982), 
123, 473—475 i innych czasopismach.

opracowała Janina Kwiatkowska

Komisja Słownictwa Biochemicznego uprzejmie dziękuje prof. dr Osmanowi Achmatowiczowi 
za konsultację przy opracowaniu dokumentu

W 1966 r. ogłoszono słownictwo witamin, z tokoferolem włącznie [1, 2]. 
Zalecenia określały konfigurację jedynie a-tokoferolu (jako 2R, 4 R, 8 R). 
Wprawdzie następnie opisano konfigurację wszystkich związków tej klasy, ale 
opracowanie systemu ich słownictwa nastręczało trudności ze względu na 
występowanie niektórych ważnych tokoferoli w postaci mieszaniny diasteroizo- 
merów. Tym niemniej, w 1974 r ogłoszono zalecenia [3, 4], wprowadzające 
system RS dla opisania stereoizomerii [5, 6]. Obecne zalecenia uwzględniają 
zarzuty, wysuwane przeciw poprzednim dokumentom. Nie zawierając nowych 
reguł, zalecenia te w sposób bardziej pełny tłumaczą odniesienie obecnie 
zalecanych określeń (zwłaszcza dotyczących stereochemii, w punkcie 12) do 
dawniejszych. Obejmują też uzgodnienia osiągnięte w 1976 r pomiędzy JCNB i 
Komisją 1/1 Międzynarodowej Unii Nauk Żywienia (IUNS) i są zgodne z 
zaleceniami IUNS z 1976 r [7]

Zalecenia

1.1. Witamina E. Nazwę witamina E należy stosować jako określenie 
rodzajowe wszystkich pochodnych tokoli i tokotrienoli, wykazujących jakościo
wo aktywność biologiczną a-tokoferolu. Nazwę tę należy stosować także w 
określeniach pochodnych, takich jak niedobór witaminy E, aktywność witaminy 
E, antagoniści witaminy E.

R1
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1.2. Tokol. Nazwa tokol jest nazwą zwyczajową 2-metylo-2-(4, 8,12-trimety- 
lotridecylo)chroman-6-olu (związek I, w którym R1 =  R2 =  R3 =  H).

1.3. Tokoferol(e). Nazwę tokoferol(e) należy stosować jako nazwę ogólną 
wszystkich mono-, di-, i trimetylotokoli. A zatem nazwa ta nie jest synonimem 
określenia: witamina E.

2. Związek I, w którym R 1 =  R2 =  R 3 =  Me, znany jako a-tokoferol, nosi 
nazwę a-tokoferol1} lub 5,7,8-trimetylotokol. Przy określaniu konfiguracji 
a-tokoferolu patrz Zalecenia 11 i 122).

3. Związek I, w którym R 1 =  R3 =  M e;R 2 =  H, znany jako p-tokoferol nosi 
nazwę (3-tokoferol1* lub 5,8-dimetylotokol.

4. Związek I, w którym R 1 =  H, R2 =  R3 =  Me, znany jako y-tokoferol nosi 
nazwę y - to k o fe ro llu b  7,8-dimetylotokol.

5. Związek I, w którym R 1 =  R2 =  H; R3 =  M e,znanyjako5-tokoferol,nosi 
nazwę 8-tokoferolu lub 8-metylotokol3).

6. Związek II, w którym R1 =  R2 =  R3 =  H, czyli 2-metylo-2- 
-(4,8,12-trimetylotrideka-3,7,ll-trienylo)chroman-6-ol nosi nazwę tokotrienol 
(w naturze znaleziono tylko all-trans (E , £)-tokotrienole).

7. Związek II, w którym R 1 =  R2 =  R3 =  Me, znany dawniej jako ^  albo 
ę2-tokoferol nosi nazwę 5,7,8-trimetylotokotrienol3) lub a-tokotrienol1). Stoso
wano także nazwę plastochromanol-3 (porównaj pkt 3.2 w (8)).

8. Związek II, w którym R 1 =  R3 =  Me; R2 =  H, znany dawniej jako  
e-tokoferol, nosi nazwę 5,8-dimetylotokotrienol3) lub P-tokotrienoll).

9. Związek II, w którym R 1 =  H; R2 =  R3 =  Me, znany dawniej jako 
r|-tokoferol nosi nazwę 7,8-dimetylotokotrienol3) lub y-tokotrienol1). Używano 
także określenia plastochromanol-3 (por. pkt 3.2 w (8) i 16.2.3.2 w (9)).

10. Związek II, w którym R 1 =  R2 =  H; R3 =  Me, nosi nazwę 8-metylo- 
tokotrienol3) lub 5-tokotrienol1*.

11. Jedyny dotychczas wykryty, występujący naturalnie stereoizomer a -to 
koferolu (III) ma konfigurację 2,R 4 R, 8 R, zgodnie z systemem reguły 
pierwszeństwa. Dlatego też jego semisystematyczna nazwa brzmi (2R, 4'R, 
8'.R)-a-tokoferol. Tę samą zasadę słownictwa można stosować do wszystkich 
innych stereoizomerów tokoferoli.

1} zalecana w terminologii żywieniowej przez IU NS [7]
2) mówiąc o konkretnym związku nie należy nigdy używać nazwy a-tokoferol bez okreśSenia 

stereochemicznego
3) zalecana w terminologii chemicznej
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Me

( I E )

12. Aby możliwie krótko określić konfigurację ważniejszych stereoizomerów 
a-tokoferolu, a zwłaszcza mieszanin tych stereoizomerów stosuje się nazwy 
zwyczajowe. Wiele z tych związków ma znaczenie handlowe i lecznicze. Zaleca się 
stosowanie następujących nazw zwyczajowych na określenie najważniejszych 
związków tej klasy:

a). Wyżej wzmiankowany a-tokoferol o konfiguracji 2R, 4 R, 8 R, dawniej 
zwany d-a-tokoferolem powinien nosić nazwę RR/?-a-tokoferol

b). Diasteroizomer R R R -a-tokoferolu, dawniej znany jako 1-a-tokoferol, 
będący epimerem RRR -ol tokoferolu przy C-2, mający konfigurację 25, 4 R, 8 R, 
powinien nosić nazwę 2-epi-a-tokoferol.

c). Mieszanina RRR-CL-tokoiero\u i 2-epi-a-tokoferolu (otrzymywana drogą 
syntezy z użyciem fitolu4) i odpowiedniej achiralnej pochodnej hydrochinonu) 
powinna nosić nazwę 2-am6o-a-tokoferol5,6). Do czasu poznania aktywności 
optycznej fitolu, kiedy to ograniczono użycie nazwy dl-a-tokoferol do all-rac-ai- 
-tokoferolu (patrz 12e), mieszaninę tę nazywano dl-a-tokoferol. Jest prawdopo
dobne, że asymetryczna reakcja zachodząca w częściowej syntezie może jedynie 
przypadkowo prowadzić do utworzenia równomolowych proporcji dwu możli
wych epimerów [10]. Tym niemniej, 2-amfeo-a-tokoferol, otrzymywany tą 
metodą'występuje w proporcjach bliskich równomolowym [11— 14]. Octan
2-amfro-a-tokoferolu był dawniej międzynarodowym standardem witaminy E 
[15].

d). Produkt redukcji naturalnego 5,7,8-tokotrienolu, w którym podwójne 
wiązania przy 3', 7' i 11' są uwodornione, a przy C-4 i C-8 powstają dwa nowe 
centra asymetrii, jest mieszaniną czterech diasteroizomerycznych a-tokoferoli, 
mających konfiguracje 2R, 4 R, 8 R] 2R, 4'S, 8 R, 2R 4 S, 8'S i 2R, 4 R, 8'S. 
Materiał ten powinien nosić nazwę 4'-ambo, 8'-amfro-a-tokoferol.

e). Całkowicie syntetyczna witamina E, otrzymana bez stereochemicznej 
kontroli, jest mieszaniną o nieokreślonych proporcjach (w badanych prepara
tach proporcje czterech recematów lub par enancjomerów (to jest ośmiu

4) Nazwa „fitol” oznacza substancję o koniguracji 7R, 11/?.
5) od „ambo”, z języka łacińskiego „oba”.
61 Pełniejsza nazwa powinna brzmieć: 2-ambo-(4'R, 8'J?)-a-toicoferol, ale w celu skrócenia nazw 

zwyczajowych przyjęto, że jeśli nie zaznaczono inaczej, każde centrum w tokoferolach ma 
konfigurację R. A więc nazwa a-tokoferol, będącą nazwą ogólną bez implikacji stereochemicznych, 
nabiera stereochemicznego znaczenia, jeśli poprzedza ją stereochemiczny przedrostek w rodzaju 
ambo lub epi.
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diasteroizomerów) były bliskie równomolowym [11— 14]. Powinna ona nosić 
nazwę all-rac-a-tokoferol (poprzednio nazywano ją  dl-a-tokoferol, chociaż 
dawniej określenia tego używano dla 2-ambo-a-tokoferolu, patrz 12c).

13. Estry tokoferoli i tokotrienoli powinny nosić nazwy: estry tokoferylu i 
estry tokotrienylu, odpowiednio (na przykład octan a-tokoferylu, octan a-toko- 
trienylu).
Zalecane nazwy zebrano w tabeli 1.

Tabela 1

Zwyczajowe nazwy niektórych a-tokoferoli

Lp. Opis produktu Konfiguracja
Zalecana 

nazwa zwyczajowa

1. Związek o konfiguracji określo
nej w następnej kolumnie, jedyny 
izomer a-tokoferolu znaleziony 
jak dotąd w przyrodzie

2R, 4 R, 8'R RRR- a-tokoferol

2 . Izomer epimeryczny względem  
/?fl/?-a-tokoferolu jedynie przy 
C-2

25, 47?, 8'R 2 -e/?/-a-tokoferol

3. a-tokoferol o naturalnej konfigu
racji przy C-4' i C-8', ale o obu 
konfiguracjach przy C-2; taki, 
który można otrzymać półsynte- 
tycznie z fitolu

2 R, 4 R, 8 R i 25, A R, 8 R 
mieszanina niekoniecznie 
równomołowa

2 -am6o-a-tokoferol

4. Syntetyczny a-tokoferol, otrzy
many bez kontrolowania konfi
guracji przy C-2, C-4' i C-8'.

mieszanina, niekoniecznie 
równomołowa, wszyst
kich 4 możliwych racema- 
tów (to jest wszystkich 4 
par enancjomerów

a//-rac-a-tokoferol

5. Syntetyczny a-tokoferol, o natu
ralnej konfiguracji przy C-2, ale o 
obu konfiguracjach przy C-4' i 
C-8'

mieszanina, niekoniecznie 
równomołowa, czterech 
izomerów: 2R, 47?; 87?; 
2R, 4 S, 8 R, 2R, 47?, 8'5; 
2R, 4'5, 8'5

4'-ambo-%'-ambo- 
a-tokoferol
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SPRAW OZDANIA ZE ZJAZDÓW  I KO NFEREN CJI NAUKOW YCH

Konferencja dydaktyczna wykładowców biochemii akademii medycznych

Kolejna konferencja wykładowców biochemii akademii medycznych odbyła się w Szczecinie, 
dnia 14 maja 1988 roku w zabytkowym Klubie Pracowników Służby Zdrowia „Remedium”, 
usytuowanym w willowej dzielnicy —  Pogodno. Po konferencjach w Gdańsku, Warszawie, Białym
stoku i Wrocławiu, do Szczecina zjechali przedstawiciele wszystkich ośrodków akademickich 
(z wyjątkiem Łodzi), nauczających studentów medycyny, stomatologii i pielęgniarstwa. W spotkaniu 
szczecińskim przedstawiono dwa programy nauczania. Jeden realizowany w Pomorskiej Akademii 
Medycznej, drugi w Śląskiej Akademii Medycznej w Katowicach. Oba programy różnią się od siebie 
układem organizacyjnym. W Szczecinie realizuje się zaliczenia tygodniowe, w Katowicach obowiązu
je program kolokwialny. W czasie konferencji poddano pod dyskusję wszystkie aspekty dotyczące 
nauczania biochemii przyszłych lekarzy, a więc: program wykładów, program ćwiczeń (seminariów 
i zajęć laboratoryjnych), regulaminy zakładowe, kontrole wyników nauczania, systemy egzaminacyj
ne, dostępność podręczników do nauki biochemii i wydawane skrypty przez poszczególne ośrodki.

Siedzą od lewej: prof. dr H. Karoń (Poznań), prof. dr Z. Zielińska (Warszawa), prof. dr M. Drożdż 
(Katowice), doc. dr Z. Poremska (Warszawa), prof. dr T. Borkowski (Lublin), prof. dr E. Bańkowski 
(Białystok).

Dane te były zawarte w starannie wydanych materiałach przygotowanych przez oba ośrodki 
prowadzące konferencję. Materiały otrzymali wszyscy uczestnicy i stanowiły one podstawę do 
dyskusji. Dyskusja stanowiła najważniejszy punkt programu konferencji. W swobodnej i miłej 
atmosferze wszyscy uczestnicy mieli nieograniczony czas wypowiedzi swoich poglądów. Liczne 
pytania i sugestie, oceny wartości dydaktycznych prezentowanych programów, odsłanianie słabych
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ogniw i braku spójności programów, własne dotychczasowe doświadczenia — to wszystko świadczy
ło o dużym zaangażowaniu uczestników i chęci jak najlepszego przekazywania wiedzy. Wzrasta 
ranga problemu praktycznego nauczania biochemii w akademiach medycznych. Większość dostęp
nych podręczników do ćwiczeń preferuje analityczny charakter ćwiczeń laboratoryjnych. W yodręb
nienie przed paru laty analityki z diagnostyką i biochemią kliniczną, jako osobnego przedmiotu 
o zwiększonej ilości godzin oraz brak w zakładach biochemii nowoczesnej aparatury do ćwiczeń, 
stwarza dysproporcję między możliwościami dydaktycznymi zakładów teoretycznych a szkoleniem  
klinicznym. Wprowadzenie nowocześniejszych ćwiczeń biochemicznych jest trudne z powodu 
ograniczonego zakupu odczynników zwłaszcza importowanych, braku odpowiedniego wyposażenia 
oraz dużej ilości studentów na II roku studiów w stosunku do posiadanej bazy lokalowej. 
W przedstawionych na konferencji w szczegółowych opracowaniach ze Szczecina i Katowic, 
organizatorzy proponują własne rozwiązania i postulują, aby programy ćwiczeń były stałym 
punktem wymiany poglądów pracowników dydaktycznych nauczających biochemię w akademiach 
medycznych.

Na jednej z poprzednich konferencji przedyskutowano zakresy zajęć dydaktycznych dla 
zakładów chemii ogólnej i zakładów biochemii. Obecnie wyłania się taki sam problem między 
zakładami biochemii a. zakładami biochemii klinicznej i diagnostyki laboratoryjnej. Zazwyczaj
0 wszystkim decydują warunki lokalne, ale ramowe programy biochemii i biochemii klinicznej 
z diagnostyką winne być wspólnie przedyskutowane. Dlatego zaproponowano, że na następną 
konferencję w roku 1989 zostaną zaproszeni niektórzy wykładowcy biochemii klinicznej.

Istotną rolę w nauczaniu biochemii odgrywają dostępne do nauki podręczniki. Podręczniki 
autorów polskich, jak i tłumaczenia podręczników zagranicznych, są z reguły opóźnione o szereg lat
1 dlatego nie zaspakajają potrzeb. Dlatego niektóre zakłady biochemii w Polsce wydają własne 
skrypty, monografie, wypisy i inne pomoce — w ramach własnej bazy poligraficznej. Podkeślono 
celowość i korzyści płynące z wymiany tych materiałów między poszczególnymi zakładami 
biochemii, co jednak nie rozwiązuje istoty problemu. Przy dyskutowaniu wyników nauczania w 
poszczególnych akademiach mówiono o złym przygotowaniu teoretycznym i językowym studentów  
zagranicznych. W większości przypadków powtarzają oni dwu lub trzykrotnie poszczególne lata 
studiów.

Wiele miejsca poświęcono kadrze nauczającej. Przygotowanie asystenta, ze względu na stopień 
trudności przedmiotu, trwa parę lat. Zespół nauczający w zakładach biochemii winien reprezentować 
różne specjalności. Zgodzono się, że w szkoleniu przyszłych lekarzy winni uczestniczyć w dużej mierze 
asystenci —  absolwenci akademii medycznych. W Katowicach i Szczecinie stanowią oni połowę 
kadry nauczającej. Organizatorzy przekazali także swoje doświadczenia przy naborze asystentów z 
własnych kół naukowych. Członkowie kół naukowych, zwłaszcza ci, których prace były nagradzane 
na sesjach uczelnianych, środowiskowych lub krajowych, decydują się zazwyczaj, po ukończeniu 
studiów, na podjęcie pracy w tym zakładzie. Wymaga to przychylności Władz Uczelni w 
przydzielaniu etatów absolwentom. Tym młodym ludziom, aby chcieli pracować w zakładzie 
teoretycznym, trzeba było zapewnić start naukowy w roku stażowym, a lekarzom start zawodowy w 
formie zgody na specjalizację. Duży udział w adaptacji młodych ludzi mają starsi koledzy, zwłaszcza 
adiunkci, którzy opiekując się nimi wprowadzają ich stopniowo w zagadnienia i problemy dydaktyki. 
Narastającym problemem ograniczającym dopływ chętnych do pracy w zakładach teoretycznych są 
niskie płace. W dyskusji wskazano na niezrozumiałe różnice interpretacji możliwości finansowych 
uczelni lub na opieszałe wprowadzanie w życie tych samych zasad w różnych uczelniach. Różnice za 
stawki godzin naukowych i dydaktycznych wynosiły w poszczególnych uczelniach blisko 100%. Ma 
to znaczenie szczególnie w zakładach teoretycznych akademii medycznych, w których nie ma 
dodatków usługowych.

W końcowej fazie dyskusji powrócono do postulatów wcześniej sformułowanych na poprzed
nich konferencjach i przesłanych do Władz. Na pierwszej konferencji w Gdańsku zajęto stanowisko w 
sprawie zmniejszenia ilości godzin przeznaczonych na nauczanie biochemii. Niektóre Rady 
Wydziałowe, w ramach swoich uprawnień, zwiększyły limity określone przez MZiOS. Ministerstwo 
ustosunkowało się negatywnie do propozycji sformułowanych we Wrocławiu dotyczących jednolite
go planu studiów dla pierwszych dwóch lat. Ministerstwo uważa, że układ i rozłożenie przedmiotów
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W pierwszym rzędzie od lewej: doc. dr R. Tarnawski (Zabrze), prof. dr Z. Zielińska (Warszawa), doc. 
dr Z. Porembska (Warszawa), dr A. Mandat (Szczecin), prof. dr H. Karoń (Poznań), prof. dr 
J. Kwiatkowska (Wrocław), dr T. Stelmaszyńska-Gliczyńska (Kraków), prof. dr T. Borkowski 
(Lublin), prof. dr E. Bańkowski (Białystok).
W drugim rzędzie od lewej: prof. dr Z. Machoy (Szczecin), dr K. Ciechanowski (Szczecin), doc. dr 
Z. Aleksandrowicz (Gdańsk), doc. dr T. Gałam or (Szczecin), prof. dr B. Zachara (Bydgoszcz), prof. dr 
M. Drożdż (Katowice).

na Wydziałach Lekarskich może być różnorodre, dostosowane do możliwości danej akademii, 
natomiast treści zawarte w programie muszą się mieścić w ramowych programach nauczania. Na 
zakończenie konferencji w Szczecinie także sformułowano postulaty przesłane do MZiOS. Dotyczyły 
one: zwiększenia wynagrodzeń dla pracowników teoretycznych nauk medycznych, wliczenia czasu 
przeznaczonego na egzaminy do pensum dydaktycznego oraz wprowadzenia kursu chemii ogólnej na 
Wydziałach Pielęgniarskich przed nauczaniem biochemii.

Podczas konferencji, która trwała w sumie około 5 godzin, były przerwy na relaks, rozmowy w 
kuluarach i swobodną wymianę poglądów, także towarzyskich. W czasie jednej z przerw prof. 
Z. Zielińska, redaktor naczelny Postępów Biochemii, mówiła o pracach nadsyłanych do Redakcji,
0 najczęściej spotykanych brakach, błędach i niedociągnięciach oraz o tematyce prac, które ukażą się 
w najbliższych numerach czasopisma. Jeszcze przed rozpoczęciem konferencji uczestnicy, w drodze 
z hotelu do miejsca obrad, odbyli półgodzinną wycieczkę mikrobusem po mieście Szczecinie 
(z przewodnikiem), a między prezentacją szczecińskiego i katowickiego programu dydaktycznego 
obejrzeli udźwiękowioną diaporamę Szczecina, przygotowaną przez dr Surówkę (30 min.). W czasie 
krótkich spacerów wśród majowej zieleni i kwitnących drzew uczestnicy brali udział we wspólnych 
zdjęciach. Zorganizowanie następnej konferencji zaproponowano Instytutowi prof. W. Ostrowskie
go w Krakowie, a współorganizatorem ma być Zakład Biochemii z Zabrza prowadzony przez doc. 
dr R. Tarnawskiego. Przewidywany termin spotkania—  13 maja 1989 r. Konferencja nauczających 
biochemię w akademiach medycznych stanowi dobrą formę wymiany doświadczeń dydaktycznych, 
pozwala nawiązać bezpośrednie kontakty oraz posłuchać jak inni radzą sobie z realizacją programów
1 z trudnościami, od których trudno się dzisiaj uwolnić.

Zygmunt Machoy 
Kazimierz Ciechanowski
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