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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w arta ln ik  „Postępy Biochemii” publiku je artyku ły  m onograficzne om awiające 
w ąskie tem aty  oraz artyku ły  przeglądow e referu jące szersze zagadnienia z biochemii 
i nauk  pokrew nych. A rtykuły  pierwszego typu w inny obejmować syntetyczny prze­
gląd postępu w iedzy w om awianej dziedzinie opracowany na podstaw ie p iśm ien­
nictw a z k ilku  ostatnich lat, a artyku ły  drugiego typu jedynie piśm iennictw o z osta t­
niego roku lub dw u lat. K w artaln ik  publiku je także kró tk ie noty inform ujące o no­
wych i w ażniejszych osiągnięciach biochemii. P rzekazanie artyku łu  do R edakcji jest 
równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikow a­
na w  innym  czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach Biochem ii”. A utorzy 
artyku łu  odpow iadają za praw idłow ość i ścisłość podanych inform acji. A utorów  obo­
w iązuje korek ta autorska. Koszty zm ian tekstu  w  korekcie (poza popraw ieniem  
błędów drukarskich) ponoszą autorzy. A rtykuły  honoruje się w edług obow iązują­
cych staw ek. A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego artyku łu ; zam ów ienia 
na  dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po ko­
rekcie autorskiej.

R edakcja prosi autorów  o przestrzeganie następujących w skazówek:
Forma maszynopisu: maszynopis pracy  i wszelkie załączniki należy nadsyłać 

w  dwu egzem plarzach. M aszynopis pow inien być napisany jednostronnie, z podw ójną 
in terlin ią , z m arginesem  ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po p raw ej stronie; nie może 
zaw ierać więcej niż 60 znaków  w  jednym  w ierszu nie więcej niż 30 w ierszy na stronie 
zgodnie z Norm ą Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera imiona i na- 
zwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim  i angielskim , w których 
p racu ją  autorzy, adres pocztowy, na  k tó ry  autorzy życzą sobie otrzym ywać kores­
pondencję, adres pryw atny , telefon m iejsca pracy, ty tu ł a rtyku łu  (w języku polskim  
i angielskim), oraz — w  praw ym  dolnym  rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów 
i tabel oraz skró t ty tu łu  (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) im iona (w pełnym  brzm ieniu) i nazwisko(a) autora(ów), ty tu ł 
pracy w  języku polskim  i angielskim , rzeczowy spis treści w  języku polskim  i angiel­
skim, ty tu ł naukow y autora(ów) i jego (ich) miejsce(a) pracy, w ykaz skrótów  stoso­
w anych w  pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a włącznie, tabele, 
spis rycin, wzorów oraz ty tu ły  i objaśnienia do rycin  na stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu  obowiązuje podział a rtyku łu  na rozdziały i podrozdzia­
ły, których ty tu ły  w inny rzeczowo inform ow ać o przedstaw ianych treściach. Rze­
czowy spis treści publikujem y bezpośrednio po ty tu le pracy. Rozdziały num erujem y 
liczbam i rzym skim i, a podrozdziały odpowiednią rzym ską i arabską (np. 1-1.). T ytu­
łów podrozdziałów  n ie wydzielonych z tek stu  nie trzeba num erow ać. W tekście nie 
należy stosować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. E w entualne sugestie 
autorskie co do charak te ru  czcionki d rukarsk ie j należy zaznaczyć ołówkiem na 
m arginesie maszynopisu. W przypadku um ieszczenia w  tekście lite r alfabetu  greckie­
go należy na  m arginesie w pisać ołówkiem ich fonetyczne brzm ienie. Tabele i ryciny 
num erujem y cyfram i arabskim i a wzory szymskimi. W tekście nie należy umieszczać 
żadnych tablic, rycin  czy wzorów, lecz w  żądanym  m iejscu pozostawić w olny w iersz 
i zaznaczyć: T abela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w tekście należy podawać 
po nazw ie zw iązku np. kw as glutam inow y (I).

R edakcja prosi autorów  o zwrócenie szczególnej uw agi na popraw ność językową 
tekstu  a także na  ścisłość i jasność sform ułow ań, unikanie gw ary laboratory jnej oraz 
o n iew prow adzanie do tekstu  tw orzonych doraźnie skrótów, naw et jeśli n iektóre 
z nich byw ają używ ane w  pracach obcojęzycznych.
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ANDRZEJ PASZEW SKI*)

Immunoglobuliny —  Zmiany genetyczne związane z ich powstawa­
niem i różnicowaniem

Immunoglobulins — Genetic Rearrangements Involved in their 
Formation and Differentiation

Spis treści

I. Wstęp
II. Liczba i struktura genów kodujących łańcuch immunoglobulinowy
III. Formowanie genów immunoglobulinowych z segmentów w drodze rekombinacji 

genetycznej
IV. Rekombinacyjne sekwencje sygnalne
V. Identyfikacja segmentów D w  DNA mysim
VI. W ykluczenie alleli
VII. Uwagi końcowe

C ontents

I. Introduction
II. Number and structure of genes coding for immunoglobulin chains
III. Immunoglobulin gene formation from segments by genetic recombination
IV. Recombination signal sequences
V. Identification of D segments in mouse DNA
VI. Allelic exclusion
VII. Concluding remarks

I. Wstęp

Zdolność wszystkich kręgowców do w ytw arzania swoistych białek 
zwanych przeciwciałam i lub im m unoglobulinam i, mogących rozpoznać 
i unieczynniać niezw ykle wiele różnorodnych s tru k tu r m olekularnych 
w ystępujących lub mogących pojawić się w naturze, stanow i bardzo 
skuteczny m echanizm  obronny organizm u przed inwazją obcych mu ciał.

*) doc. d r hab., In sty tu t Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakow iecka 36, 02-532 
W arszawa.

skróty: kz — kilozasady.
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176 A. P A S Z E W S K I [2]

Szacuje się, że każdy osobnik w ytw arza ponad milion różnych immuno­
globulin.

Pomimo wspomnianej różnorodności wszystkie przeciwciała zbudo­
wane są według jednego podstawowego schem atu, k tóry  przedstawiono 
na rycinie 1. Cząsteczka przeciwciała składa się z łańcuchów polipepty- 
dowych dwóch typów  tzw. lekkich i ciężkich. W każdym z nich wyróżnia 
się część stałą (ang. constant, C) i zmienną (ang. variable, V). W części 
zmiennej, której zadaniem jest wiązanie antygenu, w ystępują odcinki 
superzm ienne Vi, V2 i V3. Części stałe łańcuchów uczestniczą w elimino­
waniu antygenu.

Przez bardzo długi czas intrygowało badaczy pytanie, w jaki sposób 
organizm  jest w stanie wytwarzać tak  wiele różnych przeciwciał. Wy­
sunięto dwie hipotezy tłum aczące to zjawisko: pierwsza to hipoteza linii 
zarodkowej, przyjm ująca osobne geny kodujące każdy ze spotykanych

Ryc. 1. Cząsteczki im m unoglobulin sk ładają  się z czterech łańcuchów: pary  łańcu­
chów ciężkich i pary lekkich. Każdy z nich dzieli się na dwa odcinki spełniające 
różne funkcje: część zm ienną, k tó ra  uczestniczy w  rozpoznaw aniu antygenu oraz 
część stałą, k tó ra  w  przypadku łańcuchów  ciężkich decyduje o funkcji efektorow ej 
cząsteczki. W części zm iennej w yróżnia się fragm enty  1, 2, 3, 4 tworzące zrąb 
(ang. fram ew ork), różniące się stosunkowo nieznacznie w im m unoglobulinach róż­
nych typów  oraz trzy odcinki superzm ienne I, II, III, k tóre decydują o specyficzności 
antygenow ej im m unoglobuliny i one w pofałdow anej cząsteczce b iałka tw orzą 
m iejsce w iążące antygen. Każdy z łańcuchów  ciężkich kodowany jest przez cztery 
segm enty: segm ent C kodujący część stałą łańcucha, segm ent J  kodujący część 
zrębu, segm ent D kodujący III odcinek superzm ienny oraz segm ent V kodujący 
pozostałą część części zm iennej. Łańcuchy lekkie kodowane są przez segm enty 
CL, Vl  i J L, nie m ają jednak  odpowiednika segm entu D. N iektórzy autorzy piszą 
o segm entach C, V i J  jako o genach. Nie jest to jednak zgodne z powszechnym  
rozum ieniem  genu, jako jednostki transkrypcji.

i u m
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[3] IM M U N O G L O B U L IN Y  — A S P E K T Y  G E N E T Y C Z N E 17 7

łańcuchów imm unoglobulinowych oraz druga — hipoteza somatycznej 
m utacji — zakładająca, że różnorodność imm unoglobulin wynika, przy­
najm niej częściowo, z somatycznych m utacji (ale nie zawsze rozum ianej 
w ściśle genetycznym  znaczeniu) zachodzących w małej liczbie genów 
linii zarodkowej w procesie im m unodyferencjacji. Dopiero badania ostat­
nich lat, dzięki zastosowaniu technik  klonowania i sekwencjonowania 
DNA, pozwoliły w yjaśnić podstawowe mechanizm y leżące u podstaw 
tak  dużej różnorodności przeciwciał. M ateriał w tych badaniach stano­
wiły głównie szpiczaki mysie (nowotwory szpiku kostnego) charaktery­
zujące się bardzo szerokim spektrom  w ytw arzanych immunoglobulin. 
Wykazano, że w komórkach em brionalnych, w przeciw ieństwie do doj­
rzałych limfocytów, poszczególne segm enty genów kodujących zarówno 
łańcuchy ciężkie jak  i lekkie znajdują się w różnych częściach chromo­
somu, niektóre w znacznej odległości od siebie. Liczba i rozmieszczenie 
tych segmentów oraz ich przemieszczanie w chromosomie w czasie róż­
nicowania będą omówione szczegółowiej w dalszej części artykułu. Te 
procesy tworzenia i różnicowania im m unoglobulin poza tym , że za­
pew niają ich różnorodność, są jednocześnie fascynującym  modelem do 
badania mechanizmów przem ian genetycznych związanych z rozwojem 
i różnicowaniem organizmów eukariotycznych.

II. Liczba i struktura genów kodujących łańcuchy immunoglobulinowe

Pierwsze prace dotyczyły genów kodujących łańcuchy lekkie. Izolo­
wano mRNA tych łańcuchów a następnie, po wyznakowaniu go jodem 
radioaktyw nym , hybrydyzow ano z DNA komórek różnych linii. W in­
nych doświadczeniach do hybrydyzacji używano znakowanego fosforem 
cDNA otrzym anego przez odw rotną transkrypcję mRNA. Wyniki w y­
kazały, że w DNA komórek w ystępuje szereg różnych sekwencji VL, ale 
jednocześnie, że nie jest ich na ty le dużo, aby zapewnić obserwowaną 
różnorodność im m unoglobulin (1, 2). Dane te  sugerowały, że ta  różno­
rodność może być konsekwencją łączenia się w różnych kombinacjach 
pewnej liczby segmentów DNA, kodujących określone fragm enty poli- 
peptydów, w funkcjonalne geny. Hipoteza ta  została potwierdzona przez. 
T o n e g a w ę  i jego współpracowników (3).

Badacze ci hybrydyzow ali mRNA łańcucha lekkiego znakowanego jo­
dem radioaktyw nym  z DNA z tkanek em brionalnych oraz z komórek 
szpiczaka mysiego, w obu przypadkach strawionych enzymem restryk ­
cyjnym  BamHl. Stwierdzono odrębne wzory hybrydyzacyjne. DNA z tka­
nek zarodkowych wykazywał dwa fragm enty, jeden hybrydyzujący z sek­
wencjam i C i drugi z V, zaś DNA izolowany z komórek nowotworowych 
wykazywał tylko jeden fragm ent hybrydyzujący zarówno z sekwencja­
mi C jak i z V. Świadczy to, że w czasie różnicowania następowało łą-
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17 8 A. P A S Z E W S K I [4]

czenie segmentów C i V, nie zaś łączenie różnych mRNA w jeden trans- 
krypt. Inaczej mówiąc przegrupowanie m ateriału  genetycznego zachodzi 
na poziomie DNA a nie RNA. W tej samej pracowni wykazano, że naw et 
po przegrupowaniu, segm ent kodujący część zmienną VL nie jest bez­
pośrednio dołączony do segm entu kodującego część stałą CL — oddziela 
te dwa fragm enty in tron o długości 1250 par nukleotydów (4). Również 
T o n e g a w a  i współpracownicy jako pierwsi sklonowali w bakterii 
segm ent VL łańcucha lekkiego podgrupy X (5). Obecnie wiadomo, że 
w genomie myszy znajdują się dwa takie segm enty (6), natom iast liczby 
segmentów kodujących części zmienne łańcuchów lekkich typu x oceniana 
jest na 100-300 (cytowane za (7)).

W przypadku łańcuchów immunoglobulinowych ciężkich sytuacja jest 
bardziej złożona. Im też poświęcimy większość dalszych rozważań, po­
nieważ na ich przykładzie można prześledzić wszystkie najważniejsze 
m echanizm y genetyczne leżące u podstaw w ytw arzania dużej różnorod­
ności przeciwciał. Przede wszystkim  w przypadku łańcuchów ciężkich 
w ystępuje kilka różnych segmentów CH kodujących części stałe, od któ­
rych noszą nazwy poszczególne klasy immunoglobulin: IgM, IgG, IgA itd., 
zaś liczbę segmentów VH szacuje się na 200-1000 (cyt. za 7), przy czym 
wyróżnić można wśród nich „rodziny” segmentów bardzo do siebie po­
dobnych.

Podobnie jak w przypadku genów kodujących łańcuchy lekkie, dla 
poznania rozmieszczenia i przemieszczeń segmentów genów kodujących 
łańcuchy ciężkie posługiwano się cDNA otrzym anym  z odwrotnej tran s­
krypcji mRNA łańcuchów ciężkich różnych klas immunoglobulin. Hy- 
brydyzowano je następnie z DNA otrzym anym  z kom órek w ytw arza­
jących różne im m unoglobuliny. Szczególnie przydatne było tu  DNA izo­
lowane z limfocytów nowotworowych hodowanych in vitro, k tóre są 
źródłem przeciwciał wielu klas, a także wykorzystywano kom órki em ­
brionalne (8-11). Badania te  pozwoliły na ustalenie, że te  same fragm enty  
DNA kodujące poszczególne części łańcucha immunoglobulinowego, k tó­
re w dojrzałym  limfocycie znajdują się w pobliżu siebie, w tkance em ­
brionalnej w ystępują w odrębnych częściach chromosomu. Świadczyło 
to o zasadniczych przegrupow aniach m ateriału  genetycznego w procesie 
różnicowania imm unoglobulin, polegających na usunięciu (delecji) w ięk­
szych lub m niejszych odcinków chromosomów. Okazało się także, że 
w czasie różnicowania ulegają delecji również poszczególne segm enty CH. 
Przez określenie, jakie segm enty CH w ystępują w DNA kom órek w y tw a­
rzających określone im m unoglobuliny, można było ustalić kolejność tych 
segm entów w chromosomie.

Badania nad uszeregowaniem segmentów CH w chromosomie ujaw niły

*) Podgrupa charak teryzu je się dużym podobieństwem  zrębu części zm iennej 
łańcucha.
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[5] IM M U N O G L O B U L IN Y  — A S P E K T Y  G E N E T Y C Z N E 179

jednocześnie, że zm iany klas mogą odbywać się tylko w określonej ko­
lejności i są nieodw racalne, co doskonale tłum aczy model delecyjny zapro­
ponowany przez H o n j o  i K e t a o k a  (8). Tak np. w DNA z kom órek 
syntetyzujących im m unoglobulinę IgM stw ierdza się występowanie wszyst­
kich pozostałych segm entów CH, zaś w DNA z kom órek w ytw arzających 
im m unoglobulinę IgG brak jest już segmentów C,a i Ca, kodujących części 
stałe łańcuchów IgM i IgD. Zrozumienie tego zjawiska ułatw ia Ryc. 2, na

Rye. 2. Schem at organizacji segm entów genów kodujących łańcuchy ciężkie im m u­
noglobulin mysich. Nie są zachow ane proporcje wielkości poszczególnych odcinków. 
W części górnej zaznaczono regiony segm entów Vh, D, J h i Ch- Liczbę pierw szych 
ocenia się na 200-1000 (7). Segm entów D jest około 10. Pozostałe typy segm entów  
zaznaczono nieco szczegółowiej: segm entów J H jest 4, zaś segm entów CH 7. Ich 
kolejność określono na podstaw ie (8-12). Odległości pom iędzy regionam i segm en­
tów  VH i D nie są znane, pomiędzy D i J H wynoszą one ponad 1000 p a r  zasad. 
Segm enty J H oddzielone są od siebie odcinkam i k ilkuset p a r  zasad, zaś cały re ­
gion J H oddziela od segm entu C|x 7,5 tys. p a r zasad, segm ent Cja dzieli od Ca 2,5 tys. 
p a r zasad. Odcinki pomiędzy segm entam i C2b i Cza oraz Cyi i CY2 b ocenia się na 
ok. 20 tys. par zasad (12).

/

której zaznaczono schem atycznie uszeregowanie segmentów genowych na 
chromosomie kom órek em brionalnych. Ponieważ transkrypcja  przebiega 
od końca 5’, więc ażeby powstała im m unoglobulina np. klasy IgG)3 (eks­
presja segm entu Cy3) segm enty Cju i Ca muszą zostać usunięte. W przy­
padku im m unoglobuliny IgA muszą ulec delecji wszystkie inne segm en­
ty  CH. Schem at ten, podany z pewnym  wyprzedzeniem , ułatw i śledzenie 
dalszych części artykułu , w których przedstaw ione są dane potw ierdza­
jące i uściślające podaną tu  kolejność.

III. Form ow anie genów im m unoglobulinowych z segm entów w drodze 
rekom binacji genetycznej

Etapy form owania genów kodujących łańcuchy ciężkie immunoglo- 
bulin i ich dalszego przekształcania prześledzim y na kilku przykładach za­
czynając od genów w arunkujących powstawanie klas IgM i IgD, gdyż te 
właśnie pojaw iają się jako pierwsze w cyklu dojrzew ania i różnicowania 
limfocytów B. Im m unoglobulina IgM syntetyzow ana jest już w bardzo
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młodych lim focytach w ytw arzanych w szpiku kostnym. W ędrują one na­
stępnie do śledziony, gdzie dzielą się i przekształcają w bardziej dojrzałe 
kom órki, k tóre oprócz im m unoglobuliny IgM w ytw arzają także immuno- 
globulinę D (IgD). Co ciekawe większość tych kom órek w ytw arza obie te 
im m unoglobuliny jednocześnie. Jest to szczególny przypadek, - ponieważ 
lim focyty, które przechodzą dalsze różnicowanie tzw. zmianę klasy (ang. 
class sw itch ) w ytw arzają już tylko imm unoglobulinę jednego typu  — IgG, 
IgA lub IgE.

Jak pokazano na Ryc. 3 w procesie dojrzewania limfocytów następuje 
fuzja jednego z segmentów VH z jednym  z segmentów D i jednym  J  (czy 
to zachodzi zupełnie losowo nie jest w tej chwili wiadome), przez co

segment Cg
DNA linii zarodkowej

•-DNA limfocystu B

segment Cg
prekursorowe mRNA

'////// /  ć '
1 I I I / / /  / / /\\llll/ / / /  

i ! / f  / / /
Scalanie RNA ■ ■ H M  ¡j mRNA i 6 mRNA

egzony VDDC ,̂ egzony VDJCg

Ryc. 3. Model równoczesnej syntezy im m unoglobulin IgM i IgD w  lim focytach B. 
N ajp ierw  w kom órkach m acierzystych lim focytów  B zachodzi połączenie segmentów 
genow ych V, D i J. W czasie tego procesu odcinki DNA oddzielające te segmenty 
zostają w ydeletow ane. N astępnie syntetyzow ane jest pre-mRNA, k tóre podlega dal­
szej obróbce scalania (ang. splicing), w w yniku którego ulega wycięciu in tron po­
między J  i oraz sekwencje na praw o od C ^ p ro w ad z i to do pow stania [i mRNA. 
A lternatyw nie wycięciu podlega cały odcinek od J  do Cpt łącznie z egzonami CV 
pow staje w  tym  przypadku mRNA. Poniew aż te dw a typy mRNA m ają identyczne 
sekw encje V, D i J, należy oczekiwać, że syntetyzow ane b iałka będą m iały jedna­
kow ą specyficzność antygenow ą (wg 12).

tw orzy się zw arty  egzon VDJ. Transkrypcja obejm uje egzon VDJ i prze­
biega dalej na prawo obejm ując region Ca. Pow staje prekursorow e mRNA
o długości co najm niej 19,5 tys. zasad. To mRNA może podlegać dwóm 
typom  scalania (ang. splicing): albo powstaje mRNA im m unoglobuliny IgM 
(ju mRNA) albo im m unoglobuliny IgD (a mRNA). Scalanie w kierunku 
powstawania mRNA następuje częściej, co przejaw ia się w ystępowa­
niem  dużej ilości IgM i małej IgD w surowicy mysiej. Są jednak lim ­
focyty w ytw arzające tylko IgM, co może świadczyć o tym , że region C/u 
został w nich całkowicie usunięty (12).

W ytw arzanie im m unoglobulin M i D wym aga tylko jednej rekom binacji 
genetycznej polegającej na fizycznym złączeniu fragm entów  DNA kodu­
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jących łańcuch polipeptydowy. Dalsze zróżnicowanie prowadzące do w y­
tw arzania imm unoglobulin innych klas zwane zmianą klasy polega na w y­
mianie regionów kodujących stałe fragm enty łańcucha ciężkiego. Zm ianę 
taką przedstawiono na przykładzie przekształcenia „zestawu inform ują­
cego” imm unoglobuliny M na zestaw im m unoglobuliny G konkretnie 
IgG,.2b (Ryc. 4). Jak  widać na Ryc. 4, duży odcinek DNA zostaje usunięty, 
przez co region Cy2b zostaje przyłączony w sąsiedztwie regionu VDJ tw o­
rząc nową jednostkę transkrypcyjną. Pow stające pre-mRNA podlega sca­
laniu w wyniku czego powstaje mRNA imm unoglobuliny IgGy2b. W po­
dobny sposób następują inne zmiany klasy, przy czym zawsze są one 
jednokierunkowe, ponieważ usunięty w czasie różnicowania odcinek nie 
może już być wstawiony z powrotem. Jest to zgodne z delecyjnym  mo­
delem zmiany klas, o którym  pisaliśm y wyżej.

¿u mRNA VDJ \ c i 2 b
) transkrypcje i scalanie

H2b mRNA

R y c .  4. Schem at rekom binacji prowadzących do pow stania pełnego genu C^, a n a ­
stępnie do zm iany klasy z utw orzeniem  kom pletnego genu C2b- W pierw szym  etapie 
następuje łączenie jednego z segmentów Vh z jednym  z segmentów D i jednym  J H 
w egzon VDJ. W w yniku transk rypcji regionu VDJ w raz z segm entem  C pow staje 
pre-fi,mRNA, a następnie, w w yniku scalania jimRNA, na k tórym  przebiega tra n s ­
lacja łańcucha ciężkiego im m unoglobuliny IgM. W procesie różnicow ania lim fo­
cytu B może nastąpić usunięcie dużego odcinka DNA zaw ierającego segm enty C[x, 
Cs, Cy3 i Cyi w raz z przyłączeniem  segm entu C2b w pobliże regionu VDJ. W w yniku 
transkrypcji i scalania pow staje 2bmRNA. F ragm enty  zaczernione rep rezen tu ją 
segmenty V, D i J, fragm enty  zakreskow ane egzony C(x, zaś fragm enty  zakropko­
w ane egzony Cy2b- Pozostałe segm enty CH zaznaczono w postaci otw artych prosto­
kątów  bez w yróżniania egzonów i intronów  (wg 13, 14).

Zarówno formowanie genu immunoglobulinowego, tj. łączenie regio­
nów V, D i J  w egżon VDJ, jak też późniejsze zmiany klas są konsek­
wencją usunięcia określonych odcinków DNA, które musi przebiegać 
w m iarę precyzyjnie. Precyzja taka może być zagw arantowana istnieniem  
specyficznych sekwencji w DNA, rozpoznawanych przez swoiste enzym y. 
Sekwencje takie wyznaczają miejsce rekombinacji.
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IV. Rekombinacyjne sekwencje sygnalne

Przez hybrydyzow anie radioaktyw nych łańcuchów cDNA odpowiada­
jących różnym  im m unoglobulinom  z DNA różnych linii komórkowych, 
pociętego enzymami restrykcyjnym i i rozdzielonego elektroforetycznie, 
udało się w yodrębnić fragm enty  DNA zawierające poszczególne geny 
im m unoglobulinowe wraz z sekwencjam i sąsiadującym i, a z kom órek 
em brionalnych także fragm enty DNA zawierające poszczególne segm enty 
tych  genów. Tak zidentyfikowane fragm enty  klonowano następnie w  bak­
teriach przy użyciu różnych wektorów. Obecnie w wielu pracowniach 
dysponuje się dużą kolekcją plazmidów lub fagów noszących określone 
sekwencje genów imm unoglobulinowych. Dzięki ich sklonowaniu można 
było otrzym ać w ystarczającą ilość m ateriału  do ich sekwencjonowania, 
a także do innych typów  doświadczeń, np. do badania hybrydyzacji 
w mikroskopie elektronow ym  (17, 18). Te ostatnie prace pozwoliły 
w wielu przypadkach określić odległości pomiędzy różnym i segm entam i 
genów, tak  w kom órkach em brionalnych jak  i dojrzałych lim focytach, 
szczególnie gdy przewyższały one długością fragm enty DNA nadające 
się do bezpośredniego sekwencjonowania. Część z uzyskanych w ten  spo­
sób danych podano w opisie do Ryc. 2.

Zbadanie kolejności nukleotydów regionów V i J, zarówno łańcuchów 
lekkich jak i ciężkich ujawniło występowanie dwóch charakterystycznych 
sekwencji DNA w ich sąsiedztwie, w pobliżu miejsca gdzie zachodzi re­
kom binacja. Po stronie 3’ regonów V znajdują się zawsze heptam er 
CACAGTG i dalej w niewielkiej odległości nanom er ACAAAAACC 
względnie niewielkie m odyfikacje tych sekwencji (Tabela 1). Z kolei re­
giony J  poprzedzają nanom er GGTTTTTGT i heptam er CACTGTG. Jest 
rzeczą bardzo charakterystyczną, że nanom ery oddzielone są od heptam e- 
rów ok. 12 ±1 lub ok. 23 ±1 zasadami, co odpowiada jednem u lub dwóm 
pełnym  skrętom  helisy DNA. W ten sposób te specyficzne sekwencje są 
zorientowane praw ie w tym  samym  kierunku w stosunku do osi helisy, 
bez względu na to, czy wstawki między nim i są jedno- czy dw uskrę- 
towe.

Badając te charakterystyczne sekwencje DNA stwierdzono w przy­
padku segmentów kodującyh łańcuchy lekkie, że te które w ystępują 
przy segm entach J  oddzielone są długim i wstawkam i, zaś te przy segmen­
tach V, krótkim i. Zwrócili na to uwagę E a r l y  et al. (15) i S a k a m o  
et al. (13) sugerując, że jest to istotne dla rekom binacji związanej z łą­
czeniem  segmentów genów immunoglobulinowych. Sform ułowali oni 
regułę 12/23 nukleotydowych w stawek wraz z hipotezą m echanizm u samej 
rekom binacji. Hipoteza ta  zakłada, że enzym  złączający — swoista rekom - 
binaza, składa się z dwóch różnych podjednostek: jedna rozpoznająca 
heptam er i nanom er rozdzielone krótką w staw ką (12 ± 1 par nukleotydów)
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Tabela 1
Dwie charakterystyczne sekwencje nukleotydów spotykane w pobliżu miejsc złączeń segmentów 
V-J i Y-D-J (wg 13)

J DNA
segmenty

Nanomer Liczba nukleotydów 
w wstawce

Heptamer

J* 1 GGTTTTTGT 23 CACTGTG
J* 2 AGTTTTTGT 23 CAGTGTG
h  3 GGGTTTTGT 21 CACTGTA
J* 4 GGTTTTTGT 24 CACTGTG
h  5 GGTTTTTGT 23 CACTGTG
J a I GGTTTTTGC 12 GACATGT
Jh 1 AGTTTTAGT 22 GACTGTG
Jh 2 GGTTTTTGT 23 TAGTGTG
Jh 3 ATTTATTGT 23 CAATGTG
Jh 4 GGTTTTTGT 22 TATTGTG

sekwencja
podstawowa GGTTTTTGT CACTGTG

V DNA Heptamer # Nanomer
segmenty

Vk21C CACAGTG 11 ACAAAAACC
Vk21B CACAGTG 12 ACAAAAACC
VK41 CACAGTG 12 ACATAAACC
VK2 CACAGTG 12 ACATAAACC
VAI CACAATG 22 TCAAGAACA
Va .. CACAATG 23 ACAAGAACA
V„141 CACAGTG 23 ACAAATACC

sekwencja
podstawowa CACAGTG ACAAAAACC

D w a  b lok i k on serw atyw nych sekw encji: n an om ery  i h eptam ery znajdują się  w  sąsied ztw ie  5 ’ k o ń ca  seg m en tó w  
J i 3’ k o ń ca  seg m en tó w  V . Sekw encje znajdujące się  przy ob u  typach  seg m en tó w  w yk azują d uży sto p ień  kom p lem en tar-  
n o śc i, c o  m oże  m ieć znaczen ie przy tw orzeniu  struk tu r rekom b inacyjnych  zw iązan ych  z  ich  łączen iem  (p o r . rys. 8).

i druga, rozpoznająca te same sekwencje sygnałowe, ale rozdzielone dłuż­
szą w staw ką (21 ± 1 par nukleotydów).

W przypadku DNA kodującego łańcuchy ciężkie zarówno segm en­
ty  VH jak i J H m ają sekwencje sygnalne rozdzielone w staw kam i długimi.
Zgodnie więc z regułą 12/23 nie powinny być one bezpośrednio ze sobą
łączone. Tak jest w rzeczywistości — pomiędzy nie w budow yw any jest
jeszcze krótki segment kodujący D (od ang. diversity  — różnorodność),
o czym będzie mowa poniżej.

Zm iana klasy imm unoglobulin przebiega inaczej aniżeli łączenie re ­
gionów VDJ, chociaż i tu ta j odgryw ają rolę specyficzne sekwencje nu-
kleotydowe. Sekwencje te znajdują się po stronie 5’ kolejnych segm en­
tów CH i są one inne od tych, które uczestniczą w  łączeniu segmen­
tów V, D i J. Należy więc sądzić, że przegrupowania segmentów DNA
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związane ze zm ianam i klas zachodzą przy udziale innych białek niż te, 
k tóre łączą segm enty kodujące części zmienne. Na rycinie 5 podano kon­
k retny  przykład zmiany klasy IgM na IgG ilustru jący  sposób zachodze­
nia rekom binacji. W przypadku zmiany klasy IgM na IgA rekom binacja 
zachodzi w m iejscach DNA charakteryzujących się inną sekwencją, co 
oznacza, że w odcinkach oddzielających poszczególne segm enty CH istnie­
ją różne sekwencje sygnalne determ inujące określone'zm iany klas, które 
najprawdopodobniej rozpoznawane są przez swoiste białka. Złącza ge­
nów V, D i J  znajdują się w obrębie egzonu VDJ, co powoduje koniecz­
ność dosyć dużej precyzji rekom binacji prpwadzącej do scalania. W prze-

I

R y c . 5. Rekom binacja prowadząca do zmiany klasy im m unoglobuliny IgM na IgG 
linia kom órek szpiczakow atych M-141-P-21, (wg 9). Pionową kreską zaznaczono 
miejsca, w k tórych nastąp iła  rekom binacja. Delecja objęła odcinek DNA (pogrubiona 
linia) zaw ierający segm ent C(x oraz segm enty Cs-Cyi (nie zaznaczone). P ow tarza­
jące się sekwencje, k tóre mogą mieć znaczenie przy rekom binacji zaznaczono ram ­
kam i. W przypadku innych zm ian klas homologia sekw encji „rekom binacyjnych” 
może być m niejsza. Ja k  widać, przy zm ianie klasy segm enty VDJ pozostają te same, 
a więc pozostaje też niezm ieniona specyficzność antygenow a w ytw arzanej przez 
daną kom órkę im m unoglobuliny.

ciwieństwie do tego zmiana klasy polega na zastąpieniu egzonów Cu 
przez k tóryś z kolejnych segmentów CH i a priori może to nastąpić przez 
rekom binacje w dowolnym m iejscu odcinka o długości 7,5 kz oddziela­
jącego segment J H ód egzonów Cju i w dowolnym m iejscu kilku tysięcy 
zasad po stronie 5’ kolejnego segm entu CH. Sugeruje to, że miejsca, 
w których zachodzą rekom binacje związane ze zmianą klasy mogą być 
liczne i rozproszone po całym intronie. Rzeczywiście w intronie pomiędzy 
J H i C/i stwierdzono występowanie trzech sekwencji homologicznych do 
przedstaw ionej na rycinie 5. W odcinku DNA po stronie 5’ od genu Ca 
znaleziono aż 17 podobnych do siebie sekwencji 30-to nukleotydowych, 
które mogą być sygnałam i przy zmianie klasy C¡ jl na Ca, lub zmianie 
innych klas. Rzeczywiście szczegółowa analiza restrykcyjna DNA róż­
nych klonów komórkowych w ytw arzających im m unoglobulinę IgA w y­
kazała istotne różnice w intronie oddzielającym  segment J  od segm en­
tu Ca. Porównanie ich z sekwencjam i w innych odcinkach odo’zielają- 
cych od siebie geny CH wskazuje jednak, że zaobserwowana homologia 
jest niew ystarczająca, aby zapewniała specyficzność rekom binacji. 
D a  v i s  i współpracownicy (16) wysunęli hipotezę, udziału specyficz-
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Ryc. 6. Model rekom binacji prowadzącej do zmiany klasy im m unoglobuliny. Małe 
prostokąty  sym bolizują odcinki DNA rozpoznawane przez białka zaznaczone kó ł­
kam i, k tóre um ożliw iają lub też przeprow adzają rekom binację. Sekw encje nukleo- 
tydów  w tych odcinkach w skazują, że stopień ich homologii w w ielu przypadkach 
jest niew ystarczający, aby w ytłum aczyć rekom binacje. P ostulu je się natom iast, że 
każda z sekw encji w iąże specyficzne białko. B iałka te reagując ze sobą tw orzą 
heterodim er, w obrębie którego zachodzi rekom binacja. Ponieważ przy różnych 
zm ianach klasy im m unoglobulin uczestniczą różne sekwencje „rekom binacyjne”, 
najpraw dopodobniej różne są też rozpoznające je białka (wg 5).

nych białek, które rozpoznają określone sekwencje nukleotydowe w DNA 
i do nich się dołączają. Z kolei te białka reagują z sobą, przez co zbliżają 
do siebie odpowiednie odcinki DNA umożliwiając zajście rekom binacji 
w  określonym  miejscu. Model zmiany klasy proponowany przez tych 
autorów  przedstawiono na rycinie 6. Oczywistym ograniczeniem dowol­
ności miejsc, w których może zajść rekom binacja jest konieczność zapew­
nienia właściwego scalania pre-mRNA w mRNA, aby mogła prawidłowo 
przebiegać synteza łańcucha polipeptydowego.

V. Identyfikacja segmentów D w DNA myszy

W przeciw ieństwie do genów kodujących łańcuchy lekkie, w których 
segm enty VL dołączone są bezpośrednio do segmentów J L, w przypadku 
łańcuchów ciężkich sytuacja przedstaw ia się odmiennie. Jak  już wspo­
m niano wyżej pomiędzy segm enty VH i J H wbudow any jest jeszcze seg­
m ent D kodujący zwykle kilka aminokwasów. O istnieniu takiego seg­
m entu  wnioskowano na podstawie porównania sekwencji nukleotydów
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dojrzałego genu immunoglobulinowego, z sekwencjam i em brionalnych 
segmentów VH i J h oraz sekwencji aminokwasów w białku. Wykazano, 
że krótkie sekwencje aminokwasowe w trzecim  fragm encie superzm ien- 
nym, nie m ają odpowiadających sobie sekwencji kodujących w em brio­
nalnych segm entach VH i J H (13, 15). W ydaje się bardzo prawdopodobne, 
że dla sform owania całego segm entu VDJ potrzebne są dwa zdarzenia 
rekom binacyjne, tj. łączenie VH z D i D z J H (kolejność może być inna). ,

Ponieważ wszystkie dotąd zbadane segm enty VH i J H linii zarodkowej 
m ają swoje sekwencje sygnalne potrzebne do rekom binacji oddzielone 
długim i wstawkam i przewidziano, że sekwencje sygnalne przy segmen­
tach D, zarówno od strony VH jak i J H oddzielone są w staw kam i krótkim i. 
W ten  sposób zachowana zostaje wspom niana reguła 12/23 nukleotydo- 
wych wstaw ek obowiązująca przy rekom binacji. Przew idyw anie to po­
twierdziło się.

W DNA wielu kom órek szpiczakowatych oprócz normalnego, scalo­
nego segm entu VDJ w ystępują niewłaściwie (abortywnie) przegrupowane 
segm enty J H w homologicznym chromosomie. Jeśli DNA z takich komó­
rek straw i się określonym  enzymem restrykcyjnym  i podda elektrofore­
zie, a następnie rozdzielone fragm enty hybrydyzuje z sondą zawierającą 
sekwencje J H linii zarodkowej, to obok fragm entów  zaw ierających pełny 
segm entu VDJ spotyka się też inne hybrydyzujące z sondą fragm enty 
reprezentujące często właśnie abortyw nie przemieszczone segm enty J H. 
S a k a  n o  i wsp. (17) wyodrębnili z DNA kom órek linii m yelom atycznej 
QUPC52 fragm ent 5.2 kz Eco RI hybrydyzujący z fragm entem  6.2 kz 
DNA linii zarodkowej noszącym wszystkie cztery segm enty J H. S tw ier­
dzili w mikroskopie elektronow ym , że we fragm encie DNA nowotwo­
rowego w ystępują delecje o długości 1.1 kz (ryc. 7). Następnie w yodręb­
nili przy zastosowaniu odpowiednio dobranych enzymów restrykcyjnych 
fragm enty  DNA stanowiące granice delecji (Ryc. 7B fragm enty  a, b i c), 
w których następnie oznaczyli sekwencje nukleotydów. Zestaw ienie tych 
sekwencji (Ryc. 7) uwidoczniło, że w DNA nowotworowym  (b) usunięty 
jest fragm ent zaczynający się na 5’ końcu segm entu J H2, a kończący się 
w pobliżu odcinka oznaczonego DQ52, k tóry  po swojej stronie 5’ ma 
charakterystyczne dla s tru k tu ry  rekom binacyjnej nanom er i heptam er, roz­
dzielone 12 param i nukleotydów. Co więcej, sekwencjonowanie DNA od 
strony 3’ segm entu DQ52 uwidoczniło taką  sam ą struk tu rę  (Ryc. 7B a). 
Na podstawie tych danych autorzy uważają, że zidentyfikowano jeden 
z segmentów D, chociaż dotychczas opisane sekwencje aminokwasów w re­
jonie superzm iennym  VH3 (ten w łaśnie jest kodowany w części przez 
segm ent D) nie zaw ierają peptydu przewidywanego na podstawie sek­
wencji nukleotydów  DQU52. Należy zwrócić uwagę, że wstawki pomiędzy 
nano- i heptam eram i po obu stronach segm entu D są krótkie — 12-nu- 
kleotydowe. Stąd, zgodnie z regułą 12/23 nukleotydowych wstaw ek region 
ten  może być dołączany zarówno do segmentów V jak  i J, k tórych sek-
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r i h

Hyc. 8. Typy możliwych s tru k tu r  rekom binacyjnych przy łączeniu segm entów V z D 
(identyczne byłyby w  przypadku łączenia D-J). S tru k tu ra  A (wg 15). B iałka „łą­
czące” zaznaczono lin ią przeryw aną. S tru k tu ra  B (wg 19, 20) typu krzyżowego 
w  oparciu o znaczny stopień kom plem entarności heptam erów  i nanom erów  zna j­
dujących się przy segm entach V i D. Tw orzenie s tru k tu ry  B w ydaje się jednak  
mało praw dopodobne w  przypadku daleko od siebie leżących segmentów.

wencje sygnalne dla enzymów rekom binujących przedzielone są w staw ­
kami długim i — 23-nukleotydowym i (Tabela 1). Tworzenie s tru k tu ry  re- 
kom binacyjnej przedstawiono schem atycznie na Ryc. 8. Najprawdopodobniej 
łączenie się segmentów VH z D i D z J H nie zachodzi jednocześnie — 
„montowanie” genu odbywa się w dwóch etapach.

K u r o s a w a  i współpracownicy (18) stosując tę samą, opisaną w y­
żej technikę, w ykryli jeszcze dwa inne segmenty D w DNA dwóch 
linii limfocytów T. Segm enty te m ają zbliżoną sekwencję nukleotydów 
i kodują peptyd T yr-T yr-G ly w ykryw any w większości części zmiennych 
ciężkich łańcuchów imm unoglobulinowych. W obu przypadkach do seg­
m entu D dołączony jest segm ent J H3- Również i w tym  przypadku sek­
wencje sygnalne po obu stronach sekwencji kodujących oddzielone są 
wstawkam i 12 par zasad, co potwierdza regułę 12/23 par zasad rozdziela­
jących heptam ery  od nanom erów tworzących sekwencje sygnalne ko­
nieczne do rekom binacji VH-D i D -JH. Ci sami autorzy w DNA trzeciego 
badanego przez siebie klonu komórkowego w ykryli połączenie D-J, w któ­
rym. uczestniczą te  same segm enty D i J H, co w DNA klonu QUPC-52 
chociaż, jak  wykazało sekwencjonowanie regionu złącza, połączenie tych 
segmentów nastąpiło w tym  przypadku odmiennie, z praw ie całkowitym  
usunięciem sekwencji kodującej D (Ryc. 7B). Świadczy to o możliwości 
somatycznego różnicowania połączeń VH-D -JH. Podobnego typu  przykład
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„elastyczności” połączeń segmentów V i J  kodujących łańcuchy lekkie 
opisano wcześniej (19). Stosując fragm enty  DNA zawierające sekwen­
cje D jako sondy, w ykryto w DNA kom órek zarodkowych dalsze sek­
wencje do nich homologiczne. Oceniono, że jest ich przynajm niej 10.

VI. Wykluczanie alleli

W przypadku genów immunoglobulinowych, pomimo tego, że w obu 
homologicznych chromosomach w ystępują identyczne ich segm enty, 
funkcjonalny gen zostaje „zm ontowany” i ulega ekspresji tylko w jednym  
chromosomie, zaś drugi pozostaje rozproszony lub jest „zm ontow any” 
abortyw nie, przez co nie funkcjonuje. Jest to zjawisko tzw. wykluczenia 
alleli (ang. allelic exclusion). Dzięki właśnie takim  abortyw nym  przegru­
powaniom udało się zidentyfikować segm enty D, o czym wspom inaliśm y 
wyżej. Abortywne przegrupowanie niefunkcjonalnych genów im m uno­
globulinowych spotyka się często. Na przykład C o l e c l o u g h  i wsp. 
(21) stw ierdzili takie właśnie przegrupowanie segmentów J H w 15 na 
20 badanych linii komórek transform ow anych, w trzech z nich przegru­
powania na pewno nie było.

Szereg badaczy przypuszcza, że abortyw ne przegrupowania mogą być 
jednym  z mechanizmów wyłączania alleli, szczególnie że w ystępują one 
równie często w kom órkach transform ow anych jak i norm alnych i doty­
czą genów kodujących łańcuchy lekkie, co ciężkie. Procesy rekom bina- 
cyjne związane z scalaniem segmentów genów immunoglobulinowych 
mogą czasem przebiegać błędnie (error prone) w tym  sensie, że w w y­
niku rekom binacji tworzy się kodon nonsensowny, względnie nie powstaje 
właściwa sekwencja dla dojrzew ania pre-mRNA. Przykłady różnie po­
łączonych tych samych segmentów D i J H podaliśmy wyżej. Świadczą one
o dużej elastyczności enzymów rekom binujących.

VII. Uwagi końcowe

Na wstępie artyku łu  wspom inaliśm y o dwóch hipotezach tłum aczą­
cych wielką różnorodność tw orzonych przez kręgowce przeciwciał: jedna 
zakładała odrębne geny dla imm unoglobulin wszystkich typów, druga zaś 
ograniczoną liczbę genów, które w czasie rozwoju i różnicowania m ogłyby 
mutować, co zwiększałoby ich różnorodność.

W yniki badań ostatnich kilku lat pogodziły z sobą te dwie koncepcje: 
z jednej strony wykazały, że w ystępuje wiele oddzielnych segmentów 
kodujących poszczególne fragm enty  łańcuchów immunoglobulinowych, 
a z drugiej, że mogą być one łączone w olbrzym ią liczbę kom binacji i że 
naw et połączenia tych sam ych segmentów nie zawsze zachodzą w tych

2 Postępy Biochem ii 3/82 http://rcin.org.pl
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samych miejscach. Cały system  jest więc niezwykle elastyczny, co t łu ­
maczy jego „m utacyjność” i niezw ykłą różnorodność tworzonych prze­
ciwciał.

System  im m unoglobulinowy jest niezwykle in teresujący także z ogól­
niejszego punktu  widzenia, ponieważ ujaw nia niektóre m echanizm y zmian 
genetycznych związanych z różnicowaniem. Trudno w tej chwili powie­
dzieć, czy m echanizm y te są specyficzne tylko dla tego system u, czy też 
m ają znaczenie ogólniejsze w procesach rozwoju i różnicowania.

Z aakcep tow an o  do dru ku  26.03.1982
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I. Ładunek powierzchniowy błon biologicznych

Błony biologiczne, z uwagi na ich w znacznym stopniu uporządko­
w aną budowę (zob. np. (1— 14)), można traktow ać pod względem fizycz­
nym  jako odrębną fazę w stosunku do otaczającej je cytoplazm y lub 
cieczy międzykomórkowej. Powierzchnię błony możemy wówczas, z pew­
nym  przybliżeniem , rozpatryw ać jako granicę faz. Na granicy błona-śro- 
dowisko zachodzi zresztą wiele zjawisk fizykochemicznych charak tery­
stycznych dla typowej granicy faz, między innym i niesym etryczne roz­
mieszczenie ładunków  elektrycznych, prowadzące do powstania potencjału 
elektrycznego na powierzchni. Źródłem asymetrycznego rozmieszczenia 
ładunków  może być zjawisko oddysocjowania jonów a naw et elektronów 
z jednej fazy i ich asocjacji z fazą sąsiadującą, a także obecność w ukła­
dzie jonów, których rozpuszczalność lub ruchliwość jest odmienna dla 
każdej z faz.

W przypadku błon biologicznych głównym  mechanizmem powstawa­
nia potencjału elektrycznego na powierzchni jest oddysocjowanie proto­
nów przede wszystkim  od grup karboksylowych i reszt fosforanowych 
fosfolipidów i białek błonowych oraz asocjacja protonów ze środowiska 
do grup am inowych tychże białek i fosfolipidów. Pierw szy z tych procesów 
pozostawia na błonie niezobojętniony ładunek ujem ny, uw alniając do 
otoczenia ładunek dodatni (protony asocjują z cząsteczkami wody dając 
jon H 30 +), podczas gdy drugi proces nadaje błonie ładunek dodatni, pozo­
staw iając w roztworze niezobojętnione jony ujem ne. Ponadto w tw o­
rzeniu ładunku powierzchniowego błon biologicznych mogą uczestniczyć 
także inne związki zjonizowane obecne w środowisku i adsorbowane na 
błonach, np. kwasy tłuszczowe i ich estry z karn ityną i koenzymem  A, 
a także jony Mg2+ i Ca2+.

Drugi m echanizm  tworzenia potencjału powierzchniowego, m ianowi­
cie różna rozpuszczalność jonów w obu fazach, ma m niejsze znaczenie 
w komórce, natom iast bywa w ykorzystyw any doświadczalnie, zarówno 
do badania błon biologicznych jak  i modelowych błon fosfolipidowych. 
Stosuje się na przykład lipofilne kationy lub aniony, wykazujące znacznie 
większą rozpuszczalność w lipidowej warstw ie błony niż w otaczającym  
środowisku wodnym.

Ponieważ wchodzące w skład błon biologicznych fosfolipidy są bądź 
elektrycznie neutralne (tworzą jony obojnacze, jak np. lecytyna), bądź
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kwaśne, a białka błonowe z reguły wykazują przew agę grup  kwaso­
wych nad zasadowymi (występują tu  także w ybitnie kw aśne glikoprotei- 
ny  związane z błoną na zasadzie adhezji), w ypadkow y ładunek błon 
biologicznych jest przy fizjologicznych wartościach pH ujem ny. Zmiana 
pH środowiska powoduje zmianę ładunku powierzchniowego w kie­
runku  wartości m niej ujem nych przy obniżaniu pH (cofa­
nie jonizacji grup kwasowych i zwiększanie stopnia uprotonow a- 
nia grup aminowych) lub w kierunku w artości bardziej ujem nych 
przy podwyższaniu pH środowiska (zmniejszenie uprotonow ania grup 
aminowych i podwyższenie stopnia dysocjacji grup kwasowych) (15—20). 
P unk t izoelektryczny różnych błon naturalnych  znajdowano około pH 4 
(19, 21—23). In vitro  ładunek powierzchniowy błony można zmieniać 
także dodawaniem  do zawiesiny błon niewielkich ilości zjonizowanych 
substancji powierzchniowo czynnych (24—27), kationów dw uw artościo- 
wych Mg2+ i Ca2+ (27—29), przez fosforylację białek błonowych (30) lub 
przez zmianę składu lipidowego błony (31). W pewnych w arunkach ładu­
nek powierzchniowy błony może również podlegać zmianom  in vivo. 
Zaobserwowano np., że zmiany w ładunku powierzchniowym  błony ko­
mórkowej towarzyszą transform acji nowotworowej kom órek (32), zmie­
nia się ładunek błon Chlorella w czasie cyklu kom órkowego (33), jak 
też zmienia się ładunek powierzchniowy m itochondriów w ątroby tw orzą­
cych m egam itochondria pod wpływem  kupryzonu (34, 35). W ykazano 
również, że zmiany ładunku powierzchniowego tow arzyszą energizacji 
błon m itochondriów (36, 37), chloroplastów (38) czy purpurow ej błony 
Halobacterium halobium  (39). Należy tu  dodać, że substancje silnie zmie­
niające ładunek powierzchniowy błony, jak wolne kw asy tłuszczowe, 
długołańcuchowe estry  koenzym u A czy kationy dwuwartościowe 
(por. (27)), są obecne w każdej komórce, a ich stężenie może podlegać 
zmianom. Również kinazy białkowe fosforylujące białka błonowe i tym  
sam ym  zmieniające ładunek błon (por. (30)) w ystępują w  każdej żywej 
komórce (40). In vivo możliwe są także lokalne zm iany pH w pobliżu 
błon, towarzyszące np. transportow i jonów (H+ lub OH- ) czy reakcjom  
oksydoredukcyjnym  zachodzącym w komórce. W ydaje się więc wysoce 
prawdopodobne, że zmiany ładunku powierzchniowego błon mogą w ży­
wych komórkach występować powszechnie, a wypadkow y ładunek błony 
jest w ynikiem  szeregu różnych, nakładających się na siebie procesów. 
Kom plikuje to, oczywiście, opisywany system , równocześnie daje jednak 
podstawę do rozważań nad ew entualnym  wpływem  regulacyjnym  tych  
zmian na metabolizm komórkowy.

Zanim przejdziem y do wspom nianych możliwości regulacyjnych, zaj­
miemy się bliżej samą teorią  elektrostatycznych oddziaływań na po­
wierzchni błon. W ydaje się to konieczne dla pełniejszego zrozum ienia 
opisywanych zjawisk.

W rozważaniach teoretycznych zakłada się dla uproszczenia, że ładu­
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nek powierzchniowy błony jest regularnie rozłożony na całej jej po­
w ierzchni (26, 28, 29, 41—46), co nie zawsze ściśle odpowiada rzeczy­
wistości. W przypadku błon chloroplastów uważa się, że ładunek po­
wierzchniowy tworzony jest głównie przez naładowane grupy białek 
błonowych, pochodzi zatem  ze ściśle zlokalizowanych i wyeksponowa­
nych na zewnątrz błony regionów białek integralnych (19, 22, 47). Po­
nieważ jednak uwzględnienie tych  lokalnych oddziaływań elektrosta­
tycznych na powierzchni uniemożliwiłoby m atem atyczny opis zjawisk, 
przeważnie pomija się je. Należy jednak pamiętać, że wprowadzając to 
uproszczenie opisuje się już tylko pewne uśrednione oddziaływania, które 
nie zawsze pokryw ają się z lokalnym i efektam i elektrostatycznym i w y­
wołanym i na powierzchni bądź przez konkretne grupy, bądź polarne do­
m eny (zob. np. (48)).

Dla scharakteryzow ania uproszczonego pojęcia ładunku powierzchnio­
wego błony używa się w artości średniej gęstości ładunku (o), wyrażanej 
w wielkości ładunku elektrycznego przypadającego na jednostkę po­
w ierzchni (np. /iC/cm2 lub C/m2), bądź też powierzchni (w nm 2) przypa­
dającej na jeden ładunek elem entarny.

II. Budowa podwójnej warstwy jonowej

Teoretyczne rozważania elektrostatycznych oddziaływań na po­
wierzchni błon rozpocząć trzeba od scharakteryzow ania podwójnej w ar­
stw y jonowej tworzącej się na granicy faz błona-środowisko. Dokładne 
omówienie tych zagadnień znajdzie Czytelnik w bogatej literaturze prze­
glądowej (np. (28, 29, 41, 42, 44—46, 48—57)), tu  zatem  ograniczym y się 
jedynie do skrótowych informacji.

Powierzchniowe grupy polarne błony, posiadające ładunek elektro­
statyczny, przyciągają znajdujące się w roztworze wodnym  przeciwjony, 
odpychają zaś jony tego samego znaku. W bezpośrednim  sąsiedztwie 
błony stężenie jonów o znaku przeciwnym  do znaku wypadkowego ła­
dunku powierzchniowego błony jest zatem  wyższe, co prowadzi do po­
w stania tzw. podwójnej w arstw y jonowej. W arstwa ta  nie ma określo­
nych granic, lecz „rozmywa się” w głębi roztworu, a jej zakres prze­
strzenny zależy od tem peratury . Stężenie przeciwjonów m aleje w m iarę 
oddalania się od granicy faz.

S truk tu ra  jonowej w arstw y podwójnej była przedm iotem  rozważań 
teoretycznych już od ponad stu  lat. Pierwsze propozycje, sform ułowane 
przez Quincke i Helmholtza, zakładały tzw. statyczną budowę w arstw y 
podwójnej. Miała się ona składać z dwóch płaskich w arstw  przeciwjonów, 
ściśle związanych ze sobą siłami elektrostatycznym i. Hipotezę tę  zmody­
fikowali na początku XX w. (niezależnie od siebie) Gouy i Chapm an za­
kładając, że ze względu na ruchliwość term iczną jonów w roztworze nie
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tw orzą one płaskiej w arstw y na powierzchni granicy faz, lecz rozm yw ają 
się w głąb roztworu. Powstało w ten  sposób pojęcie tzw. jonowej w arstw y 
dyfuzyjnej w roztworze, stykającej się bezpośrednio z pow ierzchnią fazy 
stałej. Teoria Gouya-Chapm ana jest do dziś szeroko stosowana w roz­
ważaniach dotyczących elektrostatyki powierzchni, głównie ze względu 
na zw arty aparat m atem atyczny, k tórym  się posługuje. Teoria ta  daje 
możliwość ilościowego opisu zjawisk powierzchniowych, a także teore­
tycznego przew idyw ania szeregu efektów (np. w pływ u siły jonowej roz­
tw oru  na elektrostatyczne oddziaływania na powierzchni) i z tego też 
względu zostanie dokładniej omówiona w dalszej części artykułu . Jednak­
że mimo niew ątpliw ych zalet teoria Gouya-Chapm ana zawiera szereg 
uproszczeń. Na jedną z głównych jej wad pierwszy zwrócił uwagę 
S t e r n  (58). Stw ierdził on mianowicie, że jest nieprawdopodobne, aby 
jony znajdujące się w bezpośrednim sąsiedztwie naładowanej powierzchni 
m iały pełną swobodę w ym iany z jonam i z głębi roztworu, co zawiera się 
w pojęciu w arstw y dyfuzyjnej. Oddziaływania elektrostatyczne na sa­
mej powierzchni granicy faz są bowiem tak  silne, że przynajm niej część 
jonów ulega czasowemu unieruchom ieniu. Dodatkowo teoria Gouya-Chap­
m ana trak tu je  jony jako punktow e ładunki nie posiadające w łasnych 
rozmiarów. Uproszczenie takie można stosować w odniesieniu do roz­
cieńczonego roztworu, gdzie objętość zajm owana przez jony jest znikoma 
w stosunku do objętości roztworu. Jednakże na powierzchni granicy faz, 
gdzie jony podlegają znacznemu zagęszczeniu, ich wielkość odgrywa rolę 
i będzie ograniczać proces zatężania do granicy odpowiadającej prze­
strzennem u wysyceniu powierzchni. Uwzględniając te zastrzeżenia, S tern  
założył, że jonowa w arstw a dyfuzyjna nie styka się bezpośrednio z gra­
nicą faz lecz jest od niej oddzielona w arstw ą jonów i dipoli unierucho­
m ionych na powierzchni silnym i oddziaływaniam i elektrostatycznym i lub 
chemicznym i (warstwa ta  jest obecnie nazyw ana w arstw ą Sterna). Ryc. 1 
przedstaw ia budowę jonowej w arstw y podwójnej według Sterna.

Grubości warstw y S terna nie można ściśle określić. Należałoby tu  
uwzględnić promienie wolnych jonów i stopień ich uwodnienia. To samo 
dotyczy grup polarnych na powierzchni błony wraz z uwzględnieniem  
orientacji przestrzennej tych  grup. Dla różnych układów m odelowych 
(np. jednowarstwowej błony lipidowej lub liposomów) przyjm uje się, 
że w arstw a Sterna zajm uje dystans najw yżej kilku angstrem ów (A) od 
powierzchni, podczas gdy w arstw a dyfuzyjna może sięgać do kilkuset A 
w głąb roztworu (42).

Bardziej złożone są tego typu  rozważania w odniesieniu do błon bio­
logicznych. Pom inąwszy już uproszczenie traktow ania błony biologicznej 
jak  typowej fazy stałej, sam a w arstw a S terna może być różnie pojm o­
wana. Przedm iotem  dyskusji jest np. zagadnienie białek powierzchnio­
wych. W w arunkach fizjologicznych białka te stanowią de facto część 
błony, można je jednak odpłukać roztworam i o wysokiej sile jonowej (11).
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warstwa warstwa dyfuzyjna
b ona sterna Gouya-Chapmana

granica faz

Ryc. 1. Budowa jonowej w arstw y podw ójnej na granicy faz między fazą stałą 
i środowiskiem  w odnym  (według S terna). Na pow ierzchni fazy stałej umieszczono, 
dla uproszczenia, jedynie ładunki ujem ne. L inią p rzeryw aną ograniczono w arstw ę 
S terna (w kółkach zaznaczono jony unieruchom ione), a linią kropkow aną — w arstw ę 
poślizgu.

Pow staje zatem  pytanie, czy białka te zaliczać w skład błony, czy też 
odwrotnie, umieszczać je w w arstw ie S terna jako swego rodzaju polijony 
unieruchom ione na powierzchni granicy faz. Ta ostatnia in terpretacja  
prowadzi do wniosku, że w arstw a S terna błon biologicznych może roz­
ciągać się na odległość kilkudziesięciu a naw et kilkuset A od podwójnej 
w arstw y fosfolipidowej (59, 60). Podobne wątpliwości dotyczą szeregu 
jonów, które wiążą się z błonam i biologicznymi nie tylko na zasadzit 
oddziaływań elektrostatycznych, lecz również z powodu chemicznego po­
winowactwa do składników błony (typowym  przykładem  mogą być jony 
Ca2+ i Mg2+). Te i podobne pytania wskazują na liczne kłopoty in terp re­
tacyjne, z jakim i spotykam y się rozważając elektrostatyczne oddziały­
wania na powierzchni błon biologicznych. Nie zawsze bowiem teoria, 
tworzona dla prostych systemów modelowych, daje się łatwo zastosować 
do znacznie bardziej złożonych układów biologicznych.

W budowie w arstw y jonowej wyróżnia się jeszcze tzw. w arstw ę po­
ślizgu. Jest to w yróżnienie bardziej praktyczne niż teoretyczne i służy 
do określenia tej części w arstw y dyfuzyjnej, k tóra porusza się względem 
ośrodka wraz z poruszającą się błoną (np. przy elektroforezie swobodnej). 
W arstwa poślizgu zawiera w sobie w arstw ę S terna i być może przylegającą
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do niej część w arstw y dyfuzyjnej, związaną z błoną oddziaływaniam i m ię- 
dzycząsteczkowymi. O położeniu w arstw y poślizgu decyduje szorstkość 
powierzchni bądź lokalna stała dielektryczna (61, 62).

III. Potencjał na powierzchni błony

Potencjałem  na powierzchni błony, y S! zwanym  często nieściśle poten­
cjałem  powierzchniowym, określa się w artość całkowitego spadku po­
tencjału  między powierzchnią błony a w nętrzem  otaczającego środowiska. 
T raktu jąc jony znajdujące się w roztworze jako punktowe ładunki elek­
tryczne i przyjm ując, że ich stężenie przy błonie uzależnione jest jedynie 
od oddziaływań elektrostatycznych z powierzchnią, stężenie to (Cj) można 
wyrazić wzorem Boltzmanna:

(0  Cj = c0exp-

gdzie c0 oznacza stężenie jonu w roztworze, F — stałą Faradaya (23 063 cal* 
•volt-1 «mol-1), z — wartościowość jonu („ +  ” lub ”), R — stałą gazo­
wą (1,987 cal • m ol-1 ̂ K -1), T — tem peratu rę  bezwzględną, a y>s oznacza 
potencjał na powierzchni błony. Określenia „exp” używa się dla wygod­
niejszego zapisu e (podstawa logarytm u naturalnego) podniesionej do 
potęgi opisanej w dalszej części równania.

Przekształcając to rów nanie możemy uzyskać wzór opisujący poten­
cjał na powierzchni błony:

(2) y,, =
zF cx

Ponieważ jest to zarazem wzór analogiczny do znanego z elektrochem ii 
wzoru N ernsta, więc i całkowity potencjał na powierzchni błony zwany 
jest niekiedy powierzchniowym potencjałem  N ernsta. P rzy jm uje  się, 
że obejm uje on całą podwójną w arstw ę jonową.

Rozkład potencjału w w arstw ie dyfuzyjnej opisuje wspom niana już 
teoria Gouya-Chapm ana. Zakłada ona, że stężenie jonów w dowolnym 
punkcie w pobliżu błony jest wypadkową z jednej strony zatężania prze- 
ciwjonów lub odpychania jonów o tym  sam ym  znaku co ładunek błony 
(zgodnie ze wzorem 1), z drugiej zaś strony dyfuzji tychże jonów, dążącej 
do w yrównania stężeń przy błonie ze stężeniem  w głębi roztworu. Nie 
wdając się w m atem atyczny opis zjawiska, przedstaw im y tu  przykładowo 
(Ryc. 2) rozkład stężeń jedno wartościowych anionów oraz jedno- i dwu- 
wartościowych kationów w pobliżu błony o określonym  ujem nym  ła ­
dunku powierzchniowym.

W teorii Gouya-Chapm ana zależność między gęstością ładunku po­
wierzchniowego (a) fazy stałej (w naszym  przypadku błony) a wielkością 
potencjału na powierzchni granicy faz (y0) w yraża następujący wzór:
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Ryc. 2. Rozkład stężeń jednow artościow ych anionów oraz jedno- i dw u w artościo­
wych kationów  w  pobliżu błony o ujem nym  ładunku  pow ierzchniowym . Rozkład 
wyliczono na podstaw ie teorii G ouya-C hapm ana, zakładając, że pow ierzchnia po­
siada w ypadkow y ładunek  o gęstości a =  —0.05 C/m 2, a środow iskiem  jest roztw ór 
sym etrycznego elek tro litu , odpowiednio 100 mM K + A -  lub 9 mM K2+A2_. Stęże­
n ia  A2- są tak  małe, że pom inięto je na rysunku.

(3) o =  + 2RTg0er y |C:n„[exp( Fy0
R T

—  1

gdzie £0 oznacza przenikalność elektryczną (absolutną stałą dielektryczną) 
próżni, er — względną stałą dielektryczną ośrodka ciekłego, cn jest stęże­
niem  jonu n w środowisku, a zn jego wartościowością. Pozostałe symbole 
zostały objaśnione przy wzorze (1) lub m ają swoje norm alne znacze­
nie.

W yprowadzenie tego względnie prostego wzoru możliwe było dzięki 
przyjęciu założenia, że granica faz jest powierzchnią płaską. Założenie to 
jest praktycznie spełnione, gdy prom ień krzywizny granicy faz (a więc 
w naszym  przypadku krzyw izny błony) jest w ielokrotnie (ponad 30-krot- 
nie) większy niż grubość podwójnej w arstw y jonowej (50, 54). W przy­
padku błony plazm atycznej kom órek a także błon organelli kom órko­
wych takich jak  jądra  lub m itochondria w arunek ten  jest spełniony. 
Rozwiązanie wzoru wymaga również przyjęcia, że stała dielektryczna roz­
tw oru w w arstw ie przylegającej do błony jest taka sama jak  stała dielek­
tryczna wolnego roztworu. Dyskusję tego zagadnienia można znaleźć 
w pracach G raham e’a (np. 63). Teoria Gouya-Chapm ana zakłada ponadto, 
że jony z fazy ciekłej nie przenikają do fazy stałej, co w odniesieniu do 
błon biologicznych jest znacznym przybliżeniem . Omówienie tych skom­
plikow anych układów oraz konieczne popraw ki teorii można znaleźć 
w  pracach H a y d o n a (np. 53).
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Jeśli środowisko otaczające błonę zawiera elektrolit sym etryczny, to 
jest taki, k tóry  dysocjuje na równą ilość jonów o przeciw nym  znaku lecz 
tej sam ej wartościowości, np. KC1 lub M gS04, rów nanie (3) upraszcza 
się do postaci:

W odniesieniu do błon biologicznych gęstość ładunku jest wielkością 
niejako „zadaną” przez s truk tu rę  i skład chemiczny błony. In teresuje 
nas zatem  zależność odwrotna do tej przedstawionej wzorem (4), a więc 
jak zm ienia się potencjał na powierzchni w zależności od zmian gęstości 
ładunku. Przekształcenie wzoru (4) daje nam  odpowiednie równanie:

W arto tu  dodać, że przy niewielkich w artościach gęstości ładunku po­
wierzchniowego (rzędu 0,01 C/m2), a więc spotykanych w błonach bio­
logicznych, i przy fizjologicznych stężeniach elektrolitów  (do około 0,1 M) 
funkcja arc sinh zbliża się do funkcji liniowej, co umożliwia dalsze przy­
bliżenie znacznie ułatw iające obliczenia. W ynika z tego, że w tych  w a­
runkach yj0 jest w przybliżeniu proporcjonalne do o i odwrotnie propor­
cjonalne do pierw iastka kwadratowego ze stężenia elektrolitu  (c0). y 0 jest 
również odwrotnie proporcjonalne do wartościowości elektrolitu  (z). Ilu­
s tru ją  to ryc. 3 i 4. Widać z nich na przykład, że 1 M roztwór elektrolitu  
jednowartościowego praw ie całkowicie znosi potencjał na powierzchni 
(Ryc. 3) i że 100 mM elektrolit jedno wartościowy neutralizu je  w tym  sa­
m ym  stopniu potencjał na powierzchni co około 10 mM elektrolit dwu- 
w artościowy i około 1 mM elektrolit trójw artościow y (Ryc. 4).

Z przeprowadzonych tu  rozważań teoretycznych w ynika również, że 
w ystępuje współzawodniczą zależność w zagęszczaniu różnych kationów 
przy błonie. Należy więc oczekiwać, że skład jonowy kationów  w pobliżu 
błony może znacznie się różnić od składu w głębi środowiska. Znalazło to 
potw ierdzenie na przykład w pom iarach stężenia jonów w błonach chloro­
plastów. W ynika z nich, że gdy tylakoidy zawieszano w  roztworze za­
w ierającym  10 mM N a+ i 10 mM Mg2+, to w bezpośrednim  sąsiedztwie 
błon stężenie jonów Mg2+ wynosiło około 200 mM (64).

Teoria Gouya-Chapm ana opisuje w elegancki sposób budowę w arstw y 
podwójnej i rozkład potencjałów na granicy faz. P rzy jm uje  ona jednak 
szereg założeń, k tó re —>jak to już podkreślaliśm y — stanow ią nieraz 
znaczne uproszczenie rzeczywistości, zwłaszcza w odniesieniu do układów 
biologicznych. Mimo to teoria ta  zadziwiająco dobrze daje się stosować 
zarówno do większości układów błon biologicznych jak  i modelowych. 
N ajpoważniejszym  czynnikiem  nie uw zględnianym  przez teorię 
Gouya-Chapm ana jest odmienne- zachowanie się znacznie zagęszczo-

(5)
X

y> o = -^p-arcsinh[o-'(8RTf0prc0) ~J]
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Ryc. 3. Przebieg potencjału w pobliżu granicy faz wg. G ouya-Chapm ana, dla 
środowisk zaw ierających jednow artościow y sym etryczny elektrolit (K+/A~) w róż­
nych stężeniach, w ahających  się od 1 mM do 1 M. W artości ip0 obliczono na pod­
staw ie w zoru (5), zakładając, że pow ierzchnia m a wypadkow y ujem ny ładunek
o gęstości a =  —0,05 C/m2.

Ryc. 4. Efektyw ność kationów  jedno-, dw u- i tró jw artościow ych (sym etryczne 
elektrolity) w  zm niejszaniu potencjału  xp0. Obliczenia w ykonano na podstaw ie 
w zoru (5) przy założeniu średniej gęstości pow ierzchniow ej ładunku  rów nej 
—0,025 C/m2 oraz stałej obecności w  roztw orze 5 mM sym etrycznego elek tro litu  
jednowartościowego.
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nych jonów w bezpośrednim sąsiedztwie błony, czyli we wspomnianej 
już w rozdziale II w arstw ie Sterna. Zgodnie z oryginalnym i założeniami 
S t e r n a  (58), o spadku potencjału w te j warstw ie decydują siły elektro­
statycznego przyciągania oraz adsorpcji nagrom adzające pewną ilość prze- 
ciwjonów na powierzchni granicy faz, która to ilość jest dodatkowo ogra­
niczona rozm iaram i tych jonów oraz siłami odpychania między nimi. 
Tak uform owana w arstw a, o grubości nie większej od kilku średnic jono­
wych, tylko częściowo neutralizuje graniczny ładunek powierzchniowy. 
Spadek potencjału w w arstw ie S terna stanowi zatem jedynie niewielką 
część całkowitego potencjału na powierzchni (Ryc. 5).

Ryc. 5. Rozkład potencjałów  w podwójnej w arstw ie jonowej według S terna.

Z drugiej jednak strony może się zdarzyć, zwłaszcza w przypadku 
powierzchni o niewielkiej gęstości ładunku, że silna adsorpcja przeciw- 
jonów całkowicie zneutralizuje ten  ładunek a naw et nada mu odwrotny 
znak. Zjawisko takie zwane jest przeładowaniem  powierzchni przeciw- 
jonam i (49, 63). Przebieg potencjału w tak  utworzonej w arstw ie podwój­
nej przedstaw ia Ryc. 6. Należy tu  jeszcze zaznaczyć, że przy powyż­
szych założeniach nie obowiązuje wzór N ernsta opisujący całkowity po­
tenc jał na powierzchni yjs, gdyż stężenie jonów przy błonie (cO nie zależy 
wówczas wyłącznie od oddziaływań elektrostatycznych, lecz także od 
chem isorpcji.

Rozważania dotyczące potencjału w arstw y S terna mogą ulec dalszym 
m odyfikacjom , gdy przedm iotem  opisu staje  się błona biologiczna. Zależy 
to  również od przyjętej koncepcji budowy w arstw y unieruchomionej. 
I  tak  np. autorzy trak tu jący  w arstw ę S terna jako „płaszcz” białkowo- 
jonow y o dość dużej grubości (59, 60, 65) uważają, że s truk tu ra  tak ufor-
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Oc(V
Oa

Ryc. 6. Rozkład potencjałów  w  podwójnej w arstw ie jonowej przy założeniu możli­
wości przeładow ania w arstw y S terna przeciw jonam i.

mowanej w arstw y jest stosunkowo trw ała  i w niewielkim  tylko stopniu 
wrażliwa na zm iany zachodzące w środowisku (np. zmiany siły jonowej 
roztworu). Spełnia więc ona rolę swoistej „strefy buforującej”, w której 
spadek potencjału jest niewielki i w pewnym  przybliżeniu niezależny od 
składu roztw oru (Ryc. 7). Przyjęcie tego rozumowania skłania w zasadzie 
do wniosku, że znaczące zmiany oddziaływań elektrostatycznych błona- 
-środowisko zachodzą głównie na powierzchni w arstw y Sterna, a nie w bez­
pośrednim  sąsiedztwie lipidowej dwuw arstwy.

Pełny opis rozkładu potencjału w pobliżu błony wym aga jeszcze kró t­
kiego omówienia potencjału elektrokinetycznego £ (Ryc. 5), czyli po­
tencjału  na granicy w arstw y poślizgu (patrz rozdział II). Ma on znaczenie 
praktyczne, ponieważ daje się wyliczyć z pom iaru ruchliwości elektrofo- 
retycznej komórek, organelli lub fragm entów  błon, zgodnie z rów na­
niem Smoluchowskiego:

(5) c  =
w

gdzie r) oznacza lepkość roztworu, a ju — ruchliwość elektroforetyczną, 
definiowaną jako prędkość elektroforezy w polu o jednostkowym  natę­
żeniu (//m*cm*volt_1*s_1). Ponadto przyjm uje się, że w artości r¡ i sT 
w warstw ie podwójnej są takie same jak w głębi roztworu i że przyłożone
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dwuwarstwa „ płaszcz” 

lipidowa białkowy

Ryc. 7. Rozkład potencjałów  w podwójnej w arstw ie jonowej utworzonej na po­
w ierzchni błony biologicznej. W edług Dołowego (60).

pole elektryczne nie zmienia rozmieszczenia jonów w w arstw ie dyfuzyj­
nej. Dla cząstek o prom ieniu porów nyw alnym  z grubością w arstw y dy­
fuzyjnej stosuje się skomplikowany wzór H enry’ego, k tóry w krańcow ym  
przypadku (promień krzyw izny cząstki znikomo m ały w stosunku do 
grubości w arstw y dyfuzyjnej) przybiera postać:

(6) f = 3 w
2ener

Ponieważ przyjm uje się, że w arstw a poślizgu ma bardzo małą grubość 
w stosunku do w arstw y dyfuzyjnej (por. ryc. 5), można zatem  z pewnym  
uproszczeniem przyjąć, że wartość potencjału elektrokinetycznego (t) nie­
wiele różni się od wartości potencjału w arstw y dyfuzyjnej (ipQ), co po za­
stąpieniu xpQ przez C we wzorze (3), pozwala na wyliczenie średniej gęsto­
ści ładunku powierzchniowego (a) zgodnie z teorią Gouya-Chapm ana.

IV. Metody pomiaru ładunku i potencjału na powierzchni błon

Gęstość ładunku powierzchniowego niektórych modelowych błon fos- 
folipidowych o znanym  składzie, a stąd  i w artości potencjału na po­
wierzchni, można wyliczyć, jeśli znam y stopień dysocjacji grup kwaso­
w ych i zasadowych oraz przestrzeń zajm owaną na powierzchni przez po­
larne grupy poszczególnych fosfolipidów (patrz np. (66—68)). Nie jest to 
jednak możliwe w przypadku błon biologicznych i bardziej złożonych 
układów modelowych. Stosujem y wówczas m etody pomiarowe, które po-
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średnio pozwalają oznaczyć potencjał na powierzchni. W zależności od 
zasady, na jakiej się opierają, wyróżniam y trzy  ich grupy. Są to:
1) elektroforeza,' 2) m etody oparte na zależnym  od potencjału lub gęstości 
ładunku na powierzchni wiązaniu różnych substancji z błonami, 3) m e­
tody oparte na zmianach właściwości związanych z błoną substancji w  za­
leżności od potencjału na powierzchni.
Omówimy je tu  pokrótce.

IV-1. Elektroforeza

Podstaw y teoretyczne elektroforezy błon zostały już omówione w roz­
dziale III. M etoda ta  ma długą tradycję, gdyż zaczęto ją stosować już 
w końcu ubiegłego stulecia. Zarówno więc sama technika jak  i używ ana 
ap ara tu ra  były wielokrotnie modyfikowane i doskonalone. Najczęściej 
stosuje się elektroforezę błon (fragmentów błon, całych komórek lub izo­
lowanych organelli wew nątrzkom órkowych) swobodnie zawieszonych 
w  roztworze elektrolitu. Jest to więc tzw. elektroforeza swobodna. Pom iar 
szybkości poruszania się cząstek może przy tym  polegać na obserw acji 
przesuwania się zm ętnienia zawiesiny (służą do tego aparaty  podobne do 
stosowanych w swobodnej elektroforezie białek), bądź na zbieraniu frak ­
cji i analizowaniu ich m etodami fizycznymi i chemicznymi, bądź wreszcie 
na obserw acji przy pomocy mikroskopu ruchów pojedyńczych cząstek; 
jest to tzw. m ikroelektroforeza. Nowoczesna aparatu ra  do m ikroelektro- 
forezy odznacza się znacznym stopniem  autom atyzacji, co pozwala na 
zmierzenie w krótkim  czasie ruchliwości elektroforetycznej dużej liczby 
cząstek i statystyczne opracowanie wyników. Elektroforeza swobodna błon 
znajduje obecnie szerokie zastosowanie, zarówno w badaniach podstawo­
wych (17—23, 68—70), jak  do preparatyw nego izolowania komórek i orga­
nelli kom órkowych (62, 71, 72), jak  wreszcie w diagnostyce klinicznej 
(62, 73).

Należy jednak pamiętać, że m etoda ta  ma szereg niedogodności. N aj­
ważniejszą z nich jest to, że ruchliwość elektroforetyczna odzwierciedla 
wielkość potencjału na powierzchni w arstw y poślizgu (potencjał elektro- 
kinetyczny, C) , który  z zasady jest niższy (w wartościach bezwzględnych) 
niż faktyczny potencjał na powierzchni błony, yjs. Różnica między poten­
cjałam i t  i %  jest tym  większa, im niższe stężenie elektrolitu  otaczają­
cego, co stw arza konieczność starannego doboru w arunków  prowadzenia 
pomiarów (29, 61, 62, 74). Obliczenia kom plikują się również dla cząstek 
bardzo m ałych (gdy ich średnica staje  się porównywalna z grubością w ar­
stw y dyfuzyjnej) oraz gdy kształt cząstki znacznie odbiega od kulistego. 
Konieczne jest wówczas wprowadzenie dodatkowych poprawek do m a­
tem atycznego opisu zjawiska (74—76).

http://rcin.org.pl



[15] Ł A D U N E K  P O W IE R Z C H N IO W Y  B Ł O N 205

IY-2. Metody oparte na wiązaniu różnych substancji z błonami

Substancje amfifilowe, to jest posiadające w obrębie cząsteczki grupy 
polarne (hydrofilowe) i część apolarną (hydrofobową), w ykazują tenden­
cję do wiązania się z błonami biologicznymi i modelowymi. Jeśli część 
polarna jest ponadto zjonizowana, wiązanie do błony zależeć będzie od ła­
dunku powierzchniowego błony. Na „sondy” ładunku powierzchniowego 
nadają się takie związki amfifilowe, k tórych wiązanie do błony daje się 
stosunkowo łatwo i szybko zmierzyć. Stosowane tu  byw ają najczęściej 
bądź substancje fluoryzujące, k tórych wydajność fluorescencji lub widmo 
zmienia się zasadniczo w zależności od tego, czy związek znajduje się 
w wodzie, czy też w środowisku apolarnym  (77—80), bądź też związki 
param agnetyczne, k tórych sygnał EPR ma inną charakterystykę w za­
leżności od polarności otaczającego środowiska (36, 38, 81, 82).

W spólną cechą tych  m etod pom iarowych jest to, że nie dają one 
w artości bezwzględnego ładunku czy potencjału na powierzchni, jak 
m etody elektroforetyczne lub omówiona w następnym  podrozdziale me­
toda z użyciem wskaźnika pH, lecz jedynie pozwalają obliczyć zmiany 
tych wielkości pod wpływem  określonych czynników. Niemniej dzięki 
prostocie stosowania (zwłaszcza w odniesieniu do sond fluorescencyjnych) 
znajdują szerokie zastosowanie i zostały wyczerpująco omówione w li­
te ra tu rze  doświadczalnej i przeglądowej (24, 25, 36, 38, 39, 77—85).

Jako sondy fluorescencyjne stosuje się najczęściej znaczniki aniono­
we: ANS i TNS, oraz znacznik kationowy, EtBr. Związki te  cechuje 
przesunięcie m aksim um  widma emisji i znaczne zwiększenie wydajności 
kw antow ej fluorescencji przy przejściu z fazy wodnej do fazy apolarnej 
(np. błony). P rzy odpowiednim doborze długości fali fluorescencję w śro­
dowisku wodnym  można pominąć jako bliską zeru, wobec czego cała 
m ierzona emisja św iatła odpowiada ilości sondy związanej z błoną. Mie­
rząc intensywność fluorescencji w zależności od stężenia dodanej sondy, 
łatw o wyliczyć w układzie L inew eavera-B urka lub w układzie Eadie’go- 
-H ofstee’ego stałą powinowactwa (stałą dysocjacji) sondy do błony jak rów­
nież ilość m iejsc wiążących na błonie. Przekształcając odpowiednio wzór 
Boltzm anna (wzór 1) otrzym ujem y rów nanie pozwalające obliczyć zmianę 
potencjału  na powierzchni (At/;s) ze stałych powinowactwa sondy 
(Kd i Kd') w dwóch różnych w arunkach doświadczalnych (79):

r t , k ;'
^  Ws ~  z f  n k ;

Stosowalność tego wzoru została wykazana w przypadku zmian poten­
cjału na powierzchni wyw ołanych związkami powierzchniowo czynnymi, 
fosforylacją białek błonowych i zmianą składu lipidowego błony (27, 30, 
31, 86, 87). Jednak niektórzy autorzy za m iarę zmiany potencjału, a raczej 
gęstości ładunku powierzchniowego, przy jm ują zmianę ilości miejsc wią­
żących ANS (83).
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Jako sondy w ykryw ane na zasadzie sygnału EPR służą związki o cha­
rakterze detergentów, zawierające w łańcuchu hydrofobowym  rodnik
o niesparowanym  elektronie. W tym  przypadku, opierając się na różnicy 
sygnału EPR, oznaczamy ilość sondy związanej z błoną i wolno rozpusz­
czonej w środowisku wodnym, z czego oblicza się współczynnik roz­
działu sondy między obie fazy (P). Ze zm iany tego współczynnika można 
obliczyć (analogicznie do wzoru 7) zmianę potencjału na powierzchni (36):

RT , p'(8) A^s =  —  ln -^ -

Wadą opisanych tu  sond fluorescencyjnych jest wysokie powino­
wactwo ANS i TNS do niektórych białek (88, 89) oraz powinowactwo 
EtBr do kwasów nukleinowych (77, 90, 91). Ponadto wszystkie sondy (rów­
nież spinowe), jako zjonizowane związki amfifilowe, same zm ieniają gę­
stość ładunku powierzchniowego błony. Dlatego do pom iaru w inny być 
stosowane w bardzo niskich stężeniach.

IV-3. Pomiary oparte na zmianach właściwości substancji związanych z błonami

Do tej kategorii możemy zaliczyć w zasadzie tylko jedną metodę, 
opartą na wskaźniku pH ściśle wiążącym  się z błoną. Jest nim  4-hepta- 
decylo-um belliferon (7-hydroksy-4-heptadecylo-kum aryna). Dzięki dłu­
giemu łańcuchowi węglowodorowemu związek ten  jest praktycznie nie­
rozpuszczalny w wodzie, natom iast włączony do błony fosfolipidowej za­
chowuje się jak jej in tegralny składnik (92, 93).

Zgodnie ze wzorem Boltzm anna (wzór 1) w pobliżu negatyw nie nała­
dowanej błony zagęszczeniu ulegają wszystkie swobodnie poruszające się 
w roztworze kationy, w tym  również jony wodorowe. Stąd lokalne pH 
przy błonie (pHi) będzie miało niższą wartość niż pH w głębi roztworu 
(pH0). A zatem pom iar pH tuż przy błonie może nam  dać wartość poten­
cjału na powierzchni. Przekształcając odpowiednio wzór Boltzmanna 
otrzym ujem y bowiem zależność (66):

(9) P H .- P H .+  A

Stała dysocjacji kwasowej fenolowej grupy 4-heptadecylo-umbellife~ 
ronu (pK) wynosi około 6. Jest więc bliska wartości pH, jaka może w y­
stępować w pobliżu błon przy pH środowiska w pobliżu obojętnego, co 
sprawia, że stopień dysocjacji tego związku podlega w yraźnym  zmianom 
już przy niewielkich zmianach lokalnego pH. Z drugiej strony niezdyso- 
cjowana i zdysocjowana form a wskaźnika różnią się wyraźnie intensyw ­
nością fluorescencji i położeniem m aksimum  emisji. Na tej podstawie 
łatwo oznaczyć stopień zdysocjowania sondy włączonej do błony, a stąd
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obliczyć lokalne pH i dalej bezwzględny potencjał na powierzchni błony. 
Metoda ta daje dobre wyniki w odniesieniu do błon modelowych (66, 94). 
Jej stosowalność do błon biologicznych napotyka jednak na przeszkodę 
związaną z trudnością wprowadzenia sondy do tych błon.

V. Regulacyjny wpływ ładunku powierzchniowego błon na niektóre
ich funkcje

Jak wspomniano już w rozdziale I, wydaje się bardzo prawdopodobne, 
że zmiany ładunku powierzchniowego błon biologicznych mogą występo­
wać in vivo. Z drugiej strony zdecydowana większość substancji che­
micznych spotykanych w żywym  organizmie i oddziałujących z błonam i 
(np. jako związki transportow ane przez błonę, będące substratam i czy 
produktam i enzymów błonowych lub specyficznie wiążące się z błonami) 
jest zjonizowana. Lokalne stężenie takich substancji przy błonie zależy 
zatem  od potencjału na powierzchni. Logiczne wydaje się więc przypusz­
czenie, że zmienna dostępność błony dla związków uczestniczących w pro­
cesach transportow ych czy reakcjach enzym atycznych będzie tym  samym  
zmieniać kinetykę tych zjawisk.

Omówimy obecnie niektóre funkcje błon, zwracając uwagę na możli­
wość ich regulacji przez zmiany ładunku (potencjału) na powierzchni 
s truk tu ry  błonowej.

V-1. Transport substancji zjonizowanych przez błonę

Modelem badań wpływu ładunku powierzchniowego na transport jo­
nów może być sztuczna błona lipidowa. Układy tego typu  badane były 
już od szeregu lat. I tak  np. w pracow ni v a n  D e e n e n a  (95) zaobser­
wowano, że w ypływ  radioaktywnego rubidu z liposomów zachodził dość 
szybko i był jeszcze znacznie stym ulow any przez jonofor, walinom ycynę, 
jeśli m ateriałem , z którego zbudowane zostały liposomy, był fosfatydylo- 
glicerol, a więc fosfolipid kwaśny, w arunkujący ujem ny ładunek po­
wierzchniowy błony. Natom iast przepuszczalność liposomów dla R b+ była 
praw ie całkowicie zniesiona, naw et w obecności walinomycyny, jeśli błonę 
zbudowano z fosfolipidu zasadowego, lizylofosfatydyloglicerolu, nada ją ­
cego dodatni ładunek powierzchni. Podobne obserwacje znaleźć można 
i w innych pracach nad wpływem  elektrostatycznych oddziaływań po­
wierzchniowych na przenoszenie jonów rubidu i potasu w obecności 
w alinom ycyny (96, 97). Uzyskane dane doświadczalne, jak też ich dobra 
zgodność z przew idyw aniam i teorii Gouya-Chapm ana (96), w pełni po­
tw ierdziły zależność tego transportu  od gęstości i znaku ładunku po­
wierzchniowego błony. Podobną zależność stwierdzono zresztą w przy-
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padku badań innych układów transportu jących  jak  np. transportu  sodu 
i potasu przez błonę liposomalną w obecności gram icydyny (97), czy 
transportu  potasu w obecności nonaktyny (98). W yraźną zależność od ła­
dunku powierzchniowego błony stwierdzono też w przypadku w ym iany 
H +/Mg2+ w błonach chloroplastów, badanej z udziałem nigerycyny i spe­
cyficznego dla jonów Mg2+ jonoforu A23187 (99). Stwierdzono także, 
że w yw ołany dodatkiem  w alinom ycyny wypływ  jonów K + z m itochon- 
driów  jest współzawodniczo ham ow any dodatkiem  zmieniających ładu­
nek powierzchniowy błony jonów Mg2+ (100). We wszystkich przypadkach 
zmianom ulegały mierzone w artości K m transportu  (95— 100). Reasumując, 
można powiedzieć, że transport kationów badany w obecności specyficz­
nych jonoforów, zarówno w błonach liposomalnych jak też w błonach 
biologicznych, jest stym ulow any zmianam i ładunku powierzchniowego 
błon w k ierunku wartości bardziej ujem nych oraz współzawodniczo ha­
m owany przez częściową neutralizację ładunku lub jego zmianę w  kie­
runku wartości dodatnich.

Działanie jonoforów jest jednak tylko modelem biologicznych zjawisk 
transportow ych. Nasuwa się więc pytanie, czy obserwowane tu  zależności 
w ystępują również w układach błon naturalnych, nie zawierających do­
danych jonoforów. I tak  np. opisano współzawodniczę hamowanie tran s­
portu  jonów K + u drożdży przez dodatek do błon kationowych związków
o charakterze dwuguanidów (101) oraz, w tym  samym  m ateriale, współ­
zawodniczę hamowanie transportu  wapnia przez kation etydynow y (102). 
Stwierdzono też, że lipofilowe kationy CTAB i CPC ham ują transport 
wapnia w m itochondriach (103), a przepuszczalność m itochondriów dla 
kationów jedno wartościowych może być z kolei regulowana zawartością 
m agnezu w błonach, zmieniającą ich ładunek powierzchniowy (104, 105). 
Z drugiej strony, dodatek długołańcuchowych kwasów tłuszczowych i ich 
estrów  z koenzymem  A, pogłębiających ujem ny wypadkowy ładunek 
błon (por. np. (27)), wyraźnie stym uluje przepuszczalność błon mitochon- 
drialnych dla jedno wartościowych kationów (106, 107).

Jeśli transport jonów i zjonizowanych substancji przez błony biolo­
giczne rzeczywiście uzależniony jest od elektrostatycznych oddziaływań 
na powierzchni błony, należy przypuszczać, że, w przeciw ieństwie do 
wspomnianego wyżej przenoszenia kationów, transport związków o cha­
rakterze anionowym  będzie współzawodniczo ham ow any zmianam i ła­
dunku powierzchniowego w kierunku wartości bardziej ujem nych, a sty ­
m ulow any przez częściową neutralizację ujemnego ładunku błony. I isto t­
nie wykazano tego rodzaju zależności. Zauważono na przykład (108), 
że transport a-ketoglu taranu  do m itochondriów jest współzawodniczo ha­
m owany przez wzrost pH środowiska, którem u, jak wiemy, towarzyszy 
zmiana ładunku powierzchniowego w kierunku wartości bardziej u jem ­
nych. Odwrotnie, niskie pH środowiska stym uluje proces, obniżając K m. 
Taką samą zależność w ykryto również w przypadku transportu  nieorga­
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nicznych anionów przez błony erytrocytów  (109). Również wprowadzenie 
do błon amfifilowych związków powierzchniowo-czynnych, silnie zmie­
niających ładunek powierzchniowy (por. np. (24—27)), wyraźnie zmienia 
kinetykę transportu  szeregu anionowych substancji w błonach biologicz­
nych. Ciekawe doświadczenia przeprowadzili w tym  względzie M o t  a i s 
i wsp. (110). Stosując anionowe lub kationowe pochodne tego samego 
związku, fenotiotiazyny, wykazali oni, że transport szeregu anionowych 
m etabolitów przez błony erytrocytów  króliczych jest współzawodniczo 
hamowany w obecności pochodnych anionowych, stym ulow any zaś 
w obecności pochodnych kationowych. Interesująca jest też obserwacja, 
że transport glukozy, a więc substancji niezjonizowanej, nie zmienia się 
w tych w arunkach (110). Zaobserwowano też (111), że transport piro- 
gronianu przez błonę m itochondrialną jest wyraźnie stym ulow any (ob­
niżenie mierzonej wartości K m) pod wpływem  dodania do zawiesiny mi­
tochondriów niewielkiej ilości kationowego detergentu, CPC (Ryc. 8). 
Natomiast anionowe związki o charakterze detergentow ym  współzawod-

Ryc. 8. W pływ kationowego detergentu , CPC, na w ym ianę (2-I4C)pirogronian-pi- 
rogronian w  m itochondriach w ątroby  szczura. T ransport pirogronianu badano przy 
użyciu techniki szybkiego w irow ania przez w arstw y. M itochondria (ok. 10 mg b ia ł­
ka/ml) preinkubow ano z 1 mM (2-14C )pirogronianem  (ok. 0,1 ^Ci) w  środow isku 
standardow ym  (125 mM KC1, 20 mM bufor Tris-H C l, pH 7,4) w  obecności an ty - 
mycyny (5 ^g/ml) i rotenonu (4 ^ig/ml), w  tem peratu rze 20°C przez 3 min. W próbach 
trak tow anych  CPC obecny był również ten  związek w  ilości 12 nmoli/mg białka.
0,4 ml zawiesiny nak ładano  następnie na w arstw y  zaw ierające kolejno (od góry 
probówki): a) 0,4 ml środowiska standardow ego +  2,4% dekstran  (w arstw a płuczą­
ca); b) 0,4 ml środow iska standardow ego +  4,8% dekstran  +  p irogronian  w  odpo­
w iednim  stężeniu (w arstw a w ym ieniająca); c) 0,5 ml oleju silikonowego (W acker 
AR200:AR20, 4:2,5); d) 0,2 ml 8% HCIO4 . N atychm iast po nałożeniu zawiesiny m ito­
chondriów  próbę odw irowywano (1 min., w irów ka UNIPAN). Po w irow aniu odpo­
w iednią objętość kwaśnego ek s trak tu  pobierano do m ieszaniny scyntylacyjnej i li­
czono. O trzym ane w artości Km tran sp o rtu  w ynosiły: dla kontroli, 0,141 mM; plus 
CPC, 0,082 mM. W ynik doświadczenia przedstaw iono za zgodą Autorów (111).
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niczo ham ują transport szeregu substancji ujem nie naładow anych do mi- 
tochondriów, jak  np. fosforanu, jabłczanu, cytrynianu lub nukleotydów 
adeninowych (112, 113). Zwłaszcza transport ATP i ADP stał się przed­
m iotem  bardziej wnikliwych badań (114, 115). Zaobserwowano, że tran s­
port ten  jest silnie współzawodniczo ham owany przez palmitylo-CoA. 
To wyjątkowo silne hamowanie w ynika prawdopodobnie nie tylko ze 
zmian ładunku powierzchniowego błony, ale być może również ze specy­
ficznego wpływ u palmitylo-CoA na translokazę nukleotydów adenino­
wych. Podobieństwo stru k tu ry  tego estru  do s tru k tu ry  ADP może w tym  
wypadku tłum aczyć współzawodniczy charakter inhibicji (116, 117). Oka­
zało się jednak, że przenoszenie ADP przez błony m itochondrialne może 
być również współzawodniczo hamowane przez dodatek niewielkich ilości 
anionowego detergentu, SDS (118) (Ryc. 9). Co więcej, wykazano, że

Ryc. 9. W pływ SDS na transpo rt ADP do m itochondriów . W ykres w układzie 
L inew eavera-B urka, według (118).

dodatek kationowego detergentu, CTAB, do zawiesiny m itochondriów 
znosi ham ujący wpływ palmitylo-CoA na translokazę (118) (Ryc. 10). 
Wiadomo przy tym , że CTAB nie powoduje usunięcia palmitylo-CoA 
z błony (27, 86). W ytłumaczeniem  obserwowanych efektów może być za­
tem  stw ierdzenie, że proces przenoszenia nukleotydów adeninowych 
przez błonę m itochondrialną regulow any jest w znacznym stopniu przez 
elektrostatyczne oddziaływania na powierzchni błony. Silne odpychanie 
ujem nie naładow anych cząsteczek ADP przez błonę o pogłębionym obec­
nością palm itylo-CoA ujem nym  ładunku powierzchniowym powoduje 
zmniejszenie lokalnego stężenia ADP przy błonie (wzór 1) i tym  samym
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Ryc. 10. O dw racanie przez CTAB ham ującego działania palmitylo-CoA, na transport 
ADP w m itochondriach. W edług (118).

podwyższenie m ierzonej wartości K m transportu . W chwili dodania do 
układu kationowego detergentu, również lokującego się w błonie (24, 25), 
wypadkowy ładunek powierzchniowy błony zostaje przesunięty w kie­
runku w artości m niej ujem nych i obserwowana uprzednio inhibicja zo­
staje  cofnięta.

Podobne do omówionego powyżej działania tioestrów  koenzymu A 
z długołańcuchowym i kwasam i tłuszczowymi oraz wolnych kwasów tłusz­
czowych obserwowano też w przypadku szeregu innych procesów tran s­
portow ych zachodzących w błonach biologicznych (zob. artyku ł przeglą­
dowy (107)).

Odrębnym , specyficznym działem  badań nad transportem  przez błony 
jest przepuszczalność błon np. m itochondrialnych czy chloroplastowych 
dla protonów. Zagadnienie to ma duże znaczenie w świetle chemiosmo- 
tycznej teorii oksydacyjnej fosforylacji (119, 120). I w tym  przypadku w y­
niki niektórych badań sugerują możliwość regulowania przepływ u proto­
nów przez ładunek powierzchniowy błony. W ykazano np., że lipofiłowe 
kationy w rodzaju pierwszorzędowych amin alkilowych (121) lub dwu- 
guanidów (122), a zatem  związki lokujące się w błonie i częściowo neu­
tralizujące jej ujem ny ładunek powierzchniowy (122), zdecydowanie 
zm niejszają przepuszczalność błony m itochondrialnej dla protonów i to 
zarówno w m itochondriach sprzężonych (hamowanie ,,pompy protono­
w ej” ), jak też rozprzężonych (hamowanie przenikania H + przez błonę 
w obecności protonoforów). Jeśli jednak ładunek powierzchniowy zmieni
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się w kierunku wartości bardziej ujem nych, transport protonów przez bło­
nę m itochondrialną jest stym ulow any (44). Dla błony chloroplastowej 
opracowano nawet teoretyczny model zależności transportu  protonów  od 
ładunku powierzchniowego po obu stronach błony (123).

Oczywiście byłoby dużą przesadą twierdzić, że zmiany ładunku po­
wierzchniowego błon są zawsze odpowiedzialne za regulowanie procesów 
transportow ych w żywych komórkach, byle tylko przenoszona substancja 
była jonowa. To, co zostało powiedziane powyżej, nie neguje bowiem 
roli oddziaływań specyficznych, zmian konform acyjnych nośników, w pły­
wu zmian płynności błony czy roli potencjału transm em branow ego na 
przebieg procesów transportow ych. W szystkie te  znane Czytelnikowi m e­
chanizmy regulujące transport substancji przez błony biologiczne dopiero 
wzięte razem  tworzą całość ogromnie skomplikowanego system u, podle­
gającego wielu różnym  wpływom równocześnie. W podrozdziale tym  
zwracam y jedynie uwagę na jeden z elem entów tego system u. Oddzia­
ływania elektrostatyczne na powierzchni s truk tu ry  błonowej, często pomi­
jane na rzecz poszukiwań efektów specyficznych i bardziej złożonych, 
mogą jednak w pewnych w arunkach znacząco zmieniać badany proces 
i w arto o tym  pamiętać.

V-2. Przekazywanie impulsów nerwowych

Rozchodzenie się im pulsu elektrycznego wzdłuż błony zachodzi na 
zasadzie zmiennego transportu  jonów sodu i potasu. Przez analogię do 
omówionych powyżej zagadnień transportow ych można zatem  przypusz­
czać, że ładunek powierzchniowy błony może oddziaływać i na ten  proces. 
Istotnie, wykazano np., że przenoszenie im pulsu elektrycznego przez izo­
lowane włókna nerwowe żaby uzależnione jest w dużym  stopniu od pH 
środowiska, w którym  przeprowadzono pomiar (124). I tak, obniżenie 
pH z wartości 7,3 do wartości 4,0 (co, jak wiemy, powoduje znaczną 
neutralizację ujem nego ładunku powierzchniowego błony) powoduje 
znaczne zahamowanie przenoszenia jonów sodu i potasu przez błonę
i w istotny sposób obniża aktywność nerw u. Pow rót pH do wartości 
wyjściowej powoduje cofnięcie hamowania transportu  i przyw rócenie 
norm alnej aktywności elektrycznej włókna nerwowego. A utorzy przy­
puszczają przy tym , że wpływ  ten  jest wynikiem  cofnięcia jonizacji okreś­
lonych ujem nie naładow anych grup na powierzchni błony, uczestniczących 
w mechanizmie przenoszenia jonów. Byłby to więc przykład na znaczenie 
regulacyjne lokalnych oddziaływań elektrostatycznych w błonie, choć 
wpływ zmian ładunku powierzchniowego całej błony nie został w cyto­
wanej pracy wykluczony.

Dysponujem y również obserw acjam i sugerującym i wpływ ładunku 
powierzchniowego na przekazywanie przez błonę impulsów natu ry  che-
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micznej. Badano np. wpływ ładunku powierzchniowego błony synapsy 
nerwowo-mięśniowej w m ięśniach szkieletowych na uwalnianie dodat­
nio naładowanego neurotransm itera, acetylocholiny (125). Proces ten  był 
wyraźnie ham ow any przez pogłębienie ujemnego ładunku powierzchnio­
wego błony, stym ulow any natom iast przez częściową neutralizację ła­
dunku. Prawdopodobnie chodzi tu  o zmianę siły elektrostatycznego wią­
zania acetylocholiny przez błony synaptyczne, co może mieć znaczące 
implikacje fizjologiczne (125). Stwierdzono dalej (126), że również dzia­
łanie kurary , silnej trucizny będącej m ieszaniną alkaloidów specyficznie 
blokującą receptory acetylocholinowe w synapsach nerwowo-mięśnio- 
wych, jest funkcją ładunku powierzchniowego błony synaptycznej. Po­
głębienie ujemnego ładunku tej błony wyraźnie potęgowało działanie 
kurary , podczas gdy częściowa neutralizacja ładunku zmniejszała pora­
żający wpływ tej trucizny na synapsę. Ponieważ działanie ku rary  wymaga 
bezpośredniego kontaktu  cząsteczek alkaloidów z błoną, zatem  ich lokalne 
stężenie przy błonie w arunkuje rozważany proces. Alkaloidy izochinoli- 
nowe wchodzące w skład ku rary  m ają zdecydowany ładunek dodatni 
cząsteczek, wobec tego zależność ich stężenia przy błonie od potencjału 
na powierzchni (wzór 1) może zadowalająco tłum aczyć obserw owany 
efekt (126).

V-3. Aktywność enzymów błonowych

Możliwość elektrycznych oddziaływań między substratem  a enzymem 
znana jest w enzymologii od dawna. Natom iast na rolę podobnych od­
działywań między substratem  a otoczeniem enzym u zwróciły uwagę do­
piero badania K a t c h a l s k i e g o  i współpracowników (127—129). Ba­
dacze ci unierucham iali enzymy proteolityczne na syntetycznych żywi­
cach o charakterze anionowym lub kationowym. Jako substra ty  stoso­
wano również syntetyczne oligopeptydy. Stwierdzono, że w takim  ukła­
dzie powinowactwo enzymu wobec substra tu  zależało zarówno od cha­
rak te ru  jonowego podłoża, na którym  osadzony był enzym, jak  i oligo- 
peptydu będącego substratem . Zaobserwowana prawidłowość polegała na 
tym , że unieruchom ienie enzym u na podłożu anionowym  zwiększało jego 
powinowactwo do peptydów o przewadze grup dodatnio naładowanych, 
zmniejszało zaś powinowactwo do substratów  o wypadkowej jonizacji: 
ujem nej. O dw rotny efekt obserwowano, gdy ten  sam enzym osadzano na 
podłożu kationowym . M iarą powinowactwa enzym u do substra tu  była 
w tych badaniach wartość pozornej (mierzonej) stałej Michaelisa. Cha­
rakterystyczną cechą badanych układów było również to, że ładunek 
elektryczny podłoża nie wpływał znacząco na szybkość m aksym alną 
reakcji przy wysycających stężeniach substra tu  (Vmax).

Zaproponowane przez Katchalskiego i współpracowników w ytłum a­
czenie tych efektów opiera się na elektrostatycznym  oddziaływaniu mię-^
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dzy substratem  a otoczeniem enzymu, co prowadzi do zmiany lokalnego 
stężenia substratu  w bezpośrednim  sąsiedztwie enzymu: zwiększenie stę­
żenia, gdy substrat i podłoże m ają przeciwny ładunek i zmniejszenie, gdy 
ładunki te są równoimienne. A zatem kinetyka reakcji enzym atycznej 
odzwierciedla stężenia substra tu  w sąsiedztwie enzymu a nie w całym 
roztworze. Dlatego przy różnoim iennym  ładunku elektrycznym  substra tu
i podłoża, na k tórym  osadzony jest enzym, połowiczne wysycenie enzym u 
zachodzi przy stężeniu substra tu  w roztworze niższym niż rzeczywista 
(prawdziwa) wartość stałej Michaelisa. I odwrotnie, przy ładunkach 
równoim iennych konieczne jest wyższe stężenie substra tu  w roztworze, 
by jego stężenie w sąsiedztwie unieruchomionego enzymu osiągnęło w ar­
tość odpowiadającą połowie nasycenia. Stąd zaobserwowane zm iany po­
zornej stałej Michaelisa. Stosując wzór Boltzm anna (wzór 1) można prze­
widzieć następującą zależność:

iF w s
(10) Km (pozorne) = Km (prawdziwe) exp— —

O tym , że oddziaływania elektrostatyczne mogą mieć wpływ na aktyw ­
ność enzymów wbudowanych w błony biologiczne, świadczyły pośrednio 
obserwacje różnych autorów dotyczące na przykład działania detergentów  
(24, 25, 130), fosfolipidów (131— 135), elektrolitów  (136— 139) i zmian pH 
(140—142). Bardziej system atyczne badania w tym  kierunku przeprow a­
dzili autorzy niniejszego artyku łu  zmieniając eksperym entalnie ładunek 
{a zatem  i potencjał) powierzchniowy różnych błon biologicznych i m ie­
rząc efekt tych zmian na param etry  kinetyczne enzymów błonowych.
I tak  aktywność enzymów błonowych badano w w arunkach, w których 
potencjał na powierzchni błony zmieniano przez dodanie do zawiesiny 
błon niewielkich ilości związków powierzchniowo czynnych (27, 86), soli 
m etali dwuwartościowych (27), zmianę pH środowiska (27) lub fosfo­
ry] acię białek błonowych przy pomocy endo- lub egzogennych kinaz 
białkowych (30, 87). Zaobserwowano, że enzymy reagujące z anionowymi 
substra tam i (arylosulfataza, dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanu i fosfa­
taza glukozo-6-fosforanu) były współzawodniczo hamowane przez czynniki 
pogłębiające ujem ny ładunek błony i aktyw owane przez czynniki zmie­
niające ten  ładunek w kierunku w artości m niej ujem nych. Przykładowy 
wynik doświadczenia tego typu przedstaw ia Ryc. 11. W przypadku enzymów 
reagujących z kationowym i substratam i (acetylocholinesteraza, monoamino- 
oksydaza i oksydaza dw um etyloaniliny) zachodziły zależności odwrotne 
(Ryc. 12). We wszystkich przypadkach zmianom ulegały wartości pozor­
nej K m enzymów (27, 30, 86, 87) natom iast Vmax w zasadzie nie zmieniała 
się. Co więcej, stwierdzono, że w pływ  czynników m odyfikujących ładunek 
powierzchniowy na aktywność badanych enzymów znikał całkowicie po 
solubilizacji błony i pojaw iał się ponownie po jej zrekonstytuow aniu
i wbudowaniu do niej enzym u (27, 31, 86, 87, 143, 144). Zaobserwowano
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Ryc. 11. W ykres L inew eavera-B urka dla dehydrogenazy glicerolo-3-fosforanu 
w m itochondriach m ięśni mola woskowego (Galleria melonella). W pływ związków 
powierzchniowo czynnych. Mierzone w artości Km enzymu, odnoszące się do D,L-gli- 
cero-3-fosforanu, wynosiły: dla kontroli, 6,3 mM; plus oleinian, 13,3 mM; plus 
CTAB, 3,2 mM. W edług (27, 86).

Ryc. 12. W ykres L inew eavera-B urka dla m onoam inooksydazy w m itochondriach 
w ątroby  szczura. W pływ związków powierzchniowo czynnych. M ierzone w artości Km 
enzym u wynosiły: dla kontroli, 143 ¡aM; plus CTAB, 200 ^M; plus oleinian, 
69 nM. W edług (27, 86).
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też, że Km fosfotransferazy pirofosforan:glukoza mierzone względem glu­
kozy, a więc substra tu  niezjonizowanego, było całkowicie niew rażliw e na  
zmiany ładunku powierzchniowego błony ((85, 145), Ryc. 13). W szystkie te  
obserwacje zgodne były z modelem K a t c h a l s k i e g o  i współpra­
cowników (127— 129). Głównym jednak argum entem  na korzyść takiej 
w łaśnie in terp retacji przedstaw ionych badań stała się duża zgodność 
wartości zmian potencjału (Ai/;s) wyliczonych ze zmiany K m enzymów
i z pomiarow wiązania ANS lub znacznika spinowego CAT^ (Tabela 1).

Ryc. 13. W pływ związków powierzchniowo czynnych na aktyw ność fosfotransfe­
razy pirofosforan:glukoza. W ykres L inew eavera-B urka, w zależności od rosnących 
stężeń glukozy. ( • ) ,  kontro la; (O), plus 80 p,M oleinian; (A), plus 100 jiM CTAB. 
Szybkość reakcji w yrażono w ^m olach pow stającego glukozo-6-fosforanu na m inutę
i mg białka. Zm ierzona w artość Km w ynosiła 60 mM. W edług (86).

Tabela 1
Zmiany potencjału na powierzchni błony (A lPs) pod wpływem związków powierzchniowo czynnych 
obliczone na podstawie mierzonych wartości Km enzymów błonowych (wzór 12) oraz pomiarów 
fluorescencji ANS i widma EPR znacznika CAT12 (wzory 7 i 8). Warunki pomiarów omówiono 
v T (86). W obliczeniach przyjęto, że rozpatrywane substancje (substraty i sondy potencjału) są 
całkowicie zjonizowane, tzn. liczba ,,z” jest jest całkowita i równa maksymalnej wartościowości 
danego jonu.

Materiał błonowy i ba­
dany enzym

Dodany związek powierzch­
niowo czynny mV)

obliczone z 
Km 

enzymu 
błonowego

obliczone z 
pomiarów z 

użyciem 
ANS

obliczone z 
pomiarów z 

użyciem
c a t 12

150 [xM CTAB + 8 + 10 + 10
Mikrosomy wątroby 150 jiM CPC + 14 + 10 —
szczura, arylosulfataza 100 [i.M oleinian -1 8 -1 2 —
C 100 [¿M SDS -1 1 — -1 3

Mitochondria wątroby 69 [xM oleinian -1 9 -1 6 —

szczura, monoamino- 71 [iM CTAB + 8 + 9 + 9
oksydaza 39 nM CPC + 22 +  17 —
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W tym  m iejscu w ypada zaznaczyć, że wzór 10 na obliczenie pozornej 
stałej M ichaelisa nie może być zastosowany do enzymów błonowych, po­
nieważ nie znam y w zasadzie wartości rzeczywistej stałej K m. Przyjm o­
wano wprawdzie (144), że rzeczywistą stałą Km można by oznaczyć po uwol­
nieniu enzym u z błony przez jej solubilizację w niejonowym  detergencie, 
lecz założenie takie jest wolne od szeregu zastrzeżeń. Dlatego wzór 10 
nadaje się raczej, po prostym  przekształceniu, do obliczania zmiany po­
tencjału powierzchniowego ze zmiany pozornej stałej Km. Jeśli p rzy j­
miemy mianowicie, że potencjałow i y->'s odpowiada K i  (pozorne), a poten­
cjałowi y>s — Km (pozorne), przy czym zmianę potencjału na powierzchni 
oznaczymy jako — ipś, wówczas dzieląc stronam i otrzym u­
jem y:

Właśnie tak  obliczone w artości &xps są uwidocznione w Tabl. 1 w porów­
naniu z wartościam i otrzym anym i z pomiarów z użyciem ANS i CATi2.

Zwrócenie uwagi na możliwość oddziaływania na aktywność enzy­
mów przez zmiany potencjału na powierzchni błon rzuca nowe światło 
na szereg faktów  z dziedziny regulacji enzymów błonowych. Pozwala 
na przykład w ytłum aczyć tak zwany efekt solny w aktywności ATP-azy 
m itochondrialnej, polegający na aktyw acji tego enzymu przez sole, np. 
KC1 (146). Możemy przypuszczać, że obecność elektrolitów  w wyższych 
stężeniach obniża potencjał na powierzchni błony m itochondrialnej i dzię­
ki tem u zmniejsza odpychanie między anionem  ATP i ujem nie nałado­
w aną błoną. Innym  przykładem  może być współzawodniczę hamowanie 
aktywności monoaminoksydazy przez kationy dwuwartościowe (147), któ­
re częściowo neutralizu ją  u jem ny ładunek powierzchniowy zewnętrznej 
błony m itochondrialnej i tym  sam ym  obniżają lokalne stężenie dodatnio 
naładow anych substratów  enzymu. W arto tu  również wspomnieć o ham u­
jącym  wpływie długołańcuchowych am in alkilowych na ATP-azę N a+/K + 
(148). Związki te  wiążąc się z błoną częściowo neutralizu ją  jej ujem ny 
ładunek, co z kolei wpływa na lokalne stężenie kationowego aktyw atora 
enzym u (Na+ lub K +). Innym  wreszcie przykładem  może być regulacja 
aktyw ności m itochondrialnej dehydrogenazy glicerolo-3-fosforanu przez 
jony Ca2+ i Mg2+ (aktywacja) oraz długołańcuchowe estry acylowe koen­
zymu A i długołańcuchowe wolne kwasy tłuszczowe (współzawodniczą 
inhibicja) (149— 154). Substancje te  były początkowo traktow ane jako 
specyficzne m odulatory aktyw ności enzymu, okazało się jednak, że dehy­
drogenaza glicerolo-3-fosforanu może być z rów nym  powodzeniem akty­
wowana przez dodatek kationow ych detergentów  do zawiesiny m ito-

<11)
Km (pozorne) = 
Kró (pozorne)

zFA^s
RT

zF n (pozorne)
RT Km (pozorne)
—^-ln ~ŵ t /____
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chondriów (Ryc. 11), a hamowana np. przez SDS (27, 86). Co więcej, 
kationowy detergent, CTAB, znosił ham ujące działanie palmitylo-CoA
i to w ilości dokładnie stechiom etrycznej (27, 86). W ydaje się więc, że 
opisywane tu  efekty z powodzeniem wytłum aczyć można w oparciu o elek­
trostatyczne oddziaływanie między błoną a substratem  enzymu, bez ko­
nieczności odwoływania się do oddziaływań specyficznych z enzymem.

Nowego aspektu nabiera również znaczenie składu fosfolipidowego 
błony w regulowaniu aktywności enzymów błonowych. W pływ ten  in te r­
pretowano na ogół bądź jako oddziaływanie bezpośrednie, polegające na 
tworzeniu specyficznych, funkcjonalnych kompleksów enzym-lipid, bądź 
pośrednie, sprowadzane do zmian płynności błony, mogących z kolei zmie­
niać aktywność enzymów błonowych (zob. np. a rtyku ły  przeglądowe (155, 
156)). W ostatnich latach zwrócono jednak uwagę na możliwą rolę od­
działywań elektrostatycznych w regulowaniu aktyw ności enzym atycz­
nych przez lipidy (31, 131— 135). W ykazano na przykład (31), że zmiany 
ładunku powierzchniowego błon spowodowane ich różnym  składem  lipi­
dowym w yw ołują zmiany w kinetyce enzymów błonowych dające się 
przewidzieć na podstawie omówionych rozważań (wzory 10— 12). Oznacza 
to, że skład lipidowy błony, w szczególności zaś zawartość fosfolipidów 
kwaśnych, może oddziaływać na kinetykę enzymów błonowych za pośred­
nictwem  potencjału elektrycznego na powierzchni. Oczywiście nie w y­
klucza to innych, specyficznych oddziaływań lipidów na enzymy.

Podaliśm y tu  przykłady regulowania przez potencjał i ładunek po­
wierzchniowy błony aktywności enzymów błonowych na zasadzie zmie­
niania lokalnego stężenia substra tu  bądź aktyw atora enzymu. W arto rów ­
nież wspomnieć, że podobnie może być zmieniane lokalne stężenie inhibi­
tora, o ile jest on związkiem zjonizowanym lub zawiera obarczone ła­
dunkiem  elektrycznym  ugrupowanie oddziałujące z enzymem. W ydaje 
się (143), że na tej zasadzie potencjał na powierzchni błony m itochondrial- 
nej wpływa na aktywność m itochondrialnej dehydrogenazy NADH, re­
gulując lokalne stężenie produktu, NAD+, będącego zarazem inhibitorem  
reakcji.

Na podstawie przedstaw ionych tu  danych i przytoczonych prac można 
z dużym  prawdopodobieństwem  sądzić, że ładunek powierzchniowy błon 
biologicznych w istocie wpływa na aktywność enzymów błonowych. Dla 
pełniejszego opisu tego zagadnienia trzeba jednak dodać, że omawiany 
dotychczas model K a t c h a l s k i e g o  i współpracowników (127—129) 
nie zawsze znajduje zastosowanie w rozważaniach obserwowanych zmian 
kinetycznych. Odnosi się on bowiem jedynie do enzymów m ających sto­
sunkowo prostą kinetykę, podlegającą opisowi M ichaelisa-M enten. Za­
wiera też szereg uproszczeń, jak  np. założenie równom iernego rozmiesz­
czenia ładunku powierzchniowego, czy braku specyficznego powino­
wactwa substratu  (produktu) badanej reakcji do błony, co nie zawsze jest 
prawdą. Często natom iast przedm iotem  badań nad wpływem  elektrosta­
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tycznych oddziaływań na kinetykę procesu katalizowanego w błonie stają 
się skomplikowane błonowe kom pleksy enzym atyczne (np. fotosyste- 
m y I i II w chloroplastach (157—160), łańcuch oddechowy w m ito­
chondriach (24, 25)) lub enzymy wykazujące złożoną kinetykę o cechach 
allosteryczności (161, 162). Konieczność uwzględniania w takich w ypad­
kach oddziaływań lokalnych lub sform ułow ania nowego opisu m atem a­
tycznego obserwowanych zmian (często dotyczących procesów o charak­
terze dodatniej lub ujem nej kooperacji) znacznie kom plikuje in te rp re­
tację wyników (162, 163). Przyjęcie opisu uwzględniającego rolę lokal­
nych oddziaływań elektrostatycznych (np. między substratem  i bezpo­
średnim  otoczeniem centrum  aktywnego (161, 164)) może też prowadzić do 
wniosku, że regulacjom  „elektrostatycznym ” podlegać mogą również 
enzym y rozpuszczalne (165). Nie mówi się wówczas o ładunku s tru k tu ry  
otaczającej enzym lecz o ładunkach umieszczonych na powierzchni sa­
mego białka enzymatycznego, w pobliżu jego centrum  aktywnego (zob. też 
(86, 143)).

VI. Uwagi końcowe

Z konieczności omówiliśmy jedynie niektóre procesy błonowe mogące 
podlegać regulacji przez zm iany ładunku i potencjału na powierzchni 
błon. Nie wyczerpuje to jednak zagadnienia. Istnieje np. szereg prac 
om awiających rolę powierzchniowych oddziaływań elektrostatycznych 
w  procesach energizacji m itochondriów, chloroplastów czy błon bakte­
ry jnych  (36—39), przypuszczalny udział zmian ładunku powierzchnio­
wego w procesach fuzji błon m itochondrialnych (prowadzących np. do 
powstania m egam itochondriów (34, 35, 86, 166)) czy też regulacyjny 
w pływ  oddziaływań elektrostatycznych na procesy translacji genetycznej 
(165, 167, 168). W ydaje się zatem, że udział ładunku powierzchniowego 
błon w określaniu przebiegu różnych procesów błonowych stanowić może 
dość uniw ersalny mechanizm regulacyjny.

Należy tu  jednak raz jeszcze podkreślić, że oddziaływania elektrosta­
tyczne charakteryzuje ich niespecyficzność, stanow ią więc one często je­
dynie tło dla innych procesów regulujących funkcje błon biologicznych. 
Nie należy pomijać w pływu zmian płynności błony, stopnia jej hydra­
tacji, ruchów  białek i lipidów błonowych czy też działania różnych spe­
cyficznych m odulatorów na procesy katalizowane w błonach. Czynniki 
te, rozpatryw ane łącznie z oddziaływaniam i elektrostatycznym i na po­
w ierzchni błon, dają dopiero pełny obraz skomplikowanego system u re ­
gulacyjnego w biologicznych układach błonowych.

Zaakceptowano do druku 19.03.1982
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KOMUNIKAT

w spraw ie bibliografii prac biochemicznych

W 1982 roku ukazała się „Bibliografia polskich prac bioche­
micznych 1945— 1975”. Z m yślą o kontynuow aniu wydaw nictwa 
w mniejszych przedziałach czasowych, Kom itet Biochemii i Bio­
fizyki oraz Polskie Towarzystwo Biochemiczne pragną rozpo­
cząć pracę nad zebraniem  bibliografii za lata 1976—1980. 
W związku z tym  zwróciliśmy się do kierowników placówek 
biochemicznych w kraju  z prośbą o przysłanie spisu publika­
cji za ten  okres. Ponieważ jednak wiele prac biochemicznych 
powstaje w innych placówkach, prosim y autorów o przysłanie 
spisu prac bezpośrednio na adres:

Prof. dr hab. Janina Kwiatkowska 
K atedra Biochemii AM we W rocławiu 
ul. Chałubińskiego 10, 50-368 Wrocław.

Pracę nad bibliografią bardzo ułatw i sporządzenie notek do­
kładnie według następującego wzorca: nazwiska i inicjały auto­
rów, pełna nazwa insty tucji (jeżeli autorzy pochodzą z kilku 
insty tucji krajow ych lub zagranicznych prosim y o wym ienienie 
wszystkich placówek). W przypadku, gdy w spółautorzy pracują 
w kilku insty tucjach krajow ych i zagranicznych, prosim y o po­
danie nazw wszystkich placówek. Jeśli jednak publikacja została 
wykonana wyłącznie w placówce zagranicznej, to nazwę pla­
cówki krajow ej, w której pracuje polski autor, należy podać 
w nawiasie. Podobnie, jeżeli praca została w ykonana całkowicie 
w placówce krajow ej, to nazwę placówki zagranicznej współ­
autora należy podać w nawiasie. Tytuł pracy w języku, w jakim  
ją  ogłoszono, skrót nazwy czasopisma, rok, tom, strona. Prace 
przeglądowe proszę oznaczyć literą B na marginesie wykazu. 
W spisie nie należy umieszczać kom unikatów zjazdowych.
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Zastosowanie impulsowych technik pomiarowych w badaniach 
sztucznych błon lipidowych

Applications of Pulse Techniques in the Investigations of Artificial Lipid 
Membranes
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VI. Final remarks

I. Wstęp

W ostatnich latach dzięki szybkiem u rozwojowi elektronicznych tech­
nik pom iarowych uzyskano możliwość badania takich zjaw isk zachodzą-

*) dr, adiunkt, P racow nia E lektrochem ii, W ydział Chemii, U niw ersytet W ar­
szawski, 02-093 W arszawa, ul. P asteu ra  1.
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cych w błonie komórkowej i dw uw arstw ie lipidowej, k tóre wiążą się 
z przemieszczeniem ładunku. Zjawisko to towarzyszy z reguły wszystkim  
procesom czynnego i biernego transportu  elektrolitu  przez błony. Bada­
niom zmian powierzchniowej gęstości tego ładunku służą techniki ana­
lizujące zjawiska zachodzące na granicach fazowych. Między innym i 
do tych celów zostały zaadaptowane: m ikroelektroforeza (1—3) i pom iar 
kontaktowej różnicy potencjałów (4—6). Podobnym  celom służy metoda 
pom iaru potencjału przepływ u opracowana przez V a n  W a g e n e n a  
i wsp. (7). W ymienione metody m ają tę zaletę, że pozwalają badać błony 
zewnętrzne nienaruszonych komórek in vitro. Do pomiarów elektrycz­
nych właściwości izolowanych błon biologicznych i sztucznych dw uw arstw  
lipidowych natom iast najczęściej w ykorzystuje się techniki impulsowe. 
Pozwalają one określić pojemność elektryczną i opór badanych błon na­
turalnych  i błon lipidowych oraz, przy założeniu odpowiedniego modelu, 
param etry  procesów kinetycznych w nich zachodzących. Jednakże wnio­
ski wyciągane z badań sztucznych błon lipidowych tylko w przybliżonym  
stopniu mogą być odniesione do naturalnych błon biologicznych.

W niniejszym  artykule omówiono pokrótce podstawowe impulsowe 
techniki pomiarowe wykorzystyw ane w badaniach tego typu procesów. 
Przedstawiono także w arunki stosowania technik relaksacyjnych, ich wady 
i zalety oraz scharakteryzowano elektryczne modele zjawisk zachodzą­
cych w błonach, w oparciu o które to modele, zjawiska te są analizo­
wane.

II. Elektryczne modele zjawisk w błonach

Umieszczona w zmiennym  lub przem iennym  polu elektrycznym  izo­
lowana błona komórkowa jak również dw uw arstw a lipidowa zachowuje 
się jak kondensator o pojemności Cm połączony równolegle z impe- 
dancją Z* zależną od am plitudy im pulsu pola i jego czasu trw ania 
(Ryc. la). Zależność im pedancji Zm od szerokości im pulsu i czasu jego 
trw ania wskazuje na nieliniowość badanego układu, co oznacza, że bada-

*) W słownictw ie elektronicznym  przyjęło się opisywanie elem entów  elektrycz­
nych obwodów za pomocą ich charakterystycznych właściwości i tak  np. zam iast 
mówić, że w  obwodzie znajduje się opornik o oporności (rezystancji) R połączony 
równolegle z kondensatorem  o pojemności C, mówi się, że w obwodzie jest opor­
ność (rezystancja) R połączona równolegle z pojem nością C. Tego rodzaju  skróty 
myślowe są szczególnie celowe przy analizie m atem atycznej układów, gdzie ważne 
są w ielkości param etrów  charak teryzujących  poszczególne elem enty elektryczne, 
a nie one same. W tym  przypadku im pedancja Zm, zdefiniow ana jako stosunek 
napięcia do płynącego przez układ prądu, charak teryzu je zespół połączonych ze 
sobą nieznanych elem entów  elektrycznych różnych od Cm, obrazujących zjaw iska 
mogące zachodzić w błonie. Je j analiza za pomocą technik im pulsowych, o czym 
będzie mowa dalej, um ożliw ia opis tych zjawisk.
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Ryc. 1 a, b, c. E lektryczne modele dw uw arstw y 
lipidowej
Rp, Cp — oporność i pojem ność części polarnej fosfo­
lip idów , R  w, C w — oporność i pojem ność łańcuchów  
hydrofobow ych, Cm — pojem ność błony, Z n  -  im pe- 
dancja błony.

ny układ nie spełnia praw a Ohma w różniczkowej postaci. W przypadku 
gdy w błonie nie zachodzą procesy transportu  substancji, adsorbcji ani 
też żadne procesy metaboliczne prowadzące na przykład do zmian s truk ­
turalnych, impedancja Zm upraszcza się do rezystancji Rm. Jest to na j­
prostszy model zjawisk zachodzących w błonie, charakterystyczny jedynie 
dla sztucznych dw uw arstw  lipidowych nie zawierających układów jono- 
forowych, specyficznych kanałów -por, ani też nie wykazujących adsorpcji. 
Układ ten  jest konsekwencją m odelu błony komórkowej, opartego na pod­
wójnej w arstw ie lipidowej D a n i e l l i e g o  i D a v s o n a  (8— 16).

D w uwarstw a lipidowa, dzięki oddziaływaniom hydrofilowo-hydrofo- 
bowym lipidów ze sobą oraz z wodą, tw orzy struk tu rę  przedstaw ioną na 
rycinie lb. Hydrofobowe łańcuchy węglowodorowe kwasów tłuszczowych, 
zwrócone do w nętrza błony, są dielektykiem  w ypełniającym  kondensator, 
utworzony z dwóch w arstw  hydrofilow ych części polarnych po obu stro­
nach tych łańcuchów. Dokładniejsza analiza układu prowadzi do wnio­
sku, że w efekcie rozdzielenia ładunku, polarne części lipidów też można 
charakteryzow ać za pomocą kondensatorów o pojemności Cp, połączonych 
szeregowo po obu stronach kondensatora Cw charakteryzującego łańcuchy 
węglowodorowe (ryc. lb). Prace C o s t e r a  i S m i t h a  (17) wykazały, 
że pojemność Cp jest przynajm niej o rząd wielkości większa niż Cw 
(Cp =  30 fxF*cm-2, Cw =  0,5 |iF*cm~2), co przy połączeniu szeregowym 
daje:

1 _  1 1 1
c m -  c p + c w + c „

1 _  Cp + 2CW „  _  Cp • Cw 
c m ”  CW CP ^  m -  Cp + 2CW 
Cp P Cw => Cm =  Cw 

gdzie Cm — pojemność m em brany
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Widoczne na rycinie lb  oporności Rp i Rw związane są z opornością błony 
i według cytowanych uprzednio autorów (17) wynoszą: Rp =  5 -102 £?*cm2 
i Rw =  107 Q ' cm2. Z powyższego widać, że o sum arycznym  oporze i po­
jemności dw uw arstw y lipidowej decyduje pojemność elektryczna hydro­
fobowego wnętrza oraz jego oporność.

'Należy pamiętać, także o tym , że zarówno in vivo  jak i in vitro  błona 
biologiczna i sztuczna błona lipidowa rozdziela dwa roztw ory elektro­
litu, tworząc dwie powierzchnie rozdziału faz. Na tak  utworzonych g ra­
nicach faz pow stają podwójne w arstw y elektryczne (11— 16). Ich pow sta­
nie jest spowodowane przeniesieniem  ładunku przez granicę faz, orien­
tacją dipoli w obszarach międzyfazowych, a także specyficzną adsorpcją 
oraz tzw. „siłami odbicia”. Hipotezy opisujące s truk tu rę  podwójnej w ar­
stw y elektrycznej w układach biologicznych, opierają się w dużym  stop­
niu na elektrochem icznym  układzie modelowym „rtęć-roztw ór elektro­
litu ”, gdyż dla tego układu budowę podwójnej w arstw y elektrycznej sto­
sunkowo dobrze poznano i teoretycznie opisano (18—23).

Ryc. 2. Schem at rozkładu ładunku  i przebiegu potencjału w  zależności od odle­
głości d, w  podwójnej w arstw ie elektrycznej na granicy faz „rtęć-roztw ór elek tro ­
litu ”.
H — w ew nętrzna płaszczyzna H elm holtza, G — zew nętrzna płaszczyzna H elm holtza (płaszczyz­
na Gouy), P — płaszczyzna poślizgu.

Rycina 2 przedstaw ia s truk tu rę  podwójnej w arstw y elektrycznej po­
wstałej na granicy faz „rtęć-roztw ór elektrolitu” wraz z zaznaczonym 
przebiegiem  potencjału cp w funkcji odległości d od tej granicy. Na do­
datnio naładowanej powierzchni rtęci adsorbują się aniony pozbawione 
otoczki z cząsteczek wody oraz cząsteczki wody tworzące tzw. w ew nętrzną 
płaszczyznę Helmholtza (H). Dalej w kierunku głębi roztworu, na tzw. 
zewnętrznej płaszczyźnie Helmholtza albo płaszczyźnie Gouy’a (G) znaj­
dują się jony otoczone cząsteczkami wody utrzym yw ane siłami elektro­
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statycznym i. Między zew nętrzną płaszczyzną Helmholtza a w nętrzem  
roztw oru znajduje się obszar „rozm ytej” podwójnej w arstw y elektrycz­
nej (warstwa Gouy-Chapmana). Jony oraz cząsteczki wody znajdujące 
się między płaszczyzną G ouy’a a powierzchnią rtęci tworzą część sztyw­
ną podwójnej w arstw y elektrycznej (warstwę Sterna). Tak zbudowana 
podwójna w arstw a elektryczna charakteryzuje się pewną pojemnością 
elektryczną (22).

W przypadku sztucznych błon lipidowych stru k tu ra  podwójnej w ar­
stw y elektrycznej jest analogiczna. Na granicy faz „błona biologiczna-roz- 
tw ór elek tro litu” natom iast, s truk tu ra  podwójnej w arstw y elektrycznej 
n ie  została dostatecznie opisana, chociaż zjawiska elektryczne z nią zwią­
zane odgryw ają ważną rolę w życiu kom órki (np. 24—27). Trudności 
w ynikają  przede wszystkim  ze złożonej budowy błony biologicznej, za­
wierającej m.in. takie składniki jak glikolipidy czy glikoproteidy, pene­
tru jące fazę wodną, tworzące ogromnie skomplikowaną arch itek turę gra­
nicy faz (9, 10, 28). Pow oduje to, że żadna z w ysuniętych hipotez na 
tem at s tru k tu ry  podwójnej w arstw y elektrycznej nie jest ani w ystarcza­
jąco spójna ani jednolita. Jak  wspomniano uprzednio, proponowane przez 
różnych autorów modele granicy faz „błona biologiczna-roztwór elektro­
litu ” opierają się w dużej mierze na najlepiej zbadanym układzie mode­
lowym „rtęć-roztw ór elek tro litu”. Należy jednak podkreślić, że bezkry­
tyczne in terpretow anie w oparciu o ten  prosty model obserwacji doty­
czących tak  skomplikowanego układu dynamicznego jakim  jest błona bio­
logiczna, prowadzić może do znacznych błędów. Najlepiej jak dotąd opra­
cowanym układem  biologicznym jest granica faz „błona komórkowa ery­
trocytów  ludzkich-roztw ór e lek tro litu”.

H e a r d  i S e a m a n  (29) np. zakładają, że w przypadku erytrocy­
tów ludzkich umieszczonych w roztworze soli fizjologicznej, granica faz 
„błona-roztw ór” (powierzchnia A, ryc. 3a) znajduje się w odległości ok.
0,5 nm  od tzw. powierzchni poślizgu (powierzchnia 0, ryc. 3a), w kie­
runku  w nętrza komórki. Na niej znajduje się większość ładunków ujem ­
nych błony erytrocytów . Głębiej w kierunku w nętrza komórki, w odle­
głości około 1 nm  od granicy faz leży umownie p rzy jęta przez autorów 
powierzchnia grupująca pozostałą część ładunków ujem nych błony (po­
wierzchnia B, ryc. 3a). Przedstawiony na rys. 3a rozkład potencjału, któ­
rego źródłem  są obie naładowane ujem nie płaszczyzny Heard i Seaman 
tłum aczą następująco: obszar pomiędzy granicą faz (A) a arb itraln ie przy­
jętą  powierzchnią (B) dostępny jest dla jonów, tworzących w obszarze

*) W przypadku, gdy graniczące ze sobą fazy: stała i ciekła poruszają się wzglę­
dem  siebie, część sztyw na podw ójnej w arstw y elektrycznej pow stałej na granicy 
rozdziału faz (w arstw a Sterna) porusza się w raz z ciałem  stałym , a nie otaczającą 
je cieczą. Pow ierzchnia graniczna między ruchom ą i nieruchom ą w stosunku do 
ciała stałego częścią fazy ciekłej nazyw ana jest pow ierzchnią poślizgu. Nie jest 
ona identyczna z zew nętrzną płaszczyzną Helm holtza.
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a' B A o

Ryc. 3 a, b. M odele granicy faz „błona kom órkow a-roztw ór e lek tro litu” z zaznaczo­
nym  rozkładem  potencjału.
a) m odel Hearda i Seam ana (29), b) m odel proponow any przez D ołow ego i w sp. (30—32) 
A — granica faz „b łona-roztw ór” zaw ierająca w iększość ładunku ujem nego, B •— pow ierzchnia  
grupująca pozostałą część ładunku ujem nego, O — pow ierzchnia poślizgu.

tym  w arstw ę G ouy-Chapm ana (warstwę rozmytą) o eksponencjalnym  
spadku potencjału tak w pobliżu powierzchni A jak  i B (ryc. 3a — linia 
przeryw ana). O wypadkowym  rozkładzie potencjału decyduje więc suma 
składowych potencjałów  pochodzących od powierzchni A i B (ryc. 3a — 
linia kropkowana).

Ujęcie to jest krytykow ane w pracach D o ł o w e g o  i wsp. (30—32). 
Adsorpcja jonowa wraz ze s truk tu ra lnym  wiązaniem wody, dom inująca 
przy tak  silnie rozw iniętej powierzchni granicy faz powoduje, że z elektro­
chemicznego punktu  widzenia podwójną warstw ę na granicy faz ,,błona 
biologiczna-roztwór e lek tro litu” lepiej opisuje model S terna niż Gouy- 
Chapm ana (ryc. 3b). Jednakże jak  sądzą F o r s y t h ,  M a r ć e l j a  
i wsp. (14), teoria  podwójnej w arstw y elektrycznej opierająca się tylko 
na ciągłym rozkładzie ładunku powierzchni błony, nie w ystarcza do w y­
jaśnienia niektórych zjawisk na granicy faz. Należy raczej uwzględnić 
dyskretny, tzn. nieciągły rozkład ładunku w podwójnej w arstw ie elek­
trycznej.
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Podw ójna w arstw a elektryczna na granicy faz: „sztuczna błona lipi- 
dowa-roztwór e lek tro litu” lub „błona biologiczna-roztwór e lek tro litu” 
również charakteryzuje się pewną pojem nością elektryczną. Zarówno jed­
nak na granicy faz „rtęć-roztw ór” jak  i „błona-roztw ór”, pojemność 
podwójnej w arstw y elektrycznej silnie zależy od siły jonowej elektrolitu, 
a  w przypadku roztworu fizjologicznego jest co najm niej o rząd wiel­
kości większa niż pojemność samej błony (np. 18—22). Analogiczne roz­
ważania do przeprowadzonych powyżej prowadzą do 'wniosku, że w ar­
tość tę w pom iarach impedancji błony można zaniedbać, pod warunkiem , 
że siła jonowa roztw oru będzie w trakcie pomiarów stała, a wartość jej 
będzie bliska wartości fizjologicznej. Dalsze w arunki, spełnienie któ­
rych z punktu  widzenia elektrochemicznego jest niezbędne w pom iarach 
im pedancji błony, będą przedstawione w części opisującej metody po­
m iaru.

Omówiony powyżej układ sztucznej błony lipidowej rozdzielającej dwa 
roztwory elektrolitu  jest układem  prostym , dającym  stosunkowo niewiele 
inform acji o struk tu rze  i przewodnictwie (a pośrednio o transporcie czyn­
nym  i biernym ) błony. W artości Cm i Rm (ryc. la) pozwalają określić

zdolność przechodzenia jonów przez błonę, której m iarą jest - i __Przy

założeniu względnej przenikalności elektrycznej w nętrza hydrofobowego 
błony, wartości te  pozwalają określić jego grubość, korzystając z przy­
bliżenia kondensatora płaskiego:

II Cm =  skąd d =
U ^  m

gdzie: Cm — pojemność błony (F)
e0 — przenikalność elektryczna w próżni (J_1*C2‘m _1) 
fi — względna przenikalność elektryczna (bezwymiarowa)
S — pole powierzchni błony (m2) 
d — grubość błony (m)

W artości pojemności uzyskiwane z pom iarów w ahają się od 0,45 ± 
±0,05 ¡aF*cm-2 (33) w przypadku dw uw arstw  lipidowych zawierających 
rozpuszczalnik organiczny (rozdz. III), do 0,9 ±0,1 ^ iF -crrr2 (33, 34) dla 
dw uw arstw  form owanych z m onowarstw  (rozdz. III), podobnie jak  w przy­
padku błon naturalnych  (34). P rzy założeniu względnej przenikalności 
elektrycznej rów nej 2,1 jako średniej w artości charakterystycznej dla 
węglowodorów o długich łańcuchach, obliczona grubość takich błon waha 
się w granicach 4,2 do 2,2 nm (33).

O wiele ciekawsze układy badawcze stanow ią błony o zmodyfikowa­
nym  składzie (33—40), z wbudow anym i polim eram i (41), jonowymi (42) 
i niejonowym i detergentam i jonoforowym i (33, 43, 44) lub antybiotykam i 
jonoforowym i (45—56). Zastosowanie takich układów pozwala śledzić 
transport jonów przez sztuczne błony lipidowe, a także modelować go 
przez działanie czynników zewnętrznych (np. przez zmianę tem peratury ,
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środowiska jonowego). Elektryczne modele zjawisk zachodzących w takich 
układach są uproszczoną w ersją procesów m ających miejsce w natu ral­
nych błonach biologicznych. Najogólniejszy jak dotąd, ale też n a jtru d ­
niejszy do w eryfikacji model zjawisk zachodzących w błonach biologicz­
nych, wraz z równoważnym  modelem elektrycznym , zaproponowali 
A. A. P i l l a  i G.  S. M a g u l e s  (ryc. 4) (57).

bfona komórkowa

przejście 
roztw ór- btona

adsorpcja __^
specyficzna

I
podwójna 
w arstwa ~ r  
elektryczna

I

roztwór
elektrolitui

m j przejście 
^  roztwór-błona

J  adsorpcja 
j specyficzna • *

I podwójna 
-^warstwa 
| elektryczna
I

Ryc. 4. Schem at zjaw isk zachodzących w błonie kom órkowej i w jej obu podw ój­
nych w arstw ach elektrycznych, w raz z równoważnym  modelem elektrycznym  (57).
R e — opór elektrolitu , Rp — opór przejścia roztw ór-błona, R a . Ca — opór i pojem ność adsorpcji 
specyficznej, R t. C t — opór i pojem ność transportu przez błonę, Zd — im pedancja d yfu zyj­
nego transportu z roztworu, Cm — pojem ność błony wraz z zew nętrzną i w ew nętrzną pod­
w ójną w arstw ą elektryczną.

W ystępowanie tak  znacznej ilości elem entów w elektrycznym  modelu 
błony e często praktycznie uniemożliwia określenie wielkości ich udziału 
w mierzonej wartości im pedancji dla dostępnego zakresu pomiarowego.

III. Tworzenie dwuwarstw lipidowych

W badaniach procesów zachodzących w błonach biologicznych i sztucz­
nych błonach lipidowych za pomocą technik impulsowych, możliwość 
pom iaru ich właściwości elektrycznych zapewnia się przez odpowiednią 
konstrukcję naczynka pomiarowego (52, 57, 58, 59, 60). W naczynku tym  
rozpięta na szczelinie w przegrodzie teflonowej błona rozdziela dwa roz­
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tw ory elek tro litu  o jednakowym  lub o różnym  składzie. Najczęściej sto­
sowane m etody tworzenia sztucznej błony lipidowej w szczelinie teflono­
wej naczynka pomiarowego polegają bądź na tw orzeniu błon z roztw oru 
lipidów w rozpuszczalniku organicznym  (np. 48, 50, 52), bądź też na 
tw orzeniu sztucznych błon lipidowych poprzez „łączenie” dwu monomo- 
lekularnych w arstw  lipidowych (np. 36, 37). M etody tworzenia błon z roz­
tw oru lipidów w rozpuszczalniku organicznym  są zawsze obarczone pew ­
nym  błędem  związanym z obecnością tego rozpuszczalnika w utworzonej 
dwu warstw ie. Stosowane z reguły jako rozpuszczalniki n-alkany (oktan, 
dekan, tetradekan  itp.) mogą wpływać na organizację błony lipidowej 
w sposób zależny od długości swojego łańcucha węglowego. Prace M c I n - 
t o s h a ,  S i m o n a  i M c D o n a l d a  (np. 61) wskazują, że n -alka­
ny o długich łańcuchach węglowodorowych, takie jak  tetradekan  i hek- 
sadekan podwyższają tem peraturę przejścia fazowego niektórych fosfo­
lipidów w błonach, wbudowując się równolegle do ich łańcuchów acy- 
lowych. N atom iast alkany o łańcuchach krótszych (np. heksan i oktan),, 
obniżają tem pera tu rę  przejścia oraz zwiększają grubość błony przez 
wbudowanie się między dwie m onowarstwy lipidowe. Alkany te tworzą 
pewnego rodzaju domeny w ew nątrz hydrofobowej części błony, co pro­
wadzi do zaniżania wartości mierzonej pojemności elektrycznej pow sta­
jących w ten  sposób błon lipidowych (61).

Z tego powodu bardziej odpowiednia w ydaje się m etoda tworzenia 
sztucznych błon lipidowych poprzez „łączenie” ze sobą dwu mono w arstw  
lipidowych rozpostartych na powierzchni granicznej w oda/powietrze 
(36, 37). Dodatkową korzyścią tej m etody jest możliwość tworzenia błon 
asym etrycznych, zbudowanych z dwu różnych m onowarstw  lipidowych 
oraz łatwego różnicowania składu roztw oru po obu stronach błon. U trud ­
nieniem  natom iast jest konieczność budowy specjalnej apara tu ry  oraz sto -

Przegroda teflonowa

Powietrze

Szczelina —►
D
V) Monowarstwy lipidowe

CL

O)cD(_<» Woda

Ryc. 5. Proces tw orzenia w  szczelinie w przegrodzie teflonowej dw uw arstw y lip i­
dowej z dwu m onow arstw  rozpostartych na granicy faz „w oda-pow ietrze”.
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sunkowo duża pracochłonność postępowania. A paratura składa się zasad­
niczo z dwóch naczynek, w których tw orzy się m onowarstwy, rozdzie­
lonych od siebie teflonową przegrodą m ającą możliwość pionowego ruchu 
względem powierzchni cieczy. W centrum  przegrody/ znajduje się otwór 
pokryty  cienką folią teflonową, w k tórym  tworzyć się będzie błona. W po­
czątkowej fazie szczelina w przegrodzie znajduje się ponad pow ierzchnia­
mi cieczy z utworzonym i m onowarstwam i, po czym w trakcie przesu­
wania przegrody w dół, szczelina ta  zanurza się, dwie m onowarstwy łączą 
się końcami hydrofobowymi, tworząc dw uw arstw ę lipidową. Proces ten 
jest przedstawiony schem atycznie na rycinie 5. Obie m etody nakładania 
dw uw arstw  lipidowych na otworek w folii teflonowej wym agają dodat­
kowo sprawdzenia, czy utworzona m em brana ma rzeczywiście s truk tu rę  
bim olekularną (33, 36, 37, 60).

IV. Metody badania impedancji błon

W rozdziale II omówiono wpływ podwójnej w arstw y elektrycznej na 
wielkość im pedancji dw uw arstw y lipidowej i błony biologicznej. W po­
m iarach im pedancji błony, w  naczyniu pomiarowym  znajdują się także 
przynajm niej dwie elektrody, przy pomocy których podaje się impuls 
zaburzający i re jestru je  odpowiedź badanego układu. C harakteryzują się 
one również pewną pojem nością i rezystancją (ryc. 6). Aby uniknąć

Ryc. 6. Elektryczny model najprostszego układu badawczego: badana błona z dw ie­
m a elektrodam i pomiarowym i.
Rm, Cm — opór i pojem ność błony, R s — opór elektrolitu  m iędzy każdą z elektrod i błoną, 
Re, c e — opór i pojem ność elektrod  pom iarow ych.

ich wpływu na mierzoną wielkość im pedancji błony należy tak zwięk­
szyć powierzchnię elektrod, aby pojemności ich podwójnych w arstw  
elektrycznych były dużo większe od pojemności dw uw arstw y lipido­
wej lub błony biologicznej. W takim  przypadku im pedancja elektrod 
będzie praktycznie zaniedbywalna w badanym  układzie. Można rów ­
nież w dokładnych pom iarach potencjałów transm em branow ych stoso­
wać elektrody odwracalne względem jonów w roztworze np. kalom elo- 
wą lub chlorosrebrową. W ystępujący w układzie opór elektrolitu  za­
wartego między elektrodam i a badaną błoną oraz opory elektrod, ze 
względu na ich niewielką wartość w porównaniu z oporem błony, można 
zaniedbać. Oprócz naczynka pomiarowego, które wraz z błoną i elektro­
dam i stanowi zasadniczą część bloku aparaturow ego, blok ten  zawiera
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układ generujący im pulsy zaburzające oraz dopasowany do w arunków  
pomiarowych układ rejestru jący . W najprostszym  przypadku pomiarów 
metodą impulsową może to być układ przedstaw iony na rycinie 7.

Techniki impulsowe stosowane w badaniach impedancji można ogól­
nie podzielić w dwojaki sposób: albo ze względu na kształt im pulsu wcho­
dzącego do badanego układu, albo ze względu na jego charakter. Różni­
cuje to odpowiedź badanego układu i sposób jej rejestracji. Przyjm ując 
za podstawę kształt, można wyróżnić techniki posługujące się im pulsam i 
prostokątnym i, tró jkątnym i i sinusolidalnymi, przy czym technika im ­
pulsów tró jkątnych  znajduje większe zastosowanie w analizie procesów 
elektrodowych (62) niż w badaniach błon biologicznych i m em bran lipi­
dowych. Ze względu na charakter można wyróżnić impulsy napięciowe

Ryc. 7. Schem at zastępczy układu pomiarowego.
G — generator im pulsów  prostokątnych, D — dioda, Rm, Cm — opór i pojem ność badanej 
błony, Rd, Cd — opór i pojem ność układu rejestrującego.

i impulsy prądowe (lub inaczej: im pulsy o wym uszeniu napięciowym-ang. 
voltage clamp i wym uszeniu prądow ym -ang. charge pulse) (45, 50, 63). 
Oznacza to, że impuls charakteryzuje się stałą wartością napięcia lub 
stałą wartością natężenia prądu  w czasie swego trw ania. Niezależnie jed­
nak od rodzaju techniki impulsowej, polegają one na doprowadzeniu do 
badanego układu charakteryzującego się im pedancją Zx, im pulsu zabu­
rzającego o dokładnie znanych param etrach: amplitudzie, czasie trw ania 
i częstotliwości. Po przejściu przez badany układ (w tym  przypadku bło- 
ńę), impuls charakteryzuje się już zmienionymi param etram i. Ich do­
kładna analiza pozwala wnioskować o elem entach składowych im pedan­
cji Zx, a tym  sam ym  o procesach zachodzących w błonie podczas prze­
chodzenia przez nią im pulsu zaburzającego. Sposób jej przeprowadzenia, 
zależny od stopnia kom plikacji badanego układu, znaleźć można w pracach 
źródłowych z zakresu fizyki i elektroniki (64—69).

IV-1. Technika impulsów prostokątnych

Jako przykład techniki impulsów prostokątnych niech posłuży układ 
przedstaw iony na rycinie 7. W układzie tym  prostokątny impuls elek­
tryczny z generatora G poprzez diodę D ładuje pojemność m em brany Crn. 
Pojemność ta  po zakończeniu im pulsu rozładowuje się przez oporność
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w ew nętrzną m em brany Rm (lub w zależności od rozwiązania układu re­
jestrującego przez zadaną oporność bocznikową). Stała czasowa r procesu 
rozładowania (czas relaksacji układu), w tym  przypadku zależy od po­
jemności m em brany i jej oporności (64—67):

III r  =  Rm Cm,

gdzie r — stała czasowa procesu rozładowania (sek).
Należy tak  dobrać elektroniczny układ pomiarowy, by zapewnić m ały 
czas ładowania (stała czasowa tego procesu określona jest oporem we­
w nętrznym  generatora, oporem przewodzenia diody i pojemnością m em ­
brany) oraz dużą oporność wejściową układu rejestrującego (Rd Rm) 
i jego m ałą pojemność (Cd Cm). P rzyjm ując, że elektryczny model za­
stępczy badanej błony lipidowej lub błony biologicznej składa się tylko 
z równolegle połączonych: pojemności błony Cm i jej oporności Rm, 
rejestrow any napięciowy impuls wyjściowy będzie taki, jak  przedstaw ia 
rycina 8. Część opadająca krzywej napięciowej opisuje równanie (65, 66):

gdzie:
i  R m  * C m  

U — am plituda im pulsu w chwili t (V)
Umax — m aksym alna am plituda im pulsu (V) 

e — podstawa logarytm ów naturalnych  
t — czas (sek)
r — stała czasowa układu (sek)

Wielkość pozwalającą określić m.in. pojemność błony można wyznaczyć 
z obrazu oscyloslopowego im pulsu wyjściowego w sposób pokazany na 
rycinie 8.
W przypadku gdy w błonie zachodzą procesy kinetyczne (np. transportu  
jonów), analiza im pulsu wyjściowego jest trudniejsza, gdyż stała czaso­
wa jest wówczas wypadkową wszystkich tych  procesów, a równanie IV

Ryc. 8 a, b. Przebieg napięcia w  czasie.
a) na w ejściu  do badanego układu (błony), b) na zaciskach układu rejestru jącego (np. oscy lo ­
skopu) Umax — m aksym alna am plituda im pulsu [V], z — stała czasow a (sek), e  — podstawa  
logarytm ów  naturalnych
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przyjm uje postać bardziej skomplikowaną, zależną od postulowanego 
m echanizm u zjawisk (50, 63).

N iektórzy badacze (52) porów nując ze sobą technikę prostokątnych 
impulsów napięciowych i technikę impulsów prądow ych uważają, że ta  
ostatnia lepiej nadaje się do badań zjawisk zachodzących w błonach. Jej 
zalety w stosunku do techniki impulsów napięciowych są następujące:
1. W szystkie potrzebne zależności można wyznaczyć w oparciu o dane 
uzyskane z jednego impulsu, w czasie wystarczająco krótkim  do zmini­
malizowania zmian arch itek tury  błony i jej powierzchni.
2. W rozważanej metodzie gradient napięcia w błonie zanika bardzo 
szybko, więc możliwe jest wyznaczenie jej przewodniości i pojemności 
przy wyższych napięciach, które trw ając dłużej powodowałyby rozerw a­
nie błony.
3. Ponieważ zaburzenie jest zadane przez układ generujący, możliwe jest 
ładowanie błony i zmiana na niej potencjału bez ograniczeń ze strony 
stałej czasowej procesu ładowania jak w przypadku impulsów napięcio­
wych.
4. Z uwagi na niewielki ładunek w prowadzany do układu można zanied­
bać polaryzację stężeniową w stykających się bezpośrednio z błoną w ar­
stwach roztworu.
Wadą m etody prostokątnych impulsów prądow ych są trudności z reje­
stracją i analizą procesów relaksacyjnych o m ałych am plitudach.

IV-2. Technika impulsów sinusoidalnych

M etody w ykorzystujące im pulsy sinusoidalne w szerokim zakresie czę­
stotliwości znajdują szczególne zastosowanie w badaniach własności pod­
wójnej w arstw y elektrycznej klasycznych układów elektrochemicznych, 
pozwalając określić między innym i jej struk tu rę . W ykorzystuje się je 
także w badaniach układów biologicznych. Zaletą tych metod jest to, 
że pozwalają one określić model elektryczny badanego układu, a tym  
samym  zjawiska w nim  zachodzące ze stosunkowo prostych pomiarów 

'R  i C w funkcji częstotliwości. Teoretycznie wyliczona wartość impe- 
dancji w funkcji częstotliwości impulsów dobrze zbudowanego modelu 
elektrycznego powinna odpowiadać wartości im pedancji zmierzonej. Jeśli 
nie, należy tak  dobrać obwód zastępczy, aby teoretycznie wyliczona odpo­
wiedź tego obwodu na generowane im pulsy korespondowała w całym za­
kresie częstotliwości z odpowiedzią badanej sztucznej dw uw arstw y lipi­
dowej lub izolowanej błony biologicznej (57, 70, 71). Oczywiście, może 
się zdarzyć, że nie będzie można rozdzielić poszczególnych elementów 
obwodu zastępczego. Sytuacja taka może zaistnieć szczególnie w przy­
padku izolowanych naturalnych  błon biologicznych, z uwagi na różno­
rodność s tru k tu r i procesów w nich zachodzących. Uwaga ta  dotyczy
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także omówionych powyżej technik stosujących prądowe lub napięciowe 
im pulsy prostokątne. Innym  ważnym  ograniczeniem  jest wspom niana już 
w rozdziale II nieliniowość badanego układu. Pow oduje to znaczne ogra­
niczenie zakresu stosowanych am plitud i czasów trw ania impulsów do 
wartości, przy których analizowany układ będzie z dobrym  przybliże­
niem  układem  liniowym, to znaczy mierzone wielkości R i C nie będą 
zależały od am plitudy im pulsu zaburzającego ani od jego czasu trw ania. 
Z powyższych względów znacznie więcej uwagi poświęca się układom 
modelowym o zadanej strukturze, co stanowi duże ułatw ienie w wy­
jaśnieniu obserwowanych zjawisk. Prace tego typu  stanowią podstawę 
in terp re tac ji zachowań błon naturalnych. Z tego też względu w następnym  
rozdziale zostanie przedstaw ionych kilka kierunków  badań prowadzonych 
przy pomocy technik relaksacyjnych oraz uzyskane rezultaty .

V. Główne kierunki badań prowadzonych technikami impulsowymi

V-1. Układy z wbudowanymi polimerami oraz detergentami jonoforowymi

W badaniach sztucznych błon lipidowych z wbudowanym  polistyre­
nem  lub poliizobutylenem  stw ierdzono na przykład (41), że w trakcie 
form owania dw uw arstw y lipidowej przechodzi ona przez kilka przejścio­
wych, nietrw ałych stanów pośrednich. Ilość tych stanów a także pojem ­
ność błony zależy od zawartości polimerów w roztworze, z którego for­
m uje się błony i w przedziale zawartości polim eru 0—40%), pojemność 
wzrasta praw ie dw ukrotnie. W zrost ten  autorzy przypisują zmniejszeniu 
się grubości dw uw arstw y lipidowej (por. wzór II), związanemu praw do­
podobnie z w ypieraniem  organicznego rozpuszczalnika z błony.

W badaniach im pedancji sztucznych dw uw arstw  lipidowych wiele 
uwagi poświęca się błonom z w budow anym i układam i jonoforowymi 
(42—44). V a n  Z u t p h e n  i wsp. (44) badali wpływ  niektórych nie­
jonowych detergentów  na rezystancję błon lipidowych w stałym  polu 
elektrycznym . Metoda ta  nie należy do technik relaksacyjnych, gdyż 
układ badany nie znajduje się w zm iennym  polu elektrycznym . Jednak 
w tym  szczególnym przypadku, ze względu na m echanizm  przewodzenia 
błony lipidowej z wbudowanym  detergentem , obserw uje się charaktery­
styczne relaksacyjne zależności rezystancji błony od czasu. D w uw ar­
stw y lipidowe rozdzielały wodne roztw ory chlorków litu, sodu, potasu, 
rubidu i cezu. Autorzy stw ierdzili, że detergenty o budowie polioksyetyle- 
nowych eterów  w stężeniach sublitycznych redukują  rezystancję błony. 
Obniżenie to silnie zależy od rodzaju kationu obecnego w roztworze po 
obu stronach błony i jego wartość m aleje w kolejności K + >  Rb+ >  
>> Cs+ >  N a+ =  L i+. Czas potrzebny na m aksym alne obniżenie rezy-
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stancji błony zależy od stężenia dodanego detergentu. Autorzy sugeru­
ją, że detergenty  o strukturze eterów  polioksyetylenowych działają jako 
jonofory specyficzne dla jonu potasu. Zaproponowali oni mechanizm 
transportu  jonu K + na przykładzie detergentu  Triton X-100. Postu lu je 
się tworzenie kompleksu Triton-kation-lipid, z uprzednim  utworzeniem  
agregatów detergentu  o składzie zależnym od składu dw uw arstw y lipi­
dowej:
1) n T riton +  K + =  Tritonn-K +
2) T ritonn —K + +  lipidy (dwuwarstwa) =  T ritonn-K +-lipidy (dwuwarstwa)
3) Tritonn-K +-lipidy =  Tritonn-lipidy (agregat)+  K +
W ujęciu tym  reakcja 1) opisuje tworzenie się kompleksu detergent-ka- 
tion, a reakcja 2) przedstawia oddziaływanie tego kompleksu z lipidami 
w dw uw arstw ie (n-ilość cząsteczek Triton X-100). P rzyjm ując dalej, że 
kompleks detergent-kation-lipidy powoduje wzrost przewodniości błony 
przenosząc przez nią kation, następnym  etapem  jest jego dysocjacja zgod­
nie z reakcją 3). Porównując inne detergenty  (Lubrol WX, Igepal CO) 
pod względem zdolności do obniżania rezystancji dw uw arstw  lipidowych 
V a n  Z u t p h e n  i wsp. stw ierdzili, że zdolność ta  zależy ściśle od ro­
dzaju detergentu, przy czym znaczną rolę odgrywa ilość grup oksy- 
etylenowych (CH2CH20) oraz długość łańcucha hydrofobowego.

V-2. Układy z wbudowanymi antybiotykami jonoforowymi

Prowadząc badania wpływu nonaktyny, d inaktyny i trinak tyny  na 
rezystancję błon lipidowych w roztworach jonów L i+, N a+, K +, R b+, Cs+ 
i NH J , S z a b o i wsp. (46—49) sugerują, że antybiotyki te tworzą z w y­
m ienionym i kationam i dodatnio naładowane kompleksy rozpuszczalne 
w lipidach, mające dzięki tem u zdolność penetracji przez błonę jako noś­
niki jonów. Porównanie wartości przewodniości (odwrotności oporności) 
błon wyznaczone dla różnych kationów alkalicznych przy tym  sam ym  
ich stężeniu (10~2 M/l) oraz stałym  stężeniu antybiotyku (10~7 M/l) wska­
zuje, że nonaktyna, m onaktyna, dinaktyna oraz trinak tyna  działają jako 
jonofory specyficzne względem potasu. Pow odują one, że zdolność prze­
chodzenia jonów przez błony m aleje w kolejności K + >  R b+ >  Cs+ >  
>* N a+ >  L i+, a więc analogicznie do detergentów  jonoforowych. Zało­
żenie tworzenia kompleksów antybiotyk-kation, m ających zdolność pene­
trac ji przez błonę prowadzi do wniosku, że przewodniość błony zależeć 
powinna od ruchliwości kompleksu w błonie. Ruchliwość kom pleksu 
w błonie zależy natom iast nie tylko od jego rodzaju, ale też od własności 
fizycznych wnętrza dw uw arstw y lipidowej. Oczywiste jest, że ruchli­
wość ta  wzrastać będzie wraz ze wzrostem  płynności błony, co powodo­
wać będzie wzrost jej przewodniości i odwrotnie, przy zmniejszeniu p ły n -' 
ności ruchliwość i przewodniość zmaleją. O pierając się na powyższym
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autorzy pracy (49) przeprowadzili badania w pływ u cholesterolu na prze- 
wodniość błon lipidowych w obecności m onaktyny w roztworze KC1. 
Cholesterol został w ybrany w oparciu o wcześniejsze prace (72, 73) gdzie 
stwierdzono, że obniża on przepuszczalność dw uw arstw  lipidowych dla 
cząsteczek obojętnych elektrycznie. Postuluje się (74, 75), że jego wpływ 
polega na unierucham ianiu fosfolipidowych łańcuchów węglowodorowych 
w dwuwarstwie. Stwierdzone przez autorów  (72, 73) obniżenie przewod- 
niości błony wraz ze wzrostem  zawartości w niej cholesterolu zgadza się 
z postulowanym  (46—49) m echanizm em  transportu  jonów m etali alka­
licznych w obecności m onaktyny. Obszerniejsze badania w pływu cho­
lesterolu i jego pochodnych na transport jonów przez dw uw arstw y lipi­
dowe przeprowadzili B e n z  i C r o s  (63). Stosując technikę charge 
pulse autorzy badali system y transportu  anionów lipofilowych (jonu di- 
pikryloaminowego i czterofenyloboranowego) oraz dodatnio naładowanego 
układu Rb+-walinom ycyna w obecności cholesterolu, epicholesterolu, 
ergosterolu, stigm asterolu, dihydrosterolu, epikoprostanolu i oleinianu 
cholesterolu. W badaniach tych stwierdzono, że cholesterol powoduje 
znaczny wzrost szybkości transportu  anionów lipofilowych przez błony 
monooleinowe. Pozostałe sterole z jedną grupą hydroksylową oraz oleinian 
cholesterolu nie w ykazują analogicznego w pływ u na dw uw arstw y lipi­
dowe. Również w przypadku jonoforowego układu walinom ycyna-Rb+ 
stwierdzono, że jedynie cholesterol powoduje znaczne obniżenie zarów­
no stałych szybkości asocjacji jon-jonofor, translokacji powstałego kom­
pleksu jak i translokacji wolnego jonoforu. Ponieważ analogiczne obni­
żenie przewodniości błony z wbudowanym  cholesterolem  dla dodatnio 
naładowanych cząstek oraz odw rotny efekt dla jonów ujem nych stw ier­
dzono już wcześniej (76—79), B e n z  i C r o s  wyciągnęli wniosek, że 
działanie cholesterolu nie może ograniczać się jedynie do „usztyw nienia” 
dw uw arstw  lipidowych. Posiadając duży m oment dipolowy cholesterol 
może powodować zmianę potencjału dipolowego na powierzchni błony 
lipidowej, różnicując w ten  sposób kinetykę transportu  różnoimiennie 
naładow anych cząsteczek (76, 77, 80). Zmiana potencjału dipolowego na 
powierzchni dw uw arstw y lipidowej spowodowana wbudowaniem  chole­
sterolu może także wpływać na ilość jonów i dipoli zaadsorbowanych na 
granicy faz „błona-roztwór e lek tro litu”. Tak więc, zdaniem  wspom nia­
nych uprzednio autorów  (63), na kinetykę transportu  anionów lipofilo­
wych wpływa raczej grubość błony i wielkość potencjału dipolowego, 
a w m niejszym  stopniu płynność dw uw arstw y. Jonoforowy transport jo­
nów dodatnich natom iast silnie w arunkow any jest płynnością błony oraz 
częściowo przez potencjał dipolowy. Różne zachowanie się dwu system ów 
transportu  jonów przez dw uw arstw y lipidowe może być wynikiem  zróż­
nicowanej lokalizacji powierzchni adsorpcyjnych. Podczas gdy aniony 
lipofiłowe adsorbują się prawdopodobnie na samej powierzchni w arstw y 
dipolowej, to naładow any kompleks jon-jonofor tw orzy się prawdopodob­
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nie w tej w arstw ie od strony łańcuchów węglowodorowych cząstek lipi­
dowych. Do podobnych wniosków prowadzą wyniki badań techniką 
NMR (81).

V-3. Układy z polipeptydami tworzącymi pory

Techniki relaksacyjne stosuje się również do badania efektów w bu­
dowania do dw uw arstw y lipidowej polipeptydow ych antybiotyków  jak 
gram icydyna (82—87), alam etycyna (56, 88—92), suzukacylina (93, 94) 
oraz trichotoksyna A-40 (51, 95). Postuluje się tworzenie przez tego typu 
antybiotyki por (kanałów) w błonie, um ożliw iających transport jonów 
i cząstek obojętnych (84, 86). Na tem at m echanizm u transportu  istnieje 
wiele hipotez próbujących wyjaśnić zarówno stru k tu rę  (96—98) oraz se­
lektywność (96, 99— 103) tego rodzaju kanałów, jak  i sposób przechodze­
nia jonów i cząsteczek częstokroć większych niż średnica pory (96, 99, 
101). Hipotezy takie opierają się cżęsto na wynikach pomiarów elektrycz­
nych właściwości sztucznych błon lipidowych (51, 90, 95—97). Na podsta­
wie dotychczas uzyskanych wyników niektórzy badacze uważają, że tran s­
port większości jonów i cząsteczek, także tych  k tórych transport obser­
w uje się w obecności opisywanych powyżej jonoforów, zachodzi przez 
kanały, pory, penetrujące błonę komórkową (96, 104).

V-4. Błony lipidowe z wbudowanymi fragmentami błon biologicznych

N ajbardziej zbliżonymi do błon biologicznych układam i modelowymi, 
badanym i między innym i za pomocą technik relaksacyjnych, są błony li­
pidowe z wbudowanym i bądź to izolowanymi składnikam i błon biologicz­
nych (105—115), bądź też całymi fragm entam i lub frakcjam i tych błon 
(116, 117, 118). Ogromną korzyścią badań tego rodzaju jest możliwość 
scharakteryzow ania roli środowiska, w jakim  znajduje się błona, w funk­
cjonowaniu poszczególnych białek błonowych, a w szczególności ich udzia­
łu  w  procesach transportu. Dokładnie znany skład i s tru k tu ra  błony po­
zwala uniknąć przy tym  kłopotów związanych ze złożoną struk tu rą  błon 
biologicznych.

Składnikam i błon biologicznych, których funkcje bada się po uprzed­
nim  wbudowaniu do błon lipidowych, są między innym i białka błony ko­
m órek gram -ujem nych bakterii: Escherichia coli (108, 111), Salmonella 
typh im urium  (107) i Pseudomonas aeruginosa (105). Białka te zwane po- 
rynam i (ang. porin) (119), badane są ze względu na to, że są odpowiedzialne 
za bierną przepuszczalność błon tych  bakterii dla hydrofilow ych sub­
stancji o ciężarze do 700. R ezultaty prowadzonych badań sugerują, że
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białka te zorganizowane w trim ery, tworzą w błonie szerokie kanały 
wypełnione wodą, bardzo mało selektyw ne w stosunku do jonów metali 
alkalicznych (107). P rzy  pH obojętnym , kanały te są ok. 2—4 razy bar­
dziej przepuszczalne dla jonów m etali alkalicznych niż dla jonów Cl-  
(105, 108). Badania prowadzone nad przepuszczalnością tych kanałów dla 
dużych jonów, jak: TRIS+, glukozoam ina+, H epes- , czy N(C2H 5) 4  sugeru­
ją, że m inim alna średnica por wynosi ok. 0,8 do 1,4 nm, przy długości 
ok. 7,5 nm  (105, 108). Ciekawym przypadkiem  wśród grupy gram -ujem - 
nych bakterii będących źródłem poryn jest Pseudomonas aeruginosa. 
W ykazuje ona zwiększoną odporność na hydrofiłowe antybiotyki o cię­
żarze ok. 400, mimo, że zawiera w błonie komórkowej białka, mogące 
tworzyć kanały  przepuszczające cząstki o ciężarze ok. 6000 (105, 120). 
Izolowana poryna tej bakterii, białko F, wbudowane do błony lipidowej 
tw orzy pory o średnicy ok. 2 nm (105). Wielkość tych kanałów oraz ich 
m ała selektywność sugeruje według autorów  (105), że niska przepuszczal­
ność błony dla antybiotyków  jest raczej w ynikiem  stosunkowo niewiel­
kiej ilości otw artych kanałów w błonie Pseudomonas aeruginosa w po­
równaniu do pozostałych bakterii.

Badano także selektywność kanałów tworzonych przez białka pocho­
dzące z retiku lum  sarkoplazmatycznego, po wbudowaniu ich do błon lipi­
dowych (110). W pracy tej, opierając się na wynikach badań przepusz­
czalności błon dla kationów jedno wartościowych (prowadzonych m.in. 
technikam i relaksacyjnym i), wysunięto hipotezę, że białkowe kanały skła­
dają się z k ilku członów różniących się średnicą i hydrofobowością wnę­
trza. K anał rozpoczyna się szerokim (ok. 1 nm średnicy) wejściem, za 
którym  znajduje się przewężenie o hydrofobowych właściwościach, odpo­
wiedzialne za specyficzną selektywność pory względem jonu K +. N aj­
węższe m iejsce tego rejonu, o średnicy 0,4—0,5 nm, znajduje się w od­
ległości ok. 0,6—0,7 nm  od jego początku. Ponadto badania sprzężonego 
z jonem  K + przepływ u wody w skazują na to, że wraz z kationem  prze­
chodzi od 3—6 cząsteczek wody (110).

Techniki relaksacyjne znajdują również zastosowanie w badaniach 
oddziaływań receptor-przekaźnik odpowiedzialnych za przewodzenie bodź­
ców nerwowych. Proteolipidowe receptory istniejące w błonie postsy- 
naptycznej wiążą się specyficznie z przekaźnikiem  nerw owym  — acetylo­
choliną lub jej pochodnymi na przykład sukcynylocholiną, co powoduje 
przejściową zmianę przewodniości błony (60, 112, 117). Badania wbudo­
wanych do błon lipidowych izolowanych receptorów  narządu elektrycz­
nego węgorza Electrophorus electricus i drętw y Torpedo marmorata  pro­
wadzone przez D e  R o b e r t i s a  i wsp. (112, 114) wykazały, że re­
ceptor stanowi jednocześnie kanał, k tó ry  otw iera się w rezultacie oddzia­
ływ ania receptor-przekaźnik. Przewodniość kanału receptorowego jest 
około 7 razy większa dla jonów K + i N a+ niż dla C l- , zaś czas jego otw ar­
cia waha się w granicach 1,3—35 ms (115, 117).
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VI. Uwagi końcowe

Przedstawione w powyższym artykule impulsowe techniki pomiarowe 
oraz przykłady ich zastosowań oczywiście nie w yczerpują tem atu . Istnieje 
cały szereg metod jak  i ogromne zróżnicowanie analizowanych układów. 
Na przykład interesujące w ydają się być badania transform acji energii 
świetlnej w dwuw arstwach lipidowych z wbudowanym i chrom oforami, 
z uwagi na możliwości wykorzystania rezultatów  w energetyce czy elektro­
chemii (magazynowanie energii św ietlnej w wysokoenergetycznych związ­
kach chemicznych, konw ersja energii słonecznej w energię elektryczną 
w fotoogniwach, fotoelektroliza wody itp.) (121— 124).

Ciekawym rozwiązaniem z punktu  widzenia m etodyki są układy „bło- 
na-jonofor” , w których im pulsy prądowe wymuszane są im pulsam i te r ­
micznymi (125, 126). Innym  ważnym  układem  badanym  za pomocą tech­
nik relaksacyjnych jest wielowarstwowa i wielokomórkowa s tru k tu ra  pę­
cherza moczowego ropuchy (57, 70, 71, 127, 128) oraz błona pojedynczej 
ogromnej komórki, jaką jest olbrzym i akson kalm ara (129— 136).

Badania za pomocą technik impulsowych sztucznych błon lipidowych 
czy też izolowanych błon biologicznych stanowią ważne źródło inform acji
o m echanizm ach rządzących funkcjonowaniem  tak  złożonej s tru k tu ry  jak 
natyw na błona. Dlatego też techniki te znajdują coraz szersze zastoso­
wanie w laboratoriach biologicznych na całym świecie.
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KOMUNIKAT 

Komisji Słownictwa Biochemicznego P.T. Bioch.

Na określenie masy cząsteczki używa się albo term inu  „masa 
cząsteczkowa” albo „względna masa cząsteczkowa” dawniej 
określana jako „ciężar cząsteczkowy”). Masę cząsteczkową wy­
raża się w atom owych jednostkach m asyń — daltonach (Da). 
1 Da =  1/12 masy nuklidu *iC. Względna masa cząsteczkowa jest 
to stosunek masy cząsteczkowej do 1/12 masy nuklidu \ 2C, a więc 
jest wielkością niemianowaną.

W yznaczając masę cząsteczki w drodze porównania jej po­
zycji na elektroforegram ie, profilu elucji lub ultraw irow ania 
otrzym ujem y wartości względnej masy cząsteczkowej.
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I. Wstęp

W 1971 roku P a l m e r  i V e r p o o r t e  stw ierdzili (1), że część 
białek błony erytrocytów  to fosfoproteiny. Późniejsze badania w yka­
zały, że wiele innych błon komórkowych również zawiera ufosforylowane 
białka. Jak  wiadomo, białka błony komórkowej odgryw ają decydującą 
rolę w takich procesach jak transport przez błonę, rozpoznawanie komó­
rek i kom unikacja między nimi, kontrola wzrostu, podtrzym yw anie 
kształtu i nadawanie ruchu komórce (2, 3). Wykazano doświadczalnie, że 
procesem regulującym  aktywność przynajm niej niektórych białek błony 
komórkowej jest ich fosforylacja.

Błona komórkowa erytrocytów  ludzkich jest dobrym  obiektem  ba­
dań ze względu na dostępność m ateriału  biologicznego, możliwość izolo­
wania bez cytoplazm atycznych zanieczyszczeń (4), oraz stosunkowo do­
brą znajomość jej składników i s truk tu ry  (5— 10), a także właściwości 
fizykochemicznych (11—15). W niniejszym  artykule scharakteryzow ano 
białka błony erytrocytów  ludzkich, ulegające fosforylacji oraz przedsta­
wiono sugestie dotyczące fizjologicznej roli tego procesu.

II. Metodyka badań fosforylacji białek błony komórkowej erytrocytów  
ludzkich

Badania fosforylacji białek błony erytrocytów  ludzkich prowadzi się 
najczęściej poprzez znakowanie białek radioaktyw nym  fosforem 82P pod­

*) Mgr, P racow nia Elektrochem ii, W ydział Chemii, U niw ersytet W arszawski, 
ul. P asteu ra  1, 02-093 W arszawa.
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czas inkubacji cieni erytrocytów  (tj. kom órek pozbawionych cytoplazmy) 
z [/-^PJA TP lub też całych kom órek z [32P]Pi. Następnie białka rozdziela 
się elektroforetycznie i oznacza ilość obecnego radioaktywnego fosforu 
w poszczególnych pasmach elektroforetycznych. Najdogodniejsze w arunki 
rozdziału białek błony erytrocytów  uzyskano prowadząc elektroforezę 
w żelu poliakryloam idowym  w obecności sodowego siarczanu dodecylu. 
Większość białek w ybarw ia się błękitem  Coomassie, glikoproteiny o du­
żej zawartości cukrów uwidaczniają się natom iast dopiero przy działaniu 
mieszaniną: kwas nad jodowy — odczynnik Schiffa. Szeroko została zaak­
ceptow ana nom enklatura pasm elektroforetycznych zaproponowana przez 
S t e c k a  (7). Przedstaw iona jest ona w tabeli 1. Prowadzi się także 
prace nad określeniem  m iejsc fosforylacyjnych poszczególnych białek 
m.in. stosując traw ienie proteolityczne oraz analizę aminokwasów.

Tabela 1
Pasma elektroforetyczne, występujące podczas rozdziału białek błony komórkowej erytrocytów 
ludzkich w żelu poliakryloamidowym w obecności sodowego siarczanu dodecylu (wg. nomenklatury 
S t e c k a  (7)).

Czynnik Numer Ciężar Nazwa
wybarwiający pasma cząsteczkowy białka

1 210—250 000 1 spektryna
2 200—220 000 J
2.1 200 000 ankyryna

150 000
3 88—105 000

błękit Coomassie 4.1 78 000
4.2 72 000
4.5 50—58 000
4.8 45—50 000
5 43 000 aktyna
6 35 000 G3PD
7 29 000

mieszanina: kwas nad- PAS-1 83 500—90 000 1 pi iknfnrvTia
j odo wy — odczynnik PAS-2 50—64 000 1

¿jimUlUl J  Ilu

Schiffa PAS-3 30 000
PAS-4 70 000

R ezultaty badań fosforylacji białek błony erytrocytów  znacznie różnią 
się między sobą. Przede wszystkim inne są wyniki badań fosforylacji 
białek cieni oraz białek błony całych erytrocytów , co wydaje się być 
wywołane m.in. obecnością cytoplazm atycznych kinaz białkowych (16, 17). 
Ponadto fosforylacja cieni erytrocytów  bardzo zależy od warunków ich 
otrzym yw ania i inkubacji z donorem  grup fosforanowych (18—21).

6 P ostępy B iochem ii 3/82 http://rcin.org.pl
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III. Fosforylacja spektryny

III-l. Charakterystyka spektryny

M a r c h e s i  i S t e e r s  pierwsi wyizolowali spektrynę z błony ko­
mórkowej erytrocytów  ludzkich (22). Stw ierdzili oni, że spektryna sta­
nowi około 20% wszystkich białek błony oraz że polim eryzuje w obec­
ności dwuwartościowych kationów, tw orząc włókienka dobrze widoczne 
w mikroskopie elektronowym.

Podczas elektroforezy białek błony w żelu poliakryloam idowym  
w obecności sodowego siarczanu dodecylu, spektryna m igruje najw olniej 
i dzieli się na dwa pasma — pasmo 1 o ciężarze cząsteczkowym około 
230 000 i pasmo 2 — 210 000 (6, 23). Używ ając antyspektrynow ych prze­
ciwciał połączonych z ferry tyną  stwierdzono, (24), że spektryna jest biał­
kiem  peryferycznym , tzn. położonym na dw uw arstw ie lipidowej i luźno 
z nią zw iązanym ,’umiejscowionym od strony  cytoplazm y (Ryc. 1). Jest 
ona rozpuszczalna w wodzie i ulega wym yciu z błony przy zastosowaniu 
roztworów o niskiej sile jonowej lub zaw ierających kwas etylenodw uam i- 
noczterooctowy (22, 23, 25).

Ryc. 1. Rozmieszczenie białek w błonie kom órkow ej erytrocytów  ludzkich.
Podano nazw ę białka lub numer pasma, jak ie ono tw orzy podczas elek troforezy w  żelu  
poliakryloam idow ym  w obecności sodow ego siarczanu dodecylu . Sieć spektrynow o-aktynow ą  
zaznaczono kolorem  czarnym . Od zew nętrznej strony błony uw idoczniono łańcuchy policu- 
krow e. Dla przejrzystości rysunku nie przedstaw iono dw uw arstw y lip idow ej.

http://rcin.org.pl



[5] F O S F O R Y L A C JA  B IA Ł E K  B ŁO N O W Y C H 255

Jest wiele danych potw ierdzającyh hipotezę, że spektryna odgrywa 
główną rolę w podtrzym yw aniu stru k tu ry  błony i zarazem kształtu  e ry ­
trocytów  (22, 26—29). I tak  w tem peraturze około 50°C, przy której 
spektryna zmienia swoją konform ację (27), następuje skokowe zm niej­
szenie zdolności do deform acji komórek, drastyczne zmniejszenie elastycz­
ności błony oraz spadek odporności na hipotoniczną i m echaniczną hemo- 
lizę a także gwałtowna zmiana param etrów  elektrochem icznych błony 
(15, 26, 27, 30—38). Podobne zmiany właściwości błony obserw uje się przy 
w artościach pH m niejszych od 5.5, przy których spektryna ulega agrega­
cji i izoelektrycznem u strąceniu  (39—41). O tym , że spektryna odgrywa 
decydującą rolę w określaniu stru k tu ry  błony świadczy również fakt, że 
niem ożliwe jest uzyskanie cieni erytrocytów  w w arunkach w yw ołujących 
utra tę  lub denaturację spektryny  (29), a ekstrakcja spektryny z cieni po­
woduje ich fragm entację (22).

Spektryna polim eryzuje tworząc te tram ery  — (białko pasma 1 + biał­
ko pasm a 2)2 (42, 43), oddziałuje także specyficznie z aktyną (46—49) — 
również peryferycznym  białkiem, m ającym  ciężar cząsteczkowy 43 000, 
stanow iącym  4% białek błony (7, 44, 45). Podczas elektroforezy białek 
w żelu poliakryloamidowym  w obecności sodowego siarczanu dodecylu 
aktyna m igruje jako pasmo 5. Na podstawie stw ierdzonych oddziaływań 
spektryny  z aktyną i fak tu  polim eryzacji spektryny wnioskuje się, że 
spektryna i aktyna tworzą sieć przymocowaną do błony od strony cyto- 
plazmy, w pływ ającą na kształt i zdolność erytrocytów  do deform acji (9, 25, 
26, 30, 39, 45, 46, 50—54). Przedstaw ia się przy tym  często analogię 
z funkcjonowaniem  miozyny i aktyny mięśni (55, 56), do których pod 
wieloma względami są podobne spektryna i białko pasma 5 erytrocy­
tów (49).

III-2. Spektryna jako fosfoproteina

Badania włączania 32P do białek błony podczas inkubacji cieni ery tro ­
cytów z [7 ~32P] ATP wykazały, że najsilniejsze znakowanie w ystępuje 
w białku pasma 2 spektryny (18, 21, 57—59). Do fosforylacji spektryny 
nieodzowna jest obecność co najm niej 10-4 M Mg2+, proces ten  jest 
stym ulow any przez jony jedno wartościowe (Na+, K +, Li+, N H Í) oraz 
jony Ca+ w niskich stężeniach (18). Zostało dowiedzione, że cAMP nie 
ma w pływ u na fosforylację spektryny (18, 57— 59). Spektryna ulega także 
znakow aniu podczas inkubacji całych erytrocytów  ludzkich z [32P]P¡ 
(60—63), co pozwala przypuszczać, że jest ona fosforylowana in vivo.

Fosforylacja spektryny zachodzi specyficznie w pojedynczym  frag­
mencie cząsteczki. Po traw ieniu  białka przez CNBr radioaktyw ny fosfor 
znajduje się we fragm encie o ciężarze cząsteczkowym 19 000, natom iast 
po traw ieniu  przez trypsynę — we fragm encie o ciężarze cząsteczkowym 
4800 (65).
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Badania D u n b a r a  i R a l s t o n a  (62) nad włączaniem  32P  do 
spektryny podczas inkubacji erytrocytów  z [32P]Pi prowadzono drogą ana­
lizy radioaktywności frakcji białek rozpuszczalnych w wodzie, rozdzielo­
nych na kolumnie. Chrom atograficzne rozdzielenie wykazało pięć frakcji, 
które zidentyfikowano stosując elektroforezę w żelu poliakryloamidowym  
w obecności sodowego siarczanu dodecylu (Tabela 2). Autorzy rozróż­
nili dwa typy połączenia Pi ze spektryną — kowalencyjne i niekowa- 
lencyjne. Pierwsze z nich, opisywane także przez innych badaczy (18, 63, 
65), reprezentujące fosforylację reszt serynow ych (90°/o) i treonino- 
wych (10°/o) spektryny, w ystępuje w każdym  stanie agregacji tego biał­
ka (wysoce spolim eryzowany — frakcja I, te tram ery  — frakcja II, dime- 
ry  — frakcja III). Niekowalencyjne połączenie Pj ze spektryną, będące 
w zasadzie asocjacją cząsteczek ATP, obserwowano tylko w przypadku 
spolimeryzowanej spektryny, w ystępującej we frakcji I. Badacze sugero­
wali, że ATP jest związany ze spektryną za pośrednictw em  aktyny, gdyż 
stężenia ATP i aktyny we frakcji I są sobie równe.

Tabela 2
Chromatograficzne rozdzielenie rozpuszczalnych w wodzie białek błony 
komórkowej erytrocytów ludzkich (62).

Numer frakcji Białka

I spolimeryzowana spektryną, białka pasm 4.5 i5
II tetramery spektryny

III dimery spektryny
IV białka pasm 4.5, 5 i 7
V hemoglobina

III-3. Fizjologiczna rola fosforylacji spektryny

Fosforylacja spektryny odgrywa doniosłą rolę w konform acji sieci 
spektrynow o-aktynow ej. Stwierdzono, że usunięcie grup fosforanowych 
z wyizolowanej z błony spektryny uniemożliwia jej interakcję z akty­
ną (47). Obniżenie wewnątrzkomórkowego poziomu ATP lub inkubacja 
erytrocytów  w tem peraturze około 50°C, przy której następuje drastycz­
ne zmniejszenie stopnia fosforylacji spektryny, zmniejsza wydajność 
ekstrakcji tego białka z błony (57, 73).

Sieć spektrynow o-aktynow a, k tórej konform ację w arunkuje fosfory­
lacja spektryny, jest prawdopodobnie odpowiedzialna za kształt, podat­
ność na deform ację i stabilność stru k tu ry  erytrocytów  (68—72). Świadczy
o tym  zarówno stw ierdzony od dawna wpływ poziomu ATP na te  para­
m etry  komórek (68—72), jak  i bezpośrednia korelacja między stopniem  
fosforylacji spektryny, zależnym od stężenia ATP a kształtem  erytrocy­
tów  (57) (Ryc. 2). Obniżenie poziomu ATP w komórce pociąga jednak za 
sobą wiele innych efektów, które m askują defosforylację spektryny.
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Obserwuje się na przykład znaczny wzrost stężenia jonów Ca2+ (52, 69), 
które w m ałych stężeniach stym ulują fosforylację, ale w dużych powo­
dują specyficzne sieciowanie (ang. cross-linking) spektryny (74). Suge­
ru je  się też pośredni wpływ  jonów wapnia na sieć spektrynow o-aktyno- 
wą w skutek ich oddziaływania z innym i białkam i błony (75). S tw ier­
dzono również wpływ jonów Ca2+ i Mg2+ na konform ację czystej spek­
tryny  lub wyizolowanego polim eru spektrynowo-aktynowego. Obecnością 
tych efektów m askujących można tłum aczyć stw ierdzony w pracy (203) 
brak powiązań między kształtem  i deform acyjnością erytrocytów  a po­
ziomem ATP.

Znaczące są prace S h e e t z a  i S i n g e r a  (64, 76), którzy badali 
zmiany kształtu  cieni erytrocytów  pod wpływem  ATP (Ryc. 2). Zm iany te 
zależą od obecności jonów Mg2+ i są proporcjonalne do ilości włączone­
go “P  z [y-32P]ATP do spektryny. Ponieważ podobne zmiany kształtu cieni 
erytrocytów  wywołuje dodanie antyspektrynow ych przeciwciał, bada­
cze ci sugerowali, że ATP poprzez fosforylację spektryny wpływa na 
utworzenie spektrynow o-aktynow ej sieci. Powiązanie zjawiska utworze­
nia sieci ze zmianą kształtu  cieni opierali oni na w ysuniętej wcześniej 
koncepcji sprzężonej dw uw arstw y (ang. bilayer couple) (77, 78). Hipoteza 
ta  sugeruje, że o kształcie ery trocytu  decyduje stosunek powierzchni ze­
w nętrznej do w ew nętrznej w arstw y błony. Gdy jest on większy od jed­
ności, kom órka przyjm uje kształt echinocytu (inaczej ang. crenate, do­
słownie karbowany), gdy jest m niejszy od jedności — kształt sferyczny 
lub stom atocytu (inaczej ang. cup, dosłownie filiżanki). Pomiędzy tym i 
kształtam i istnieje w ystępujący norm alnie in vivo  kształt erytrocytu  — 
dwuwklęsłego dysku (dyskocyt). Zniszczenie sieci spektrynow o-aktynow ej 
pod wpływem  obniżenia poziomu ATP powodowało by zmniejszenie po­
wierzchni w ew nętrznej w arstw y błony i tym  samym  zmianę kształtu 
z dwuwklęsłego dysku do echinocytu.

środowisko
dyskocyt w środowisku sferocyt izotoniczne dysko-

echinocyt

hemoliza 
środowis 

hipotonicznym

30 min_______  A"'—
dodatek 2mM*> '— '

Mg-ATP, 37°C dyskocyt

24 godz.

P ) _____ 1 -
środowi

surowica 
dyskocyt (obniżenie

dłuższa inkubacja 
w obecności 2 mM stoma+ocyt 
M g-ATP, 37°C

dodatek 30m fT  
sfero - adenozyny dyskocyt

poziomu ATP) echinocyt

Ryc. 2. Zm iany kształtu  cieni erytrocytów  (64, 76) i całych erytrocytów  (57, 69) 
pod w pływ em  zm ian poziomu ATP.
Całe kom órki zakreskow ano, cien ie  zaznaczono konturem .
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Sieć spektrynow o-aktynow a w arunkuje także uporządkowanie białek 
w błonie komórkowej erytrocytów , prawdopodobnie głównie białek 
pasm 3 i PAS-1 (25, 79—84). Zm iana konform acji sieci powoduje na przy­
kład m odyfikacje lateralnego ruchu in tegralnych białek błony. Może to 
być spowodowane zarówno oddziaływaniem  typu  sieć — białko, jak suge­
rowano w niektórych pracach (25, 81), jak i wpływem  tej sieci na aso­
cjację lipidów, która powoduje „w ypychanie” białek z określonych ob­
szarów m atrycy  lipidowej (92).

Biorąc pod uwagę stwierdzone oddziaływanie spektryny z lipidami 
(87—91) postuluje się (85), że sieć spektrynow o-aktynow a jest także od­
powiedzialna za asym etryczny rozkład fosfolipidów w błonie erytrocytów. 
Zm iana konform acji sieci zwiększa bowiem usuwanie fosfatydyloseryny 
i fosfatydyloetanoloam iny (a więc fosfolipidów um iejscowionych głównie 
po cytoplazm atycznej stronie błony) przez fosfolipazę A2 (97). Zjawisko 
to zachodzi na przykład przy działaniu na błonę czynników utleniających 
grupy SH, co prowadzi do połączenia spektryny w oligomery o ciężarze 
cząsteczkowym 10® i powoduje spadek jej fosforylacji (93—96). Również 
inne procesy, wywołujące defosforylację spek tryny  powodują zakłócenie 
asym etrycznego rozkładu fosfolipidów w błonie (86, 90, 98). Wcześniej 
podawano, że agregacja erytrocytów  przez fitohem aglutyninę P, która za­
leży od organizacji struk tu ra lnej fazy lipidowej błony, koreluje się ze 
stężeniem  ATP w komórce (99). Prawdopodobnie jest to spowodowane 
zależnością konform acji sieci spektrynow o-aktynow ej od w ew nątrzko­
mórkowego poziomu ATP.

IV. Fosforylacja głównego białka pasma 3

IV-1. Charakterystyka białka pasma 3

Główne białko trzeciego pasma elektroforetycznego stanowi 25—30% 
białek błony erytrocytów  ludzkich (6, 7, 21, 23) i ma ciężar cząsteczkowy 
88 000— 105 000 (6, 7, 23, 100— 103). Zaw iera aż 39% aminokwasów nie- 
polarnych, jest więc bardziej hydrofobowe od typowych białek rozpusz­
czalnych w wodzie (100). Analiza białka pasma 3 w ykazuje obecność 
5—8°/o cukrów (9), białko to jest więc glikoproteiną (103, 104), ale w od­
różnieniu np. od PAS-1 nie zawiera praw ie wcale kwasu sjalowego (100). 
Białko pasma 3 jest białkiem  integralnym  (Ryc. 1), tzn. zanurzonym 
w dw uw arstw ie lipidowej. Przechodzi ono całkowicie przez błonę, przy 
czym jego ułożenie jest asym etryczne (7, 52, 102, 105). Asym etrię tę 
reprezentuje przykładowo obecność łańcuchów cukrowych związanych 
z tym  białkiem  tylko od zewnętrznej strony błony (100, 103, 106). Białko 
pasma 3 jest podatne na atak obecnych w środowisku enzymów proteoli­
tycznych (5, 94, 102, 105, 107—110) oraz na znakowanie czynnikami nie
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przechodzącymi przez błonę (102, 111), co sugeruje, że część cząsteczki 
tego białka w ystaje po zewnętrznej stronie błony komórkowej. Ponadto 
odsłonięcie wew nętrznej strony błony (cienie, fragm enty błon, „odwró­
cone” pęcherzyki) zwiększa podatność białka pasma 3 na działanie enzy­
mów i czynników znakujących (102) oraz umożliwia traw ienie tego białka 
przez trypsynę (105). Świadczy to, że białko pasma 3 w ystaje również po 
cytoplazm atycznej stronie błony. Białko pasma 3 jako integralne, nie 
wym ywa się z błony przy działaniu kwasem etylenodwuaminoczteroocto- 
wym a także roztworam i o wysokich pH, niskich czy wysokich siłach 
jonowych (51). Dopiero działanie detergentów  (sodowy siarczan dodecy- 
lu, T riton X-100) powoduje uwolnienie tego białka z błony (7, 112) bez 
otoczenia lipidowego (6, 23), przy czym niejonowy detergent Triton X-100 
nie powoduje żadnych zmian konform acyjnych białka pasma 3 (113). 
Trudność w yekstrahow ania białka pasma 3 świadczy o jego silnym  zwią­
zaniu z błoną, prawdopodobnie głównie siłami hydrofobowymi.

Pasmo 3 jest homogenne pod wieloma względami (np. asocjacji 93) 
czy proteolitycznego traw ienia (102, 105, 107), mimo to podczas elektro- 
foretycznego rozdziału w ystępuje jako rozm yty szczyt, co prawdopodob­
nie w ynika z różnych ilości przyłączonych doń cukrów (100, 106) lub n ie­
wielkich- różnic między wspólnie m igrującym i białkam i (93, 114).

W ydaje się, że główne białko pasma 3 tw orzy in situ  niekow alencyjne 
dim ery (7, 93, 94, 112, 115) — świadczy o tym  możliwość łatwego induko­
wania wiązań dwusiarczkowych, łączących m olekuły tego białka od we­
w nętrznej strony błony (93, 115). Izolacja białka pasma 3 przez deter­
genty nie zmienia jego asocjacji (116).

IV-2. Białko pasma 3 jako fosfoproteina

Zarówno inkubacja całych erytrocytów  ludzkich z [32P]Ph jak i cieni 
z [y-*2P]ATP powoduje znaczną fosforylację białka pasma 3 (18, 21, 57— 
61), przy czym analiza aminokwasów w ykazuje podobny rozkład radio­
aktywności w obu przypadkach. Stwierdzono, że znakowanie białka pas­
m a 3 w cieniach jest większe niż w całych kom órkach (17).

Fosforylacji ulega przede wszystkim  seryna, w m niejszym  stopniu 
treonina (63). Główne miejsce fosforylacyjne usytuow ane jest we frag­
mencie 22 000 (63), otrzym yw anym  przez traw ienie fragm entu 41 000, 
stanowiącego rozpuszczalny w wodzie produkt działania trypsyny na cie­
nie (115). Inni autorzy (101) podają, że główne miejsce fosforylacyjne tego 
białka w ystępuje we fragm encie 10 000, leżącym przy końcu NH2, zanu­
rzonym  w cytoplazmie, a drugie miejsce we fragm encie 7000 blisko koń­
ca COOH (fragm entacja chym otrypsyną).

Różni badacze stw ierdzali (21, 57, 58, 117) lub negowali (19, 21, 59 
wpływ  cAMP na fosforylację białka pasma 3. Zbadano, że jego fosforyla-
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cję regulują jednowartościowe kationy, lecz dotąd nie poznano charakteru  
tej regulacji. I tak  obserwowano zarówno zmniejszenie fosforylacji białka 
pasma 3 przez kationy jednowartościowe (18, 19), jak też stym ulację 
fosforylacji tegoż białka przez N a+ a defosforylacji przez K + (118). Ba­
dania wykazały, że Ca2+ ham uje fosforylację białka pasma 3 (19, 21).

IY-3. Udział białka pasma 3 w procesach transportu przez błonę

Jaką rolę spełnia białko pasma 3 w błonie komórkowej? Początkowo 
sugerowano, że ze względu na występowanie w błonie w znacznej ilości 
(rzędu 105 cząsteczek na komórkę) może ono pełnić struk tu ra lną  rolę (102). 
Późniejsze badania wykazały, że białko pasma 3 bierze udział w ułatw io­
nej dyfuzji glukozy. Świadczy o tym  znakowanie tego białka przez izoto­
powe pochodne inhibitorów transportu  glukozy, takich jak  D-glukozylo- 
izotiocyjanian (119) i cytochalazyna B (120).

C a b a n t c h i k  i R o t h s t e i n  wykazali (114, 121— 123), że białko 
pasma 3 jest także odpowiedzialne za transport anionów przez błonę. 
Znaleźli oni inhibitor tego transportu , wiążący się kowalencyjnie z bło­
n ą — kwas 4,4’-dwuizotiocyjano-2,2’-stilbenodwusulfonow y (DIDS) i po­
kazali, że jego izotopowa pochodna w 95°/o znakuje białko 95 000. Przez 
proteolityczne traw ienie owego kom pleksu (chym otrypsyna, pronaza), 
wykazali, że miejsce wiążące znajduje się we fragm encie 65 000, w ystę­
pującym  po zewnętrznej stronie błony. Po działaniu chym otrypsyną na 
cienie pozbawione peryferycznych białek, odnajduje się ono we frag­
mencie 15 000 i jest odległe o fragm ent o ciężarze cząsteczkowym 9000 od 
końca COOH i o fragm ent o ciężarze cząsteczkowym 6000 od NH2 koń­
ca (124). Ponieważ miejsce wiążące DIDS musi znajdować się blisko 
zewnętrznej powierzchni błony, fragm ent ten  jest zapewne pozwijany 
i przechodzi przez błonę kilkakrotnie.

Zakładając prosty mechanizm transportu  anionów poprzez błonę i zna­
jąc jego szybkość można wyliczyć, że konieczny jest udział w tym  trans­
porcie około 10* „m iejsc” w błonie (104). Tylko dwa białka w ystępują 
w takiej ilości — białko pasma 3 i spektryna, przy czym udział spektryny 
w transporcie jest wątpliwy, jako że jest ona białkiem  peryferycznym . 
Sugeruje się, że transport anionów nie odbywa się przez rotację białka 
pasma 3, gdyż jak  wykazano jest ono unieruchom ione w błonie, ale ra ­
czej przez ruch jonów wzdłuż cząsteczki tego białka (104). Z badań nad 
zależnością pojemności cieplnej błon erytrocytów  ludzkich od tem pera­
tu ry  wynika, że inhibitory anionowego transportu  zm ieniają przejścia 
fazowe fosfolipidów prawdopodobnie znajdujących się blisko białka pas­
ma 3, przy czym inhibitory kowalencyjne (jak np. DIDS) i niekowalen- 
cyjne (np. środki znieczulające) działają z różną efektywnością (125).
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Białko pasma 3 bardzo mocno oddziały wuj e z lipidam i (126), może więc 
to być wywołane zmianą jego konform acji. Ciekawe, że jony Ca2+ i Mg2+ 
m odulują transport anionów (127), co tłum aczy się ich oddziaływaniem 
z białkiem  odpowiedzialnym za transport.

Białko pasma 3 bierze także udział w transporcie wody do erytrocy­
tów (128). Możliwe zatem, że pasmo 3 jest zespołem białek o podobnym 
ciężarze cząsteczkowym, położeniu i orientacji spełniających różne spe­
cyficzne funkcje związane z transportem  przez błonę (114). Jest praw do­
podobne, że procesem stym ulującym  ów transport jest fosforylacja okreś­
lonego białka. Słuszność tych przypuszczeń potwierdza fakt, że podczas 
elektroforezy białek błony komórkowej erytrocytów  ludzkich, w tym  
samym  m iejscu co inhibitory transportu  glukozy, anionów i wody, znaj­
duje się również białko o aktywności ATP-azy aktyw owanej przez N a+,. 
K + i Mg2+ (90). Obserwuje się przy tym  ścisły związek reakcji tej ATP-azy 
z fosforylacją białka pasma 3 przez ATP (90). ATP-aza aktywowana 
przez N a+, K + i Mg2+ odpowiada za aktyw ny transport jedno wartościo­
wych kationów, ponieważ w ystępuje stechiom etryczna zależność między 
hydrolizą ATP a transportem  3Na+ +  2K+, a obie reakcje hamowane są 
przez te same czynniki (129— 131). O identyczności białka pasma 3 i ufos- 
forylowanego produktu pośredniego w układzie ATP-azy aktywowanej 
przez Na+, K + i Mg2+ świadczyć może bardzo duża szybkość wym iany 
grup fosforanowych związanych z tym  białkiem  (18, 118). Hipotezę taką 
potwierdza wpływ jonów N a+, K + i Mg2+ na fosforylację białka pasma 3 
(Na+ stym uluje fosforylację, K + — defosforylację) oraz inhibicja defos- 
forylacji tego białka przez strofan tynę G — czynnik blokujący transport 
jedno wartościowych jonów przez błonę (118). In teresujący jest również 
stym ulujący wpływ wewnątrzkomórkowego stężenia jonów Ca2+ na prze­
puszczalność błony dla jonów K +. Związanie jonu Ca2+ z określonym  bło­
nowym receptorem  powoduje ,,o tw arcie” kanału dla K + (132— 134). Z d ru­
giej strony wiadorr>o, że jony Ca2+, jak  to podano wcześniej, w istotny 
sposób stym ulują defosforylację białka pasma 3 (19, 21). N iektórzy auto­
rzy tw ierdzą jednak, że białko pasma 3 nie może być acylofosf orano wy m 
produktem  pośrednim  ATP-azy (58), gdyż związane z nim  fosforany zna­
kowane ^P  nie są uw alniane podczas działania hydroksyloam iną (135),. 
czy też w  tem peraturze 25°C oraz pH =  7.4 (118).

Fosforylacja białka pasma 3 może wpłynąć także na metabolizm  ko­
mórkowy, ponieważ in vitro białko to jest zasocjowane po cytoplazm a- 
tycznej stronie błony z dehydrogenazą aldehydu fosfoglicerynowego 
(G3PD, białko w ędrujące podczas elektroforezy białek błony erytrocytów  
w żelu poliakryloamidowym  w obecności sodowego siarczanu dodecylu 
jako pasmo 6) (116, 136) oraz z aldolazą (137). Miejsca wiążące w ystępują 
prawdopodobnie blisko m iejsc fosforylacyjnych białka pasma 3 (116, 137). 
Asocjacja ta  ma prawdopodobnie charakter elektrostatyczny, gdyż zanika 
przy podwyższeniu siły jonowej. Nie można wykluczyć jednak specyficz­

http://rcin.org.pl



262 E. H E R Z Y K [12]

nych oddziaływań między białkiem  pasma 3 a G3PD i aldolazą, ze wzglę­
du na to, że enzymy te mogą być uw alniane z cytoplazm atycznej strony 
błony przez niektóre produkty pośrednie glikolizy (136, 138).

V. Fosforylacja glikoforyny

V -l. Charakterystyka glikoforyny

Glikoforyna (ang. glycophorin) jest główną glikoproteiną błony ko­
mórkowej erytrocytów  ludzkich (23, 139). Została ona po raz pierwszy 
scharakteryzow ana w pracach M a r c h e s i  i wsp. (139). Znana jest 
sekwencja aminokwasów tego białka (104, 140). Zawiera ona 64°/o cu­
krów, w tym  aż 28°/o kwasu sjalowego (7), co stanowi 90°/o całego kwasu 
sjalowego obecnego w błonie ery trocytu  (103). Ciężar cząsteczkowy gliko­
foryny wynosi 50 000—64 000 (7, 139, 141, 142). Sugeruje się, że niedo- 

' kładność oznaczenia w ynika z różnic warunków rozpuszczania błony (141). 
Wcześniej podawano wartości 83 500—90 000 (23, 102, 111), ale okazało się, 
że wędrujące jako osobne pasma elektroforetyczne w żelu poliakryloam i- 
dowym w obecności sodowego siarczanu dodecylu PAS-1 i PAS-2 są 
w rzeczywistości różnym i form am i tej samej cząsteczki (141). PAS-1 
m igruje w rejonie pasma 3 (7, 60), ale jako białko bogate w cukry nie 
wybarw ia się błękitem  Coomassie. Jego obecność można wykryć m ie­
szaniną: kwas nadjodowy — odczynnik Schiffa. Glikoforyna w ystępuje 
w ilości około 5 000 000 cząsteczek na komórkę (7) w postaci oligome­
rów (143). Trawienie proteolityczne (5, 94, 105, 107, 144) oraz znakowa­
nie przez FMMP (102, 110, 111) wykazało, że podobnie jak białko pas­
ma 3, glikoforyna penetru je dw uw arstw ę lipidową (Ryc. 1). Białko to 
jest ułożone w błonie asym etrycznie (52, 105, 139, 142, 145) z cukram i 
zwróconymi na zew nątrz komórki (106). Koniec COOH znajduje się od 
strony cytoplazmy, koniec NH2 od strony zewnętrznej komórki (142, 146). 
Glikoforyna jest bardzo mocno związana z błoną — naw et jej m odyfikacja 
czy denaturacia nie powoduję ekstrakcji z błony (147), wym ywana jest 
dopiero przez detergenty  (51). Szczególnie silnie z glikoforyną jest zwią­
zany fosfatydyloinozytol (60). O rientacja glikoforyny w błonie oraz jej 
zdolności receptorowe (np. wobec w irusa grypy, przeciwciał, aglutynin 
(7, 103)) w ydają się mieć duże znaczenie (139). M iejscami receptorowym i 
są cukry, z których kwas siało wy, będący końcowym cukrem  wielu łań­
cuchów oligosacharydowych, jak wiadomo nadaje również ładunek po­
wierzchni komórki (145, 148).
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V-2. Glikoforyna jako fosfoproteina

Stwierdzono (60, 63), że glikoforyna jest również fosfoproteiną. Nie­
k tórzy badacze podawali, że podczas inkubacji cieni erytrocytów  
z [y-^PJATP, jak  i całych kom órek z [32P]Pi uzyskuje się podobny rozkład 
znakowanych miejsc (60), natom iast inni uzyskiwali włączanie znako­
wanego fosforu do glikoforyny tylko w przypadku całych komórek (63). 
Tłumaczyć to można albo całkow itym  zajęciem miejsc fosforylacyjnych 
w cieniach i bardzo wolną wym ianą, jak też u tra tą  podczas hemolizy ko­
m órki specyficznej kinazy, potrzebnej do fosforylacji glikoforyny.

Po fragm entacji oczyszczonej glikoforyny przez CNBr stwierdzono, że 
radioaktyw ność w ystępuje we fragm encie 6000, złożonym z około 35 ami­
nokwasów, w ystającym  ponad cytoplazm atyczną stroną błony (60, 63). 
Nie stwierdzono większego w pływu cAMP (60, 63) a także czynników 
zm ieniających kształt erytrocytów  lub m odulujących aktywność enzy­
mów na fosforylację glikoforyny (68). Nie wiadomo, czy fosforylacja 
glikoforyny spełnia jakąś fizjologiczną rolę. Bardzo mała ilość związa­
nych z tym  białkiem  reszt fosforanowych (60, 63) sugeruje, że jest to mało 
prawdopodobne. Jednak trzeba zdawać sobie sprawę, że in vivo  może 
być ona znacznie większa.

VI. Fosforylacja białek pasm 4.5 i 4.8

Elektroforetyczne rozdzielenie białek błony komórkowej erytrocytów  
ludzkich w żelu poliakryloamidowym  w obecności sodowego siarczanu 
dodecylu w ykazuje pojawienie się kilku pasm w ybarw iających się błęki­
tem  Coomassie z różną intensywnością, pomiędzy szerokim pasmem 3 
a pasm em  5 (6, 7, 23, 63). Dodatek cAMP do cieni inkubowanych 
z [y-32P]ATP wywołuje pojawienie się radioaktywności dwóch białek 
z tego regionu — białka pasma 4.5 i 4.8 (17— 19, 21, 57—61, 149, 150). 
Białka te  stanowią 2—4% białek błony (58) i m aią ciężar cząsteczkowy 
odpowiednio: białka pasma 4.5 — 50 000—58 000 (6, 19, 59), białko pas­
m a 4.8 — 45 000—50 000 (6, 59). O ile białko pasma 4.5 jest prawdopodob­
nie mocno związane z błoną (nie w ym ywa się roztworam i o niskich siłach 
jonowych (19), tylko częściowo jest usuwane przez czynniki denaturujące 
np. NaOH (147), to białko pasma 4.8 może być praw ie całkowicie wy­
ekstrahow ane razem  ze spektryną (117). Ilość grup fosforanowych zwią­
zanych z tym i białkami m aleje w obecności jednowartościowych kationów 
i jonów Ca2+ (19, 20) i osiąga m aksim um  przy pH =  6.5 (103). Ciekawe, 
że fosforylacja białek pasm 4.5 i 4.8 zachodzi jedynie w obecności jo­
nów Mg2+ (20, 151).

Białka pasm 4.5 i 4.8 ulegają znakowaniu także w całych erytrocytach 
inkubow anych z [32P]P¡ (17), co więcej w stosunku do cieni znakowanych 
przez [y-32P]ATP w obecności cAMP, w komórkach fosforylacja tych
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białek jest większa (17, 59). Jak  wykazały badania z [3H]cAMP, cAM P 
może wnikać do erytrocytów  w znacznej ilości (17, 152). Dodatek tego 
nukleotydu do środowiska inkubacyjnego erytrocytów , zawierającego 
[32P]Pi powoduje zwiększenie znakowania białek pasm 4.5 i 4.8 (17, 152), 
natom iast całkowita ilość włączonego S2P  do białek błony nie ulega zm ia­
nie. Jest to rezultat różny od uzyskanego w przypadku dodania cAMP 
do cieni inkubow anych z [}'-32P]ATP, kiedy to w zrasta całkowita ilość w łą­
czonego do białek 32P  (59, 117, 118).

Sugeruje się, że białka pasm 4.5 i 4.8 wchodzą w skład kinaz białko­
wych. Zagadnienie to będzie dokładniej omówione w rozdziale IX-2.

VII. Fosforylacja białka 150 000

Zaobserwowano, że jony Ca2+ stym ulują włączanie 32P  z [y-^PIATP 
do białka 150 000 w cieniach erytrocytów  ludzkich (153—156). Stw ierdzo­
no także, że wstępne traw ienie kom órek pronazą nie zmienia ilości w łą­
czonego radioaktyw nego fosforu do białka 150 000, zatem  jego m iejsca 
fosforylacyjne znajdują się od cytoplazm atycznej strony błony (153, 157). 
Zbadano, że jeden erytrocyt zawiera w błonie 700 miejsc fosforylacyjnych 
białek tego typu  (154). Zm iany pH oraz działanie hydroksyloam iny powo­
dują usuwanie związanych z białkiem  150 000 grup fosforanowych — su­
geruje to acylofosforanowy charakter tego wiązania (154).

Jony La3+ obecne na zewnątrz komórek powodują wzrost fosforyla­
cji tego białka, podczas gdy jony Hg2+ — inhibicję (158). Defosforylację 
białka 150 000 stym ulują natom iast jony Mg2+ (154). Jest to praw dopo­
dobnie związane ze stym ulacją przez jony Mg2+ przejścia tej fosfopro- 
teiny ze stanu o małej reaktywności do stanu o dużej reaktyw ności wzglę­
dem wody. Obniżenie ilości znakowanego białka 150 000 po dodaniu jo­
nów Mg2+ jest jednak o wiele mniejsze niż można oczekiwać w oparciu
0 tak i mechanizm. Istnieją różne możliwości w ytłum aczenia tego faktu, 
a mianowicie: defosforylacja białka 150 000 lim ituje stopień hydrolizy 
ATP, Mg2+ podwyższa zarówno jego fosforylację jak  i defosforylację, 
lub też obecność Mg2+ przesuwa równowagę reakcji fosforylacji w stronę  
powstawania fosfoproteiny (154).

Aktywność ATP-azy aktyw ow anej przez Ca2+ i Mg2+ w cieniach e ry ­
trocytów  znana była od dawna (156, 157, 159, 160). Stechiom etryczna za­
leżność między hydrolizą ATP a transportem  Ca2+ przez błonę (161), 
a także bardzo niskie wewnątrzkom órkowe stężenie Ca2+ w stosunku do 
środowiska (162, 163), sugerowały że ATP-aza aktyw owana przez Ca2+~
1 Mg2+ reprezentu je aktyw ny transport Ca2+ przez błonę (157, 164, 165). 
Potw ierdziły to doniesienia wykazujące, że owa ATP-aza błony ludzkich 
erytrocytów  może istnieć w dwóch formach, zależnie od stężenia jonów  
Ca2+ (166). W ystępuje też ścisła zależność między poziomem fosforylacji
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białek błony a przepuszczalnością błony dla Ca2+ (167). Jak  wykazały 
ostatnie prace (155), fosfoproteina 150 000 jest pośrednikiem  w układzie 
ATP-azy aktyw owanej przez Ca2+ i Mg2+.

VIII. Fosforylacja białka pasma 2.1

Dłuższy czas poszukiwano miejsca w błonie, do którego przyłączona 
jest spektryna. Badania wskazywały (80, 169) na selektyw ne oddziały­
wanie spektryny z proteolitycznym  fragm entem  o ciężarze cząsteczkowym 
72 000, pochodzącym z pewnego integralnego białka błony, niezależne od 
obecności aktyny. Jak  stwierdzono później, fragm ent ten  jest częścią biał­
ka o ciężarze cząsteczkowym 200 000, m igrującego jako pasmo 2.1 podczas 
elektroforezy białek błony erytrocytów  w żelu poliakryloamidowym  
w obecności sodowego siarczanu dodecylu (170— 173). Zaproponowano na­
zwę tego białka — ankyryna (ang. ankyrin  z gr. ankyra  — kotwica) (170). 
Liczba cząsteczek ankyryny w błonie komórkowej erytrocytów  sięga 
100 000. Białko to jest mocno związane z błoną, przede wszystkim  z biał­
kami integralnym i, co sugeru ją badania wykazujące zm iany topografii 
wewnątrzbłonowych cząstek pod wpływem  zmian konform aćyjnych spek­
try n y  (25, 39, 81, 174). A nkyryna nie jest wym ywana z błony przez 
roztw ory o niskich siłach jonowych (19), jednak wydaje się, że nie jest 
to białko transm em branow e, jak białko pasma 3 czy glikoforyna (Ryc. 1). 
Oprócz rozpuszczalnego w wodzie fragm entu  72 000, białko pasm a 2.1 za­
w iera jeszcze fragm ent hydrofobowy 100 000, związany mocno z bło­
ną (170).

A nkyryna podlega znakowaniu podczas inkubacji erytrocytów  
z [a2P]P¡ (170). Fosforylacja tego białka jest zależna od obecności cAMP 
(17, 19, 59), przy czym stym ulacja fosforylacji ankyryny przez cAMP jest 
ilościowo podobna w cieniach i w całych kom órkach (17). Nie wiadomo, 
jakie jest znaczenie fosforylacji białka pasma 2.1. Być może polega ono 
na determ inow aniu konform acji sieci spektrynow o-aktynow ej.

IX. Mechanizm fosforylacji białek błony komórkowej erytrocytów  
ludzkich

Fosforylacja białek błony komórkowej erytrocytów  ludzkich odbywa 
się za pośrednictw em  enzymów — kinaz białkowych (17—21, 58—61, 63, 
117, 118, 149, 151, 175). Różnią się one między sobą miejscem w ystępowania 
(w błonie lub w cytoplazmie), wrażliwością na jedno- i dwuwartościowe 
kationy oraz cykliczne nukleotydy (cAMP) a także substratam i. W pro­
cesie defosforylacji białek błony komórkowej biorą natom iast udział 
specyficzne fosfoproteinowe fosfatazy (18, 19, 57, 176). C harakterystykę 
poszczególnych enzymów przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3
Enzymy biorące udział w procesie fosforylacji i defosforylacji białek błony komórkowej erytrocytów 
ludzkich.

Rodzaj
enzymu Lokalizacja

Wpływ 
cAMP 

na aktywność 
enzymu

Wpływ jonów na aktywność 
enzymu substraty

stymulacja inhibicja

!

kinazy
białkowe

/

błona

brak
wpływu

kationy 
jednowarto­
ściowe, 
Mg2+, Ca2+ 
w małych 
stężeniach

brak danych
spektryna, 
białko pasma 3

brak
wpływu

brak
danych

kationy 
jednowarto­
ściowe, Ca2 +

białko pasma 3

stymulacja
aktywności Mg2+

kationy 
jednowatro- 
ściowe, Ca2+

białka pasm 
2.1, 4.5, 4.8

cytoplazma

brak
wpływu

brak
danych

brak danych białka pasm 
3, 4.5, 4.8, 7

stymulacja
aktywności

brak
danych

brak danych glikoforyna

fosfatazy fo- 
sfoproteinowe

błona brak
danych

Mg2 + Pi, PPi białka pasm 
3, 4.5

cytoplazma brak
danych

brak
danych

Pi, PPi, 
Mg2+

spektryna

Pi —  jo n  fosforan ow y  
PPi —  jon  p irofosforan ow y

IX-1. Niezależne od obecności cAMP błonowe kinazy białkowe

Jedną z tych kinaz jest kinaza białkowa niezależna od cAMP, stym u­
lowana przez jedno wartościowe kationy oraz jony Mg+2 i Ca2+ w m ałych 
stężeniach (18, 59, 61). Nie w ym ywa się ona z błony roztworam i o niskich 
siłach jonowych (18), ekstrahuje ją dopiero roztwór 1 M N H 4C1 (151). 
Kinaza ta fosforyluje białko pasma 2 spektryny i słabo białko pasma 3 
(18—21, 58, 59, 61, 63, 180). O tym , że ‘oba te białka fosforylowane są 
przez tę samą kinazę świadczy fakt, że w tym  samym  stopniu ich fosfory­
lacja jest hamowana przez kazeinę (177). Zjawisko stym ulacji fosforylacji 
przez jednowartościowe kationy można tłum aczyć w różny sposób, a m ia­
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nowicie: aktyw acją specyficznej fosfatazy, zmianą konform acji substratu , 
zmianą konform acji kinazy lub zmianą fizycznych oddziaływań kinaza — 
substrat, głównie typu  elektrostatycznego. Według niektórych autorów  
najbardziej prawdopodobne są dwie ostatnie możliwości (18). Kinaza ta  
jest aktyw na in vivo, o czym świadczą badania włączania 32P  do spektryny 
i białka pasma 3 w całych kom órkach (60—63, 68).

Inną błonową kinazą białkową, niezależną od cAMP, lub zależną w nie­
wielkim stopniu, jest kinaza hamowana przez jedno wartościowe kationy
i jony Ca2+ (7, 18, 19, 57, 58), biorąca udział w fosforylacji białka pas­
ma 3.

IX-2. Zależna od obecności cAMP błonowa kinaza białkowa

W błonie komórkowej erytrocytów  ludzkich stwierdzono obecność 
kinazy, zależnej w znacznym stopniu od obecności cAMP i w m niejszym  
stopniu od innych cyklicznych nukleotydów (20). W ystępuje ona wyłącz­
nie po cytoplazm atycznej stronie błony (178, 179). Kinaza ta  jest częściowo’ 
wym ywana z błony przez roztwory o niskich siłach jonowych (19, 61), 
rozpuszcza się całkowicie w 0.5°/o Triton X-100, NaBOs przy pH =  8 (117). 
Zawodzą natom iast próby ekstrakcji tej kinazy z błony 1 M roztworem  
NH4C1 (151). Sugeruje się, że podjednostka enzymu wiążąca cAMP jest 
ściśle związana z błoną, natom iast podjednostka katalityczna — jedynie 
luźno zasocjowana (20). Zależna od obecności cAMP błonowa kinaza biał­
kowa wymaga dla swej aktywności obecności jonów Mg2+, jej działanie 
ham ują jedno wartościowe kationy i jony Ca2+ (18, 20, 21, 58, 59, 61, 117„ 
151, 175). Stopień stym ulacji fosforylacji białek przez cAMP za pośred­
nictwem  tej kinazy zależy od warunków inkubacji (chemiczny skład bu­
foru, pH, siła jonowa, stężenie jonów Mg2+, czas, tem peratura) (19—21,. 
61). M aksimum aktywności tego enzymu przypada na pH =  6.5 (20).

Zależna od obecności cAMP kinaza błonowa fosforyluje białka pasm 
2.1, 4.5 i 4.8 (20, 58, 61, 117, 151). Substratam i tej kinazy mogą być także 
histony i protam iny (21, 151, 175).

Próbowano zidentyfikować ową kinazę, poszukując w błonie miejsc 
wiążących [3H]cAMP lub porów nując zdolności wiązania cAMP przez 
„odwrócone” i norm alne pęcherzyki z cieni erytrocytów  ludzkich. S tw ier­
dzono, że miejsca wiążące [3H]cAMP w ystępują od wew nętrznej strony 
błony (178, 179), ale wątpliwości budził fakt, że stężenie cAMP w ym agane 
do połowicznego nasycenia tych m iejsc było 10—100 razy m niejsze niż 
potrzebne do osiągnięcia połowy maksymalnego poziomu fosforylacji 
(20, 151). Używając światłoczułej pochodnej cAMP zbadano, że miejscem 
wiążącym cAMP są dokładnie białka pasm 4.5 i 4.8 (117, 150), choć 
opisywano także wiążące cAMP białko o ciężarze cząsteczkowym 55 000' 
jako PAS-2 (202). Wiele jest potwierdzeń (59, 117, 151), że białka pasm;

http://rcin.org.pl



268 E. H E R Z Y K [18]

4.5 i 4.8 to rzeczywiście regulatorow e podjednostki zależnej od cAMP 
kinazy białkowej. Zarówno cAMP jak i jego światłoczuła pochodna wiążą 
się bowiem z tym i białkam i w błonie i równolegle stym ulują ich fosfo­
rylację (154).

W erytrocytach in vivo  prawdopodobnie nie zachodzi fosforylacja bia­
łek błony stym ulow ana przez cAMP, gdyż stężenie tego nukleotydu 
wew nątrz komórki jest bardzo niskie (179). Co praw da znaczne ilości 
cAMP mogą być transportow ane do erytrocytów  (152) i rzeczywiście 
w obecności zewnątrzkomórkowego cAMP wzrasta włączanie ^P  do bia­
łek pasm 2.1, 4.5 i 4.8 w całych komórkach (17, 152), ale jonowe śro­
dowisko w nętrza kom órki znacznie różni się od tego, jakie zapewnia m ak­
sym alną fosforylację białek błony zależną od cAMP (68).

Badania kinaz białkowych zależnych od cAMP są istotne, ponieważ 
nukleotyd ten  może być regulatorem  wielu procesów, zachodzących w  ko­
m órkach eukariotycznych poprzez stym ulację fosforylacji określonych 
białek (20, 58, 167, 180). Hipoteza taka opiera się o stw ierdzony wpływ 
cAMP na takie procesy jak agregacja, czy różnicowanie komórkowe (181), 
w zrost i inhibicja kontaktow a kom órek ssaków (182, 183), przepuszczal­
ność błon (167, 184, 185) oraz przewodzenie impulsów nerw owych (186).

IX-3. Cytoplazmatyczne kinazy białkowe

W cytoplazmie erytrocytów  znajdują się także zależne i niezależne 
od obecności cAMP kinazy białkowie (16, 17, 151, 187), stanowiące około 
20—30°/o aktywności wszystkich kinaz zaw artych w komórce (117, 151). 
Przykładowo inkubacja ludzkich erytrocytów  z [32P]Pi i cAMP prowadzi 
do fosforylacji białka pasma 7, które w cieniach nie jest fosforylowa- 
ne (17), a znakowanie białek pasm 3, 4.5 i 4.8 jest zwiększone w przypadku 
całych komórek w stosunku do cieni (17, 59). W pracy (187) rozróżniano 
dwie cytoplazmatyczne, niezależne od cAMP kinazy białkowe: jedną
o ciężarze cząsteczkowym 30 000, fosforylującą białka pasm  2 i 3 oraz 
drugą, o ciężarze cząsteczkowym około 100 000, której substratam i są 
białka pasm 2, 2.1, 3 i PAS-1.

IX-4. Fosfatazy fosfoproteinowe

W nieobecności ATP białka błony komórkowej erytrocytów  ludzkich 
ulegają defosforylacji (57, 188). W ykazują to badania u tra ty  radioaktyw ­
ności pierwotnie znakowanych ^P  białek cieni, która nie może być zwią­
zana z degradacją białek, jako że rozkład pasm podczas elektroforezy 
w żelu poliakryloamidowym  w obecności sodowego siarczanu dodecylu 
pozostaje niezmieniony. U tracona radioaktywność odnajdyw ana jest w po­
staci nieorganicznych fosforanów (173).
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Działanie cyklów fosforylacji-defosforylacji białek błony w całych ery ­
trocytach potw ierdzają na przykład zm iany fosforylacji białka pasma 2 
spektryny  pod wpływem  w ahań wewnątrzkomórkowego poziomu ATP, 
skorelowane także ze zmianą kształtu  (57). Odwracalność fosforylacji bia­
łek błony świadczy o obecności fosfatazy fosfoproteinowej (18, 19, 57, 
176). Początkowo aktywność tej fosfatazy odkryto w cytoplazmie (176), 
przez stwierdzenie, że dodatek naw et bardzo rozcieńczonego ekstraktu 
cytoplazmatycznego do czyszczonej, ^P  znakowanej spektryny, powoduje 
jej defosforylację. Cytoplazm atyczną fosfatazę ham ują takie czynniki 
jak  P i; P P b ATP, ADP, 10 mM Mg2+, 100 mM KC1 oraz 2,3-dwufosfogli- 
cerol. In vitro aktywność fosfatazy jest niewielka — wym iana ^P jest 
bardzo powolna. Może to wynikać właśnie ze stosunkowo wysokich stężeń 
fosforanów i nukleotydów w ew nątrz komórki (176).

Później pojawiły się doniesienia o fosfatazach fosfoproteinowych zwią­
zanych z błoną erytrocytów  (18, 19, 173, 189), różniących się właściwoś­
ciami od fosfotaz cytoplazmatycznych. Defosforylację białek pasm 2, 3, 4.5 
przez fosfatazy błonowe obserwowano w obecności jonów Mg2+, przy 
czym różne stężenia tego jonu są potrzebne do m aksym alnej defosforyla- 
cji poszczególnych białek (173) (białko pasma 2 — większe od 20 mM, 
białko pasma 3 — 3 mM, białko pasma 4.5 — mniejsze od 20 mM). P h P P h 
ATP i ADP są również silnym i inhibitoram i aktywności błonowej fosfa­
tazy, ale na przykład 10 mM Mg2+ silnie stym uluje defosforylację białka 
pasma 2, 2,3-dwufosfoglicerol ham uje defosforylację białek pasm 2 i 3, 
a 100 mM KC1 — tylko białka pasma 4.5 (173).

Po defosforylacji, białka błony są zdolne do powtórnej fosforylacji 
w tych samych miejscach, dotyczy to przynajm niej białek pasm 2 i 4.5 
(173), co potwierdza obecność swoistych cyklów fosforylacji-defosfory- 
lacji białek błony komórkowej erytrocytów.

X. Stopień fosforylacji białek błony komórkowej erytrocytów ludzkich

Ilościowe ujęcie zjawiska fosforylacji białek błony jest bardzo tru d ­
ne. Oznaczenia analityczne w ym agają bowiem niezwykle dokładnego
i ostrożnego oddzielenia białek od lipidów, natom iast pom iary radioaktyw ­
ności białek po inkubacji błony z [y-“P]ATP lub całych kom órek z [32P]Pi, 
mimo że proste, dostarczają tylko inform acji o ilości wymienialnego fosfo­
ru w białkach.

Stopień fosforylacji białek błony erytrocytów  zależy bardzo od wa­
runków  badania — ilości i charakteru  obecnych w środowisku jonów, 
siły jonowej, pH a także od aktywności defosforylujących białka fosfataz. 
Biorąc pod uwagę możliwości powiązania fosforylacji białek błony ze 
stru k tu rą  i funkcjam i błony komórkowej niezwykle istotny jest skład
i param etry  roztw oru podstawowego we wszystkich badaniach erytro-
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cytów in vitro. Mimo trudności, badacze próbują określać choćby przy­
bliżone wartości poziomu fosforylacji poszczególnych białek błony ery­
trocytów  (Tabela 4).

Stopień fosforylacji białek cieni erytrocytów  zależy znacznie od stę­
żenia ATP. I tak  według pracy (64) przy stężeniu ATP m niejszym  od 
0.1 mM fosforylacja spektryny jest nieznaczna i wzrasta stopniowo osią­
gając przy stężeniu 8 mM wartość 1 mol Pi/mol białka pasma 2. W o 1 f e
i L u x  badali poziom fosforylacji białek błony całych erytrocytów  (61). 
P rzy założeniu, że cała ilość ATP w ew nątrz kom órki jest dostępna do 
w ym iany izotopowej, uzyskali oni znacznie wyższe wartości niż po­
przednicy. Użycie przez nich kom puterowego modelowania doprowadziło 
jednak do wniosku, że tylko 36°/o wewnątrzkomórkowego ATP bierze 
udział w wym ianie [32P]P¡ wobec czego poziom fosforylacji jest odpowied­
nio niższy (Tabela 4).

Tabela 4
Stopień fosforylacji białek błony komórkowej erytrocytów ludzkich.

Białko
Stopień fosforylacji białka (mol Pj/mol białka) w/g pracy:

(58) (64) (61) (63)

spektryna 0,79r l r 2,5r 0,9k 1,8a l,05r

białko pasma 3 0,024r brak
danych

0,4r 0,14k O "v© O 0,35r

białko pasma 4.5 0,17r brak
danych

brak
danych

brak
danych

brak
danych

brak
danych

glikoforyna brak
danych

brak
danych

brak
danych

brak
danych

0,20a 0,15r

a —  ozn a czen ie  analityczne
k —  o zn a czen ie  przy użyciu  k o m p u tero w eg o  m o d elo w a n ia  
r —  ozn a czen ie  z  p om iarów  rad ioak tyw n ości

W a x m a n równocześnie z prowadzeniem  badań nad ilością w łą­
czonego 32P  do poszczególnych białek błony komórkowej erytrocytów  
ludzkich, oznaczał analitycznie zawartość fosforanów w w yekstrahow a­
nych i wysoce oczyszczonych od lipidów frakcjach (63). M niejsze w arto­
ści poziomu fosforylacji uzyskane z badań znakowania białek przez ^P  niż 
z oznaczeń analitycznych wykazują, że tylko część grup fosforanowych 
związanych z białkam i jest wym ienialna. Może to wynikać z faktu, że 
większość 32P  związanego z błoną erytrocytów  po długiej inkubacji z [32P]Pj 
ma postać stabilnych estrów  fosforanowych (wiązanie z seryną i treoni- 
ną), różniących się od labilnych kwaśnych fosforanów. Działanie Cl3CCOOH
i hydroksyloam iny nie powoduje bowiem większego usuwania 32P z białek, 
czyni to dopiero alkaliczna hydroliza (18, 58).
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XI. Patologiczne aspekty fosforylacji białek błony komórkowej 
erytrocytów ludzkich

Sugestie, że fosforylacja białek błony (głównie spektryny) jest odpo­
wiedzialna za kształt i zdolność erytrocytów  do deform acji (47, 57, 64, 
73, 76) zwróciły uwagę na fosforylację tych  białek w erytrocytach, cha­
rakteryzujących się anom alnym  kształtem . Badania takie zapoczątkowali 
G r e e n q u i s t  i S h o h e t  (190, 191), którzy stw ierdzili spadek ak tyw ­
ności kinazy związanej z błoną oraz m niejszą stym ulację fosforylacji przez 
cAMP cieni erytrocytów  pacjentów  chorych na dziedziczną sferocytozę, 
w stosunku do cieni z erytrocytów  ludzi zdrowych. Obserwacje te  po­
tw ierdzili inni autorzy (57, 104, 192—195) znajdując zmniejszoną fosfo­
rylację błony jak i fosforylację poszczególnych białek — pasm 2, 3 i 4.5 
(57, 195), zmniejszoną stym ulację fosforylacji pod wpływem  cAMP (104) 
oraz zmieniony stosunek znakowanej fosfotreoniny do fosfoseryny (194) 
w cieniach erytrocytów  pacjentów  z dziedziczną sferocytozą. Podobne 
zmiany fosforylacji białek błony erytrocytów  stwierdzono w wypadku 
anem ii sierpowatych (196).

Nie wiadomo, czy aktywność kinaz białkowych w cieniach jest taka 
sam a jak w całych erytrocytach. Stwierdzono bowiem, że fosforylacja 
cieni zależy od warunków  inkubacji (61, 149). Nie powinny więc dziwić 
wyniki uzyskane przez innych autorów, świadczące o jednakow ej fos­
forylacji białek błony cieni lub całych erytrocytów  pochodzących ze 
zdrowych i chorych dawców (61, 197— 199). Faktem  jest jednak, że ery ­
trocy ty  pacjentów z dziedziczną sferocytozą m ają zmniejszoną elastycz­
ność błony i dużą podatność na fragm entację, co w arunkuje krótki czas 
ich życia (200), ale prawdopodobne są sugestie, że owe zmiany, naw et 
jeśli wywołane anom alną fosforylacją, nie są pierw otne etiologicznie 
(189, 201).
Z aakcep tow an o  do dru ku  15.02.1982
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I. Wstęp

Pirogronian zajm uje kluczową pozycję w m etabolicznych szlakach 
rozpadu i syntezy węglowodanów, lipidów i aminokwasów w tkankach 
zwierzęcych. Na schemacie 1 pokazano najw ażniejsze enzymy, których 
substratem  jest pirogronian. Należy zaznaczyć, że tylko w komórkach 
parenchym atycznych w ątroby zachodzą wszystkie reakcje umieszczone 
w tym  schemacie, natom iast w innych tkankach, zależnie od ich specja­
lizacji, dom inują tylko niektóre szlaki metaboliczne. W tkance mięśnio­
wej i mózgu acetylo-CoA utworzony w w yniku katalitycznej aktywności 
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej jest praw ie całkowicie u tle­
niany w cyklu Krebsa. Natom iast w tkance tłuszczowej, w ątrobie i g ru­
czołach m lecznych znaczna część tego związku jest zużyw ana do syntezy

jlukoza

Szczawiooctan

Cykl 
Kre bsa.

/
Acetylo-CoA

PDH

Synteza
kwasów

tłuszczowych

Ryc. 1. Enzym y biorące udział w  m etabolizm ie pirogronianu w tkankach  zwierzęcych 
PK — kinaza pirogronianow a (EC 2.7.1.40)
LDH — dehydrogenaza m leczanow a (EC 1.1.1.27)
AAT — am inotransferaza alaninow a (EC 2.6.1.2)
PC — karboksylaza pirogronianow a (EC 6.4.1.1)
PEPCK — karboksykinaza fosfoenolopirogronianow a (EC 4.1.1.32)
PDH — kom pleks dehydrogenazy pirogronianow ej (EC 1.2.4.1 +  EC 2.3.1.12 +  EC 1.6.4.3)

kwasów tłuszczowych i steroli. Spraw ia to, że kompleks dehydrogenazy 
pirogronianow ej może uczestniczyć zarówno w procesach katabolicznych, 
dostarczając energii komórce, jak i w procesach biosyntezy.

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazały, że kompleks de­
hydrogenazy pirogronianowej w yodrębniony z różnych tkanek  jest regu­
lowany przez podobne, jakkolwiek nie identyczne m echanizm y uzależnia­
jące aktyw ność kompleksu od w arunków m etabolicznych w ystępujących 
w komórce. Ogólnie stwierdzono, że aktywność kom pleksu dehydrogena­
zy pirogronianow ej zależy od substra tu  oddechowego dostępnego w ba­
danej tkance. Aktywność kompleksu w m ięśniach szkieletowych, sercu 
i w ątrobie ulega znacznemu obniżeniu w obecności kwasów tłuszczowych
i ciał ketonowych, co sprawia, że właśnie te  substancje są aktyw nie u tle­
niane w stanie głodzenia i w cukrzycy (1—5). Sprzyja to zabezpieczeniu 
pozostałych rezerw  węglowodanowych w organizmie. W powyższych w a­
runkach aktywność kompleksu dehydrogenazy pirogronianow ej ulega ob-
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niżeniu przez współdziałanie inhibicji przez produkty reakcji i kowa­
lencyjnej m odyfikacji białka enzymatycznego przez jego fosforylację. 
Aktywność kom pleksu może również podlegać regulacji przez bezpośred­
nie oddziaływanie horm onu na tkankę, jak  to stwierdzono na przykładzie 
aktyw acji dehydrogenazy pirogronianowej w tkance tłuszczowej w obec­
ności insuliny (6—8).

W prezentow anym  artykule zostaną omówione m echanizm y regulacji 
kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej w różnych tkankach. W yko­
rzystane tu  będą wyniki uzyskane w badaniach oczyszczonego kom pleksu 
enzymatycznego, izolowanych mitochondriów i kom órek oraz perfundo- 
w anych narządów, a także prace przeglądowe dotyczące tego zagadnie­
nia (9— 14).

II. Ogólna charakterystyka kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej

W skład kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej występującego 
wyłącznie w m itochondriach (10), wchodzą trzy  składniki katalityczne 
(EC 1.2.4.1 +  EC 2.3.1.12 +  EC 1.6.4.3) i dwa regulatorowe (brak num erów  
klasyfikacyjnych). Enzymy spełniające funkcje katalityczne przeprow a­
dzają reakcje prowadzące do oksydacyjnej dekarboksylacji pirogronianu 
i utworzenia acetylo-CoA i NADH według reakcji 1 do 5 (15— 17):

P irogronian +  TPP.Enzj—>C02 +  hydroksyetylo~-TPP.Enzi (1)
Hydroksyetylo~-TPP.Enz! +  Lip.(S.S).Enz2 ^  TPP.EnZi +

Lip.(SH.S-acetylo).Enz2 (2)

Lip.(SH.S-acetylo).Enz2 +  CoA ^  acetylo-CoA +Lip.(SH .SH ).Enz2 (3)

Lip.(SH.SH)Enz2 +  FAD.Enz3 ^  Lip.(S.S).Enz2 +  FADH2.Enz3 (4)

FADH2.Enz3 +  N A D + ^ FAD.Enz3 +  NADH +  H + (5)

Sum arycznie:
P irogron ian+ Co A +  NAD+-> C 0 2 +  acetylo-CoA +  NADH +  H +
Reakcje (1) i (2) są katalizowane przez dekarboksylazę pirogronianow ą 
EC 1.2.4.1 (oksydoreduktaza pirogronian:liponian, acetylująca akceptor), 
k tóra wym aga obecności pirofosforanu tiam iny (TPP) i magnezu. Enzym 
ten jest oznaczony skrótem  TPP.Enzj. Należy zaznaczyć, że nazwa „de- 
karboksylaza pirogronianow a” jest wprowadzona zamiast nazw y „dehy­
drogenaza pirogronianow a”, przez w ielu autorów  (4, 10, 13) ponieważ 
nazwa „dehydrogenaza pirogronianow a” jest używana potocznie na okreś- 
nienie całego kom pleksu enzymatycznego równoznacznie z nazwą „kom­
pleks dehydrogenazy pirogronianow ej”.
Reakcja (3) jest katalizowana przez acetylotransferazę liponianową 
EC 2.3.1.12 (S-A cetylotransferaza acetylo-CoA:dihydroliponian), zaw iera­
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jącą kowalencyjnie związaną resztę liponianową w postaci utlenionej 
[Lip.(S.S)]. Enzym ten  jest oznaczony jako Lip.(S.S).Enz2.
Reakcja (4) i (5) są katalizowane przez dehydrogenazę liponianową 
EC 1.6.4.3 (oksydoreduktaza NADH:amid kwasu liponowego), k tóra jest 
flawoproteiną. Enzym ten oznaczono jako FAD.Enz3.

Należy zaznaczyć, że kompleks dehydrogenazy pirogronianowej ka ta­
lizować może również utlenianie 2-oksomaślanu do propionylo-CoA oraz 
3-hydroksypirogronianu do hydroksyacetylo-CoA. Szybkość reakcji przy 
stężeniu wym ienionych substratów  równym  1 mM wynosi, odpowiednio, 
około 50°/o i 5%  szybkości reakcji z tym  samym  stężeniem  pirogronianu 
jako substratu  (18).

Centralną pozycję w kompleksie dehydrogenazy pirogronianowej zaj­
m ują jednostki acetylotransferazy liponianowej, do której są przyłączone 
jednostki dekarboksylazy pirogronianowej i dehydrogenazy liponianowej. 
W yizolowana z kom pleksu dekarboksylaza pirogronianowa jest te tram e- 
rem  składającym  się z dwu podjednostek a i dwu podjednostek fi (19—20). 
W kompleksie dehydrogenazy pirogronianowej z tkanek zwierzęcych w y­
stępują również enzymy pełniące funkcje regulacyjne. Są to: specyficzna 
kinaza kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej katalizująca fosforyla­
cję podjednostki a te tram eru  dekarboksylazy pirogronianowej, oraz fosfa­
taza ufosforylowanego kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej od- 
szczepiająca tę resztę fosforanową (17, 19, 21—24).

Enzymy regulatorow e w ystępują w kompleksie dehydrogenazy piro­
gronianowej pochodzącej z tkanek zwierzęcych oraz roślin wyższych, nie 
stwierdzono ifch natom iast w kompleksie pochodzącym z bakterii (9), 
ani z drożdży (25).

Poszczególne reakcje kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej za­
chodzą przy udziale ruchliwej reszty liponianowej dołączonej kowalen­
cyjnie do grupy ¿-aminowej lizyny acetylotransferazy liponianowej. Po­
w staje wtedy ruchom e „ram ię” umożliwiające rotację reszty liponiano­
wej między contram i aktyw nym i pozostałych enzymów kompleksu, ko­
lejno tworząc utleniony liponian, acetylohydroliponian i dihydroliponian 
(26, 27). Mechanizm ten  jest przedstaw iony na schemacie 2.

Szczegółowe badania budowy kom pleksu dehydrogenazy pirogronia­
nowej prowadzone przez grupę R e e d ’a (17, 18, 28—30) oraz przez in­
nych badaczy (16, 19, 31, 32) dostarczyły danych dotyczących wielkości, 
s tru k tu ry  i ciężaru cząsteczkowego wyizolowanego kompleksu, jakkolwiek 
wiele jeszcze brakuje do całkowitego poznania jego budowy przestrzen­
nej. Całkowita ilość łańcuchów polipeptydowych kompleksu wynosi 
75—150, a ciężar cząsteczkowy szacuje się na 7— 10X106 daltonów (16). 
W kompleksie pochodzącym z serca świni stwierdzono występowanie 
24 jednostek dekarboksylazy pirogronianowej, 24 jednostek acetylotrans­
ferazy liponianowej i 12 jednostek dehydrogenazy liponianowej. M olarny 
stosunek jednostek wyznaczony m etodą izotopowego piętnowania wolnych
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grup aminowych kompleksu przez am idynację z użyciem m ety lo [l-14C]ace- 
tim idu (33), wynosi: 1 te tram er (a2 /?2) dekarboksylazy pirogronianowej 
do 1 monomeru acetylotransferazy liponianowej i do 0.5 m onom eru de­
hydrogenazy liponianowej (32). W yniki powyższych badań łącznie z da­
nym i uzyskanym i ze szczegółowej analizy budowy poszczególnych skład­
ników oraz z wyznaczania ciężaru cząsteczkowego kom pleksu pozwalają 
na przyjęcie m odelu ośmiościanu o sym etrii 4:3:2, jako najbardziej praw ­
dopodobnej s tru k tu ry  rdzenia kom pleksu utworzonego z jednostek ace­
ty lotransferazy liponianowej (19, 32). Natom iast w kompleksie izolowa­
nym  z nerki wołu znaleziono 30 jednostek dekarboksylazy pirogronia-

Ryc. 2. R eakcje katalizow ane przez poszczególne enzymy wchodzące w  skład kom ­
pleksu dehydrogenazy pirogronianow ej (składniki katalityczne)
N um ery 1—5 odpow iadają reakcjom , których sum aryczne w zory są um ieszczone w  tekście: 
A — utleniona forma liponianu; B — acetylohydroliponian; C — dihydroliponian; pozostałe- 

skróty  opisano w  tekście .

nowej, 60 jednostek acetylotransferazy liponianowej i 12 jednostek de­
hydrogenazy liponianowej, co odpowiada modelowi dwunastościanu pię- 
ciokątnego o sym etrii 5:3:2 (29). Model tak i znajduje potwierdzenie w ba­
daniach prowadzonych przy użyciu m ikroskopu elektronowego (16, 30, 
34).

Dekarboksylacja pirogronianu (reakcja 1), ze względu na wysoką ujem ­
ną wartość zmiany swobodnej energii, jest reakcją nieodw racalną i sta­
nowi miejsce regulacji aktywności całego kom pleksu enzymatycznego 
dehydrogenazy pirogronianowej (35). Pozostałe reakcje katalizowane 
przez składniki kom pleksu (reakcje 2— 5) są odwracalne, w konsekwen­
cji czego liponian może być redukow any w obecności NADH lub acylo- 
wany przez acetylo-CoA, powodując inhibicję aktyw ności kompleksu 
przez produkty reakcji (4, 36, 37). C o o p e r  i w spółautorzy (36) suge­
rują, że acetylacja oraz redukcja ruchliw ej reszty liponianowej związa­
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nej z kompleksem ma wpływ na szybkość jego fosforylacji. Zagadnienie 
to zostanie omówione w dalszej części artykułu.

Bliższe szczegóły dotyczące budowy kompleksu dehydrogenazy piro- 
gronianowej z tkanek zwierzęcych a także kinetyki reakcji katalizow a­
nych przez ten  kompleks można znaleźć w pracach poświęconych tem u 
zagadnieniu (10, 19, 22, 27, 31, 35, 38).

III. Mechanizmy regulacji aktywności kompleksu dehydrogenazy 
pirogronianowej

Poznano dwa główne mechanizm y regulacji aktywności kompleksu 
dehydrogenazy pirogronianowej w tkankach zwierzęcych: inhibicję przez 
produkty reakcji oraz przemienność jego form: aktyw nej (nieufosforylo- 
wanej) i nieaktyw nej (ufosforylowanej). Należy zaznaczyć, że te dwa m e­
chanizm y ściśle współdziałają w regulacji aktywności kompleksu, ponie­
waż fosforylacja a zatem  inaktyw acja jest stym ulow ana w w arunkach 
sprzyjających inhibicji przez produkty reakcji.

III-l. Inhibicja kompleksu przez produkty reakcji

Inhibicję kom pleksu dehydronegazy pirogronianowej przez produkty 
reakcji zaobserwowali G a r l a n d  i R a n d l e  w 1964 roku (39), co 
następnie potwierdzili inni badacze (40—42). Acetylo-CoA i NADH są sil­
nym i kom petycyjnym i inhibitoram i kompleksu odpowiednio względem 
CoA i NAD+. Proponowany mechanizm tej inhibicji polega na tym , że 
przy wysokich stosunkach acetylo-CoA/CoA i NADH/NAD+ obniża się 
ilość związanych z kompleksem reszt liponianowych w ystępujących w for­
mie utlenionej, czyli Lip.(S.S)Enz2. To z kolei prowadzi do wzrostu 
w  kompleksie ilości jednostek dekarboksylazy pirogronianowej w formie 
hydroksyetylo_-TPP.Enz! i ograniczenia szybkości dekarboksylacji piro- 
gronianu zależnej od ilości dekarboksylazy pirogronianowej w formie 
TPP-Enzj (patrz schem at 2).

Równie efektyw nym  jak acetylo-CoA inhibitorem  kompleksu dehydro­
genazy pirogronianowej jest propionylo-CoA ham ujący kompleks w sposób 
kom petycyjny względem CoA (43).

W Tabeli I zestawiono dane dotyczące kinetycznych właściwości kom­
pleksu dehydrogenazy pirogronianowej pochodzącej z różnych tkanek 
zwierzęcych. Wysokie powinowactwo kom pleksu zarówno względem sub­
stratów  jak  i produktów reakcji sprawia, że zmiany stosunku stężeń 
NADH/NAD+ oraz acetylo-CoA/CoA są ważnym  czynnikiem regulującym  
jego aktywność.
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III-2. Regulacja aktywności przez fosforylację kompleksu dehydrogenazy 
pirogronianowej

W 1969 roku L i n n i wsp. (21, 22) opublikowali dane dotyczące w y­
stępowania kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej w ufosforylowanej 
(nieaktywnej) i nieufosforylowanej (aktywnej) formie. Przekształcanie 
wzajem nie tych form  kom pleksu katalizuje zależna od ATP kinaza de­
hydrogenazy pirogronianow ej oraz fosfataza dehydrogenazy pirogronia­
nowej. K inaza jest ściśle związana z acetylotransferazą liponianową 
w kompleksie. K inaza ta  katalizuje fosforylację reszty serynowej w łań­
cuchu polipeptydow ym  a-podjednostki dekarboksylazy pirogronianowej 
przez kowalencyjne związanie grupy fosforanowej dostarczanej przez 
ATP-Mg2- (44, 45). Fosfataza jest znacznie luźniej związana z kompleksem 
dehydrogenazy pirogronianowej i może być od niego oddzielona przez 
szybkie w irow anie (17).

Jak  stwierdzono w kompleksie dehydrogenazy pirogronianowej izolo­
w anym  z serca wołu w ystępuje około 5 cząsteczek kinazy i tyleż fosfata­
zy (17). Należy zaznaczyć, że wyizolowana kinaza wykazuje wysoką ak­
tywność tylko po ponownym połączeniu z acetylotransferazą liponianową 
w kompleksie z którego pochodzi (44). Fosfataza dehydrogenazy pirogro­
nianowej wykazuje znacznie mniejszą specyficzność substratow ą, bowiem 
fosfataza pochodząca z serca świni działa na ufosforylowany kompleks w y­
izolowany z ciała tłuszczowego lub serca szczura.

Badania nad efektem  fosforylacji kom pleksu dehydrogenazy pirogro­
nianowej na szybkość poszczególnych reakcji katalizowanych przez skład­
niki kom pleksu pozwoliły stwierdzić, że zahamowaniu ulegają reakcje 
w których bierze udział hydroksyetylo"-TPP.Enz1, czyli tworzenie kom­
pleksu hydroksyetylo“ -TPP.Enzi (reakcja 1) oraz powstawanie związanego 
z transacetylazą liponianową acetylohydroliponianu z pirogronianu (reak­
cja 2). Szybkość pozostałych reakcji, a mianowicie utleniania i redukcji 
reszty liponianowej oraz oddziaływania acetylo-CoA z transacetylazą li­
ponianową dającego w w yniku związany z tym  enzymem acetylohydro- 
liponian (reakcje 3, 4 i 5), nie ulega zmianie (35).

Właściwości kinazy i fosfatazy kompleksu dehydrogenazy pirogronia­
nowej były przedm iotem  badań wielu grup badawczych (4, 10, 18, 35—37, 
47—51). W yniki tych badań są podsumowane na schemacie 3 uwzględnia­
jącym  czynniki mogące mieć znaczenie w regulacji obu enzymów w w a­
runkach fizjologicznych.

Izolowana z różnych tkanek fosfataza dehydrogenazy pirogronianowej 
wym aga obecności jonów wapnia i magnezu (10, 52). Stwierdzono, że 
w obecności magnezu w stężeniu w ysycającym  (około 1 mM) dodanie 
wapnia ak tyw uje fosfatazę pięciokrotnie (52, 53). Użycie buforu Ca2+/ 
/EGTA pozwoliło stwierdzić, że fosfataza jest wrażliwa na zmiany stę­
żenia wapnia w zakresie 0.1—10 ¡iM (53). Stała aktyw acji fosfatazy przez
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Ryc. 3. W spółdziałanie mechanizm ów inhibicji przez produkty  reakcji i fosforylacji 
w regulacji kom pleksu dehydrogenazy pirogronianow ej
Inhib icję przez produkty reakcji oznaczono lin ią przeryw aną; fosfory lację — d efosforylację  
białka kom pleksu oznaczono lin ią ciągłą; +  aktyw acja; — ham ow anie. P oznacza fosforan  
nieorganiczny.

w apń wynosi około 1 îM (10). W apń obniża K m fosfatazy względem ufosfo- 
rylow anej dehydrogenazy pirogronianowej oraz wobec m agnezu (52, 53). 
P  e 11 i t  e i wsp. (47) sugerują, że w kompleksie dehydrogenazy piro­
gronianowej wapń niezbędny jest do wiązania fosfatazy z acetylotransfe- 
razą liponianową. Znanym i inhibitoram i fosfatazy są fluorki (54).

Regulacja aktyw ności kinazy dehydrogenazy pirogronianow ej jest 
znacznie bardziej skomplikowana. Ogólnie można stwierdzić, że kinaza 
jest ham owana przez substra ty  kompleksu dehydrogenazy pirogroniano­
wej (pirogronian, NAD+, CoA, TPP) a także przez ADP i aktyw ow ana 
przez produkty reakcji kompleksu (NADH, acetylo-CoA i acetoinę) (22, 28, 
44, 48). Należy zaznaczyć, że acetylo-CoA i NADH oddziaływ ują na ak­
tywność kinazy w sposób synergistyczny (36). Kinazę dehydrogenazy pi­
rogronianowej ham uje również magnez w wysokim stężeniu, chlorowco­
pochodne kwasów karboksylowych (mono-, dw u- i trójchlorooctan, dwu- 
i trójfluorooctan, dwuchloropropionian) oraz octan i krótkołańcuchowe 
kwasy tłuszczowe, jak n-m aślan, izo-maślan, propionian i n-w alerianian 
(10, 18, 55, 56).

Hamowanie aktywności kinazy przez ADP w ykazuje właściwości ha­
m owania kom petycyjnego względem ATP, jakkolwiek obserw uje się rów­
nież obniżenie Vmax reakcji (18, 44). Stwierdzono, że ham ow anie to wy­
m aga obecności jedno wartościowych kationów a mianowicie lub 
N H i (57).

Pirofosforan tiam iny w ykazuje m ieszany typ  inhibicji kinazy dehydro­
genazy pirogronianow ej względem ATP. Również ham ow anie tego en-
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zymu przez pirogronian ma charakter mieszany w stosunku do ATP, 
przy czym prepara ty  kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej z serca 
świni pozbawione pirofosforanu tiam iny są hamowane przez pirogronian 
w zakresie stężeń 25—500 jiM, a wyznaczona stała inhibicji tej reakcji 
mieści się w zakresie 0.4—0.9 mM (18). W obecności pirofosforanu tia ­
m iny niskie stężenia pirogronianu (25— 100 jaM) ak tyw ują kinazę, pod­
czas gdy wysokie stężenia (do 500 jaM) ham ują (18). C o o p e r  i współ­
autorzy (18) w yjaśniają to aktyw owaniem  kinazy przez acetoinę utw o­
rzoną w w yniku reakcji dekarboksylazy pirogronianowej w obecności 
TPP i przy niskich stężeniach pirogronianu.

W yniki w ielu badań w skazują na to, że w w arunkach fizjologicznych 
najw ażniejsza jest regulacja aktywności kompleksu dehydrogenazy piro­
gronianowej w wyniku jego fosforylacji lub defosforylacji powodowana 
zmianam i m itochondrialnym i stosunków stężeń NADH/NAD+ i acety- 
lo-CoA/CoA (36, 37, 48). W yjaśnienie mechanizm u tej regulacji zostało za­
proponowane przez C o o p e r a  i wsp. (4, 36) sugerujących udział w tym  
procesie ruchliw ych reszt liponianowych związanych z kompleksem. Ba­
dacze ci zakładają, że reszta liponianowa w form ie utlenionej zajm uje 
pozycję w kompleksie w pobliżu a-podjednostki dekarboksylazy pirogro­
nianowej zapobiegając jej fosforylacji przez efekt zawady przestrzennej. 
Acetylacja lub redukcja liponianu w obecności acetylo-CoA i NADH 
powoduje przesunięcie reszty liponianowej w pobliże centrów  aktyw nych 
acetylotransferazy liponianowej i dehydrogenazy liponianowej, co pro­
wadzi do umożliwienia ponownej fosforylacji dekarboksylazy pirogro­
nianowej przez kinazę (4, 36). Jest również możliwe, że zredukow ana lub 
zacylowana form a reszty liponianowej aktyw uje kinazę w sposób bez­
pośredni (37). Hipotezę tę potw ierdzają dane dotyczące w zrostu aktyw ­
ności kinazy w obecności pirogronianu w niskich stężeniach. W w arun­
kach takich następuje acetylacja reszt liponianowych kom pleksu dehydro­
genazy pirogronianow ej a zatem  aktyw acja kinazy (58). Powyższy m echa­
nizm w yjaśnia znaczne obniżenie aktywności kom pleksu dehydrogenazy 
pirogronianow ej w obecności NADH i acetylo-CoA w w yniku współdzia­
łania inhibicji przez produkty reakcji oraz przez fosforylację kompleksu 
spowodowaną aktyw acją kinazy.

Badania prowadzone przez P r a t t a  i R o c h e ’a (59) postulują rolę 
pirogronianu i nukleotydów adeninowych a zwłaszcza ADP w regulacji 
aktyw ności kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej przez fosforyla­
cję. P irogronian wiąże się w obecności ADP w sposób specyficzny z kom ­
pleksem jaki tw orzy kinaza-ADP. Fakt, że w obecności ADP (kompety- 
cyjnego inhib itora kinazy względem ATP) zm ieniają się kinetyczne w łaś­
ciwości inhibicji kinazy przez pirogronian z inhibicji o charakterze m ie­
szanym na inhibicję o charakterze niekom petycyjnym , w ynika z sekwen­
cyjnego w iązania z kinazą najpierw  ADP, a następnie pirogronianu. Po­
nadto stwierdzono, że ADP i pirogronian oddziaływują na kinazę w spo­
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sób synergistyczny. Ma to ogromne znaczenie w w arunkach fizjologicz­
nych ponieważ sprawia, że w stanie wysoko energetycznym  komórki, 
charakteryzującym  się wysokim stosunkiem  m itochondrialnego ATP/ADP, 
kinaza jest stosunkowo nieczuła na inhibicję przez pirogronian. W wa­
runkach spadku energii, prowadzącym  do obniżenia stosunku ATP/ADP, 
kinaza ulega inaktyw acji, co prowadzi do wzrostu ilości kom pleksu de­
hydrogenazy pirogronianowej w form ie aktyw nej. M echanizm ten  pozwala 
na precyzyjną regulację dostępności m itochondrialnego pirogronianu dla 
procesu glukoneogenezy w w arunkach wysokoenergetycznych lub produk­
cję acetylo-CoA przez kompleks dehydrogenazy pirogronianow ej w wa­
runkach obniżenia poziomu energetycznego komórki.

Dalsze badania nad kompleksem dehydrogenazy pirogronianowej w y­
kazały, (32, 46, 60, 61), że kinaza fosforyluje kolejno trzy  reszty  seryno- 
we w a-łańcuchu każdego a2/?2 tetram eru  dekarboksylazy pirogroniano­
wej, przy czym inaktyw ację reakcji dekarboksylacji powoduje fosforyla­
cja tylko jednej reszty sery nowej (centrum  1) zgodnie z równaniem :

kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (a2/?2) +A TP->kom pleks de­
hydrogenazy pirogronianowej (a2P/?2) +  ADP
Jest to tzw. fosforylacja inaktyw ująca. Dwie następne reszty fosforano­
we są przyłączane do następnych grup serynow ych wg. wzoru:

kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (a2P/?2) +  2ATP-^-kompleks 
dehydrogenazy pirogronianowej (a2P 3/?2) +  2ADP
Dodatkowe czyli tzw. nieinaktyw ujące fosforylację (centrum  2 i 3) w pły­
wają na obniżenie szybkości defosforylacji i reaktyw acji ufosforylowa- 
nego kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej przez fosfatazę (51, 60). 
Fizjologiczna rola mechanizmów regulacji aktywności kom pleksu de­
hydrogenazy pirogronianowej przez fosforylację będzie omówiona w dal­
szej części artykułu . Należy bowiem podkreślić, że zarówno kinaza jak 
i fosfataza w izolowanych m itochondriach i kom órkach a także w perfun- 
dowanych tkankach w ykazują podobne właściwości do cechujących oczysz­
czone enzymy.

IV. Regulacja kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w  sercu 
i mięśniach szkieletowych

Pirogronian powstający w m ięśniach z glikogenu lub glukozy ulega 
w m itochondriach utlenieniu przez kompleks dehydrogenazy pirogronia­
nowej i następnie w cyklu Krebsa, lub przekształceniu do mleczanu 
względnie alaniny. Szybkość utleniania pirogronianu zależy od aktyw ­
ności kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej, a ilość tworzonego m le­
czanu uzależniona jest od możliwości reoksydacji przez łańcuch odde­
chowy równoważników redukujących w ytw arzanych w procesie gliko­
lizy. U tlenianie NADH jest ograniczone przede wszystkim  dostępnością
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tlenu  w tkance, co sprawia, że w w arunkach niedotlenienia m leczan staje 
się głównym  produktem  glikolizy w mięśniach. Gdy oddychanie nie jest 
lim itowane dostępnością tlenu, szybkość utleniania pirogronianu w m ito- 
chondriach zależy od zmiany stężenia ATP spowodowanych wzmożoną 
pracą m ięśni oraz od dostępności innych substratów  oddechowych. Jak  
to już poprzednio stwierdzono substra ty  oddechowe powstające z rozpadu 
lipidów, takie jak kwasy tłuszczowe i ciała ketonowe są u tleniane ze 
znacznie większą szybkością niż pirogronian. Inhibicja u tleniania piro­
gronianu w sercu i m ięśniach szkieletowych w obecności tych  substratów  
była przedm iotem  intensyw nych badań (39, 62—72). W powyższych wa­
runkach  aktyw ność kom pleksu dehydrogenazy pirogronianow ej ulega 
znacznem u obniżeniu przez połączone m echanizmy fosforylacji i ham ow a­
nia przez produkty  reakcji (3, 39, 62—72), co jest spowodowane znacznym 
wzrostem  stosunków m itochondrialnych acetylo-CoA/CoA i NADH/HAD+ 
(65—67, 69—72). Nie stwierdzono natom iast znamiennego w zrostu sto­
sunku ATP/ADP w m itochondriach utleniających palm itylokarnitynę (65, 
69, 71). Podobne zmiany aktywności kom pleksu dehydrogenazy pirogro­
nianow ej obserw uje się w stanach głodzenia i w cukrzycy, charak tery­
zujących się zwiększonym zużyciem kwasów tłuszczowych i ciał ketono­
wych, czemu towarzyszy wzrost stosunku acetylo-CoA/CoA w tkance 
(39, 67, 73).

Dalsze badania wykazały, że mechanizm hamowania kom pleksu de­
hydrogenazy pirogronianowej w pewnych w arunkach jest bardziej zło­
żony. Mianowicie, reaktyw acja, czyli defosforylacja nieaktyw nego kom ­
pleksu w perfundow anym  sercu lub w izolowanych m itochondriach serca 
szczurów po 48 godz. głodzeniu lub z cukrzycą alloksanową jest znacznie 
obniżona w porównaniu do obserwowanej u zwierząt norm alnie karm io­
nych (68, 70). Badania przeprowadzone przez zespół R a n d 1 e’a (51, 60, 
68, 70) sugerują, że fosforylacja dodatkowych m iejsc (centrum  2 i 3) w pod- 
jednostce dekarboksylazy pirogronianowej będąca wynikiem  długotrw a­
łego niedoboru insuliny w cukrzycy lub po przedłużonym  okresie gło­
dzenia a także w w yniku perfuzji m ięśnia sercowego w obecności octanu 
spraw ia, że tak  zmodyfikowane białko kom pleksu jest znacznie wolniej 
defosforylowane przez fosfatazę. Należy podkreślić, że pirogronian ham u­
je, a w zrastające stosunki stężeń ATP/ADP, NADH/NAD+ i acetylo-CoA/ 
/CoA stym ulu ją  dodatkowe fosforylację kompleksu dehydrogenazy piro­
gronianowej (51). Dotychczasowe badania potwierdziły wzrost stosunku 
acetylo-CoA/CoA w m itochondriach serca szczurów głodzonych lub z cu­
krzycą alloksanową, nie stwierdzono natom iast wzrostu stosunku ATP/ 
/ADP ani NADH/NAD+ (67).

Wiele trudności spraw ia wyjaśnienie m echanizm u powiązania zmian 
aktyw ności kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej z wydajnością 
łańcucha oddechowego i procesu oksydacyjnej fosforylacji. Opublikowane 
dane wskazują, że w sercu i m ięśniach szkieletowych zm iany wywołane
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obciążeniem pracą powodują równoległe zmiany w ilości aktyw nej nie- 
ufosforylowanej form y kompleksu dehydrogenazy pirogronianow ej (64, 
72, 74—76). W ydaje się oczywistym, że aktywność kinazy dehydrogenazy 
pirogronianowej spada wraz z obniżeniem m itochondrialnego stosunku 
ATP/ADP towarzyszącym  wzmożonemu rozpadowi ATP w czasie skur­
czu m ięśnia (77). Jednakże, jakkolwiek łatwo jest wykazać, że w izolowa­
nych m itochondriach zmiany stosunku ATP/ADP zawsze są skorelowane 
ze zmianami ilości form y aktyw nej kompleksu dehydrogenazy pirogro­
nianowej, to dotychczasowe m etody badań nie są wystarczająco dokład­
ne do ustalenia istnienia takiej korelacji w komórce czy tkance in vivo  
(78, 79).

A trakcyjną hipotezę dotyczącą m echanizm u regulacji aktyw ności kom­
pleksu dehydrogenazy pirogronianowej zaproponowali D e n t ó n  i wsp. 
(80) oraz H a n s f o r d  (62, 81). Jest ona oparta na obserwacji, że w m i­
tochondriach serca aktywność fosfatazy kompleksu dehydrogenazy piro­
gronianowej w zrasta a kinazy m aleje wraz ze wzrostem stężenia wapnia 
dodawanego do środowiska inkubacyjnego w zakresie od 0.1 do 1.0 ^M. 
Badania tych autorów  pozwoliły ustalić, że zmiany stopnia fosforylacji 
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej zależą od zmian stężeń nie- 
związanego wapnia w mitochondriach. W komórce m ięśniowej zmiany 
stężenia wewnątrzm itochondrialnego wapnia odzwierciedlają zmiany stę­
żenia wapnia w cytoplazmie zachodzące w wyniku skurczu mięśni. Jednak 
ustalenie precyzyjnych powiązań między tym i procesami wym aga dal­
szych badań.

Należy podkreślić, że w ykryto równoczesną aktyw ację dehydrogenaz 
cyklu Krebsa w tym  sam ym  zakresie zmian stężenia niezwiązanego wap­
nia w m itochondriach (80, 82, 83). Aktyw acji ulegają dehydrogenaza 
a-ketoglutaranow a oraz zależna od NAD+ dehydrogenaza izocytrynianowa. 
Pow oduje to korelacje aktyw acji kompleksu dehydrogenazy pirogronia­
nowej i zwiększenia produkcji acetylo-CoA ze wzmożeniem jego utleniania 
w cyklu Krebsa. Zm iany stężenia niezwiązanego wapnia w mitochon­
driach um ożliw iają zwiększenie szybkości utleniania równoważników re­
dukujących w łańcuchu oddechowym bez konieczności znacznego obni­
żenia m itochondrialnego stosunku ATP/ADP. Ze względu na znaczne 
trudności m etodyczne jakie nasuwa pom iar stężenia niezwiązanego wap­
nia w m itochondriach ustalenie m echanizm u tych zmian pozostaje kwe­
stią  przyszłości.

V. Regulacja kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w tkance 
tłuszczowej. Wpływ insuliny

Tkanka tłuszczowa jest jednym  z głównych miejsc syntezy lipidów 
u  zwierząt. Podczas syntezy kwasów tłuszczowych z glukozy kompleks
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dehydrogenazy pirogronianowej dostarcza acetylo-CoA, k tóry  następnie 
jest transportow any jako cy trynian  do cytoplazmy, gdzie stanowi źródło 
acetylo-CoA do syntezy kwasów tłuszczowych. A ktyw acja kompleksu de­
hydrogenazy pirogronianowej w tkance tłuszczowej przez insulinę jest 
znana od około 10-ciu lat (10, 84—92). W yjaśnienie mechanizm u tego zja­
wiska nastręcza jednak dużo trudności a badania dostarczają kontrow er­
syjnych wyników. Inkubacja adipocytów w obecności insuliny powoduje 
defosforylację i aktyw ację kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej 
(8, 10, 84, 86—88, 93—99). Wiele danych przem awia za tym , że efekt in­
suliny nie w ynika bezpośrednio ze znanego w pływu tego horm onu na 
wzrost transportu  glukozy przez błonę komórkową lub na metabolizm  
trójglicerydów  (10, 87, 100). W toku wieloletnich badań stwierdzono, że 
insulina nie zmienia w sposób znaczący wewnątrzm itochondrialnego sto­
sunku stężeń efektorów kinazy dehydrogenazy pirogronianowej, takich 
jak A TP/A DP lub NADH/NAD+ (101— 103). P a e t z k e - B r u n n e r  
i współautorzy (99) stosując technikę frakcjonow ania kom órek z ciała 
tłuszczowego szczura przy użyciu digitoniny wykazali, że insulina obniża 
w sposób znam ienny w ew nątrzm itochondrialny stosunek acetylo-CoA/ 
/CoA, co z kolei wpływa na stan ufosforylowania kompleksu powodując 
zwiększenie ilości form y aktyw nej. Inni badacze jednak nie potwierdzili 
tego (11). Dostępne dane doświadczalne nie zezwalają na w yjaśnienie 
m echanizm u działania insuliny na kompleks dehydrogenazy pirogronia­
nowej w tkance tłuszczowej. Nie oddziaływuje ona za pośrednictwem  
zmian stężenia cyklicznego AMP w komórce, bowiem prostaglandyny, 
które również aktyw nie obniżają to stężenie, nie w ykazują jednoznacz­
nego w pływ u na aktywność kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej 
(87, 88).

Bezpośrednie pom iary włączania 32P  do kompleksu nie wykazały in­
hibicji aktyw ności kinazy dehydronegazy pirogronianowej pod wpływem  
insuliny (97). Natom iast uzyskano kontrow ersyjne wyniki dotyczące zmian 
w aktyw ności fosfatazy kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w eks­
trak tach  tkankow ych po podaniu insuliny. Pew ni badacze stw ierdzili ak­
tyw ację (91, 93), natom iast inni nie w ykryli żadnych zmian (11, 49, 53, 
101 , 102 ).

W ydaje się, że insulina może oddziaływać na aktyw ację fosfatazy de­
hydrogenazy pirogronianowej między innym i przez zmiany stężenia nie- 
związanego wapnia w m itochondriach. Bezpośredni wpływ wapnia na 
aktyw ację kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej w skraw kach lub 
izolowanych m itochondriach z tkanki tłuszczowej (10, 53, 93, 104), oraz 
na oczyszczoną fosfatazę (52) był w ielokrotnie dem onstrowany. Nie uzy­
skano jednak dotychczas danych dotyczących w pływu insuliny na zmiany 
stężenia wapnia w m itochondriach (10, 105). O statnie badania dostarczyły 
dowodów na występowanie zależnego od insuliny niskocząsteczkowego 
związku, izolowanego z błony komórkowej adipocytów, aktyw ującego iv
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vitro  kompleks dehydrogenazy pirogronianowej w sposób analogiczny do 
efektu insuliny in vivo  (106, 107). Czynnik ten  jest być może długo 
poszukiwanym  kandydatem  do roli pośrednika oddziaływania insuliny 
w komórce. W pływ insuliny może być odwrócony przez adrenalinę lub 
horm on adreno-kortykotropow y (ACTH) (84, 108, 109). Oddziaływanie 
hormonów na aktywność kompleksu dehydrogenazy pirogronianow ej ma 
istotne znaczenie w regulacji lipogenezy w tkance tłuszczowej, ponieważ 
szybkość dostarczania acetylo-CoA jest jednym  z czynników ogranicza­
jących szybkość tego szlaku metabolicznego (110).

W odróżnieniu od opisanego powyżej krótkotrw ałego działania insu­
liny na kompleks dehydrogenazy pirogronianowej w tkance tłuszczowej 
obserw uje się również efekt długotrwałego niedoboru insuliny w czasie 
głodzenia lub cukrzycy. W pływ ten  polega na znacznym zm niejszeniu ilo­
ści aktyw nej form y kompleksu podczas gdy całkowita ilość kom pleksu 
dehydrogenazy pirogronianowej nie ulega zmianie (22, 24, 49, 111). W pływ 
długotrwałego braku insuliny na zmiany ilości form y aktyw nej kom pleksu 
może być związany ze wzmożeniem m etabolizm u kwasów tłuszczowych 
w ystępującym  w opisanych w arunkach i nie ulega odwróceniu przez in­
kubację adipocytów w obecności insuliny (10). Oznacza to, że zm iany 
jakie zachodzą w kompleksie dehydrogenazy pirogronianowej w tkance 
zwierząt z cukrzycą powodują trw ałe zmniejszenie wrażliwości kom plek­
su na działanie insuliny. Należy podkreślić, że jakkolwiek długotrw ały 
wpływ  niedoboru insuliny na obniżenie ilości kompleksu dehydrogenazy 
pirogronianowej w form ie aktyw nej w ystępuje w wielu tkankach, to 
krótkotrw ałe oddziaływanie insuliny, polegające na wzroście ilości for­
my aktyw nej kom pleksu w obecności hormonu, zaobserwowano ty lko 
w tkance tłuszczowej.

VI. Regulacja kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w wątrobie

W w ątrobie funkcjonuje wiele dróg metabolicznych przetw arzających 
pirogronian .(schem at 1). U zwierząt norm alnie karm ionych pirogronian 
służy jako substra t do syntezy kwasów tłuszczowych natom iast w czasie 
głodzenia lub w innych stanach charakteryzujących się wysokim pozio­
m em glukagonu we krw i pirogronian jest przekształcany głównie do glu­
kozy i glikogenu. Specyficzny metabolizm w ątroby jako głównego, oprócz 
nerek, producenta glukozy zużywanej przez inne tkanki sprawia, że w w a­
runkach glukoneogenezy aktywność kompleksu dehydrogenazy pirogro­
nianowej jest w ydatnie zmniejszona. Analogicznie jak to zostało opisane 
dla serca, mięśni szkieletowych i tkanki tłuszczowej hamowanie to zacho­
dzi poprzez współdziałanie inhibicji przez produkty  reakcji oraz przez 
fosforylację kompleksu spowodowane wzmożonym utlenianiem  kwasów 
tłuszczowych powodujących wzrost m itochondrialnych stosunków stężeń 
acetylo-CoA/CoA oraz NADH/NAD+ (112— 120).
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Na podstawie wielu badań stwierdzono ścisłą korelację między m ito- 
chondrialnym  stosunkiem  stężeń ATP/ADP i zmianam i ilości form y ak­
tywnej kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej (115, 118, 121— 125). 
Jednak usiłowania zmierzające do stw ierdzenia występowania takiej za­
leżności w m itochondriach lub hepatocytach utleniających kwasy tłusz- * 
czowe dają kontrow ersyjne wyniki. W a ł a j t y s - R o d e  (126) w yka­
zała znam ienny wzrost stosunku ATP/ADP w m itochondriach u tlen ia­
jących palm itylokarnitynę, podczas gdy nieznaczne zmiany tego stosunku 
stwierdzono we frakcji m itochondrialnej hepatocytów inkubowanych 
z oleinianem  (124).

Ostatnie badania dostarczyły danych stw ierdzających, że glukagon 
oprócz w pływ u na zwiększenie mobilizacji i utleniania kwasów tłuszczo­
wych powoduje wzrost m itochondrialnego potencjału błonowego (127) 
oraz stym ulację przepływ u elektronów w łańcuchu oddechowym pomię­
dzy cytochrom em  b i c (128). Towarzyszy tem u wzrost m itochondrial­
nego stężenia ATP (129, 130). Nie zaobserwowano jednak bezpośredniego 
oddziaływania glukagonu na zmiany ilości form y aktyw nej kom pleksu 
dehydrogenazy pirogronianowej w izolowanych hepatocytach (131). Po­
dobnie nie potwierdzono krótkotrw ałego wpływu insuliny na kompleks 
dehydrogenazy pirogronianowej w wątrobie. Również podanie surow icy 
antyinsulinow ej zwierzętom nie powoduje żadnej zmiany aktywności 
kom pleksu (96). Należy tu  zaznaczyć, że transport i zużycie glukozy przez 
wątrobę jest uzależnione w znacznie m niejszym  stopniu od insuliny niż 
to jest obserwowane w innych tkankach (132, 133). D ługotrw ały niedobór 
insuliny u zwierząt z cukrzycą alloksanową powoduje znaczne obniżenie 
ilości kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej w formie aktyw nej, 
a także zmniejsza znamiennie wrażliwość kompleksu na jego reaktyw ację 
w obecności pirogronianu (133a). Sugeruje to, że kompleks dehydrogenazy 
pirogronianowej w w ątrobie podlega trw ałym  zmianom polegającym  

' na fosforylacji dodatkowych reszt serynow ych podobnie jak to stw ier­
dzono w kompleksie dehydrogenazy pirogronianowej w sercu zwierząt 
z cukrzycą. /

P a t z e l t  i współautorzy (134) sugerują, że aktywność kompleksu 
dehydrogenazy pirogronianowej w w arunkach um ożliwiających lipoge- 
nezę w w ątrobie jest zależna od mitochondrialnego stężenia pirogronia­
nu. Nie wiadomo jeszcze czy obniżanie aktywności kinazy kompleksu de­
hydrogenazy pirogronianowej przez pirogronian ma znaczenie w w arun­
kach fizjologicznych. Dotychczas opublikowane dane dotyczące pom ia­
rów m itochondrialnego stężenia pirogronianu uzyskane po frakcjonow a­
niu  digitoniną hepytocytów inkubowanych w obecności mleczanu, w yka­
zują w artości około 1 mM (130). W artość ta  jest w zakresie stałej inhi­
bicji kinazy kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej względem piro­
gronianu. Należy zaznaczyć, że w artość ta  jest 20—30 razy większa od 
¿stałej M ichaelisa kompleksu względem pirogronianu jako substra tu  (18).
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Pozostaje kw estią dalszych badań ustalenie czy transport pirogronianu 
do m itochondriów może być czynnikiem  ograniczającym  aktywność kom­
pleksu dehydrogenazy pirogronianowej w różnych w arunkach m etabo­
licznych (135—136).

Również nie jest wyjaśniona rola wew nątrzm itochondrialnego nie- 
związanego wapnia w aktyw acji kompleksu dehydrogenazy pirogronia­
nowej w wątrobie, bowiem wazopresyna powodująca obniżenie wapnia 
w m itochondriach aktyw uje kompleks (138), podczas gdy obniżenie m ito- 
chondrialnego stężenia wapnia i m agnezu przy użyciu jonoforu powoduje 
inhibicję kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej, k tóra jest odw ra­
calna przez dodanie obu kationów (122).

VII. Uwagi końcowe

Omówione przykłady roli kompleksu dehydrogenazy pirogronianow ej 
w  różnych tkankach w skazują na ogromne znaczenie jakie spełnia regu­
lacja jego aktywności w zapewnieniu normalnego funkcjonow ania całe­
go organizmu, a zwłaszcza w zapewnieniu zaopatrzenia tkanek  obwodo­
wych w glukozę. Wniosek ten  jest potwierdzony przez doświadczenia 
z użyciem dwuchlorooctanu, znanego inhibitora kinazy kom pleksu katali­
zującego przekształcenie nieaktywnego kom pleksu dehydrogenazy piro­
gronianowej w jego aktyw ną formę. Podanie dw uchlorooctanu szczurom 
głodzonym lub z cukrzycą alloksanową powoduje znaczne obniżenie stę­
żenia pirogronianu, mleczanu, alaniny i glukozy we krw i (56, 139— 141).

Znana jest od dawna inhibicja utleniania glukozy i pirogronianu w róż­
nych tkankach przez a-ketokwasy o rozgałęzionym łańcuchu węglowym, 
jednak mechanizm tego zjawiska nie był wyjaśniony (142—150). Ostatnie 
badania wykazały, że wzmożony metabolizm  tych związków prowadzi do 
znacznego zaham owania kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej przez 
prawdopodobnie nagrom adzające się estry  acylo-CoA będące pośrednikam i 
przem iany a-ketoizokaproinianu lub a-ketoizow alerianianu w wątrobie 
(114) i w innych tkankach.

Na zakończenie należy podkreślić znaczenie badań dotyczących pozna­
nia m echanizmów regulacji kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej 
w w yjaśnieniu patologii przem ian węglowodanów, jak to jest obserwo­
w ane w cukrzycy lub przy wrodzonych zaburzeniach m etabolicznych spo­
wodowanych zaham owaniem  lub całkowitym  brakiem  aktyw ności skład­
ników kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej (151—152).
Z aakcep tow an o do dru k u  25.03.1982
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I. Ogólne informacje o budowie kolagenu

Kolagen jest podstawowym składnikiem  substancji m iędzykomórkowej 
różnych tkanek, stanow iącym  około 30°/o wszystkich białek ustrojow ych. 
Białko to wykazuje szereg nietypowych cech w zakresie składu chemicz­
nego i budowy przestrzennej.

*) Doc. d r hab., Zakład Biochemii A kadem ii M edycznej, ul. M ickiewicza 2, 
15-230 Białystok-8.
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Około 33°/o reszt aminokwasowych kolagenu stanowi glicyna, a około 
22% stanowią cykliczne iminokwasy. Na szczególną uwagę zasługuje 
obecność hydroksyproliny i hydroksylizyny, aminokwasów niezm iernie 
rzadko spotykanych w innych białkach zwierzęcych oraz bardzo niska 
zawartość aminokwasów siarkowych i arom atycznych. G rupy OH hydro­
ksylizyny są miejscem wiązania składników cukrowych, galaktozy i ga- 
laktozyloglukozy.

Glicyna jest równom iernie rozmieszczona na całej długości łańcuchów, 
dlatego białko to może być rozpatryw ane jako polim er tró jpeptydu o skła­
dzie Gly—X—Y. W pozycji X najczęściej w ystępuje prolina lub hydroksy- 
prolina.

Podstawową jednostką struk tura lną  kolagenu jest tropokolagen, czą­
steczka o masie około 300 000 daltonów, złożona z trzech łańcuchów poli- 
peptydowych, zwanych pod jednostkam i a (Ryc. 1).

• t • • •

Ryc. 1. Schem at cząsteczki tropokolagenu.
Linie ciągłe przedstaw iają trójspiralny trzon cząsteczki. Linie przeryw ane przedstaw iają  
telopeptydy. L inie poprzeczne, zespalające łańcuchy, przedstaw iają m iędzyłańcuchow e w ią­
zania w odorow e.

Obecność dużej liczby reszt prolilowych i hydroksyprolilowych spra­
wia, iż łańcuchy kolagenowe nie tworzą typowej a — spirali. Reszty imino- 
kwasowe usztyw niają cząsteczkę tropokolagenu. Azot iminokwasowy, 
uczestniczący w tw orzeniu wiązań peptydowych, jest wbudowany w s tru k ­
tu rę  pierścieniową, co ogranicza możliwości rotacji łańcucha polipeptydo- 
wego. Potró jna spirala, wytworzona przez łańcuchy kolagenowe, jest bar­
dziej rozciągnięta w porównaniu z a  — spiralą. Odległość osiowa sąsiadu­
jących ze sobą reszt aminokwasowych wynosi 29,1 nm, podczas, gdy 
w przypadku a — spirali wynosi ona jedynie 15 nm.

Tak duże rozciągnięcie łańcuchów kolagenowych uniemożliwia w ytw a­
rzanie wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych, pozwala jednak na 
w ytworzenie wiązań typu wodorowego pomiędzy sąsiadującym i ze sobą 
łańcucham i (Ryc. 1). Grupa C =  0  proliny wbudowanej w pozycji X jest 
silnie elektroujem nym  fragm entem  cząsteczki, tworzącym  stabilne w ią­
zanie wodorowe z grupą N—H glicyny znajdującej się w sąsiednim 
łańcuchu.

Wykazano, że na jedną trójkę reszt aminokwasowych Gly—X— Y przy­
pada jedno wiązanie wodorowe. W iązania te  u trw alają  s truk tu rę  potrójnej 
spirali. W m iarę dojrzewania kolagenu jego struk tu ra  przestrzenna jest 
stabilizowana przez wiązania poprzeczne typu  kowalencyjnego. S truk tu ra  
przestrzenna kolagenu jest nietrw ała. D enaturacja term iczna tego białka 
zachodzi już w temp. 35-40°.

Końcowe odcinki łańcuchów a, stanowiące około 5-10% ich długości,
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zwane telopeptydam i, nie są objęte s tru k tu rą  potrójnej spirali (Ryc. 1).
M ają one inny skład i odm ienną sekwencję aminokwasową w porów naniu 
z tró jspiralnym i częściami tropokolagenu. Pojedyncze reszty lizyny i hy- 
droksylizyny, zaw arte w telopeptydach, ulegają enzym atycznej dezami- 
nacji oksydacyjnej z w ytworzeniem  peptydowo związanych sem ialdehy- 
dów: allizyny i hydroksyallizyny. Biorą one udział w w ytw arzaniu między- 
łańcuchowych, kowalencyjnych wiązań poprzecznych.

Proces biosyntezy kolagenu i potranslacyjnej m odyfikacji tego białka 
w ykazuje szereg cech specyficznych. Produkt biosyntezy — protokolagen 
nie zawiera reszt hydroksyproliny i hydroksylizyny ani składników cukro­
wych. W tem peraturze organizmu w ykazuje s truk tu rę  nieuporządkowaną. 
Białko to podlega wieloetpowej potranslacyjnej m odyfikacji. Proces ten 
można podzielić na następujące etapy:
a. hydroksylacja niektórych reszt prolilowych i lizylowych z wytw orze­

niem reszt hydroksyproliny i hydroksylizyny
b. glikozylacja niektórych reszt hydroksylizylowych
c. transport nowopowstałego białka (protokolagenu) do przestrzeni poza- 

komórkowej
d. konw ersja protokolagenu w tropokolagen, polegająca na proteolitycz­

nym  odłączeniu końcowych fragm entów  łańcuchów protokolagenu, 
zwanych propeptydam i

e. powstawanie włókien kolagenowych — fibrogeneza.

TROPOKOLAGEN (TK)

jk o la g e n a z a

T K a
dena+uracja
term iczna

TKb

p r o d u k ty .
drobnocząsteczkow e

Ryc. 2. Schem at procesu enzym atycznej degradacji kolagenu.
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Budowa tropokolagenu, proces biosyntezy i potranslacyjnej m odyfikacji 
tego białka zostały dość szczegółowo opisane w poprzednich artykułach 
poglądowych opublikowanych w Postępach Biochemii (1—8) i w innych 
czasopismach (9— 15).

S tru k tu ra  potrójnej spirali chroni kolagen przed działaniem  nieswoi­
stych enzymów proteolitycznych. N iektóre bakterie beztlenowe (Clostri- 
dia), produkują enzym: kolagenazę, traw iącą kolagen do produktów  drobno­
cząsteczkowych (16).

Proces degradacji kolagenu tkankowego zachodzi pod działaniem  kola- 
genaz tkankow ych. W odróżnieniu od kolagenaz bakteryjnych powodują 
one rozpad cząsteczki tropokolagenu na dwa tró jspiralne fragm enty: tro- 
pokolagen A i tropokolagen B. Pierwszy z nich stanowi 75% a drugi 25% 
m asy tropokolagenu. Produkty  te  w ykazują niższą tem peraturę  denatu- 
racji cieplnej niż tropokolagen. U legają one denaturacji już w tem pera­
tu rze  organizmu. Zdenaturow ane produkty ograniczonej kolagenolizy pod­
legają działaniu nieswoistych proteaz tkankowych, które traw ią je do pro­
duktów  drobnocząsteczkowych: peptydów i aminokwasów (10, 16, 17) 
(Ryc. 2).

II. Podstawowe typy kolagenu kręgowców

W końcu lat pięćdziesiątych wykazano, że włókno kolagenowe jest 
utworzone przez agregację i precyzyjne ułożenie pojedynczych cząsteczek 
tropokolagenu (18). Szczegółowe badania przeprowadzone w latach sześć­
dziesiątych wykazały, że cząsteczka tropokolagenu składa się z dwu iden­
tycznych łańcuchów a x i jednego łańcucha a 2, różniącego się nieznacznie 
od poprzednich składem  i sekwencją aminokwasową (19). Ponieważ taki 
skład podjednostkowy w ykazuje kolagen z wielu źródeł, jak skóra, ścięgna, 
kości, przyjął się pogląd, że kolagen kręgowców stanowi jednorodną postać 
m olekularną, o składzie pod jednostkowym  (a:)2 a2 i wykazuje jedynie nie­
wielkie różnice gatunkowe w składzie aminokwasowym (14, 20). Pogląd 
ten  nie przetrw ał jednak próby czasu. Decydujące znaczenie w postępie ba­
dań w tej dziedzinie miało zastosowanie degradacji łańcuchów kolageno­
wych brom ocyjanem  oraz rozwój badań nad sekwencją aminokwasową 
białek (14).

Na przełomie lat sześćdziesiątych i siedem dziesiątych wykazano, że 
kolagen chrząstki składa się z trzech jednakow ych pod jednostek a różnią­
cych się znacznie składem  aminokwasowym w porównaniu z pod jednostka­
mi cii i a 2 kolagenu innych tkanek tego samego gatunku (21—24). Łańcu­
chy kolagenu chrząstki są bardziej zbliżone pod względem składu che­
micznego i właściwości chrom atograficznych do podjednostek a x niż a2, 
dlatego nazwano je pod jednostkam i aj typu  II lub ai (II), natom iast pod- 
jednostki kolagenowe a lf w ystępujące w innych tkankach, nazwano pod- 
jednostkam i aj — typu  I, lub w skrócie aj (I) (25).
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Kolagen o składzie podjednostkowym  [a1(I)]2a 2 nazwano kolagenem  
typu I, natom iast kolagen chrząstki o składzie podjednostkowym  [ax (II)]3 
nazwano kolagenem  typu  II (14, 25).

W roku 1971 M i l l e r  i wsp. (26), badając produkty brom ocyjano- 
wej degradacji kolagenu nierozpuszczalnego skóry, stw ierdzili obecność 
dwu peptydów, które nie mogły pochodzić z rozpadu podjednostek a ty ­
pu I ani typu  II. Wykazano, że peptydy te pochodzą z rozpadu podjed­
nostek innego typu, nazywanych podjednostkam i a! typu  III. Białko to 
w ystępuje przede wszystkim  w skórze, w ścianie tętn ic i w ścianie macicy 
(25—29). Nazwano je kolagenem  typu III. Białku tem u przypisuje się skład 
pod jednostko wy [ax (III)]3 (14).

Badania K e f a l i d e s a  i wsp. (30) nad struk tu rą  błon podstaw nych 
doprowadziły do w ykrycia kolagenu typu  IV. W edług pierw otnej kon­
cepcji białko to miało mieć skład pod jednostko wy [a! (IV)]3, jednak póź­
niejsze badania sugerują występowanie tego białka w co najm niej dwu 
odm ianach (31—33).

Z błon płodowych (34, 35), z błony Descemeta (36) i innych tkanek 
(37—40) wyizolowano kolagen typu V. Nie ustalono ostatecznie składu 
pod jednostkowego tego białka. Wiadomo jednak, iż składa się co najm niej 
z dwu typów  podjednostek.

W ykaz typów  kolagenu i ich skład pod jednostkowy przedstaw ia ta ­
bela 1.

Tabela 1
Skład podjednostkowy różnych typów kolagenu.

Typy kolagenu Skład podjednostkowy Główne miejsca 
występowania

Pozycje
piśmiennictwa

Typ I
[<Xi(I)]2a 2 
[oc 1 (013

ściany tętnic, kości, 
ścięgna, ściana macicy , 
skóra

14, 15, 67—71

Typ IT [oc, (II)]3 chrząstki 22, 23, 78

Typ III M U D la ściany tętnic, skóra, 
ściana macicy

25—29, 127, 184

Typ IV
[cci(IV)]3
[a i (IV)]3 i [a2(IV)]3
c 2d

błony podstawne
30, 32, 176, 184
196
198

Typ V
a A(aB)2 
(<xa ) 3 i (ocb)3 
ai(V) a 2(V)a3(V)

łożysko, rogówka oka, 
skóra, naczynia krwio­
nośne, kości

34, 201, 221, 
224, 225, 238

P oszczegó ln i autorzy  stosu ją  różną sym b olik ę  do ozn aczan ia  tych  sa m y ch  p o d jed n o stek  k o la g en u  ty p u  V : <xa =  
=  A  =  a 2(V ), a B =  B  =  a i (V ) , a c  =  C  =  <x3(V)

http://rcin.org.pl



3 06 E. B A Ń K O W SK I [6]

III. Kolagen typu I

Kolagen typu  I jest główną i najlepiej poznaną form ą kolagenu. Znacz­
na część kolagenu typu  I (kilka-kilkanaście procent) rozpuszcza się w na- 
tyw nej form ie w roztworach soli obojętnych i w rozcieńczonych kwa­
sach (19). Jedną z najbardziej charakterystycznych cech kolagenu typu  I 
jest rozpad tego białka podczas denaturacji term icznej (w 40°) na pod­
jednostki, dające się rozdzielić metodą chrom atografii na kolum nie z kar- 
boksymetylocelulozą (41). P rodukty  te są wypłukiwane gradientem  chlorku 
sodowego (0.0—0.1 M) w buforze octanowym  w następującej kolejności 
« 1» fiu  (dim er dwu podjednostek aO, fi12 (dimer złożony z podjednostek cii 
i a2 oraz w ostatniej kolejności w ypłukują się podjednostki a 2. Zahamo­
wanie powstawania kowalencyjnych wiązań poprzecznych przez latyrogeny 
sprawia, iż produkty denaturacji kolagenu latyrycznego są praw ie całko­
wicie wolne od dim erów (podjednostek fi). W produktach denaturacji 
stw ierdza się jedynie podjednostki cii i a 2, o stosunku ilościowym 2:1.

Z płodowych ścięgien cielęcych wyizolowano dwa odrębne typy 
m RNA, z których jeden jest m atrycą do biosyntezy łańcucha aj (I) a dru­
gi do biosyntezy łańcucha a 2 (42).

Łańcuch aj (I) kolagenu skóry ludzkiej (43) i kolagenu skóry świnki 
morskiej (44) zawiera siedem reszt metionylowych, stąd rozpada się pod 
działaniem  brom ocyjanu na osiem peptydów dających się łatwo rozdzie­
lić przy pomocy standardow ych metod chrom atograficznych i sączenia 
m olekularnego (43—45). Łańcuch aj (I) zawiera 1052 reszty aminokwa- 
sowe. N ajpierw  ustalono sekwencję pierwszych 418 reszt aminokwaso- 
wych poczynając od końca aminowego łańcucha (I) kolagenu skóry 
szczura (46—53). Późniejsze badania doprowadziły do poznania sekwencji 
pozostałych 634 reszt aminokwasowych tego łańcucha (54—58), jednakże 
zostały one przeprowadzone na kolagenie skóry cielęcej.

Łańcuch a 2 kolagenu skóry ludzkiej zawiera pięć reszt metionylowych. 
Pod działaniem  brom ocyjanu rozpada się na sześć peptydów. Różnią się 
one w yraźnie od produktów  rozpadu łańcucha a x (I) (43).

Odpowiadające sobie „CN Br-peptydy”, powstałe przez rozkład łańcu­
cha ax (I) i a 2 kolagenu ścięgien, kości, zębiny i skóry zwierząt różnych 
gatunków w ykazują niem al identyczny skład aminokwasowy (46, 47, 
60—63). Znikome różnice w tym  składzie mogą być wynikiem  przede 
w szystkim  zm iennych w arunków  potranslacyjnej m odyfikacji tego 
białka.

Spostrzeżenia te, uzupełnione wynikam i badań nad sekwencją amino- 
kwasową, pozwalają sądzić, że łańcuchy a x (I) lub a2 kolagenu skóry, 
ścięgien, kości i zębiny są identyczne pod względem składu oraz sek­
wencji aminokwasowej i są produktam i tego samego genu s tru k tu ra l­
nego (14), niezależnie od tkanki, z której kolagen ten  pochodzi.

Zawartość składników cukrowych w łańcuchach a x (I) i a 2 nie jest tak
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stała (14, 64), jak skład aminokwasowy. Stopień glikozylacji reszt hy- 
droksylizylowych zależy bowiem od zmiennych warunków potransla- 
cyjnej m odyfikacji tego białka (6). Z badań S t o 11 z’a i wsp. (64) w y­
nika, że łańcuch aj (I) kolagenu skóry szczurzej zawiera dwie jednostki 
dw usacharydow e (Glc-Gal-Hyl) i jedną jednostkę m onosacharydową 
(Gal-Hyl). Łańcuch a 2, pochodzący z tego samego źródła (65, 66), zawiera 
jedną jednostkę monosacharydową i jedną jednostkę dwusacharydową.

Odmianą kolagenu typu I jest kolagen o składzie podjednostkowym  
[«! (I)]3 (67—71). Łańcuchy aj tego kolagenu są genetycznie identyczne 
z podjednostkam i aj kolagenu o składzie [cci (I)]2 a2.

Kolagen, o takim  składzie podjednostkowym, został po raz pierwszy 
wyizolowany z mysiego nowotworu (teratocarcinoma), indukowanego 
przez wirus onkogenny (72) oraz z nowotworu mysiego, powstałego przez 
transform ację nowotworową ślinianki mysiej w irusem  polyoma  (70). Ko­
m órki pochodzące z tego nowotworu, hodowane in vitro, zachowują 
zdolność syntezy kolagenu o składzie [ai (I)]3 (70, 72).

Początkowo sądzono, że trim er [ax (I)]3 jest wynikiem  błędu w pro­
cesie „zw ijania” łańcuchów kolagenowych w nienaturalnych w arunkach, 
jakie stw arza tkanka nowotworowa, bądź hodowla tkankow a i przypusz­
czano, że proces taki nie zachodzi w norm alnych tkankach. Jednakże 
U i 11 o (67) wykazał, że taka odmiana kolagenu typu I jest stałym  skład­
nikiem norm alnej skóry ludzkiej. Obecność trim eru  [cii (I)]3 wykazano 
ponadto w ścięgnach i kościach sklepienia czaszki embrionów kurzych (73) 
oraz w kom órkach endotelialnych aorty, hodowanych in vitro (42). 
Obydwie odm iany kolagenu typu  I można od siebie oddzielić przez frak ­
cjonowane wysalanie. Identyczność łańcuchów cii (I), pochodzących z tri-  
m erów [c  ̂ (I)]2 a2 i [cii (I)]3, potwierdzono na drodze elektroforezy na żelu 
poliakryloam idowym  w obecności SDS, chrom atografii na CM-celulozie, 
badań produktów degradacji wspom nianych łańcuchów brom ocyjanem  
oraz oznaczeń ich składu aminokwasowego.

Pew ne różnice w składzie aminokwasowym dotyczą jedynie ilości 
hydroksyproliny i hydroksylizyny. Zawartość hydroksylizyny w łańcu­
chach cii (I), pochodzących z, trim eru  [«j (I)]3 jest dw ukrotnie wyższa niż 
w łańcuchach aj (I) izolowanych z trim eru  [ax (I)]2 a 2. Jednakże zawartość 
lizyny jest odpowiednio niższa, tak  że suma Lys +  Hyl w łańcuchach cii (I) 
z obydwu źródeł jest jednakowa. Na uwagę zasługuje wyższa zawartość 
3-hydroksyproliny, podczas, gdy względna zawartość 4-hydroksyproliny 
i pozostałych aminokwasów jest nie zmieniona (67). Podobne wnioski w y­
nikają  z badań nad kolagenem [a! (I)]3 z innych źródeł (72, 73).

Wiadomo, że wydajność procesu hydroksylacji reszt prolilowych i li- 
zylowych jest uzależniona od stru k tu ry  przestrzennej w ew nątrzkom ór­
kowego prekursora tropokolagenu, zwanego protokolagenem. B rak upo­
rządkowanej, tró jspiralnej struk tu ry  ułatw ia proces hydroksylacji, zarów­
no reszt prolilowych i lizylowych. Pow stanie odpowiedniej liczby reszt
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hydroksyprolilowych i hydroksylizylowych umożliwia przyjęcie s tru k ­
tu ry  potrójnej spirali i tym  sam ym  ham uje hydroksylację dalszych reszt 
prolilowych i lizylowych (74, 75). Wyższa zawartość hydroksylizyny w tri-  
merze [ax (I)]3 może być wynikiem  powolniejszego wykształcania po tró j­
nej spirali w tej odmianie kolagenu niż w trim erze [cii (I)]2 a2 (67). W ten  
sam sposób można tłumaczyć wyższą zawartość 3-hydroksyproliny (76), 
natom iast podobną zawartość 4-hydroksy pro liny w obydwu odm ianach 
kolagenu typu I jest bliska wartości m aksym alnej, spowolnienie tw orze­
nia s truk tu ry  tró j spiralnej nie może zatem  wpływać na liczbę reszt hy ­
droksyprolilowych tego białka (6, 77).

Fizjologiczna rola kolagenu typu  I o składzie pod jednostkowym  [cii (I)]3 
nie jest jasna. Obecność hydroksylizyny w cząsteczce stabilizuje między- 
łańcuchowe wiązania poprzeczne. Być może ta  odmiana kolagenu, z uwagi 
na wyższą zawartość hydroksylizyny, może zwiększać stabilność, roz­
ciągliwość i m echaniczną wytrzym ałość włókien kolagenowych (67).

IV. Kolagen typu II

Cząsteczka tropokolagenu typu  II składa się z trzech jednakowych 
podjednostek cii typu  II (22, 23, 78), różniących się składem  aminokwaso- 
wym i cukrowym  od podjednostek a! typu  I. Ta postać kolagenu w ystę­
puje w tkance chrzęstnej (14, 79—81). Kolagen typu II wykazuje szereg 
podobieństw fizykochemicznych do kolagenu typu I. Obydwa białka w y­
kazują zbliżony ciężar cząsteczkowy, podobną lepkość w roztworach 
i zbliżone właściwości optyczne (14, 22, 82).

Białko to jest bardzo trudno rozpuszczalne. Zahamowanie powstawa­
nia wiązań poprzecznych za pomocą latyrogenu w ybitnie zwiększa roz­
puszczalność kolagenu chrząstki w roztworach soli obojętnych, jednakże 
rozpuszczalność kolagenu chrząstki w kwasach pozostaje na niskim  po­
ziomie. Zjawisko to tłum aczy się powstawaniem  (w kwaśnym  środowi­
sku) wielkocząsteczkowych, nierozpuszczalnych kompleksów na skutek 
oddziaływań elektrostatycznych pomiędzy dodatnio naładow anym  kola­
genem a kwaśnym i proteoglikanam i, będącymi nośnikami ładunku ujem ­
nego (14, 21).

Ekstrakt solny z niektórych chrząstek zawiera zarówno kolagen ty ­
pu I jak i kolagen typu  II. Oddzielenie wym ienionych typów tego białka 
jest dość łatwe. Pierw szy z nich w ytrąca się przez wysolenie chlorkiem  
sodowym przy stężeniu 2,2 M, drugi pozostaje w supernatancie. Dializa 
supernatan tu  wobec roztw oru o niskiej sile jonowej (np. 0,01 M N a2H P 0 4) 
powoduje precypitację kolagenu typu  II. Ten sam efekt można osiągnąć 
przez podwyższenie stężenia chlorku sodowego do 4,4 M (83).

Zastosowanie ograniczonej proteolizy hom ogenatu chrząstki papainą, 
w tem peraturze 4°, (84) lub pepsyną (17, 85, 86) umożliwia ekstrakcję
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około 20°/o kolagenu chrząstki. Stwierdzono, że wspomniane proteazy 
traw ią telopeptydow e fragm enty łańcuchów aj (II) zarówno od końca 
aminowego, jak  i karboksylowego, a więc usuw ają fragm enty cząsteczki, 
uczestniczące w tw orzeniu m iędzyłańcuchowych wiązań poprzecznych. 
Zm niejszenie stopnia spolimeryzowania kolagenu chrząstki sprawia, iż 
staje się on rozpuszczalny w roztworach soli (14, 85).

Ograniczona proteoliza chrząstki jest bardzo dogodną m etodą umożli­
w iającą szybką i w ydajną preparatykę znacznych ilości kolagenu ty ­
pu II, pozbawionego N-końcowych i C-końcowych fragm entów  telopepty- 
dowych, a tym  samym wolnego od m iędzyłańcuchowych kowalencyjnych 
wiązań poprzecznych. Z nieznanych powodów ograniczona proteoliza 
chrząstki zw ierząt starych nie zwiększa rozpuszczalności kolagenu tej 
tkanki (14).

Rozkład kolagenu typu  II brom ocyjanem  prowadzi do powstania 14 pep- 
tydów  w rów nych proporcjach molowych, co potwierdza pogląd, iż kola­
gen ten  jest zbudowany z jednakowych podjednostek. Badania nad sek­
wencją aminokwasową „CNBr peptydów ”, powstałych przez rozkład ko­
lagenu typu  II, pochodzącego z chrząstki różnych narządów kilku gatun­
ków ssaków (86, 87), wskazuje na wysoki stopień homologii s truk tu ra lnej. 
Rozmieszczenie reszt m etionylowych w łańcuchu c*i (II) jest inne niż w łań ­
cuchu a1 (I) i a 2. Jedynie 5 spośród 14 „CNBr peptydów ”, pochodzących 
z rozpadu podjednostek ax (II), w ykazuje homologię względem analogicz­
nych produktów  rozkładu łańcucha a x (I). Porównanie sekwencji amino- 
kwasowej środkowego fragm entu łańcuchów a! (I) i a x (II) (od reszty 404 
do 477) wykazało, że ten  odcinek łańcucha (I) kolagenu bydlęcego (88) 
różni się w 16 pozycjach, w porównaniu z analogicznym fragm entem  łań­
cucha cii (II) tego samego zwierzęcia (89), podczas gdy odpowiedni frag­
m ent łańcucha aj (I) kolagenu szczura (pomimo, iż pochodzi z innego ga­
tunku) różni się sekwencją aminokwasową jedynie w 2 pozycjach (90).

Kolagen typu II cechuje się wysoką zawartością hydroksylizyny i hy- 
droksylizylopochodnych glikozydów, przy równocześnie zmniejszonej za­
w artości lizyny (22). Badania nad sekwencją aminokwasową łańcucha 
aj (II) wykazały, że każda reszta lizylowa, zajm ująca trzecią pozycję 
w tryplecie aminokwasowym Gly—X—Y, jest hydroksylow ana i gliko- 
zylowana (89, 91). W edług opinii M i l l e r a  (14), wysoki stopień glikozy- 
lacji kolagenu typu  II jest spowodowany wysoką zawartością reszt hy- 
droksylizylowych lub szerszym zakresem  specyficzności enzymów gliko- 
zylujących w chondrocytach niż w komórkach syntetyzujących kolagen 
typu  I.

Kolagen typu  II, zarówno w roztworze (92, 93) jak i w postaci włók­
nistej (94) jest m niej podatny na działanie- kolagenazy tkankow ej niż 
kolagen typu  I. W edług oceny wiskozym etrycznej kolagen chrząstki jest 
traw iony przez kolagenazę błony maziowej stawów sześć razy wolniej 
niż kolagen typu  I. Zjawisko to wiąże się prawdopodobnie z wyższą za­
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wartością składników cukrowych w kolagenie typu II. Mogą one stano­
wić przeszkodę przestrzenną utrudniającą kontakt enzymu z substratem . 
Nie jest także wykluczone, że brak łańcucha a2 w kolagenie chrząstki 
może mieć również wpływ na przebieg kolagenolizy (92).

Z badań M a l e m u d a  i wsp. (95) wynika, że chondrocyty chrząstki 
stawowej produkują specyficzną form ę kolagenazy traw iącej kolagen 
typu II.

Kolagen typu  II wykazuje odmienne właściwości antygenowe w po­
rów naniu z kolagenem  typu  I (96). Uzyskano swoiste przeciwciała skie­
rowane przeciwko kolagenowi typu  II. Przy użyciu techniki im m uno- 
fluorescencyjnej można dokładnie zlokalizować rozmieszczenie tego typu 
kolagenu w chrząstce (97).

Na uwagę zasługuje fakt, iż struna  grzbietowa dwu i półdniowego 
zarodka kurzego zawiera kolagen typu  II (98). Ten em brionalny narząd 
jest prawdopodobnie pierwszym  miejscem pojawienia się kolagenu ty ­
pu II w czasie rozwoju osobniczego. W większości chrząstek w ystępuje 
kolagen typu  II (80, 81, 99—102), jednakże niektóre postacie chrząstki 
zaw ierają zarówno kolagen typu  II, jak i typu  I (14, 22, 99). Stw ierdzo­
no, że w hodowlach kom órek chrząstki mostkowej i stawowej zarodka 
kurzego powstaje kolagen typu  I: 40%  i kolagen typu  II: 60% (99). Nie 
jest wykluczone, że hodowle komórek chrząstki, oprócz chondrocytów, 
zaw ierają inne kom órki m ezenchymalne produkujące kolagen typu  I (14). 
Peryfery jne obszary chrząstki mostkowej kurczęcia zaw ierają kolagen 
typu I i II, natom iast głębsze w arstw y tej chrząstki posiadają wyłącznie 
kolagen typu  II (14, 22). Chrząstka międzykręgowa człowieka zawiera 
wyłącznie kolagen typu  II (103). Powierzchowne w arstw y chrząstki sta­
wowej ptaków  obfitują w kolagen typu  I, natom iast w miejscach położo­
nych dalej od powierzchni stopniowo w zrasta zawartość kolagenu ty ­
pu II (104).

In teresu jący  polimorfizm kolagenu wykazuje chrząstka m iędzy­
kręgowa świni. Wykazano, że jej w ew nętrzna część, zwana jądrem  miaż- 
dżystym , zawiera wyłącznie kolagen typu II, natom iast część obwodowa, 
zwana pierścieniem  włóknistym , składa się z niem al równych ilości kola­
genu typu  I i II (105, 106). Zew nętrzna część pierścienia włóknistego za­
wiera wyłącznie kolagen typu I (107). Według opinii M i l l e r a  (14) 
chrząstka szklista produkuje niemal wyłącznie kolagen typu II, podczas, 
gdy chrząstka włóknista syntetyzuje obydwa typy kolagenu. Jakkolw iek 
zasadniczym typem  kolagenu produkowanego przez chrząstkę stawową 
królika jest typ  II, to jednak przeniesienie komórek tej chrząstki do 
hodowli in vitro  sprawia, iż produkują one kolagen typu  I (108).

Kom órki chrząstki bydlęcej, hodowane in vitro, produkują kolagen 
typu II, natom iast po inkubacji z enzymami lizosomalnymi w ątroby 
szczura, te  same kom órki podejm ują biosyntezę kolagenu typu I (109, 110). 
Chondrocyty, pochodzące z kręgosłupa zarodka kurzego produkują kola­
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gen typu  II, natom iast te same komórki, hodowane w obecności bromode- 
zoksyurydyny, produkują dwa typy kolagenu: I i II (100, 111, 112).

Przeszczepialny nowotwór; chrząstniakom ięsak (chondrosarcoma), pa- 
sażowany na szczurach rasy Spraąue-D aw ley, produkuje kolagen typu II. 
Obserwacja ta  wskazuje, że transform acja nowotworowa chondrocytów 
nie pozbawia tych komórek zdolności do biosyntezy kolagenu typowego 
dla tkanki chrzęstnej (113).

Istnieją podstaw y ku tem u, aby sądzić, że kom órka tkanki chrzęstnej, 
chondrocyt, zawiera m ateriał genetyczny kodujący kolagen typu  I i II, 
jednakże różne czynniki środowiskowe spraw iają, iż w zajem ne relacje 
ilościowe pomiędzy wym ienionymi typam i kolagenu, produkowanego przez 
tę komórkę, są bardzo zróżnicowane.

Charakterystyczną cechą kolagenu typu II jest tworzenie w łókien o m a­
łej średnicy przekroju (10-20 nm), często bez wyraźnego poprzecznego 
prążkowania, charakterystycznego dla włókien kolagenowych z innych 
tkanek (114— 116). Przypuszcza się, że obecność dużej ilości składników 
cukrowych w kolagenie chrząstki jest czynnikiem  ograniczającym  poli­
m eryzację kolagenu chrząstki (bok do boku) w procesie fibrogenezy (14). 
Tego typu s tru k tu ra  nadaje chrząstce odporność na obciążenie, sztywność 
połączoną z um iarkow aną skłonnością do odkształcenia oraz spręży­
stość (14).

Kolagen typu  II jest dość silnym  immunogenem. Śródskórne w strzy­
knięcie kolagenu typu  II szczurom wywołuje w 40°/o przypadków  odczyn 
zapalny w obrębie stawów (117).

V. Kolagen typu III

Kolagen typu  III nie w ystępuje w tkankach samodzielnie, lecz tow a­
rzyszy kolagenowi typu  I (102, 118— 126). Obydwa typy omawianego 
białka przechodzą do roztworów podczas ekstrakcji tkanek. Ich rozdzie­
lenie jest dość łatwe. Kolagen typu III w ytrąca się z roztworu chlorkiem  
sodowym prźy stężeniu 1,5 M, podczas, gdy kolagen typu I w ytrąca się 
przy stężeniu 2,4—2,6 M (14, 27, 127).

Kolagen typu  III jest bardzo trudno rozpuszczalny. Jedynie znikome 
ilości tego białka można wyekstrahow ać z tkanek roztworam i soli obo­
jętnych  (128— 130). Ograniczona proteoliza tkanek pepsyną w ybitnie 
zwiększa rozpuszczalność kolagenu typu III (27, 127, 131). M echanizm 
wzrostu rozpuszczalności tego typu  kolagenu, w skutek działania pepsyny, 
jest prawdopodobnie podobny, jak w przypadku kolagenu typu  II.

Cząsteczka tropokolagenu typu III składa się z trzech pod jednostek 
aj typu  III, o masie cząsteczkowej 95 0000 daltonów, zespolonych m ostka­
mi dwusiarczkowymi. Po redukcji mostków -S-S- dw utiotreitolem  lub 
/9-merkaptoetanolem następuje rozpad wspomnianego białka na poje­
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dyncze łańcuchy ax (III) (27, 28, 127, 132). Mostki dwusiarczkowe mogą 
powstawać także pomiędzy łańcucham i a x (III) należącym i do różnych, 
sąsiadujących ze sobą cząsteczek tropokolagenu. Noszą one nazwę dwu- 
siarczkowych wiązań międzycząsteczkowych (14). Jeden łańcuch cii (III) 
posiada 2 reszty cyteilowe. W porównaniu z łańcuchem  cii (I) i ax (II) w y­
kazuje wyższą zawartość glicyny i hydroksyproliny (27).

Rozkład łańcucha cti (III) brom ocyjanem  prowadzi do uwolnienia 9 pep- 
tydów różniących się masą cząsteczkową (27, 28, 127, 128) i właściwościa­
mi chrom atograficznym i (130) od produktów rozpadu łańcuchów cii (I) 
i a! (II) (14, 128). P rodukty  bromocyjanowej degradacji kolagenu ty ­
pu III, pochodzącego od różnych gatunków, są bardzo podobne (128, 133, 
134). Rozmieszczenie reszt m etionylowych w łańcuchu cti (III) jest inne 
niż w łańcuchach a x (I) i al (II), jednakże wspólną cechą wszystkich trzech 
łańcuchów a x jest obecność m etioniny w pozycjach 402 i 551.

K i i h n  i wsp. (135— 140) ustalili pełną sekwencję aminokwasową łań­
cucha cii (III) kolagenu skóry cielęcej. Stwierdzono, że obok odcinków 
homologicznych względem łańcucha aj (I) w ystępują fragm enty o sek­
wencji aminokwasowej odmiennej niż w łańcuchu a! (I).

Kolagen typu  III jest bardzo ubogi w składniki cukrowe. Na jeden 
łańcuch ci! (III) kolagenu skóry cielęcej przypada jedynie 0,1 jednostki 
m onosacharydowej (Gal-Hyl) i 0,8 jednostki dwusacharydowej (Glc-Gal- 
-Hyl) (141). Pozwala to sądzić, że nie wszystkie łańcuchy a x (III) są gliko- 
zylowane.

H o r w i t z  i wsp. (142) wykazali, że kolagenaza wyizolowana z gra- 
nulocytów ludzkich jest piętnastokrotnie mniej aktyw na wobec kola­
genu typu  III niż wobec kolagenu typu  I. M i l l e r  i wsp. (17) wyka­
zali, że kolagen typu  III jest traw iony przez kolagenazę tkankow ą 5 razy 
wolniej niż kolagen typu  II. Badanie sekwencji aminokwasowej produk­
tów proteolizy wykazało, że fragm ent cząsteczki tropokolagenu typu III, 
w sąsiedztwie wiązania podatnego na działanie kolagenazy tkankow ej, 
w ykazuje inną kolejność aminokwasów niż kolagen typu I i II (17).

Na uwagę zasługuje fakt, że rolę kolagenazy, traw iącej kolagen ty ­
pu III, może pełnić elastaza wyizolowana z ludzkich leukocytów obojętno- 
chłonnych (143). Enzym ten rozrywa wiązanie peptydowe pomiędzy Ile 
a Thr w miejscu odległym o 4 reszty aminokwasowe od miejsca działania 
kolagenazy wyizolowanej z błony maziowej stawów (144). Elastaza leuko- 
cytarna nie traw i kolagenu typu I i II (145). Podobne, proteolityczne dzia­
łanie na kolagen typu III wykazuje term olizyna wyizolowana z bakterii 
(146). Co więcej kolagen typu III jest podatny na proteolityczne działa­
nie trypsyny. Wykazano, że enzym ten rozrywa wiązanie peptydowe po­
między resztam i argininy i glicyny, w pobliżu miejsca podatnego na 
działanie kolagenazy. Należy sądzić, że ten  fragm ent cząsteczki tropo­
kolagenu typu  III nie jest objęty struk tu rą  potrójnej spirali (147).

Obecność znacznych ilości kolagenu typu  III stwierdzono przede wszy­
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stkim : w skórze (120, 131, 147, 148), w ścianach naczyń krwionośnych 
(145, 150— 152), w ścianie macicy (27) i w zastawkach wsierdzia (123). 
W zajemne relacje ilościowe pomiędzy kolagenem typu I i III w skórze 
różnych kręgowców zm ieniają się w trakcie rozwoju osobniczego. We 
wczesnym okresie płodowym skóra zawiera niem al równe ilości kolagenu 
typu I i III, jednakże w okresie noworodkowym kolagen typu III stanowi 
jedynie 20% kolagenu skóry i na podobnym poziomie u trzym uje się 
w późniejszych okresach życia (100, 101, 128, 153— 155). Blizny skórne 
świnki morskiej zaw ierają wyłącznie kolagen typu  I (156, 157), natom iast 
ziarnina skóry szczurzej (158) i blizny skóry ludzkiej (159) w ykazują 
obecność kolagenu typu  III w ilościach typowych dla skóry płodowej.

Optym alizacja składu podłoża hodowli fibroblastów skóry ludzkiej 
w rów nym  stopniu zwiększa biosyntezę kolagenu typu I i III (160). Osteo- 
b lasty sklepienia czaszki noworodków mysich, hodowane in vitro, pro­
dukują początkowo wyłącznie kolagen typu I, natom iast po kilku dniach 
od założenia hodowli, pojawia się kolagen typu  III (102). Podobną w łaś­
ciwość w ykazują fibroblasty embrionów kurzych (119).

Zawartość kolagenu typu  III w ścianach dużych naczyń krwionośnych 
nie zmienia się w trakcie rozwoju osobniczego i stanowi około połowy 
ogólnej ilości kolagenu naczyniowego (161, 162). Część ściany naczynio­
wej bezpośrednio przylegająca do śródbłonka naczyniowego zawiera w y­
łącznie kolagen typu  III (163). Obecność kolagenu typu III wykazano 
ponadto w m arskiej w ątrobie (164), w płucach (165), w dziąsłach (166), 
w  zębach (62), tkance okołozębnej (121, 167— 169), w m ięśniaku gładko- 
kom órkowym  (170) i w zastawkach sercowych (121, 171).

Kolagen typu  III tw orzy włókna o m niejszej średnicy niż kolagen 
typu I (172). Według nom enklatury  histologicznej noszą one nazwę włó­
kien retikulinow ych (164). N adają one tkankom  rozciągliwość i spręży­
stość (14). Kolagen typu  III wykazuje kilkakrotnie większą aktywność 
w agregowaniu krw inek płytkow ych niż kolagen typu I. Przypuszcza się, 
że kolagen typu  III pełni istotną rolę w ham ow aniu krw aw ienia w przy­
padku uszkodzenia ciągłości ściany naczyniowej (173).

VI. Kolagen typu IV

Kolagen typu  IV jest składnikiem  błon podstawnych. W edług oceny 
morfologicznej błony podstawne są tworam i jednorodnym i, bezpostacio­
wymi, bez charakterystycznego dla kolagenu poprzecznego prążkow a­
nia (30). Są one produkowane przez kom órki wywodzące się z różnych 
listków zarodkowych. Dość dobrze poznano kolagen syntetyzow any przez: 
kom órki w arstw y podstawnej naskórka (30), nabłonek torebki soczewki 
oka (174— 177), nabłonek rogówki (178), korę nerki (179), kłębki nerko­
we (180—182), śródbłonki naczyń krwionośnych (183), nabłonek ściany
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pęcherzyka żółtkowego (184). Obecność błon podstawnych, zaw ierających 
kolagen, wykazano ponadto w przeszczepialnym m ięsaku mysim (EH S- 
-sarcoma) (32, 185) oraz w włókniako-m ięsaku (fibrosarcoma) w ystępu­
jącym  u człowieka (186).

Błony podstawne posiadają złożoną s truk tu rę  m olekularną. Składają 
się z kolagenu typu IV połączonego wiązaniami wodorowymi i kowalen­
cyjnym i z substancją o charakterze glikoproteidowym  (30, 187— 189), 
co sprawia, iż kolagen typu  IV jest praw ie całkowicie nierozpuszczalny. 
Przeprowadzenie tego białka w stan rozpuszczalny wym aga przynajm niej 
redukcji mostków -S-S-, alkilacji grup sulfhydrylow ych oraz działania 
stężonych roztworów (8 M) mocznika (30, 179, 190), jednak w większości 
przypadków, wyodrębnienie kolagenu z błon podstawnych, wym aga dzia­
łania pepsyny w roztworze o pH około 2 (179, 189, 191). W tych  w arun­
kach glikoproteina ulega straw ieniu do produktów drobnocząsteczkowych, 
natom iast kolagen nie jest traw iony i przechodzi do roztworu. Kwaśne 
środowisko jest optym alne dla działania pepsyny, a ponadto stw arza 
właściwe w arunki dla utrzym ania kolagenu w roztworze. Uwolniony 
z kom pleksu kolagen może być w ytrącony chlorkiem  sodowym (31, 32, 

. 179, 192, 193).
Kolagen typu IV zawiera niezwykle wiele hydroksyproliny i hydro- 

ksylizyny. Łączna zawartość lizyny i hydroksylizyny jest znacznie więk­
sza niż w kolagenach wszystkich innych typów, natom iast suma zawar­
tości proliny i hydroksyproliny jest zbliżona do ich zwartości w kolage­
nach pozostałych typów. Na uwagę zasługuje fakt, iż znaczną część hydro­
ksyproliny stanowi jej izomer: 3-hydroksyprolina (około ll°/o). W kola­
genach innych typów w ystępuje niem al wyłącznie 4-hydroksyprolina. 
Podobnie, jak  w kolagenach innych typów, glicyna stanowi 1/3 reszt 
aminokwasowych omawianego białka, natom iast zawartość alaniny jest 
ponad trzykrotnie mniejsza. Wśród składników aminokwasowych kola­
genu typu IV w ystępuje cysteina (30).

Kolagen typu IV cechuje się wysoką zawartością składników cukro­
wych: glukozy i galaktozy. Stanowią one (w zależności od tkanki) od 10,0 
do 12,5€/o masy kolagenu. Obydwie heksozy w ystępują niem al wyłącznie 
w postaci jednostek dwusacharydow ych zespolonych z grupą — OH hy­
droksylizyny (Glc-Gal-Hyl). Jedynie pojedyncze reszty hydroksylizylowe 
(około 5%) są związane wyłącznie z galaktozą (30). W prawdzie w kola­
genie typu IV w ykryto znikome ilości innych heksoz, jak m annoza (0,2%)
i aminoheksoz (0,1%), należy jednak sądzić, że są to zanieczyszczenia po­
chodzące z glikoproteiny towarzyszącej kolagenowi. Z obliczeń wynika 
bowiem, że na 1 mol oczyszczonego kolagenu przypadają ułamkowe ilości 
moli wym ienionych składników cukrowych (30).

Skład podjednostkowy kolagenu typu  IV nie został w pełni w yjaśnio­
ny. Badania K e f a l i d e s a  i wsp. (30, 181, 191), a także innych auto­
rów, nad kolagenem błon podstawnych doprowadziły do wyizolowania
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białka składającego się z trzech jednakowych podjednostek, zespolonych 
wiązaniam i dwusiarczkowymi. Nazwano je podjednostkam i aj typu  IV. 
Powyższe badania sugerują, iż tropokolagen błon podstaw nych posiada 
skład podjednostkowy [ax (IV)j3 (30, 32, 176, 184, 191, 194). Łańcuch 
aj (IV) pochodzący z kolagenu torebki soczewki oka owczego lub by­
dlęcego, rozpada się-pod działaniem brom ocyjanu na 12 peptydów o m a­
sie cząsteczkowej od 500 do 20 000 daltonów. Peptydy pochodzące od 
tych dw u gatunków  w ykazują wysoki stopień homologii (30).

Jednakże późniejsze badania nad struk tu rą  m olekularną kolagenu ty ­
pu IV wskazują na bardziej złożoną budowę tego białka (32, 33) i na obec­
ność co najm niej dwu różnych podjednostek (31, 177, 195— 197).

Istotne znaczenie dla postępu badań nad heterogennością kolagenu błon 
podstaw nych miało odkrycie, iż w obrębie tró jspiralnej części kolagenu 
typu IV w ystępuje przynajm niej jedno miejsce podatne na proteolityczne 
działanie pepsyny (32, 192, 195, 198), podobnie, jak w kolagenie typu  III 
w ystępuje miejsce podatne na działanie trypsyny (147). W edług S c h u p -  
p a n a  i wsp. (104) m iejsc takich jest więcej. S truk tu ra  przestrzenna 
kolagenu typu IV nie jest bowiem jednorodna. T rójspiralne odcinki są 
oddzielone od siebie fragm entam i o innej, „niehelikalnej” struk tu rze prze­
strzennej, podatnym i na działanie pepsyny i innych nieswoistych proteaz 
Działanie tych enzymów powoduje rozpad łańcuchów kolagenu typu  IV 
prowadząc do uwolnienia peptydów o różnej długości, zależnie od wa­
runków  proteolizy (104, 192, 196, 198—201).

Do izolowania kolagenu typu  IV stosuje się proteolizę błon podstaw ­
nych w celu straw ienia składnika glikoproteidowego i przeprowadzenia ko­
lagenu w postać rozpuszczalną. W tych w arunkach należy się liczyć z moż­
liwością daleko idącej degradacji łańcuchów kolagenowych. Biorąc to pod 
uwagę należy sądzić, że kolagen o składzie podjednostkowym  [a! (IV)]3 
jest tylko jedną z form  kolagenu występującego w błonach podstaw­
nych.

Badania produktów degradacji bromocyjanowej oraz sekwencji amino- 
kwasowej różnych peptydów uw alniających się podczas traw ienia błon 
podstaw nych ludzkiego łożyska (31, 189, 198, 200), ludzkiej nerki (33, 199), 
torebki soczewki oka bydlęcego (31, 174) oraz mięsaka mysiego (ESH-sar- 
coma) (196) wykazały, że niektóre z nich, nie mogą pochodzić z opisanego 
wcześniej łańcucha a x (IV). W ysunięto przypuszczenie, iż kolagen ty ­
pu IV jest białkiem  niejednorodnym , zaw ierającym  dwojakiego rodzaju 
podjednostki. Zaproponowano im różne nazwy a (IV) i a (IV’) (31), C i D 
(174, 175, 179, 198, 199) bądź ttl (IV) i a 2 (IV) (202, 203). Nie ustalono, 
wzajem nej relacji wspom nianych podjednostek. Nie wiadomo, czy tró j- 
sp iralny tropokolagen typu  IV, pochodzący z wym ienionych źródeł, skła­
da się z jednakowych, czy z różnych podjednostek.

Z badań T i m p 1 a i wsp. (196) wynika, że kolagen typu  IV, pocho­
dzący z błon podstaw nych mięsaka mysiego (ESH-sarcoma), składa się
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z dwu typów  cząsteczek tró j spiralnych o składzie pod jednostkowym  
[aj (IV)]3 i [a2 (IV)]3. Uzyskano odrębne przeciwciała skierowane przeciw­
ko łańcuchom  aj (IV) i a 2 (IV) (203). K r e s i n a  i M i l l e r  (198) w yka­
zali natom iast, że kolagen typu  IV z błon podstawnych łożyska ludzkiego ma 
skład pod jednostko wy C2D, jednak uważają, że podjednostki C i D izolowane 
z błon podstawnych z zastosowaniem ograniczonej proteolizy są produk­
tam i częściowej degradacji naturaln ie  w ystępujących większych podjed­
nostek C’ i D \ Podobny pogląd reprezentuje D i x i t  (179). Uważa on, że 
podjednostki C i D kolagenu kory nerki są produktam i ograniczonej pro­
teolizy łańcuchów, określanych przez autora symbolami C -l i D -l. Po­
wyższe badania wskazują, że kolagen błon podstaw nych ma różny skład 
pod jednostko wy w zależności od tkanki, z której pochodzi.

Podjednostki kolagenu typu  IV są większe od łańcuchów innych typów 
kolagenu (32, 194). Ich masę cząsteczkową ocenia się na około 140 000— 
160 000 daltonów (32, 189, 204, 205), podczas gdy prokolagen typu  IV jest 
produkow any w form ie łańcuchów o masie cząsteczkowej 160 000— 
185 000 daltonów (176, 184, 193, 202, 204, 206—209). P rzyjął się pogląd, 
że produkt biosyntezy kolagenu typu  IV („prokolagen IV ”), w odróżnie­
niu  od innych typów kolagenu, w większości przypadków nie ulega pro­
teolitycznej konw ersji w tropokolagen, lecz jest bezpośrednio wbudowa­
n y  do s tru k tu r kolagenowych błon podstaw nych (176, 204, 210, 211). 
Zjawisko to wykazano między innym i w hodowlach in vitro komórek 
pęcherzyka żółtkowego szczura (184), komórek torebki soczewki oka (176, 
212), kom órek płynu owodniowego człowieka (213), a także in vivo  w bło­
nie podstawnej kłębków nerkow ych (204).

Kolagen typu  IV zawiera fragm enty propeptydowe (192, 193, 214—216) 
podobne do tych, jakie w ystępują w struk turze włókien kolagenowych lu­
dzi i zwierząt* z wrodzonym niedoborem  peptydazy prokolagenowej (15). 
W patologii ludzkiej schorzenie to nosi nazwę zespołu Ehlersa-Danlosa — 
typu VII, w patologii zwierząt (krów i owiec) choroba ta  nosi nazwę 
derm atosparaktozy (15).

Podczas izolacji kolagenu typu IV z większości tkanek ssaków obok 
łańcuchów równych lub większych od podjednostek a, znajdywano znacz­
ne ilości produktów, pochodzenia kolagenowego, o masie cząsteczkowej 
rzędu kilkudziesięciu tysięcy daltonów (31, 174, 175, 198, 199). Jest to 
prawdopodobnie skutkiem  traw ienia miejsc podatnych na działanie pepsy­
ny  w obrębie tró jspiralnej części kolagenu typu  IV.

W ludzkich granulocytach obojętnochłonnych wykazano obecność pro­
teazy traw iącej w sposób wybiórczy kolagen typu  IV. Enzym ten jest 
nieaktyw ny wobec kolagenu typu  I, II, III. Trawi kolagen w obrębie tró j­
spiralnej części cząsteczki. W ielkocząsteczkowe produkty proteolizy 
(m. cz. 70 000, 50 000 i 30 000) są oporne na działanie trypsyny w 20°, 
co świadczy o zachowaniu przez nie trójspiralnej struk tu ry . Po ogrzaniu 
roztw oru powyżej punktu  topnienia produkty te są traw ione kom pletnie
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do produktów  drobnocząsteczkowych, zarówno przez trypsynę, jak i przez 
om awianą proteazę. Enzym ten  w ykazuje optym alne działanie w pH od 
7 do 9. Jest ham owany przez substancje chelatujące i surowicę krw i 
(217).

Na uwagę zasługuje spostrzeżenie, iż kolagen typu IV nie agreguje 
krw inek płytkow ych, jednakże jego obecność nie ham uje agregacji przez 
kolagen innych typów (39).

Y I-l. Kolagen typu „Col IV”

Interesującego odkrycia dokonali T i m p 1 i wsp. (218). Z błon pod- 
staw nych mięsaka EHS (EHS-sarcoma), pasażowanego na myszach laty- 
rycznych (219), wyizolowali odmianę kolagenu typu IV, nazwaną przez 
nich sym bolem  „Col IV”, bardzo odbiegającą swoim składem  i właści­
wościami od innych znanych typów kolagenu (218).

Skład aminokwasowy, pod względem jakościowym, wskazuje na ko­
lagenowy charak ter tego białka, jednakże zawartość poszczególnych ami­
nokwasów bardzo różni „Col IV” od kolagenu innych typów, w tym  
także od kolagenów błon podstawnych. Zawartość glicyny jest typow a dla 
kolagenu, natom iast zawartość hydroksyproliny jest podobna, jak w ko­
lagenach typu  I, II lub III, wynosi bowiem 90 reszt Hyp na 1000 reszt 
aminokwasowych. Obecność 3-hydroksy pro liny, tak  bardzo typowej dla 
kolagenu błon podstawnych, jest jedynie śladowa. Zawartość proliny jest 
bardzo niska, natom iast ilość hydroksylizyny odpowiada górnej granicy 
zawartości tego aminokwasu w kolagenie typu IV. Na szczególną jednak 
uwagę zasługuje niezwykle wysoka zawartość cysteiny: 45 reszt Cys na 
1000 reszt aminokwasowych. Takiej ilości cysteiny nie obserwowano 
w żadnym  kolagenie innego typu. Obecność tak  wysokiej zawartości reszt 
cysteilowych stw arza możliwość powstawania wielkiej liczby mostków 
dwusiarczkowych. Obecność tych wiązań nadaje kolagenowi typu  „Col IV” 
niezw ykłą stabilność, nadaje m u oporność na działanie kolagenazy bakte­
ry jnej i pepsyny.

Badania spektropolarym etryczne wykazały, że kolagen typu  „Col IV” 
ma stru k tu rę  potrójnej spirali, a s tru k tu ra  ta  wykazuje niezw ykłą trw a­
łość. T em peratura  denaturacji cieplnej tego białka wynosi około 70°, pod­
czas gdy tem pera tu ra  denaturacji kolagenów (194, 220), w tym  również 
kolagenu wyizolowanego wcześniej z tego samego guza (32), waha się 
w granicach 35-40°. P ierw otna masa cząsteczkowa „Col IV” nie została 
ustalona. Kolagen ten  został bowiem wyizolowany z produktów traw ie­
nia błon podstaw nych pepsyną i kolagenazą. W ydaje się bardzo praw do­
podobne, że pewien fragm ent cząsteczki „Col IV” uległ proteolityczne­
m u odłączeniu. W yizolowany produkt wykazywał masę cząsteczkową oko­
ło 200 000 daltonów (218).

10 P ostępy B iochem ii 3/82 http://rcin.org.pl
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Skład podjednostkowy tego białka jest trudny  do ustalenia. W praw­
dzie w w yniku redukcji i alkilacji kolagen typu  „Col IV” rozpada się 
na 3 główne łańcuchy: B, C, D o m asach cząsteczkowych wynoszących 
odpowiednio: 39 000, 28 000 i 14 000 daltonów oraz kilka innych fragm en­
tów, w ystępujących w m niejszych ilościach, to jednak nie daje to wglą­
du w skład podjednostkowy natywnego białka. Biorąc pod uwagę fakt, 
iż do izolacji tego białka z błon podstawnych użyto pepsyny i kolagenazy, 
należy się liczyć z możliwością hydrolizy niektórych wiązań peptydowych. 
Mostki dwusiarczkowe zespalają produkty proteolizy. Uwolnione w w y­
niku redukcji i alkilacji polipeptydy nie muszą więc odpowiadać podjed- 
nostkom w ystępującym  w natyw nym  kolagenie typu  „Col IV” (218).

Oporność omawianego typu kolagenu na działanie kolagenazy bakte­
ryjnej wiąże się niew ątpliw ie z bardzo trw ałą  s truk tu rą  przestrzenną. 
Rozerwanie mostków dwusiarczkowych i denaturacja w stężonym  roz­
tworze mocznika spraw iają, iż białko to ulega pod działaniem  kolagenazy 
baktery jnej całkowitej degradacji do krótkich peptydów (218).

VII. Kolagen typu V (Kolagen AB)

Kolagen typu  V, (podobnie jak kolagen typu  I i III) nie jest związany 
z określonym i struk turam i tkankowym i. Jego obecność wykazano w wie­
lu tkankach i narządach, jak  błony płodowe (35), skóra (198, 201), koś­
ci (221), miąższ płucny (222), m ięsień szkieletowy (223), macica (224), łoży­
sko (34, 198, 225, 226), ściany tętnic (227) oraz w hodowlach in vitro  
komórek m ięśni gładkich (122). Kolagen typu V towarzyszy kolagenowi 
typu I.

Na szczególną uwagę zasługuje kolagen typu  V, w ystępujący w dość 
dużej ilości w zrębie rogówki oka (35, 38, 183, 228, 229). Zasadniczym 
elem entem  struk tura lnym  tej tkanki jest kolagen typu  I. Stanowi on 
około 80°/o całkowitej zawartości kolagenu w zrębie rogówki (161— 163, 
230—232), natom iast pozostałe 20% stanowi kolagen typu  V. Rogówka 
jest jednym  z nielicznych narządów, gdzie kolagen typu  I w ystępuje bez 
współobecności kolagenu typu  III. Jedynie rogówka bydlęca, zamiast ko­
lagenu typu  V, zawiera kolagen typu III (37, 233).

Białko to jest całkowicie oporne na ekstrakcję roztworam i soli i roz­
cieńczonych kwasów, co wskazuje na wysoki stopień spolimeryzowania, 
w ynikający z dużej ilości wiązań poprzecznych. Przeprowadzenie kola­
genu typu  V w stan rozpuszczalny wym aga ograniczonej proteolizy pep­
syną (38).

Skład aminokwasowy kolagenu typu  V jest dość specyficzny. Niska 
zawartość alaniny i duża ilość hydroksylizyny upadabniają go do kola­
genu błon podstawnych. Z drugiej strony brak cysteiny oraz niewysoka
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zawartość hydroksyproliny zbliżają go do kolagenu typu I (tabela 2).
Skład pod jednostkowy kolagenu typu V nie został dotąd w pełni w y­

jaśniony. Z w stępnych badań wynikało, że białko to składa się z dwu 
rodzajów podjednostek, określanych symbolami aA i aB, bądź krócej A i B. 
Od nazwy tych podjednostek wywodzi się druga nazwa kolagenu typu  V. 
Niektórzy autorzy nazyw ają to białko kolagenem AB (201, 234, 235). 
Z badań L a u r a i n  i wsp. (201) wynika, że stosunek ilościowy łań­
cuchów aA do aB wynosi 1:2, stąd przypuszczają, że tropokolagen typu  V 
ma skład podjednostkowy aA (aB)2, w skrócie AB2. Podobny pogląd repre­
zentują H o n g  i wsp. (34), B e n t  z i wsp. (225) oraz inni (236, 237). 
Jednakże w niektórych tkankach wzajem ne relacje ilościowe łańcuchów 
aA i aB nie dadzą się wyrazić liczbami całkowitymi. Nasuwa to przy­
puszczenie, że tropokolagen typu V może występować także w składzie 
pod jednostkowym  (aA)3 lub (aB)3 (221, 238).

Z badań B r o w n a  i wsp. (238, 239) wynika, że skóra i błony m a­
ziowe stawów bydlęcych zaw ierają ponadto dodatkowe łańcuchy kola­
genowe, oznaczane przez nich symbolem  ac. W spomniani autorzy uważają, 
że są to fragm enty  kolagenu typu V, o składzie podjednostkowym  (ac)3. 
Nie w ykluczają oni możliwości, iż łańcuchy aA, a B i ac pow stają ze wspól­
nego prekursora.

Podobnego odkrycia dokonali A b e d i n i wsp. (224). W yizolowali oni 
z macicy bydlęcej kolagen typu  V, o składzie podjednostkowym  
oti (V) a2 (V) a 3 (V). Odpowiada to symbolice BAC. W spomniani autorzy 
uważają, że podjednostka a 3 (V) może uczestniczyć w tw orzeniu cząste­
czek tropokolagenu w połączeniu z pod jednostkam i ai (V) lub a 2 (V), bądź 
tworzyć cząsteczki o składzie podjednostkowym  [cc3 (V)]3.

L i 1 1 1 e i wsp. (40, 72) wyizolowali kolagen typu  V z hodowli 
kom órek m ysich linii MB-4 pochodzących z blastocysty oraz linii TSD-4 
wywodzących się z przeszczepialnego potw orniakoraka (teratocarcinoma). 
Białko to składa się z podjednostek jednakowego rodzaju. W ym ienieni 
autorzy nazyw ają je łańcucham i a! (V), a wspom nianem u białku przyp i­
sują skład podjednostkowy [aj (V)]3.

W prawdzie kolagen typu V towarzyszy kolagenowi typu  I, jednak 
do chwili obecnej nie rozstrzygnięto, czy tworzy on oddzielne włókna, 
czy też jest wkom ponowany we włókna kolagenowe utworzone przez ko­
lagen typu I. Badania im m unofluorescencyjne przem aw iają raczej za d ru ­
gą z wym ienionych możliwości (38).

Kolagen typu  V jest oporny na działanie kolagenazy z błony mazio­
wej stawów (240). Z hodowli makrofagów pęcherzyków płucnych w y­
izolowano proteinazę traw iącą wybiórczo kolagen typu V. Enzym ten  jest 
n ieaktyw ny wobec kolagenu typu  I. W spomniane komórki produkują rów ­
nocześnie kolagenazę traw iącą kolagen typu  I. Obydwa enzym y można 
rozdzielić drogą chrom atografii na DEAE-celulozie. Można przypuszczać, 
że degradacja kolagenu typu  I i V przez m akrofagi pęcherzyków płuc­

10* http://rcin.org.pl
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nych zachodzi niezależnie od siebie (241, 242). Podobny enzym  wyizolo­
wano z m akrofagów otrzewnowych myszy (243).

Kolagen typu  AB, podobnie jak kolagen typu  IV, nie agreguje krw inek 
płytkow ych (39).

VIII. Inne typy kolagenu

Opisane w poprzednich rozdziałach typy kolagenu, prawdopodobnie 
nie w yczerpują zagadnienia heterogenności tego białka. Z badań B u r -  
g e s o n a  i H o l l i s t e r a  (244) wynika, że chrząstka szklista człowie­
ka, oprócz kolagenu typu  II, zawiera pięć dodatkowych białek o charak­
terze kolagenowym. Stanowią one łącznie około 10% kolagenu chrząstki 
szklistej. Trzy z nich zostały wyizolowane i wstępnie scharakteryzow ane. 
Autorzy (244) proponują oznakowanie podjednostek tych „nowych” typów 
kolagenu symbolami la , 2a, 3a. Różnią się one istotnie składem  amino- 
kwasowym  od kolagenu innych typów.

Obecność dodatkowych, dotychczas bliżej nie określonych, typów  kola­
genu wykazano ponadto w chrząstce ptaków (245) oraz w em brionalnej 
chrząstce jagniąt (246).

F u r u t o  i M i l l e r  (190) wyizolowali z łożyska ludzkiego białko 
kolagenowe, złożone z łańcuchów o masie cząsteczkowej około 40 000 dal- 
tonów, bogate w cysteinę, hydroksylizylopochodne glikozydy i zawiera­
jące znaczne ilości glukozaminy. Ten ostatni składnik nie wchodzi w skład 
kolagenu innych typów.

S w a n n  i S o t m a n  (247) wyizolowali z ciałka szklistego oka by­
dlęcego odm ianę kolagenu bardzo przypom inającą kolagen typu  II. Pod 
działaniem  brom ocyjanu białko to rozpada się na peptydy podobne do 
produktów  uw alnianych z kolagenu wyżej wspomnianego typu. Jednakże 
niższa zawartość alaniny i zdecydowanie wyższa zawartość glukozy i ga- 
laktozy skłaniają do przypuszczeń, że kolagen ciałka szklistego oka nie 
jest typow ym  kolagenem typu  II, lecz stanowi jego odmianę.

Kolageny wyizolowane z nabłoniaka Guerin  (248) i włókniakomięsaka 
szczurzego, indukowanego przez m etylocholantren (249), różnią się znacz­
nie składem  aminokwasowym od kolagenu innych typów. Nie jest w y­
kluczone, iż zostaną one określone jako nowe typy  kolagenu.

IX. Fizjopatologiczne aspekty polimorfizmu kolagenu

Wyżej opisane fakty  upoważniają do stw ierdzenia, że kolagen, uw a­
żany do niedaw na za białko jednorodne, o funkcjach podporowych, jest 
w istocie dość zróżnicowaną grupą białek. Różnice w składzie pod jed­
nostkowym  i aminokwasowym poszczególnych typów kolagenu ilustru ją  
tabele: 1 i 2.
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Obecność w tkankach wyspecjalizowanych enzymów kolagenolitycz- 
nych, traw iących  w sposób wybiórczy kolagen określonych typów, skła­
nia do przypuszczeń, że m etabolizm  poszczególnych kolagenów regulo­
wany jest przez odrębne mechanizmy. Zmienność typów  kolagenu w za­
leżności od charakteru  tkanki pozwala sądzić, iż każdy z opisanych ko­
lagenów pełni w organizmie wyspecjalizowane funkcje. W spółistnienie 
obok siebie pew nych typów kolagenu, np. I i III, bądź I i V nasuwa przy­
puszczenie, iż w pewnych sytuacjach kolageny dwu różnych typów uzu­
pełniają się nawzajem  pod względem funkcjonalnym .

W ykazano, że naruszenie wzajem nych proporcji pomiędzy pewnym i 
typam i kolagenu stanow i m olekularne podłoże niektórych chorób tkanki 
łącznej. Oto przykłady. W letalnej postaci nieprawidłowego kostnienia 
(osteogenesis imperjecta) wykazano niedobór kolagenu typu  I w stosunku 
do kolagenu typu III (250—253). W jednej z postaci zespołu Ehlersa-D an- 
losa (typ IV) wykazano brak kolagenu typu  III (254). Są podstawy do przy­
puszczeń, iż osobnicza skłonność do powstawania blizn przerostowych 
wiąże się z nadm ierną biosyntezą kolagenu typu  III (159).

Być może dalszy postęp badań nad polimorfizmem kolagenu pozwoli 
na w yjaśnienie/patom echanizm u wielu chorób tkanki łącznej.

Z aakcep tow an o  do druku  22.03.1982
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I. Wstęp

K arotenoidy w ystępują obok chlorofilów w kom órkach wszystkich 
fotoautotrofów . Do tej pory dość dokładnie poznano budowę chemiczną

*) Mgr, **) Prof, d r hab., Zakład Biochemii Roślin, In sty tu t Biologii M oleku­
la rne j UJ, Al. M ickiewicza 3, 31-120, Kraków.
Używane skróty: P S I  — fotoukład I; PS II — fotoukład II; LHC — kom pleks 
chlorofil a/b -b iałko  zbierający energię św ietlną (ang. ligh t-harvesting  chlorophyll 
alb protein com plex); Chi — chlorofil; BChl — bakteriochlorofil (obok skrótu  poda­
w ane jest położenie (w nm) głównego pasm a absorpcji barw nika w zakresie p ro ­
m ieniow ania długofalowego); P700 — form a chlorofilu a w ystępująca w centrum  
reakcji P S I ;  P680 — form a chlorofilu a w ystępująca w  centrum  reakcji PS II; 
P800, P870 — form y bakteriochlorofilu ; T — wzbudzony stan  trypletow y karotenoi­
dów (Kar) lub barw ników  chlorofilow ych
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i najw ażniejsze właściwości fizyko-chemiczne większości natu ralnych  
karotenoidów natom iast wciąż ograniczona jest nasza wiedza na tem at 
ich występowania w błonach tylakoidów oraz roli w procesie fotosyntezy. 
Stwierdzono, że in vivo  karotenoidy w ykazują nieco inne właściwości 
fizyko-chemiczne niż in vitro, np. in vivo główne pasma absorpcji w za­
kresie promieniowania widzialnego są przesunięte o kilkanaście nm  w kie­
runku fal dłuższych w stosunku do analogicznych pasm absorpcji barw ni­
ków w rozpuszczalnikach organicznych (4, 5, 6). W ynika to zapewne 
ze specyficznego oddziaływania otoczenia na cząsteczki karotenoidów. 
Inform acje na tem at charakteru  tego oddziaływania usiłuje się uzyskać 
w badaniach prowadzonych za pomocą różnych technik, m.in. spektrofoto­
m etrii absorpcyjnej w zakresie św iatła widzialnego lub podczerwieni, 
spektrofotom etrii błyskowej (nano- i pikosekundowej), spektrom etrii m a­
sowej, spektroskopii Ram ana, *H i 13C jądrowego rezonansu param agne­
tycznego i mikroskopii fotoelektronowej. Wiele ważnych inform acji uzy­
skano również z pom iarów ' dyspersji optycznej, dichroizmu liniowego 
i dichroizmu kołowego. Największe znaczenie w tego typu  pracach m ają 
jednak m etody spektroskopowe.

W niniejszym  artykule starano się dokonać przeglądu najw ażniejszych 
wyników badań nad właściwościami, naturą  i rolą karotenoidów in vivo.

II. Ogólna charakterystyka karotenoidów wyizolowanych 
z chloroplastów i chromatoforów

W prowadzenie do badań chrom atografii adsorpcyjnej (kolumnowej 
i cienkowarstwowej), oraz cieczowej wysokociśnieniowej doprowadziło 
do wydzielenia z m ateriału  roślinnego ponad 400 różnych karotenoidów 
{1, 7, 8). Niektóre z tych barw ników lub produkty ich przem ian gromadzą 
się także w chrom oplastach lub kulach tłuszczowych w organach pozba­
wionych zdolności do fosfosyntezy (np. owoce, płatki kwiatów). Zwykle 
kilka różnych karotenoidów w ystępuje w komórkach poszczególnych grup 
roślin (Tabl. I). Na przykład z chloroplastów roślin wyższych wyizolo­
wano /^-karoten (Ryc. 1, I), luteinę (II), wiolaksantynę (III), neoksanty- 
nę (IV), zeaksantynę (V) i kilka innych w ilościach śladowych. Z ko­
m órek bakterii fotoautotroficznych wydzielono około 80 różnych karo­
tenoidów (9).

Do karotenoidów zalicza się karoteny (węglowodory) i ksantofile za­
w ierające tlen w postaci jednej lub kilku grup hydroksylowych (np. ze- 
aksantyna, rodopina), m etoksylowych (np. spirilloksantyna, VI), epoksydo-

*) Pełny przegląd p iśm iennictw a na tem at chemii karotenoidów  został p rzed­
staw iony w ostatnich latach w kilku  artyku łach  opublikow anych w pracach zbio­
rowych pod redakcją I s 1 e r  a (1), G o o d w i n a (2), oraz w m onografii G o o d -  
w i n a (3).
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Tabela 1
Przykłady karotenoidów występujących w różnych roślinach (opracowano na podstawie 2, 9, 175).
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a-karoten b b b b b a
/J-karoten a a a a a a a b a a a
y-karoten b b b
e-karoten b b
Luteina a a a a
Wiolaksantyna a a a b b a
Neoksantyna a a a a a

-

Anteraksantyna b b b b
Zeaksantyna b b a a b a a
/?-kryptoksantyna b b b
a-kryptoksantyna b
Rodoksantyna b b
2-hydroksy-j8-karoten b
2-hydroksy-a-karoten b
Loroksantyna b
Pirenoksantyna ' b
Syfonaksantyna b
Diadinoksantyna b b b a
Diatoksantyna b b
Waucheriaksantyna b
Fukoksantyna b a b
Dinoksantyna b b b
Perydynina a
Alloksantyna a
Krokoksantyna b
Monadoksantyna b
Heteroksantyna a a
Astaksantyna b
Echinenon b a b
Izokryptoksantyna b
Mutatochrom b
Myksoksantofil a
Okenon b
Rodopinal b
Lykopenal b
Sferoidenon b
Sferoiden b
Spirilloksantyna b
Rodopina b

a —  w ystępuje w  d u żych  ilo śc ia ch  lu b  w e w szystk ich  g atu n k ach  danej grupy  
b —  w ystępuje w  ilo śc ia ch  śla d o w y ch  lu b  ty lk o  w n iek tórych  gatu n k ach  danej grupy
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Ryc. 1. S tru k tu ra  chem iczna n iektórych karotenoidów .
I  — -/?-karoten (/?,/?-karoten); I I  — luteina (/S,£-karoten-3,3’-diol); I I I  — w iolaksantyna (5,6,5’,6’- 
diepoksy-5,6,5’6’-tetrahydro-/?,/?karoten-3,3’-diol); IV  — neoksantyna (5’6’-epoksy-6,7-didehydro- 
-5,6,5’,6’-tetrahydro-/?,/?-karoten-3,5,3’-triol); V — zeaksantyna (/ff./ff-karoten-S.S’-diol); V I — spiryllo- 
ksantyna ( l , l ’-dim etoksy-3,4,3’,4’-tetrad eh yd ro-l,2 ,r ,2 ’-tetrahydro-y>,v>-karoteii); V II — fukoksan- 
tyna (5,6-epoksy-3,3’5’-trihydroksy-6’,7’-didehydro-5,6,7,8,5’,6’-heksahydro-/i,/?-karoten-8-on-3’-octan); 
V III  — alloksantyna (7,8,7’,8’-tetradehydro-/?,/S-karoten-3,3’-diol); IX  — perydynina (5’6’-epoksy-  
3,5,3’-trihydroksy-6,7-dł-dehydro-5,6,5’,6’-tetrahydro-10,ll,20-trinor-/i,/J-karoten-19’,H ’-olid-3-octan).
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wych (np. anteraksantyna), karboksylowych (np. torularodina), ketono­
wych (np. echinenon) lub (i) aldehydow ych (np. likopenal). Najczęściej 
omawiane barw niki m ają typow ą struk tu rę  tetraterpenów  (C40), czyli 
w ich budowie można dopatrzeć się 8 reszt izoprenowych (Ryc. 2, X). 
Szkielet cząsteczki karotenoidów C40 jako całość jest zwykle s truk tu rą  
sym etryczną.

cw3
I

c h 2= c h - c = c h 2

X

Ryc. 2. S tru k tu ra  chem iczna izoprenu (X) i likopenu (XI).

Form alnie za prototyp karotenoidów uważa się likopen (3), związek 
acykliczny zaw ierający system  sprzężonych podw ójnych wiązań (XI). 
W ciągu ewolucji jedna lub obie połowy cząsteczki likopenu mogły ulec 
określonym  zmianom, tzn. uwodorowaniu, odwodorowaniu, cyklizacji, 
utlenieniu, w ew nętrznej przebudowie (w w yniku czego nastąpiło prze­
sunięcie podwójnych wiązań i położenie grup m etylow ych) i to w rezul­
tacie mogło przyczynić się do powstania w ystępujących dziś w naturze 
karotenoidów. P rzy jm uje się również, że w niektórych przypadkach 
cząsteczka związku m acierzystego uległa w ydłużeniu co doprowadziło do 
powstania karotenoidów C45 i C50. Nie oznacza to jednak, że likopen jest 
m etabolitem  pośrednim  w biosyntezie wszystkich karotenoidów (10).

W błonach tylakoidów roślin wyższych i glonów w ystępują głównie 
karotenoidy C40; zaw ierają one na ogół dwa pierścienie oraz 11 lub mniej 
podwójnych wiązań w układzie sprzężonym  (Ryc. 1). Rzadziej w roślinach 
należących do tych grup spotyka się karotenoidy acykliczne lub zawie­
rające tylko jeden układ pierścieniowy. W niektórych z nich, poza syste­
mem sprzężonych podwójnych wiązań, w ystępują także wiązania alleno- 
we (np. neoksantyna (IV), fukoksantyna (VII)) lub  acetylenowe (np. allo- 
ksantyna (VIII), d iatoksantyna, diadinoksantyna).

K arotenoidy w ystępujące w kom órkach bak tery jnych  posiadają na 
ogół s truk tu rę  alifatyczną (9, 11), choć znaleziono również takie, w któ­
rych jest obecny jeden lub dwa pierścienie arom atyczne (np. okenon (12)), 
lub jononu (np. /^-karoten, echinenon (13, 14)). W karotenoidach chrom a- 
toforów bak tery jnych  w ystępują podwójne wiązania przy C-3,4 i (lub) 
C-3’,4’ i grupy ketonowe przy C-2 i (lub) C-2’ oraz przy C-4. Ponadto 
nie w ykryto w nich wiązań allenowych i acetylenow ych, a także epoksy­
dów i furanoksydów. Nie spotyka się u bakterii fotoautotroficznych rów ­
nież karotenoidów C45 i C50 (7, 9).
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Na ogół karotenoidy izolowane są ze s tru k tu r lam ellarnych w postaci 
wolnej, co oznacza, że in vivo  nie tworzą one trw ałych połączeń che­
micznych z innym i związkami. Jedynie w kilku przypadkach udało się 
wyizolować odpowiednie glikozydy lub estry. Na przykład w sinicach 
w ystępuje myksoksantofil, k tóry  jest 2-0-ramnozydem myksolu (15, 16). 
Natomiast glony należące do Derbesidales, Cadiales i kilku innych grup 
zaw ierają śladowe ilości syfoneiny, czyli estru  wyższych kwasów tłuszczo­
wych i syfonoksantyny (17). Również z niektórych szczepów bakterii 
Rhodopseudomonas acidophila wyizolowano glikozydy pewnych karo- 
tenoidów, np. /9-glukozylorodopinę (18, 19). Dyskutowane są również 
połączenia karotenoidów z białkam i (patrz str. 339).

III. Lokalizacja karotenoidów

Do tej pory uzyskano wiele danych na tem at składu chemicznego 
błon tylakoidów i zachodzących tam  ciągów reakcji. Uzyskano również 
pewne inform acje na tem at przestrzennego rozmieszczenia karotenoidów 
w struk tu rach  lam ellarnych chloroplastów. Na przykład stosując techniki 
immunologiczne wykazano, że część cząsteczek luteiny, w iolaksantyny 
i neoksantyny kontaktu je się z zew nętrzną powierzchnią błony, gdyż do­
danie specyficznych przeciwciał w yw ołuje aglutynację „nieot w artych” 
tylakoidów (20, 21, 22). Porów nując widma liniowego dichroizmu z wid­
mami absorpcyjnym i w obszarze 450-540 nm niektórzy badacze (23, 24) 
doszli do wniosku, że cząsteczki om awianych barwników są odpowiednio 
zorientow ane w błonie. W edług danych R e i c h  i wsp. (25) kąt na­
chylenia dłuższej osi cząsteczki w stosunku do płaszczyzny błony wynosi 
około 16°. W yniki innych badań wskazują jednak, że nie wszystkie karo­
tenoidy są w jednakow y sposób uporządkowane (26). Należy jeszcze do­
dać, że przypuszczalnie nie są one rozmieszczone w sposób homogenny, 
lecz tw orzą nietrw ałe kompleksy z globulami białkowymi i chloro­
filem.

Z licznych badań wynika, że lamelle strom y są wzbogacone w karo­
teny, natom iast względnie więcej barw ników ksantofilowych znajduje się 
w lam ellach gran (27, 28, 29), co zapewne łączy się z nierównom iernym  
rozmieszczeniem obu fotoukładów: PS II ma dominować w lamellach 
gran, natom iast PS I w ystępuje zarówno w lam ellach gran jak  i la­
m ellach strom y.

T raktu jąc wyizolowane błony tylakoidów digitoniną, Tritonem  X-100, 
siarczanem  dodecylu sodu lub innym  detergentem , a następnie stosując 
w irowanie różnicowe lub inne techniki rozdziału (np. elektroforezę w że­
lu poliakryloamidowym ) wyodrębniono kilka typów cząstek subchloro- 
plastowych, przy czym jedne z nich były wzbogacone w centra reakcji, 
natom iast inne — w barw niki anten energetycznych lub LHC. W ykazano
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dalej, że skład karotenoidow y w yodrębnionych cząstek jest różny, np. 
we frakcji wzbogaconej w LHC dom inują ksantofile (31), natom iast 
/^-karotenu jest względnie więcej we frakcjach wzbogaconych w anteny 
energetyczne PS I lub PS II (32, 33), względnie w centra reakcji PS I 
(34, 35, 36) lub PS II (37) *J. Sugeruje się naw et interakcję pomiędzy /?-ka- 
rotenem  a chlorofilem  a w centrach reakcji PS I roślin wyższych i glonów 
(38, 39).

W centrach reakcji fotochemicznych bakterii w ykryto różne karote- 
noidy, np. z centrów  reakcji Rhodopseudomonas viridis wyizolowano di- 
hydrolikopen (40), z Rhodopseudomonas sphaeroides szczep 2.4.1— sfe- 
roiden (42), a z Rhodopseudomonas sphaeroides szczep Ga — chloroksan- 
tynę (42). Dotychczas nie w ykryto karotenoidów w centrach reakcji jedy­
nie w kilku badanych przypadkach m.in. u m utanta Rhodopseudomonas 
sphaeroides R 26 (43, 44).

W skład każdego centrum  reakcji fotoautotroficznych bakterii wcho­
dzą: jedna cząsteczka karotenoidu, cztery cząsteczki bakteriochlorofilu, 
dwie cząsteczki bakteriofeofityny, trzy  łańcuchy peptydowe, jeden atom  
żelaza i jedna lub dwie cząsteczki ubichinonu (42, 43, 44). Z niektórych 
danych doświadczalnych w ynika jednak, że przynajm niej pewne foto- 
autotrofy baktery jne (np. Rhodospirillum rubrum ) zaw ierają więcej niż 
jeden typ  centrów  reakcji (45).

Określono dość dokładnie także skład karotenoidow y anten energe­
tycznych bakterii. Na przykład z Rhodopseudomonas sphaeroides w y­
izolowano jednostki stanowiące kom pleksy barw nik-białko, k tóre ozna­
czono jako B800-850 i B875 (46, 47); każdy kompleks B800-850 złożony 
jest z dwóch polipeptydów, trzech cząsteczek bakteriochlorofilu (jednej 
cząsteczki BChl 800 i dwóch cząsteczek BChl 850) i jednej cząsteczki ka­
rotenoidu, natom iast w drugim  przypadku z dwoma peptydam i związane 
są dwie cząsteczki bakteriochlorofilu i dwie cząsteczki karotenoidów  (49). 
Cząsteczki poszczególnych barw ników są odpowiednio zorientow ane w sto­
sunku do siebie, np. wykazano, że kąt pomiędzy dłuższą osią cząsteczki 
karotenoidu a m om entem  przejścia elektronowego Qy bakteriochloro­
filu jest większy niż 70° (50). Dwa kom pleksy (B800-850 i B870) wyizolo­
wano także z Rhodopseudomonas capsulata (51). W skład B800-850 wcho­

*) W fotosyntetycznym  łańcuchu transpo rtu  elektronów  uczestniczą m.in. zespoły 
barw ników  wchodzące w skład centrów  reakcji lub an ten  energetycznych. W chro- 
m atoforach bak terii fotoautotroficznych z każdym  łańcuchem  tran sp o rtu  e lek tro ­
nów zw iązany jest jeden tak i zespół barw ników , przy czym na jedno centrum  
reakcji p rzypada 40-200 cząsteczek bakteriochlorofilu  i nieco m niej karotenoidów  
(30), natom iast w  glonach i roślinach wyższych w ystępują zespoły tw orzące foto- 
układ I, fotoukład II i LHC. E nergia św ietlna zabsorbow ana przez barw nik i wcho­
dzące w skład an ten  energetycznych i LHC przekazyw ana jest na cen tra  reakcji 
PS I lub  PS II. W przypadku glonów i roślin wyższych na jedno cen trum  reakcji 
PS I p rzypada około 400 cząsteczek chlorofilu i k ilkakro tn ie m niej cząsteczek 
karotenoidów .
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dzą trzy  peptydy o ciężarach cząsteczkowych 14 000, 10 000 i 8000 (52); 
karotenoidy m ają być związane tylko z polipeptydem  o ciężarze cząstecz­
kowym 8000 (52, 53).

Rozpuszczalny w wodzie kompleks zbierający energię wyizolowano 
również z glonów należących do Dinoflagellata (Glenodinium  sp., G ony- 
aulax polyedra, A m phid in ium  crynocephaleum). W tym  przypadku na 
jedną cząsteczkę białka (o ciężarze cząsteczkowym 30 000-35 000) przypa­
dają cztery cząsteczki perydyniny (IX) i jedna cząsteczka chlorofilu a (54, 
55). Na podstawie wyników analizy widma absorpcyjnego, widma di­
chroizmu kołowego i polaryzacji fluorescencji zaproponowano model uło­
żenia barw ników  w kompleksie (56, 57, 58); cząsteczki perydyniny m ają 
występować w postaci dimerów sym etrycznie ułożonych w stosunku do 
cząsteczki chlorofilu (Ryc. 3). Cały taki agregat znajduje się w szczelinie 
białka globularnego, które jest zarazem odpowiedzialne za utrzym anie 
kompleksu barwnikowego w stanie fotochemicznie aktyw nym , gdyż de- 
naturacja  prowadzi do zaham owania przekazywania energii wzbudzenia 
elektronowego z perydyniny na chlorofil a (59).

Wciąż ograniczone są nasze wiadomości na tem at sposobu powiąza­
nia karotenoidów ze składnikam i najbliższego otoczenia zarówno w cen­
trach  reakcji jak również w antenach energetycznych i LHC. Z analizy 
widma CD wynika, że otoczenie karotenoidów w centrach reakcji różni 
się od otoczenia tych barw ników w antenach energetycznych. Do tej pory

R y c . 3. Topografia barw ników  fotosyntetycznych w kom pleksie perydynina-chlo- 
rofil-białko (wg. 58, 59).
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nie uzyskano jednak szczegółowszych inform acji na ten  tem at. Widma 
Ramana wskazują, że w antenach energetycznych karotenoidy w ystę­
pują w konform acji całkowicie trans, natom iast w centrach reakcji — 
jako mono- (60) lub di-cis (61); form y cis są nietrw ałe i podczas izolacji 
ulegają przekształceniu w form ę całkowicie trans (62). W prowadzenie 
karotenoidów do centrów reakcji bezkarotenoidowego m utanta  Rhodospi- 
rillum  rubrum  (szczep G9) wywoływało efekt hyperchrom ow y w widmie 
absorpcyjnym  P800 i przesunięcie batochromowe — w widmie P870 (60). 
Przypuszczalnie wprowadzone karotenoidy oddziaływują bezpośrednio 
z cząsteczkami bakteriochlorofilu lub indukują zmiany konform acyjne 
w białkach, z którym i powiązane są odpowiednie form y bakteriochloro­
filu. Należy dodać, że podczas wprowadzania do centrów reakcji karo­
tenoidy ulegają izom eryzacji do form  cis (61); form y cis zapewne łatw iej 
są w budow ywane w hydrofobowe szczeliny białka.

ÍV. Karotenoproteiny

W ielu badaczy uważa, że karotenoidy in vivo  są niekow alencyjnie po­
wiązane z odpowiednimi białkam i hydrofobowymi (34, 63, 64, 65). Takie 
kompleksy wyizolowano dotychczas tylko z niektórych organizmów zwie­
rzęcych i roślinnych. Na przykład krustacyjaninę, połączenie astaksanty- 
ny z białkiem , wyizolowano z hom ara (66, 67) i żółwia (68). W ystępująca 
w jajach żółwia owowerdyna jest połączeniem astaksantyny z lipoprotei- 
nam i (69). Kom pleksy lu teiny i kantaksantyny z białkiem  w ystępują w po- 
zachloroplastowych globulach w cystach glonu Protosiphon botryoides 
(70). Ponadto karotenoproteiny wyizolowano z plam ki ocznej Euglena 
gracilis (71) i z kom órek Scenedesmus obliquns (72). Do tej pory nie 
poznano jednak natu ry  wiązań pomiędzy chromoforem a białkiem  w w y­
żej w ym ienionych przykładach.

Czynione są również próby wyizolowania kompleksów karotenoid-biał- 
ko z błon tylakoidów. Na przykład N i s h i m u r a  i T a k a m a t s u  (73) 
uzyskali taki kompleks stosując selektyw ną ekstrakcję acetonowym  roz­
tw orem  w odorotlenku amonu. O trzym ane w ten  sposób frakcje cząstek 
subchloroplastowych o średnicy 26 nm  i ciężarze cząsteczkowym 5,7— 
8,3 X 107 (74) zawierały karo ten  w ilości około 2°/o w przeliczeniu na suchą 
masę (73). Kom pleksy te  wykazywały charakterystyczne widmo absorp­
cyjne z głównym i pasmam i absorpcji przy 460, 496 i 537 nm, co ozna­
cza, że pasma te były przesunięte o około 50 nm  w kierunku fal dłuż­
szych w porównaniu z analogicznymi pasmami absorpcji karotenu w roz­
tworze eteru. Zdaniem  N i s h i m u r a  i T a k a m a t s u  (73) tylko oko­
ło 1% karotenu w ystępuje in vivo  w postaci takiego kom pleksu i dlatego 
jest on trudno w ykryw alny. Istnieją sugestie, iż może to być ^-karoten 
wchodzący w skład centrów  reakcji (75).
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Podobny kompleks /?-karoten-białko wyizolowali również V e r n o n  
i wsp. (29) z chloroplastów szpinaku traktow anych roztworem  Tritonu 
X-100. Jednakże z późniejszych badań w ynika (76), że stosując chrom ato­
grafię na DEAE celulozie, zamiast w irowania różnicowego, z chloropla­
stów, traktow anych roztworem Tritonu X-100 można wyizolować frak ­
cje ^-karo tenu  o identycznych własnościach spektralnych do opisanego 
wcześniej kom pleksu /?-karoten-białko. W kompleksie takim  stosunek 
barw nika do białka jest m niej więcej 10-krotnie niższy niż w ynikałoby 
to z danych opublikowanych przez V e r  n o n a i wsp. (29). Przypuszczal­
nie m am y tu ta j do czynienia nie z kompleksem karoten-białko lecz 
z określonym  rodzajem  agregatów /^-karotenu. Próby otrzym ania takich 
agregatów in vitro jak dotychczas nie powiodły się (76).

V. Elektrochromizm karotenoidów in vivo

Po raz pierwszy D u y s e n s (77) stwierdził, że oświetlenie św iatłem  
błyskowym aktyw nych fotochemicznie chloroplastów prowadzi do zmian 
w widmie absorpcyjnym  barw ników fotosyntetycznych. W ykazano póź­
niej. że jest to elektrochrom izm  (78, 79, 80), gdyż w ytw arzane pod w pły­
wem św iatła pole elektryczne w poprzek błony tylakoidu w yw ołuje zmia­
ny w widmie absorpcyjnym  barw ników (81, 82, 83, 84, 85). Zjawisko elek- 
trochrom izm u dotyczy zarówno karotenoidów jak również barw ników  
chlorofilowych (81, 82, 83, 86, 87, 88), przy czym główne zmiany ab­
sorpcji w paśmie 515-520 n m ł) (Ryc. 4) są związane przede wszystkim  
ze zmianami w widmie absorpcyjnym  karotenoidów (94, 95, 96), lub kom ­
pleksu ksantofil-chlorofil b np. luteina-chlorofil b **) (92, 93). Zjawisko 
elektrochrom izm u obserw uje się nie tylko w przypadku chloroplastów 
roślin wyższych, ale także w chloroplastach glonów (87) i chrom atoforów 
bakterii (97, 98, 99, 100, 101). Wykazano również, że tylko barw niki na­
leżące do określonych pul mogą podlegać tem u procesowi (100, 97); 
w przypadku bakterii m ają to być karotenoidy związane z kompleksem 
B800-850 (101, 102).

Teoretycznie wielkość elektrochrom izm u jest proporcjonalna do wiel­
kości momentów dipolowych (dipoli stałych i indukowanych) cząsteczek 
i do wielkości pola elektrycznego (103, 104, 105). W przypadku barw ni­
ków fotosyntetycznych in vivo  wielkość ta  zależy także od efektywności 
rozdziału ładunków  elektrycznych w centrach reakcji, efektywności tran s­
portu elektronów , natężenia przepływu protonów odpowiedzialnych za 
fotofosforylację i od natężenia przepływ u jonów przez błonę tylakoidu

*) Zm ianom  absorpcji w paśm ie około 515 nm  tow arzyszy przesunięcie tego 
pasm a o 7-10 nm  w  k ierunku  dłuższych fal (89, 90, 91, 92, 93).

**) B arw niki, których widmo ulega zm ianie podczas błysków św ietlnych w paś­
mie 515-520 nm  oznacza się czasem symbolem P515.
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R yc. 4. A. Indukow ane św iatłem  zm iany w w idm ie absorpcyjnym  wyizolowanych' 
chloroplastów , B. E lektrochrom izm  wyizolowanych barw ników  fotosyntetycznych: 
. . . .  chlorofil a, chlorofil b , -------karotenoidy, ----------  sum a w szystkich b arw ­
ników  (wg. 96).

(106, 107, 108, 85). Dlatego też kinetyka powstawania i zaniku zmian 
w widmie absorpcyjnym  zależy od obecności jonoforów (np. gram icydyna, 
walinomycyna), inhibitorów  transportu  elektronów (np. 3-(3,4-dichloro- 
fenylo)-l,l-dim etylom ocznik), niektórych jonów (np. K +, Cl- ) względnie 
czynników rozsprzęgających fosforylację np. karbonylocyjanek p-trichlo- 
rom etaksyfenylphydrazonu (81, 109, 110, 111, 112).

M echanizm oddziaływania pola elektrycznego na barw niki fotosyn- 
tetyczne w błonach tylakoidów nie został jeszcze wyjaśniony. Jedna z h i­
potez (113) zakłada, że rozdział ładunków w centrach reakcji indukuje 
zmiany konform acyjne w składnikach lipidowo-białkowych błony, co pro­
wadzi do zmian we wzajem nych orientacjach zjonizowanych grup  i przez 
to kompleks P515 zostaje eksponowany na działanie powstającego pola 
elektrycznego.

Zm iany absorpcji w paśmie około 515 nm  zacfiodzą zarówno w przy­
padku oświetlania chloroplastów św iatłem  absorbowanym  przez barw ni­
ki P S I  jak również PS II (112, 113, 114, 115); w tem peraturze —170°C 
zanikają zmiany absorpcji w paśmie około 520 nm  indukowane przez świa­
tło absorbowane przez P S I  (116).

Jeżeli p ierw otny akceptor elektronów PS II (Q) znajduje się w for­
mie zredukow anej to zachodzi również wzrost absorpcji w zakresie 
515-545 nm  na skutek powstawania m etastabilnych stanów trypletow ych 
karotenoidów (patrz dalej). K inetyka powstawania i zaniku stanów  try p le -
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towych różni się jednak od kinetyki zmian spektralnych związanych 
z elektrochrom izm em  i dlatego przeprowadzając pom iary spektroskopo­
we można te zjawiska odróżnić od siebie (117, 118).

VI. Rola karotenoidów w procesie fotosyntezy

W yniki dotychczasowych badań wskazują, że karotenoidy w ystępu­
jące w błonach tylakoidów pełnią kilka funkcji: uczestniczą w absorpcji 
energii św ietlnej i przekazywaniu jej na pułapki energetyczne (centra 
reakcji), ochraniają barw niki chlorofilowe przed fotooksydacją, uczest­
niczą w norm alnym  funkcjonowaniu centrów reakcji i przypuszczalnie 
czynne są jeszcze w kilku innych procesach.

Od dość dawna wiadomo, że energia św ietlna absorbowana przez 
karotenoidy jest wykorzystyw ana w procesie fotosyntezy. G o e d h e e r  
<6, 119), jako jeden z pierwszych wykazał, że w komórkach glonów i roślin 
wyższych przekazywanie energii z karotenu na chlorofil a odbywa się 
z wydajnością praw ie 100%, natom iast na ogół ze znacznie m niejszą wy­
dajnością — z barw ników ksantofilowych na chlorofil a. W komórkach 
niektórych glonów, np. Synechococcus cedrorum, Porphyridium  cruen- 
tum , przekazywanie energii wzbudzenia elektronowego z barw ników ksan­
tofilowych na chlorofile jest tak  małe, iż jest ono niew ykryw alne za 
pomocą standardow ych metod spektroskopowych.

W ydajność przekazywania energii wzbudzenia elektronowego w ko­
m órkach fotoautotrofów  bakteryjnych zależy od typu karotenoidu i od 
gatunku (względnie szczepu) bakterii. Na przykład przekazywanie energii 
ze sferoidyny na bakteriochlorofil u Rhodospirillum rubrum  odbywa się 
z wydajnością 90%, natom iast ze spirylloksantyny — tylko z około 20— 
30% (120, 121). W ydajność ta zależy zapewne od odległości cząsteczek 
akceptora od donora energii oraz od ich wzajem nej orientacji (122).

Przekazyw anie energii wzbudzenia elektronowego z karotenoidów na 
chlorofile jest typu singlet-singlet (120, 121).

W piśm iennictw ie dyskutow anych jest kilka możliwych mechanizmów 
m igracji energii pomiędzy barw nikam i fotosyntetycznym i. Jedna z hipo­
tez opiera się na teorii indukowanego rezonansu F o r s t e r a  (123). 
Według tej teorii efektywność przekazywania energii uzależniona jest 
m.in. od współczynnika orientacji cząsteczek akceptora w stosunku do 
donora, odległości pomiędzy akceptorem  a donorem, stopnia nakładania 
się widma fluorescencyjnego donora z widmem absorpcyjnym  akceptora 
oraz od wydajności kwantowej fluorescencji donora. W błonach tylakoi­
dów w ystępują optym alne w arunki do efektywnego przekazywania energii 
wzbudzenia elektronowego na drodze indukowanego rezonansu pomię­
dzy cząsteczkami chlorofilu. Natomiast przekazywanie energii z karo-
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tenoidów na chlorofile odbywa się przypuszczalnie w inny sposób (124, 
125), między innym i dlatego, iż karotenoidy nie wykazują zjawiska fluo- 
rescencji. Ponadto bardzo krótki czas życia pierwszego wzbudzonego 
singletu (poniżej pikosekundy) u trudnia  m igrację energii zgodnie z teo­
rią F o r s t e r a  (126). U trudnienie to w ystępuje naw et wówczas, gdy 
czas życia wzbudzonych singletów nieco wydłuży się na skutek dim ery- 
zacji, jak to ma miejsce w przypadku perydyniny (58). T h r a s h i wsp. 
(127) starali się jednak udowodnić, że transport energii wzbudzenia elek­
tronowego z karotenu na chlorofil może odbywać się zgodnie z teorią 
indukowanego rezonansu z najniższego (zabronionego) wzbudzonego stanu 
singletowego. N iektórzy badacze uważają, iż m igracja energii z karo­
tenoidów na chlorofil wiąże się z transportem  ekscytonów (58) lub (i) bez­
pośrednią w ym ianą elektronów pomiędzy wzbudzonym stanem  donora 
a cząsteczką akceptora (125). W ysunięto również pogląd (np. 58), że jeżeli 
odległość pomiędzy donorem  (karotenoid) a akceptorem  (chlorofil) jest 
bardzo m ała (około 0,3 nm) to wówczas należy traktow ać te dwie czą­
steczki jako jedną „supercząsteczkę” i wówczas zjawiska fizyczne zwią­
zane z pochłonięciem kw antu  energii świetlnej nie stanowią wypadkowej 
zjawisk fizycznych zachodzących w każdej z osobna.

Ochronną funkcję karotenoidów wykazano badając wrażliwość na świa­
tło widzialne m utantów  pozbawionych tych barw ników (Ryc. 5); chloro­
file form zm utowanych były znacznie bardziej wrażliwe na nieodw ra-

oświetlenie (min)

R y c . 5. F otoutlenianie (zmiany absorpcji przy 800 nm) bakteriochlorofilu  P800 
w  centrach reakcji dwóch typów  Rhodospirillum  rubrum : WT — typ norm alny, 
G9 — typ bezkarotenoidow y (G9-N2 — pom iary w ykonane na typie bezkarotenoido- 
wym  w atm osferze azotu). P re p ara t zaw ierający 2,5 .̂M centrów  reakcji, 50 mM 
w ęglanu (pH 10,0) i 0,1% T ritonu X-100 oświetlano silnym  św iatłem  białym  
(wg. 133).
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calne fotoutlenianie niż chlorofile form  norm alnych (128, 129, 130, 131, 
132, 133). Dokładniejsze badania wykazały, że w nieobecności karotenoi­
dów energia ze wzbudzonego stanu trypletow ego cząsteczek bakterio­
chlorofilu lub chlorofilu ulega przekazaniu na tlen  cząsteczkowy w w y­
niku czego powstaje bardzo aktyw ny tlen singletowy (134, 135, 136):

BChlT +  30 2 -» BChl +  J0 2

W obecności karotenoidów reakcja nie zachodzi, gdyż barw niki te bardzo 
szybko i efektywnie przejm ują energię od BChl' (lub ChlT) a także od 
J0 2 (137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144):

BChlT/ChlT/ +  Kar BChl/Chl/ +  KarT

Energia wzbudzonego stanu trypletow ego karotenoidu (Kar1) ulega bez- 
prom ienistem u rozproszeniu. Stwierdzono, że połowiczny czas przeno­
szenia energii z BChlT na karotenoidy wynosi około 20 ns, tzn. odbywa 
się około 1X103 razy szybciej niż dezaktyw acja BChlT przez 80 2 (143).

Stany trypletow e barw ników anten energetycznych i LHC pow stają 
z większą wydajnością wówczas gdy centra reakcji są „zajęte” tzn. p ier­
w otny akceptor elektronów (Q) PS II w ystępuje w formie zredukow a­
nej (118, 143, 145). W ydajność kwantowa powstawania stanów tryp le to - 
wych wynosi zaledwie 0,02 lub m niej (143), co oznacza, że tylko nieznacz­
na część cząsteczek w jednostce fotosyntetycznej ulega równocześnie tego 
typu wzbudzeniu. Być może tylko cząsteczki należące do określonej puli 
karotenoidów ulegają względnie łatwo wzbudzeniom do stanów trypleto- 
wych. Ponadto częstotliwość powstawania stanów trypletow ych m aleje 
wraz ze zwiększaniem się intensywności błysków św ietlnych (143, 145). 
Równoczesny spadek wydajności fluorescencji BChl (Chi) może świadczyć
o tym, że fluorescencja jest wygaszana nie tylko przez centra reakcji po­
zostające w stanie utlenionym  (143, 147, 148, 149, 150), ale także przez 
wzbudzone stany trypletow e barw ników chlorofilowych i karotenoidów 
(151, 152, 153).

Stany trypletow e karotenoidów tworzą się głównie w PS II (118, 147, 
153, 154), zwłaszcza po zablokowaniu reakcji Hilla za pomocą takich in­
hibitorów  jak karbonylocyjanek p-chlorofenylohydrazon, azydek, hydro- 
ksylam ina (155, 156); w tych w arunkach można obserwować naw et nie­
odwracalne „blednięcie” barw ników karotenoidowych (157, 158, 156).

Rola karotenoidów w ystępujących w centrach reakcji nie została je­
szcze wyjaśniona. Sugestia jakoby uczestniczyły one bezpośrednio w trans­
porcie elektronów (159) nie została potwierdzona (37, 160, 161).

W przypadku bakterii pochłonięcie kw antu energii świetlnej wywo­
łuje ostatecznie przemieszczenie ładunku elektrycznego z pierwotnego 
donora elektronów P (dimer bakteriochlorofilu) na pierw otny akceptor I 
(bakteriofeofityna), po czym elektron jest przemieszczany na X (kom­
pleks żelazo-ubichinon). Jeżeli X utrzym ać w stanie zredukowanym  (np. 
przez oświetlenie silnym  światłem, lub wprowadzenie odpowiedniego
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egzogennego reduktora) to wówczas nie tylko wydłuża się czas życia P +I~, 
ale również bakteriochlorofil przechodzi, przynajm niej częściowo, w wzbu­
dzony stan  trypletow y (143). W obecności karotenoidów BChlT jest nie- 
w ykryw alny, natom iast pojaw iają się wzbudzenia karotenoidów do sta­
nów trypletow ych (162). Porównanie kinetyki redukcji P + do P  i u tle­
niania I~ do I z k inetyką powstawania K arT również wskazuje na możli­
wość przenoszenia energii z BChlT na K ar w centrach reakcji (163). Z te ­
go wynikałoby, że karotenoidy znajdujące się w centrach reakcji pełnią 
również funkcje ochronne, tzn. przejm ując energię z BChlT uniemożli­
w iają powstawanie *02. W ykrycie korelacji pomiędzy wbudowywaniem 
różnych karotenoidów do centrów  reakcji bezkarotenoidowego m utanta 
Rhodospirillum  rubrum  a efektywnością transportu  energii i efektyw ­
nością fotoprotekcji (Tabl. II) może również stanowić dowód na poparcie 
tego stw ierdzenia.

Tabela 2
Niektóre właściwości karotenoidów wprowadzonych do centrów reakcji z Rhodospirillum rubrum 
(wg 133)

Karotenoid Stosunek
karotenoid/P800

Efektywność 
przenoszenia energii

Efektywność
fotoprotekcji

/J-karoten 0
Luteina 0 — — \
Spirylloksantyna 1,2 0,20 1,0
Sferoiden 1,2 0,90 1,0
Sferoidenon 1,0 0,35 0,2
Chloroksantyna 0,4—1,5 0,30 0,4

Prowadząc badania chloroplastów roślin wyższych i glonów stw ier­
dzono, że w centrach reakcji zachodzi nie tylko przekazywanie energii 
z Chi' na K ar, ale odbywa się również transport energii wzbudzenia elek­
tronowego typu singlet-singlet z /J-karotenu na chlorofil a (38). Nie 
obserw uje się przejścia wzbudzonych stanów singletowych cząsteczek 
karotenu we wzbudzone stany trypletow e (146). Z tego wynika, że czą­
steczki karotenu nie tylko chronią P700 i P680 przed fotooksydacją lecz 
również pełnią rolę barw ników  anten energetycznych. Trzeba jeszcze do­
dać, że stany trypletow e (wzbudzone) chlorofilu są łatwiej wykryw alne 
w centrach reakcji PS II niż P S I  (118, 164).

W yniki badań S e a r 1 e’a i W e s s e l s a  (161) wskazują, że usunię­
cie /^-karotenu z centrów  reakcji PS I za pomocą rozpuszczalników nie- 
polarnych prowadzi do obniżenia natężenia fotoredukcji NA DP+. Może 
to wskazywać, iż /5-karoten jest również niezbędny do utrzym ania PS I 
w stanie wysokiej aktywności fotochemicznej.

Rezonansowe przekazywanie energii w centrach reakcji z barwników 
chlorofilowych na karotenoidy wym aga aby cząsteczki donora i akcep-
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to ra były odpowiednio do siebie ułożone; najefektyw niej proces ten  od­
bywa się wówczas, gdy dłuższa oś cząsteczki karotenu (w przypadku roś­
lin wyższych i glonów) będzie przebiegała wzdłuż Qy P700. Z analizy w id­
ma wzbudzenia dichroizmu liniowego i polaryzacji fluorescencji w sub- 
chloroplastowych cząstkach wynika, że w arunek ten  jest spełniony in 
vivo  (36).

Rola karotenoidów w ystępujących w błonach tylakoidów nie ograni­
cza się zapewne do uczestniczenia w procesach pochłaniania kw antów  
energii św ietlnej i przekazywania ich na pułapki energetyczne, oraz do 
ochrony barw ników chlorofilowych przed fotoutlenianiem . Przypuszczal­
nie uczestniczą one jeszcze w innych, mniej dokładnie zbadanych pro­
cesach. Na przykład M e n g e 1 i wsp. (165) zasugerowali, że /5-karoten 
bierze udział w przenoszeniu elektronów w poprzek błony tylakoidu. 
Badacze ci obserwowali bowiem stym ulow any św iatłem  transport elek­
tronów w sztucznej podwójnej błonie lipidowej, do której wbudowano 
również cząsteczki chlorofilu i /^-karotenu. Innym  przykładem  może być 
t.zw. cykl w iolaksantynowy (166, 167, 168). W cyklu tym  w iolaksantyna 
ulega odwracalnej deepoksydacji do zeaksantyny poprzez an teraksanty- 
nę (Ryc. 6); w norm alnych w arunkach deepoksydacja zachodzi w świetle, 
natom iast epoksydacja może odbywać się również w ciemności (169, 170). 
W ykazano również, że deepoksydacja przebiega po w ew nętrznej stronie 
błony tylakoidu (171) i jest katalizowana przez specyficzną deepoksydazę

f iHO ^ < D H  HCÍ V  OH MO V  OH
wiolaksantyna anteraksantyna zeaksantyna

Ryc. 6. R eakcje cyklu w iolaksantynowego.

(172, 173). Ciężar cząsteczkowy tego enzymu wynosi około 60 000 (172) 
a w jego skład wchodzi także monogalaktozylodigliceryd (173). Zwiększe­
nie kwasowości w ew nątrz tylakoidu powoduje podwyższenie aktywności 
enzymu; optym alne pH wynosi około 5 (174). Proces epoksydacji zeak­
santyny zachodzi po zew nętrznej stronie błony tylakoidu (171) przy 
udziale Oz i przypuszczalnie odpowiedniej epoksydazy. Rola cyklu wio­
laksantynowego w procesie fotosyntezy nie została do tej pory w yjaśnio­
na. Według niektórych badaczy (171) dzięki procesom epoksydacji i de­
epoksydacji odpowiednich karotenoidów ulegają zmianie właściwości po­
wierzchni błon tylakoidów, co może mieć znaczenie w procesie regulacji 
transportu  elektronów i protonów.

Przedstawione wyżej inform acje na tem at roli karotenoidów w proce­
sie fotosyntezy uzyskano głównie dzięki badaniom spektroskopowym  w y­
konanym  na wyizolowanych chloroplastach (chromatoforach), tylakoidach 
lub odpowiednich fragm entach błon tylakoidów. Należy jednak pamiętać,

http://rcin.org.pl



[17] K A R O TEN O ID Y  A P A R A T U  FO TO SY NTETYC ZN EG O 347

iż podobne badania prowadzone są również na układach modelowych, tzn. 
odpowiednio zbudowanych liposomach, micelach lub sztucznych błonach 
lipidowych. Uzyskane w ten  sposób inform acje nie zawsze odnoszą się 
jednak do barw ników  w jednostkach fotosyntetycznych. Z tego też po­
wodu wyniki badań modelowych nie zostały uwzględnione w niniejszym  
artykule.
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I. Wprowadzenie

Hydroksymocznik jest prostym  organicznym  związkiem chemicznym 
(NH2CONHOH, masa cząsteczkowa 76) z grupy związków określanych 
jako alifatyczne kwasy hydroksam owe (1—5). Po raz pierwszy został 
zsyntetyzow any w 1869 r. a jego efektywność w system ach biologicznych 
wykazano 59 lat później, bo dopiero w 1928 r. (5). Cechuje się wysoką 
polarnością (5). Zastosowany w stężeniach niskich jest bardziej lipofilny, 
zaś w stężeniach wysokich ma charakter bardziej hydrofilny (6).

Działanie HU na kom órki zarówno prokariontów jak  i eukariontów  w y­
wołuje ham owanie syntezy DNA. Efekt ten  jest w ykorzystyw any prak­
tycznie w chem ioterapii nowotworów oraz w eksperym entalnych bada­
niach biologicznych i biochemicznych (patrz artyku ł przeglądowy poz. 7). 
O statnie lata przyniosły jednakże szereg inform acji świadczących o tym , 
że działanie HU nie jest ani tak  selektywne, ani tak  dobrze poznane, 
jak  to się pierw otnie wydawało. Tak więc pełne wyjaśnienie m echa­
nizmów i skutków  jego działania wymaga jeszcze dalszego opracowania.

II. Efekty molekularne

II-l. Reduktaza rybonukleotydów jako enzym docelowy

W edług wielu dobrze udokum entowanych badań HU ham uje syntezę 
DNA poprzez hamowanie aktywności enzymu reduktazy rybonukleoty- 
dowej (8— 19). Enzym ten  katalizuje zastąpienie grup OH w pozycji 
2’ rybozy przez atom wodoru z NADPH jako donoru (20, 21). Opisano 
dwie form y reduktaz rybonukleotydowych (12, 20, 21): dwufosforanów 
rybonukleozydów (E.C.l. 17.4.1) obecną w E. coli, drożdżach i organizmach 
wielokomórkowych oraz trójfosforanów  rybonukleozydów (E.C.1.17.4.2) 
w ystępującą w Lactobacillus leihmanii i w niektórych innych m ikro­
organizmach.

Pierw sza form a składa się z dwu nieidentycznych a kom plem entarnych 
podjednostek, z których jedna zawiera dwa związane atom y żelaza i rod­
nik tyrozylow y jako część łańcucha polipeptydowego. W E. coli są to dwa 
rozpuszczalne białka BI i B2, występujące w stosunku stechiom etrycz- 
nym  1:1, BI =  160 000 i B2 =  78 000. Białko B2 o spektrum  350-420 nm 
cechuje się ponadto obecnością 2Fe+3 związanych niehemowo (10, 21—23). 
Enzym z kom órek ssaków (grasicy cielęcej) składa się z podjednostek 
określanych jako Ml =  84 000, której form a natyw na zachowuje się 
w w arunkach doświadczalnych jak białko monomeryczne, i M2 =  58 000, 
w ykazująca cechy oligomeru i spectrum  absorpcyjne 404 nm  (24, 25). 
Prawdopodobnie podjednostki M l i M2 nie w ystępują w stosunku ste- 
chiom etrycznym  (25). Kom plem entarność obu podjednostek jest w arun­
kiem  aktyw ności enzymatycznej tak w E. coli jak i w grasicy (23, 24).
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Druga form a reduktazy, wym agająca koenzymu w postaci kobamidu, 
jest białkiem  m onomerycznym  o ciężarze cząsteczkowym 76 000, z adeno- 
zylkobalam iną jako dysocjującym  kofaktorem  (12, 20, 21). Każda z obu 
form tw orzy system  składający się z trzech białek enzym atycznych: reduk­
tazy rybonukleotydow ej (E.C.1.17.4.1. lub E.C. 1.17.4.2.), tioredoksyny oraz 
reduktazy tioredoksynow ej (E.C.1.6.4.5.) (20, 21). Jest to raczej system  
funkcjonalny niż jednostka struk turalna. Oba wymienione enzym y allo- 
sterycznie regulu ją form owanie się dezoksyrybonukleotydów z odpo­
wiednich rybonukleotydów  (15, 21) i w ten sposób lim itu ją syntezę 
DNA.

Obecność HU powodowała hamowanie aktywności zarówno oczyszczo­
nego enzym u z E. coli (10) jak i aktywności enzym atycznej w wyciągach 
komórek ssaków (14). Hamowanie było odwracalne pod nieobecność HU 
(8—11). Badania in vitro  z użyciem enzymów z E. coli, Lactobacillus 
leihmanii i w ątrobiaka Novikoffa wykazały, że HU powodował hamowanie 
redukcji rybonukleotydów  przez enzymy E. coli (9— 12) i w ątrobiaka 
Novikoffa (12— 14). Nie miał natom iast w pływu na reakcję katalizowaną 
przez enzym  z Lactobacillus leihmanii (12), k tóry  redukuje trójfosforany 
rybonukleozydów i jest białkiem  monomerycznym.

Działanie HU jest specyficzne wobec białka B2 system u reduktazy 
dwufosforanów rybonukleozydów (10, 17, 21), co stwierdzono stosując 
14C-HU. N astępuje przy tym  nieodw racalna inaktyw acja białka B2 zwią­
zanego z HU (10, 11). W medium  bez HU następuje rekonstytucja białka 
B2 z apoproteiny B2 i Fe+2, co obserw uje się tylko w obecności tlenu. 
Pow stały w w yniku utlenienia jon F e+S jest niezbędny do pierwotnego 
ukształtow ania się centrum  aktywnego enzymu (23). W przeciw ieństwie 
do białka B2 enzym u z E. coli, białko M2 enzymu z grasicy cielęcej 
jest in vitro  odwracalnie inaktywow ane przez HU (24). Na podstawie 
wyników badań oczyszczonej reduktazy rybonukleotydowej z w ątrobiaka 
szczura przypuszcza się, że działanie HU polega na odwracalnym  wiąza­
niu wolnego jonu żelazowego podjednostki M2 (14). Podobne wyniki uzy­
skano w transform antach  E. coli fagiem T4. W tym  przypadku jednak 
dodatkowym  działaniem  HU było uszkodzenie wolnego rodnika w za­
wierającej żelazo podjednostce B2, co prawdopodobnie powodowało jej 
nieodw racalne uszkodzenie (17).

Jak  już wspomniano, HU należy do pierwszorzędowych alifatycznych 
kwasów hydroksam owych, k tóre charakteryzują się działaniem  poprzez 
wiązanie wolnego jonu żelazowego. Mogą one powodować wzrost eks- 
krecji jonu żelazowego ponieważ są silnym i czynnikami chelatującym i 
(1, 3, 26, 27). Zdolność chelatowania stanowi więc właściwość HU typową 
dla tej grupy  związków.

Porównanie w pływ u 'HU na aktywność reduktazową enzym u E. coli 
dla ADP, GDP, CDP i UDP wykazało większą wrażliwość aktywności 
reduktazow ej dla CDP i ADP niż dla GDP i UDP (15). W ynik ten  na­
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suwał przypuszczenie, że przynajm niej w E. coli działają dwa nieza­
leżne system y redukcji rybonukleotydów. Przypuszczenie takie było jed­
nak sprzeczne z wynikam i wcześniejszych badań wykazujących działanie 
w kom órkach prokariotów tylko jednego system u redukcji rybonukleoty­
dów (16). Za działaniem tylko jednego system u redukcji przem awiały 
również wyniki badania wpływu HU na aktywność reduktazy rybo­
nukleotydów indukowanej w E. coli fagiem T4. Nie stwierdzono bowiem 
działania różnicowego w redukcji czterech substratów  (17). Zagadnienie 
pozostaje zatem  nadal otwarte.

Próby powiązania aktywności reduktazy rybonukleotydowej z okre­
ślonymi struk turam i subkomórkowymi w bakteriach nie powiodły się 
(21). Stwierdzono natom iast, że w komórkach w ątrobiaka Novikoffa re- 
duktaza CDP jest związana z gładkimi błonami siateczki endoplazma- 
tycznej, zaś w komórkach mięsaka (Sarcoma M l) — z frakcją mitochon- 
drialną i jądrow ą (28).

Aktywność reduktazy rybonukleotydowej zmienia się w komórce 
podczas cyklu komórkowego: najniższa jest w fazie G l, wzrasta stopnio­
wo w ciągu fazy S i G2 (20, 29, 30). Z badań, w których zastosowano 
cykloheksimid i aktynom ycynę wywnioskowano, że enzym ulega rozpa­
dowi w kom órkach będących w fazie G l i następnie jest resyntety- 
zowany (29).

Konsekwencją hamowania aktywności reduktazy rybonukleotydowej 
przez HU są zmiany wewnątrzkom órkowej zawartości dNTP, które wa­
runkują  odpowiedź komórki na działanie HU.

II-2. Zmiany wewnątrzkomórkowej zawartości dezoksynukleozydotrójfosforanów  
pod wpływem hydroksymocznika

W w arunkach fizjologicznych wewnątrzkom órkowa zawartość poszcze­
gólnych dNTP a także ich rozmieszczenie w komórce ulegają ciągłym 
zmianom w różnych okresach życia komórki. W czasie fazy G l wszyst­
kie dNTP są obecne tak w cytoplazmie jak i w jądrze, jednakże rozdział 
ich pomiędzy te dwa kom partm enty znacznie się różni. I tak  dATP, dCTP 
i dGTP jest więcej w cytoplazmie zaś dTTP w jądrze. W czasie fazy S po­
ziom wszystkich czterech dNTP wzrasta w jądrze, a dTTP w ystępuje 
tylko w jądrze (31). Komórki znajdujące się w mitozie charakteryzują 
się dużą zawartością dNTP (32). Po wyjściu komórek z mitozy dNTP 
są rozkładane, dzięki czemu ich zawartość w kom órkach znajdujących 
się w fazie G l jest niska (33). Przed rozpoczęciem syntezy DNA stężenie 
dNTP zaczyna wzrastać, a wzrost postępuje w ciągu fazy S (18, 21, 33).

Poszczególne dNTP nie w ystępują w stosunkach równoważnych. S tę­
żenie dNTP purynow ych jest zawsze znacznie niższe niż pirym idyno­
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wych (18, 19, 21, 33— 35). Na przykład fibroblasty chomika badane w środ­
ku fazy S zaw ierały w 10® kom órek 10 pmoli dGTP, 27 pmoli dATP, 
76 pmoli dCTP i 104 pmoli dTTP (33).

Gdy do podłoża, w którym  w zrastają komórki zostanie dodany HU, 
obserw uje się spadek stężenia dGTP i dATP a wzrost stężenia dCTP 
i dTTP. Zm iany takie notowano w komórkach zarodka myszy (18), 
L5178Y (19) i L 929 myszy (34), fibroblastach chomika (33), kom órkach 
grasicy (35), w ątrobiaku Novikoffa (36) i E. coli (9). Dodanie HU do 
hodowli fibroblastów  w fazie G1 cyklu komórkowego hamowało rozpo­
częcie syntezy DNA, pomimo że tworzenie dTTP, dCTP i dGTP odbywało 
się nadal tak, jakby komórki m iały rozpocząć syntezę DNA praw idło­
wo. Zaham owane zostało natom iast tworzenie dATP (33).

Obserwacje powyższe są podstawą wniosków, że hamowanie syntezy 
DNA jest konsekw encją wyczerpania się wewnątrzkom órkowych zasobów 
przede wszystkim  dNTP purynowych lub naw et tylko samego dATP. 
Pow stawanie selektywnego niedoboru dATP i dGTP jest jednakże trudne 
do w yjaśnienia w świetle poglądu, że dNTP pirym idynowe są tworzone 
z odpowiednich rybonukleotydów  przez ten sam enzym, k tó ry  redukuje 
rybonukleotydy purynow e (37). S c o t t  i F o r s d y k e  (35) biorą pod 
uwagę następujące możliwości: niejednakow ą wrażliwość reduktazy ry- 
bonukleotydowej na działanie HU wobec nukleotydów purynow ych i pi­
rym idynowych; wybiórczy lub też większy rozpad nukleotydów puryno­
wych niż pirym idynow ych w obecności HU, prowadzący w konsek­
wencji do powstania nadwyżek nukleotydów pirym idynowych. Podobną 
trudność spraw ia in terp re tac ja  badań, w których stwierdzono, że obec­
ność HU nie zmienia aktywności redukow ania fosforanu cytydyny do 
dwufosforanu dezoksycytydyny w kom órkach mysiego zarodka (18), lim- 
foblastach L5178Y myszy (19) wątrobiaka Novikoffa (36). Natom iast ha­
m uje tę aktywność w kom órkach ludzkiego czerniaka, raka jelita  i szyjki 
macicy oraz w m egaloblastach szpiku kostnego człowieka i szczura (38). 
Dla w yjaśnienia tych obserwacji P l a g e m a n  i E r b e  (36) sugerują 
działanie m echanizm u regulacji odpowiedniej aktywności reduktazow ej 
przez allosteryczne efektory nukleotydowe.

II-3. Synteza DNA w obecności hydroksym ocznika

Hamowanie syntezy DNA w wyniku działania HU nie jest całkowite. 
Fakt ten  stw ierdzili liczni autorzy w kom órkach ssaków (39—45), ro­
ślin (46), drożdży (47) oraz wirusów (48—50). Jednakże inkorporacja zna­
kowanej tym idyny ogranicza się w obecności HU do m ałych fragm entów  
DNA, które nie łączą się w DNA wielkocząsteczkowy. Mogą one ulec 
praw idłowem u połączeniu dopiero po umieszczeniu komórek w środo­
wisku bez HU (39—41, 43, 44, 49, 50). Pomimo zastrzeżeń sugerujących
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że znakowane w tych w arunkach fragm enty DNA mogą stanowić a rte ­
fak ty  (45), większość autorów  uważa syntezę krótkich fragm entów  DNA 
w obecności HU za dowiedzioną. Wielkość syntetyzow anych fragm entów  
jest różna w różnych rodzajach komórek: w wirusach polyoma  (49, 51) 
i SV40 (50) 4—5 S, w adenowirusach (48) — 10 S, w kom órkach drożdży 
i mysich L (43, 47) — 7 S. We wszystkich badanych komórkach wielkość 
syntetyzow anych fragm entów  była podobna do wielkości fragm entów  
pośrednich w syntezie DNA (fragmentów Okazaki), obserwowanych w od­
powiednich komórkach syntetyzujących DNA bez obecności HU. Losy 
fragm entów  DNA syntetyzow anych w czasie i krótko po działaniu HU 
były dokładnie badane w kom órkach CHO (40). Stwierdzono, że po usu­
nięciu HU wielkość znakowanego DNA w zrastała linearnie z szybkością 
0.98± 0.12X106 daltonów/m in w ciągu 2,3 godziny co stanowiło V3—V2 
czasu trw ania fazy S. Po zakończeniu tego etapu DNA o masie cząstecz­
kowej około 1.4X108 był szybko włączany w DNA o ciężarze 3.8X108.

Dla wyjaśnienia dlaczego obecność HU, zapobiegając łączeniu się m a­
łych fragm entów DNA, nie ham uje równocześnie syntezy nowych frag­
mentów, powodując w konsekwencji ich akum ulację, L a i p i s  i L e ­
v i n  (50) sform ułowali na podstawie badań w irusa SV40 hipotezę, że 
polim erazy prowadzące syntezę podłańcuchów DNA charakteryzują się 
niższą wartością Km dla dNTP niż polim erazy odpowiedzialne za łącze­
nie tych podłańcuchów. A więc, gdy w w yniku zahamowania aktywności 
reduktazy przez HU wewnątrzkom órkowe stężenie dNTP obniża się do 
krytycznie niskiego poziomu, może zachodzić jeszcze pewna synteza kró t­
kich fragm entów  DNA, ale ich łączenie ulega już drastycznem u ogra­
niczeniu. Podobny wniosek wyciągnęli M a r t i n  i wsp. (43) z wyników 
badań komórek L.

Porównując stopień ham owania syntezy DNA jądrowego i cytoplaz- 
matycznego stwierdzono, że HU wyw iera m niejszy wpływ na syntezę 
tego drugiego. I tak  w komórkach HeLa (52, 53) oraz w komórkach nor­
m alnej i regenerującej w ątroby szczura (54, 55) obserwowano znacznie 
słabsze hamowanie syntezy DNA w m itochondriach niż w jądrach. 
W pierwotniakach HU hamował syntezę jądrowego DNA, nie miał nato­
m iast wpływu na syntezę DNA w kinetoplaście (56, 57). W grzybach obec­
ność HU powodowała wzrost ilości m itochondrialnego DNA na komórkę 
(58, 59). W plasmodium Physarum  polycephalum  cytoplazm atyczna i ją- 
derkowa frakcja DNA kom órki syntetyzow ane są prawdopodobnie w fa­
zie G2 cyklu komórkowego. Działanie 60 mM HU w tym  okresie cyklu 
nie powodowało hamowania inkorporacji tym idyny do DNA (60).

W świetle powyższych wyników powstaje pytanie czy obserwowana 
w obecności HU synteza m ałych fragm entów  DNA nie odnosi się głównie 
do DNA cytoplazmatycznego, k tóry  jest z na tu ry  m niejszy niż DNA ją­
drowy. Odpowiedzi dostarczają między innym i doświadczenia C o y 1 e 
i S t r a u s s a  (44). Po oddzieleniu jąder i cytoplazm y kom órek wyzna­
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kowanych tym idyną w obecności HU stw ierdzili oni, że pomimo pewnego 
zwiększenia proporcji znakowania w DNA cytoplazm atycznym, w ją­
drach pozostawało jeszcze około 96°/o radioaktywności. A zatem małe 
fragm enty DNA pochodziły głównie z jąder.

W oparciu o liczne prace (61—68), z których wnioskowano, że HU nie 
ham uje reperacyjnej syntezy DNA, związek ten  był szeroko stosowany do 
hamowania syntezy replikacyjnej w badaniach procesów reperacji DNA. 
Wniosek wywodził się z obserwacji, że w komórkach poddanych działa­
niu czynników uszkadzających DNA, obecność HU nie hamowała ani 
włączania znakowanej tym idyny do DNA, przyjm owanego jako m iarę 
aktywności reperacji DNA, ani szybkości wycinania dimerów pirym idy­
nowych. Szereg autorów  wykazało jednakże, że także i reperacyjna syn­
teza DNA ulega ham ow aniu przez HU. Umieszczenie komórek naświe­
tlonych prom ieniam i UV w pożywce z dodatkiem  HU prowadzi do aku­
m ulacji jednopasm owych pęknięć DNA, zaś na poziomie komórkowym 
w yraża się dekondensacją chromosomów oraz wzmożeniem efektu letal- 
nego (69—76). Uszkodzenia DNA mogą ulec zmniejszeniu po dodaniu do 
środowiska kom órek egzogenych prekursorów  DNA (75, 76). Ich reperacja 
jest więc pośrednio zależna od aktywności reduktazy rybonukleotydów. 
Pozostaje jednak pytanie jaki jest wobec tego mechanizm indukowanego 
przez uszkodzenie DNA pobudzenia włączania znakowanej tym idyny do 
DNA. Jako w yjaśnienie proponuje się zmniejszenie wewnątrzkom órkowej 
puli TdR w obecności HU co z kolei powoduje stopniowe podwyższanie 
aktywności właściwej wewnątrzkom órkowej znakowanej TdR (76).

Badania w pływ u HU na powstawanie aberacji chromosomalnych w w y­
niku działania innych czynników chemicznych uszkadzających DNA 
(thiotepa, bleomycyna), wykazały, że HU dodany do środowiska komórek 
w czasie G2-profazy potęguje częstotliwość występowania aberacji (77). 
W yniki takie sugeru ją działanie w tej fazie cyklu komórkowego system u 
reperacji wrażliwego na HU.

Trudne do w yjaśnienia w świetle znanych mechanizmów działania 
HU jest powstawanie pęknięć m atrycowego pasma DNA w obecności HU 
w wysokich stężeniach. Pęknięcia występowały już po 30 min działania 
HU na kom órki w hodowli, ilość ich osiągała szczyt po 60 min, poczem 
stopniowo zanikały (78). Opierając się na spostrzeżeniu, że uszkodzeniom 
DNA można było zapobiec w prowadzając do pożywki równocześnie z HU 
mieszaninę czterech dNTP, autorzy sugerują, że czynnikiem  w yw ołują­
cym je jest obniżenie wewnątrzkomórkowego stężenia dNTP. Pęknięcia 
tw orzyły się, zdaniem  autorów, tylko w niewielkiej ilości cząsteczek DNA, 
które były zaangażowane w procesie replikacji w momencie gdy stężenie 
dNTP osiągnęło jakiś krytycznie niski poziom. W m iarę trw ania inku­
bacji z HU coraz m niej cząsteczek DNA ulega replikacji, stąd powsta­
wanie nowych pęknięć stopniowo wygasa a wcześniej powstałe są stop­
niowo reperowane.
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II-4. Inne m iejsca działania hydroksym ccznika niż reduktaea rybonukleotydów

Badania efektów działania HU na inne miejsca w komórce niż reduk- 
taza rybonukleotydów  były prowadzone tylko wyrywkowo i nie przy­
niosły wyników na tyle znaczących, aby zmienić poglądy na m echanizm y 
działania tego związku. Nie mniej jednak wydaje nam  się, że p rzynaj­
m niej ważniejsze prace z tego zakresu powinny być wymienione w przed­
stawionym  artykule choćby z tego względu, aby badań zakończonych w y­
nikiem  negatyw nym  nie powtarzać, a o wynikach pozytywnych, k tóre 
dziś w ydają się mało znaczące, w odpowiednim momencie wiedzieć.

Badania efektów działania HU na inne niż reduktaza enzymy zwią­
zane z syntezą DNA wykazały, że w zasadzie nie wpływał on na ak tyw ­
ność polim erazy DNA z w yjątkiem  stężeń bardzo wysokich (około 1 M), 
w których aktywność tego enzymu stym ulował (79—81).

W yniki badań skutków działania HU na syntezę RNA i białek ko­
m órkowych nie są jednoznaczne. Szereg doświadczeń wykazało, że ha­
mowaniu syntezy DNA nie towarzyszy wczesne obniżenie syntezy RNA 
i białek (54, 79, 82, 83). Nie stwierdzono również ham ującego wpływ u 
HU na włączanie znakowanego mrówczanu do frakcji rozpuszczalnej 
w kwasie ani adeniny do RNA (80). Bakteriostatyczne stężenie HU dla 
E. coli, wywołujące zahamowanie syntezy DNA, nie miało w pływu na 
syntezę rybosomalnego RNA ani nie zmieniało indukcji /?-galaktozy- 
dazy (84). Istnieją jednakże dane doświadczalne wskazujące na obniżenie 
syntezy RNA i białka przez działanie HU. Przykładem  są prace na limfo­
cytach obwodowych, w których w obecności HU występowało obniżenie 
włączania znakowanej leucyny do osadu wytrąconego kwasem trójchloro- 
octowym, podczas gdy w obecności 5-fluorodezoksyurydyny obniżenia nie 
obserwowano (83). Pom iary włączania znakowanych aminokwasów do 
białek kom órek raka Ehrlicha (85) oraz limfoblastów L5178Y (86) w ho­
dowli wykazały, że po przekroczeniu pewnego stężenia HU w ystępuje 
w yraźne obniżenie syntezy białek już po 30 min. W komórkach L m y­
szy HU wywoływał rozpad polisomów (87). W stosunkowo niskim  stęże­
niu (10~5 M) hamował aktywność L-ornityno-dekarboksylazy, enzymu 
związanego z biosyntezą poliamin oraz DNA. Po przeniesieniu komórek 
do pożywki bez HU obserwowano powrót prawidłowej aktywności orni- 
tyno-dekarboksylazy z równoczesną replikacją DNA (88). Interferow ał 
z reakcjam i transferaz w błonie komórkowej fibroblastów zarodka cho­
mika, gdzie hamował przenoszenie galaktozy, N-acetylo-D-glukozam iny 
i kwasu sjalowego, przy nieupośledzonym przenoszeniu glukozy. Powo­
dował także zmniejszenie włączania D-glukozaminy w oligoproteiny i gli­
kolipidy (89).

W kom órkach L5178Y, inkubowanych w obecności niskich stężeń HU, 
obserwowano po upływie 24-48 godzin wzrost aktywności enzymów 
lizosomalnych przy równoczesnym obniżeniu aktywności enzym u pożali-
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zosomalnego — dehydrogenazy mleczanowej (90). W badaniach in vivo 
również stwierdzono, że po czterach dniach podawania HU szczurom 
aktywność kwaśnej fosfatazy i 5’-nukleotydazy w wątrobie znacząco 
w zrastała przy tylko niewielkim  wzroście aktywności glukozo-6-dehydro- 
genazy i oksydazy cytochromowej. W przeciwieństwie do w ątroby ak tyw ­
ność kwaśnych hydrolaz trzustk i nie zmieniała się a w nerkach ulegała 
obniżeniu. Poziom glikogenu i lipidów w wątrobie w tym  samym  czasie 
był obniżony (91).

III. Efekty komórkowe

W 1965 r. ukazała się klasyczna już dziś praca S i n c l a i r a  (92), 
w której wykazał on różnicujący efekt letalny HU w zależności od fazy 
cyklu komórkowego w komórkach chomika w hodowli. Gdy kom órki 
syntetyzujące DNA w czasie zadziałania HU ulegały uszkodzeniu letal- 
nemu, to przy zastosowaniu tego samego stężenia HU kom órki znajdu­
jące się w fazie G1 przeżywały, ale nie podejmowały syntezy DNA aż do 
umieszczenia kom órek w świeżej pożywce bez inhibitora, zaś komórki 
w fazie G2 kontynuow ały dalej cykl komórkowy aż do m om entu, w któ­
rym  pow innyby rozpocząć następną fazę syntezy DNA.

Cytotoksyczne efekty działania HU zależą od trzech czynników: stę­
żenia związku, czasu działania i wrażliwości kom órek (39, 93, 94). Stąd 
też odpowiedź kom órek na działanie HU przy takim  samym stężeniu 
może różnić się znacznie w komórkach różnych rodzajów. Nie określając 
zatem ściśle stężeń HU można je schem atycznie podzielić na dwa zakresy: 
stężenia wysokie powodujące wczesny efekt letalny oraz stężenia względ­
nie niskie, ale jeszcze efektyw ne w ham owaniu syntezy DNA, wywo­
łujące odwracalną akum ulację komórek w interfazie (stosowane w tech­
nikach synchronizacji wzrostu komórek).

Nie zostało jednoznacznie określone w jakiej fazie cyklu kom órko­
wego następuje m aksym alna akum ulacja kom órek w obecności HU. Część 
autorów przedstaw ia dowody na blokadę cyklu komórkowego na grani­
cy faz G l/S  (95— 102), część zaś utrzym uje, że komórki w fazie G1 
wchodzą w fazę S i dopiero na jej początku następuje blokada (39, 40, 93). 
Szczegółowe badania komórkowych efektów działania HU na kom órki ro­
ślinne (103) wykazały, że w w arunkach optym alnych dla synchroniza­
cji w zrostu kom órek, w ystępuje postępująca akum ulacja kom órek w fa­
zie S. W ywołane obecnością HU hamowanie syntezy DNA zwalnia wcho­
dzenie kom órek w fazę S. Ostatecznie jednak komórki z fazy G1 prze­
chodzą do fazy S i ulegają akum ulacji na jej początku. Komórki znajdu­
jące się w późniejszych okresach fazy S w zwolnionym tem pie konty­
nuu ją  przechodzenie przez dalsze etapy fazy S. Komórki w fazie G2 
wchodziły w mitozę z opóźnieniem, co stw ierdzili i inni autorzy (104).
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Niektórzy autorzy zwracają uwagę na skrócenie cyklu komórkowego 
po pierwszym  podziale synchronicznym, które występowało i w hodo­
wlach kom órkowych (99, 105) i in vivo  (54, 100, 106). W komórkach CHO 
stwierdzono skrócenie fazy G l w następnej generacji kom órek po ustaniu 
działania HU (107).

W kom órkach poddanych działaniu HU obserwowano różne zmiany 
morfologii: nieprawidłowe mitozy, fuzję chrom atyny z utw orzeniem  chro- 
mocentrów, asocjację chrom ocentrów lub DNA z błoną jądrow ą oraz 
tworzenie się mostków chrom atynow ych z chrom atyny do błony jądro­
wej (42, 102, 108—111). W badaniach w ątroby szczura poddanego dzia­
łaniu HU in vivo  stwierdzono liczne wakuole autofagiczne (92).

Badając efekty krótkotrw ałej inkubacji limfoblastów L5178Y w po­
żywce z HU stwierdzono, że już po 60 min działania względnie wysokich 
stężeń, następuje częściowe zahamowanie proliferacji komórek, u trzym u­
jące się pomimo przeniesienia kom órek do środowiska pozbawionego HU. 
Po około 12 godzinach od czasu zakończenia inkubacji w HU pojaw iają 
się w znacznych ilościach komórki olbrzymie, o wielkościach spotykanych 
tylko sporadycznie w hodowlach kontrolnych (112).

Tworzenie komórek olbrzym ich zostało opisane w wielu liniach ko­
mórkowych. Może ono występować zarówno spontanicznie, w bardzo nik­
łych ilościach, jak i pod wpływem  czynników uszkadzających ciągłość 
łańcuchów DNA w chrom atynie, takich jak  promieniowanie jonizujące 
(113) lub prom ienie lasera (114) oraz związki alkilujące (115). W ydaje się, 
że powstawanie kom órek olbrzym ich w wyniku działania HU można 
wiązać ze wspom nianym  poprzednio (II-3) powstawaniem  pęknięć m a­
trycowego pasma DNA.

HU w yw iera działanie m utagenne (58, 116—122) oraz teratogenne 
powodując już po jednorazowym  podaniu powstawanie licznych ano­
malii rozwojowych (123— 138). Jako związek drobnocząsteczkowy szybko 
dyfunduje przez błony biologiczne, przechodząc przez barierę łożyska (126) 
oraz woreczka żółtkowego (130). Okres półtrw ania HU w surowicy ludz­
kiej wynosi około 5,5 godziny (7). W zarodku szczura znajdującym  się 
w organizmie m atki czas ten  wynosi 15 min, w zarodku m ałpy około 
265 min (126).

Z badania myszy wynika, że 30-50% wstrzykniętego HU przechodzi do 
moczu w postaci mocznika a głównym narządem  m etabolizującym  ten  
związek jest w ątroba (139, 140).

IV. Biochemiczne podstawy śmierci komórek po zadziałaniu hydroksy- 
mocznika i odwracalność jego cytotoksyczności

W szystkie badania skutków działania HU wykazały jednoznacznie, 
że wczesny efekt letalny obejm uje wybiórczo kom órki znajdujące się
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w fazie S w momencie pierwszego kontaktu  z tym  związkiem. Liczba 
zabitych kom órek zależy głównie od stężenia HU a tylko w niew ielkim  
stopniu od czasu jego działania (38, 81, 92—94, 110, 137). Drugim  równie 
ważnym  czynnikiem  jest aktywność syntezy DNA komórek (93, 94, 142). 
Ostatecznie jednak, po dostatecznie długim czasie, coraz większa część 
populacji kom órkowej ulega nieodw racalnem u uszkodzeniu. Tak więc 
należałoby przyjąć że wywołane przez HU uszkodzenia obejm ują stop­
niowo kom órki w różnych punktach cyklu komórkowego (93, 143).

Wielu autorów  uważa, że przyczyną śmierci komórek w w yniku za­
hamowania syntezy DNA jest „niezrównoważony w zrost” (unbalanced 
grow th ) m anifestujący się postępującym  nieprawidłow ym  w zrostem  ob­
jętości komórek. Jako hipotetyczny mechanizm tego procesu na poziomie 
kom órkowym  postuluje się stopniowe wchodzenie kom órek w „poronny 
pseudo-cykl kom órkow y”, charakteryzujący się znaczną intensywnością 
syntezy białka i niektórych innych m akrom olekuł bez innych równo­
ległych procesów przygotow ujących komórkę do podziału, a przede wszyst­
kim bez syntezy DNA (144). Ostatnie obserwacje zdają się świadczyć, 
że niezrównoważony wzrost obejm uje nie tylko kom órki aktualnie pro- 
liferujące ale również komórki spoczynkowe, jeżeli tylko nie utraciły 
potencjalnych możliwości podziału (144). M olekularny m echanizm  tego 
procesu nie jest jeszcze dobrze poznany. Niezrównoważony wzrost ko­
mórek obserwowano również pod działaniem  HU (94, 96, 141, 144, 145). 
W ydaje się jednak, że jeżeli śmierć komórek następuje w w yniku nie­
zrównoważonego w zrostu to czas trw ania zaham owania syntezy DNA 
musi być względnie długi. Tak jak to ma miejsce w przypadku arabino- 
zydu cytozyny lub 5-fluorodezoksyurydyny. I rzeczywiście w wielu ukła­
dach doświadczalnych stwierdzono, że efekt letalny HU występował 
w czasie jego działania nie krótszym  od czasu jednej generacji (82, 146). 
C o y l e  i S t r a u s s  (44) spraw dzali możliwą współzależność efektów 
m olekularnych działania HU i efektu letalnego w kom órkach HEp-2 in 
vitro  i stw ierdzili, że zahamowanie syntezy DNA było odwracalne aż do 
24 godzin inkubacji z HU. Po przeniesieniu kom órek do pożywki bez 
inhibitora następow ała w tedy szybko konw ersja m ałych fragm entów  
DNA w DNA wielkocząsteczkowy. Po upływie dłuższego czasu działa­
nia HU obserwowano w zrastającą ilość m ałych fragm entów  DNA, któ­
re nie ulegały już konw ersji w DNA wielkocząsteczkowy w nieobec­
ności HU. W tym  samym  czasie zaczynała się uwidoczniać fragm entacja 
DNA m atrycowego, której towarzyszyło zmniejszenie zdolności komórek 
do tworzenia kolonii. Na tej podstawie autorzy wyciągnęli wniosek, że 
podstawę nieodwracalnego uszkodzenia kom órek stanow iła akum ulacja 
pęknięć obu pasm DNA. Był to jednak w ynik wielogodzinnego działania 
inhibitora.

Tymczasem wiele danych wskazuje, że wybiórcze działanie letalne na 
komórki w fazie S zachodzi w krótkim  czasie. Na przykład stwierdzono,

http://rcin.org.pl



364 W . M. PR Z Y B Y SZ E W SK I, J . M ALEC [12]

że letalne uszkodzenie kom órek chomika V79 w hodowli występowało już 
po 3 godzinach działania HU (94, 147), zaś mięsaka (Sarcoma 180) w ciągu 
początkowych 2-4 godzin i przez następne 12 godzin już się nie nasila­
ło (93). Letalne uszkodzenie limfoblastów L5178Y in vitro  obserwowano 
już po 60 min działania HU (112). Jeszcze krótszy czas w ystarczał dla 
wywołania efektów teratogennych. Patologiczne zmiany na poziomie 
u ltrastruk tu ry  kom órek obserwowano w zarodkach już po upływie 15- 
45 m in od m omentu wstrzyknięcia HU ciężarnym  królikom, szczurom lub 
myszom (110, 127, 137, 148), zaś poważne zaburzenia morfologiczne ser- 
cowo-naczyniowe po upływie 3—6 min (149).

W yniki badań nad teratogennym  działaniem HU stały się podstawą 
hipotezy D e S e s s o (150), że HU wyw iera dwa rodzaje działania fa r­
makologicznego: hamowanie syntezy DNA oraz szybkie, wybiórcze za­
bijanie komórek w fazie S. Działania te m iałyby być całkowicie odrębne 
i wzajemnie niezależne. Dla w yjaśnienia tego drugiego m echanizm u dzia­
łania D e S e s s o zaproponował inicjowanie przez HU niekontrolow a­
nych reakcji łańcuchowych wolnych rodników.

Dane doświadczalne wskazują, że 1-10% podanego in vivo HU jest 
przekształcane w kwas acetohydroksaminowy. Związek ten  jest n ietrw a­
ły i może spontanicznie lub w wyniku hydrolizy enzymatycznej tworzyć 
wolną hydroksylam inę (4, 79, 151). W obecności tlenu hydroksylam ina 
ulega oksydatywnej transform acji w rodniki nitroksylow e HNO, nadtle­
nek wodoru oraz rodniki pośrednie OH, NH 20 ', OHN-HOO’, które z ko­
lei zwrotnie reagując z hydroksylam iną stają  się akceleratoram i reakcji 
w których same powstają (152—155). Rodniki mogą reagować z niemal 
wszystkimi m akrom olekułam i komórki, powodując uszkodzenie DNA i en­
zymów, peroksydację błon organelli komórkowych itd. Ponieważ tylko 
niewielka ilość cząsteczek HU ulega tym  procesom, przew ażająca ich 
część spełnia swoją podstawową funkcję inhibitora syntezy DNA przez 
zahamowanie aktywności enzymu docelowego.

Za powyższą hipotezą przem aw iały mało skuteczne próby odblokowa­
nia syntezy DNA i proliferacji komórek w obecności HU przez dostarcze­
nie egzogennych prekursorów  DNA. Skuteczności takiego postępowania 
należałoby się spodziewać w wypadku, gdyby jedynym  miejscem działa­
nia HU w komórce była reduktaza rybonukleotydów. Próby takie wy­
konywano w komórkach w hodowli dodając do pożywki dezoksyrybonu- 
kleozydy tylko purynowe, tylko pirym idynow e lub wszystkie cztery 
(3, 8, 156—159). Stopień odwrócenia działania HU był nie jednakowy 
w różnych komórkach, nigdy jednak pełny. W badaniach nad zm niej­
szeniem teratogennego działania HU u zwierząt stwierdzono, że fizjolo­
giczne pirym idyny nieco ten  efekt osłabiały a dCMP podany jednocześnie 
z HU dawał całkowitą ochronę (128). W yniki te uważa jednak D e S e s s o 
za jeszcze jeden dowód na poparcie hipotezy rodnikowej, powołując się 
na prace, w których pirym idynow e zasady w kwasach nukleinowych sta­
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nowiły in vitro  główną tarczę dla rodników powstałych z hydroksyla- 
miny (152— 154).

K onsekwencją hipotezy rodnikowej było założenie, że związki typu 
zmiataczy rodników (scavengers) np. antyoksydanty, powinny stanowić 
ochronę przed cytotoksycznym, nieswoistym, szybkim działaniem  HU. 
Dla zmodyfikowania działania teratogennego HU D e S e s s o użył an ty - 
oksydantu fenolowego, galusanu propylu, osiągając pewne złagodzenie 
cytotoksyczności (160). Złagodzenie osiągnięto dzięki opóźnieniu o kilka 
godzin letalnego działania HU na kom órki zarodka.

O pierając się na tym  sam ym  założeniu wykonano próby osłonięcia lim- 
foblastów L5178Y w hodowli przed toksycznym  działaniem HU stosując 
zmiatacze rodników oraz enzymy oksydoredukcyjne. Jako „indeks ochro­
n y ” przyjęto odblokowanie późnego zaham owania syntezy DNA, wywo­
łanego krótkotrw ałym  działaniem  HU w wysokich stężeniach oraz zapo­
biegnięcie tw orzeniu kom órek olbrzymich. Osiągnięto niem al pełne od­
wrócenie efektów cytotoksycznych stosując benzoesan sodu, kwas acetylo­
salicylowy, a-tokoferol, katalazę, peroksydazę lub dysm utazę nadtlen­
kową (161).

Za powstawaniem  nadtlenku wodoru z HU i jego udziałem w wyw oły­
w aniu uszkodzeń DNA in vivo  przem aw iają doświadczenia, w których 
stwierdzono uszkodzenia DNA w ludzkich kom órkach lim foidalnych in- 
kubowanych z HU w obecności układu aktyw ującego w postaci mikro- 
somów w ątroby oraz NADPH. Dodanie katalazy do mieszaniny inkubacyj- 
nej niem al całkowicie chroniło DNA przed uszkodzeniem (162).

V. Powstawanie komórek opornych na hydroksymocznik

HU okazał się św ietnym  czynnikiem  selekcjonującym  oporne m utanty  
w hodowlach komórkowych. Wyizolowano 4 linie opornych kom órek CHO 
oraz 1 linię kom órek L. Oporność na HU zachowuje się jak norm alna ce­
cha genetyczna (157, 163). Linie oporne zachowały swój oporny fenotyp 
przez ponad dw uletni okres hodowli bez inhibitora. Szybkość selekcjono­
wania linii opornych na HU była podobna do szybkości selekcjonowania 
przez inne leki np. m etotreksat. Doświadczenia z zastosowaniem techniki 
hybrydyzacji wykazały, że oporność na HU zachowuje się jak cecha 
dom inująca lub kodominująca, która może być zastosowana jako ge­
netyczny m arker hybryd kom órek somatycznych. Porównanie własności 
kinetycznych częściowo oczyszczonej reduktazy rybonukleotydów z ko­
m órek dzikich i opornych wykazało, że enzymy te różnią się wartościam i 
Ki dla trzech badanych substratów  (164). W skazywało to, że m utanty  
oporne zaw ierały enzym o zmienionej strukturze, którego aktywność jest 
m niej wrażliwa na działanie HU. Sugerowało to z kolei, że linie oporne 
powstały z m utacji genu strukturalnego. Ci sami autorzy wyizolowali 
linie komórkowe z podwyższonym poziomem reduktazy wrażliwej na
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HU (165), są więc one prawdopodobnie nosicielami zmiany w genie regu­
latorowym. W przypadku E. coli proces adaptacyjny do obecności HU 
przebiegał równolegle ze wzrostem aktywności nieorganicznej pirofosfa- 
tazy (166). W irusy EHV1, EHV3 (167) i Epstein-B arr (168) kodują w łasną 
reduktazę częściowo lub całkowicie niew rażliwą na HU.

VI. Uwagi końcowe

Badania nad mechanizmem i efektam i działania HU m ają poważne 
znaczenie ze względu na jego zastosowanie jako narzędzia pracy biologa
i biochemika jak i, i to przede wszystkim, ze względu na jego zastosowa­
nia w klinice jako leku przeciwnowotworowego. W ostatnim  10-leciu, 
kiedy to nastąpił w yraźny powrót zainteresowania kliniki tym  lekiem, 
okazało się, że główne jego właściwości scharakteryzow ane in vitro  po­
tw ierdziły się in vivo. Niemniej jednak nadal istnieje ogromna luka po­
między informacjam i, których dostarczyły laboratoria a zapotrzebowaniem  
klinik. Luka ta  uw ydatnia się ze szczególną ostrością w próbach określe­
nia optym alnych form uł t.zw. chem ioterapii łączonej (combination che­
motherapy). Zagadnienie to powinno być opracowywane, jak  się wydaje, 
z co najm niej dwóch punktów  widzenia: 1. wykorzystania swoistych efek­
tów działania HU dla pogłębienia efektywności innych środków przeciw- 
nowotworowych oraz odwrotnie, 2. ochrona kom órek nienowotworowych 
przed działaniem toksycznym  terapii przeciwnowotworowej. W zakresie 
pierwszym  pewne wyniki zostały już osiągnięte w drodze wykorzystania 
swoistych zmian w w ew nątrzkom órkowych zawartościach dNTP pod 
wpływem  działania HU, TdR i arabinozydu cytozyny (169, 170). Pewne 
w yniki osiągnięto również w ykorzystując HU do różnicowego m anipu­
lowania cyklem komórkowym komórek nowotworowych aby następnie 
poddać je działaniu innego środka cytostatycznego np. prom ieniow a­
nia X (171).

Sprawa nieswoistych mechanizmów działania HU została przez nas 
celowo wyeksponowana. Ostatnie doniesienia zdają się wskazywać na 
szerszą i ważną rolę wolnych rodników w toksyczności leków przeciw­
no wot worowych typu  antybiotyków  działających przez wiązanie się z DNA. 
Przykładem  niech będą chociażby wyniki badań nad cytotoksycznością 
adriam ycyny (172, 173), m itom ycyny C (174) i daunom ycyny (175), oraz 
próby osłabienia ich toksyczności in vitro  i in vivo.

Optym alne wykorzystanie HU w chem ioterapii zależy w dużym stop­
niu  od badań biochemicznych.
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postulują, że cytotoksyczność HU wynika z zahamowania syntezy DNA, 
które wywołuje szereg następujących po sobie procesów: a) częściowe za­
hamowanie reperacyjnej syntezy DNA w obecności wysokiego stężenia 
leku, którego następstw em  jest wzrost liczby pęknięć pojedyńczego pasma 
DNA (ang. gaps) i następcze gromadzenie się krótkich fragm entów  poje­
dyńczych pasm DNA, b) wzrost ilości pęknięć obu pasm DNA wskutek 
działania nukleaz, c) niepełna reperacja pęknięć dwupasmowego DNA 
objaw iająca się jako pęknięcie chrom atyd, d) uszkodzenie chromosomów, 
które powoduje ostatecznie śmierć komórki.

(R a d f o r  d I. R., M a r t i n  R. F., F i n c h  L. R., H o d g s o n  G. S., (1982) Biochim. 
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RECENZJE

Freeze-etching— Methods and Application in Membrane Research

ed.: H. W. M eyer, XXIII Suplem ent czasopism a Acta Histochem ica, 1981, 294 strony.

Recenzowany tom  zaw iera m ateria ły  z międzynarodowego sympozjum, które- 
odbyło się. w lipcu 1979 roku, w zam ku K apellendorf, w  NRD. Poświęcone było 
ono w całości problem om  m etodycznym  zw iązanym  ze stosowaniem  techniki m ro­
żenia i ry tow ania (“freeze-etch ing”) m ateria łu  biologicznego oraz osiągnięciom, 
jak ie zastosow anie tej techniki przyniosło w  dziedzinie badań nad błonam i bio­
logicznymi. Takie ustaw ienie obrad spraw iło, że m ateria ły  sym pozjalne składają 
się na rodzaj m onografii pozw alającej czytelnikow i na ogólne zorientow anie się 
w metodzie, jak  również w prow adzającej go w najbardzie j fascynujące zagadnie­
nia dotyczące najnow szych koncepcji s tru k tu ry  funkcjonalnej błon. A utoram i tej- 
m onografii jest liczne, m iędzynarodow e grono specjalistów  wysokiej klasy wśród 
których jest w ielu pionierów  tego typu badań.

Wiadomo, że przy stosowaniu techniki m rożenia-ry tow ania ostatecznym  przed­
m iotem  badań jest oglądana w  m ikroskopie elektronow ym  delikatna replika po­
w ierzchni błony, przy czym mogą to być replik i je j dwóch pow ierzchni zew nętrz­
nych: od strony środow iska zew nątrzkom órkow ego i od strony cytoplazmy, oraz — 
co najisto tn iejsze — dwie kom plem entarne replik i dwóch kom plem entarnych po­
w ierzchni przełupu zamrożonej błony. Już samo przygotow anie rep lik  nastręcza 
biologowi szereg trudności, dla pokonania k tórych — oprócz zwykłych zdolności 
m anipulacyjnych niezbędna jest ogólna w iedza na tem at metod kriogennych i um ie­
jętność posługiw ania się ap a ra tu rą  p racu jącą w  w arunkach  w ysokiej próżni. Ko­
nieczna tu  jest w łaściw a kontro la całego procesu, czyli um iejętność panow ania 
nad różnego rodzaju  arte fak tam i, które w w arunkach  w ym aganej obróbki m ate­
riału  mogą występować. A rtefak ty  pojawiać się mogą w w yniku zachodzenia takich 
zjaw isk, jak  kontam inacja pow ierzchni przełupu kryszta łkam i lodu pojaw iającym i 
się w  w yniku osadzania się pary  wodnej, deform acje plastyczne w yw ołane zm ia­
nam i term icznym i, rozciąganie się i kurczenie m ateriału , przesunięcia i zapadanie 
się n iektórych jego obszarów. Problem y te rozpatryw ali w trakcie omawianego Sym ­
pozjum  głównie "fizycy w spółpracujący z biologami.

M etoda m rożenia-ry tow ania, jak  wiadomo, dała badaczom możliwość p rzy jrze­
n ia się po raz pierw szy obrazowi w nętrza błony biologicznej. In te rp re tac ja  tego 
obrazu dostarcza jednakże badaczowi następnej serii trudności, z k tórych m usi 
on zdaw ać sobie sprawę. P rzy jm uje  się powszechnie, że przełupanie w nętrza błony 
zachodzi wzdłuż linii rozgraniczającej reszty hydrofobowe dw uw arstw y lipidowej. 
W rep likach  przełupu lipidy stanow ią raczej homogenne tło, natom iast w yróżniają 
się w yraźnie stru k tu ry  globularne, k tóre m iałyby odpowiadać białkom , zależnie 
od usytuow ania w błonie zw iązanym  trw ale  z jedną, lub drugą pow ierzchnią p rze­
łupu. Otóż ostatnio w ysunięto przypuszczenie, poparte w ynikam i ciekawych prac 
doświadczalnych, prezentow anych również na om aw ianym  Sympozjum , w edług 
którego obrazy s tru k tu r  g lobularnych widoczne na rep likach  w nętrza rozłupanej 
błony odpow iadają nie tylko białkom , lecz również „odwróconym ” micelom lip i­
dowym, lub lipopolisacharydow ym , tw orzącym  się we w nętrzu błony w obecności
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jonów  w apnia. K ry terium  morfologicznym  pozw alającym  na rozróżnienie tak  po­
w stałych s tru k tu r lipidowych od w ew nątrzbłonow ych białek  m a być b rak  (dla b ia ­
łek), lub obecność (dla lipidów) odpow iadających im  zagłębień w replice kom ple­
m en tarne j pow ierzchni przełupu tejże błony. Opanowanie tej drugiej serii trudności 
zw iązanej z in te rp re tac ją  w yników  pozwoliło badaczom  posługującym  się tą  tech ­
n iką na wysunięcie ciekawych w niosków dotyczących stru k tu ry  funkcjonalnej błon 
biologicznych. I tak  w  refera tach  sym pozjalnych, poza w spom nianym i już p roble­
m am i, poruszano problem  asym etrii w  rozmieszczeniu s tru k tu r  globularnych w  bło­
nie, przedstaw iono dane morfologiczne świadczące o redystrybucji cząstek globu­
larnych między dwiem a kom plem entarnym i w arstw am i błony erytrocytów  oraz
0 możliwości zachodzenia w błonie (na przykładzie błony pęczniejących tonopla- 
stów drożdży) ruchów  cząstek białek  zarówno w  k ierunku  poziomym, jak  i piono­
wym; przedstaw iono także obrazy term otropow ych zm ian w  struk tu rze  błony p ro ­
w adzących do rozdzielenia regionów lipidowych od białkowych, w ydzielenie w śród 
lipidów  „dom en” tworzonych przez cząsteczki lipidów różniące się od pozostałych 
ich ak tualną  fazą, przedstaw iono obrazy zm ian w struk tu rze  błony plazm atycznej 
towarzyszących fuzji organelli kom órkowych a także całych komórek, w yw ołanej 
obecnością jonów w apnia. Już z tego pobieżnego i niepełnego przeglądu czytelnik 
może się zorientować, że istotnie recenzow any tom zasługuje na m iano m onografii 
prezen tu jącej możliwości techniczne metody m rożenia-ry tow ania oraz najw ażn ie j­
sze osiągnięcia jak ie zastosowanie te j metody przyniosły naszej znajomości s tru k ­
tu ry  funkcjonalnej błon biologicznych. A utoram i tej „m onografii” jest grupa k ilk u ­
dziesięciu prelegentów  Sym pozjum  — badaczy z różnych stron Europy. Należy rów ­
nież podkreślić wysoki poziom edytorski i techniczny recenzowanego tomu.

Chciałabym  jeszcze zaznaczyć, że książka ta  m a dla nas jeszcze jedną w a r­
tość. Technika m rożenia-ry tow ania jest u nas rozpowszechniona w m inim alnym  
stopniu, znam y ją n iem al wyłącznie z litera tu ry . W k raju , o ile się orientuję, są 
jedynie dwa ośrodki, które dysponują odpowiednią ap a ra tu rą  i k tórym  udało się 
w yjść poza etap trudności p iętrzących się przy jej uruchom ieniu i rozpocząć au ten ­
tyczne badania naukow e Otóż om awiany tom pozwala na zorientow anie się gdzie
1 do rozw iązyw ania jakich  zagadnień jest ona stosowana. Nie bez znaczenia jest 
fakt, zwłaszcza w naszej obecnej sytuacji ekonom icznej, że w iele reprezen tow a­
nych na om awianym  Sym pozjum  Pracow ni znajduje się blisko nas, w  k ra jach  
sąsiadujących z nam i, zatem  możliwość korzystania ze w spółpracy z nim i przy 
rozw iązyw aniu konkretnych zagadnień nie pow inna nastręczać większych tru d ­
ności.

A. Przełęcka

"Cellular Immunology — Selected Readings and Critical Commentary” compiled 
by Vicky L. Sato i Malcolm L. Gefter.

A ddison-W esley Publishing Company. A dvanced Book Program — World Science D ivision. 
Reading, M assachusetts. London—Am sterdam —Don Mills, Ontario—Sydney—Tokyo. 1981, stron 647.

Tytuł książki można z pew ną swobodą, przełożyć jako „W ybrane lek tury  z im ­
m unologii kom órkow ej”. T rud w yboru lek tu r i napisania kom entarza podjęli po 
la tach  w ykładów  i sem inariów  z immunologii kom órkowej Vicky Sato z H arvard  
U niversity  i Malcom G efter z M assachusetts In stitu te  of Technology. Obaj w pew ­
nym  momencie swej naukow ej działalności porzucili dotychczasowe zainteresow ania, 
hy  swe wysiłki, ta len ty  i zapał skoncentrow ać na problem ach im m unologii ko-
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m órkow ej i w prow adzać innych w tę — jak  piszą we w stępie — ekscytującą dzie­
dzinę współczesnej biologii. W ielką trudność, zdawało się barie rę nie do przezw y­
ciężenia, stanow ił szczególny język im m unologii, różny od języka stosowanego w ge­
netyce m olekularnej czy bioenergetyce. W drodze wspólnych sem inariów  z im m uno­
logami Sato i G efter skom pletow ali zbiór prac i artykułów  pomocnych w naucza­
niu im m unologii kom órkow ej. Część z nich włączyli do „W ybranych lek tu r”. In ­
tencją obu był tak i dobór prac, aby w prow adzały czytelnika stopniowo w  podsta­
wowe zagadnienia im m unologii kom órkow ej, w skazując specyfikę eksperym ento­
w ania i rozwój przew odnich idei. Liczbę prac lim itow ała jednak  objętość książki 
a ich dobór — ograniczona dostępność prac oryginalnych ze względu na koniecz­
ność uzyskania zgody na przedruk.

K siążka składa się z 10 rozdziałów. Każdy rozpoczyna krytyczny wstęp w pro­
w adzający w  zagadnienie i rekom endujący w ybrane jako lek tu ry  prace dośw iad­
czalne. K olejne rozdziały om aw iają następujące zagadnienia:
Rozdział I — Wczesne badania kooperacji kom órek w odpowiedzi imm unologicz­
nej; Rozdział II — K om órki B; Rozdział III — F unkcjonalne zróżnicowanie lim focy­
tów T; Rozdział IV — Kom órki T jak  supresory syntezy przeciw ciał; Rozdział V — 
T olerancja ; Rozdział VI — M akrofagi i kw estia prezentow ania antygenów; Roz­
dział VII — Rozpoznawanie antygenów  przez kom órki T; Rozdział VIII — N adaw a­
nie kom petencji przez lim focyty; Rozdział IX  — R egulacja syntezy przeciwciał: 
„NetWork theory” Jernego; Rozdział X — Biologia m olekularna układu odpornoś­
ciowego.

Sato i G efter dedykują „W ybrane lek tury  z imm unologii kom órkow ej” s tu ­
dentom  im m unologii i naukow com  innych specjalności. Szczególnie pożyteczna bę­
dzie to lek tu ra  dla młodych adeptów  różnych dziedzin biologii komórkowej.

Z. Zielińska

Pathobiochemie der Leber.

R. J. H aschen
VEB V erlag Volk una G esundheit, Berlin, 1981, stron 167, cena 21,9 M.

Biochem ia kliniczna, dyscyplina naukow a młoda, uzyskała duże wiano i od 
biochem ii i od m edycyny w ew nętrznej, jednakże te ren  jej zainteresow ań ciągle 
jeszcze jest w  trakcie definiow ania. Każda więc publikacja, k tóra zakreśla ten 
teren i porządkuje jest w yczekiw ana przez biochem ików klinicznych a także przez 
analityków  w zakresie diagnostyki laboratory jnej. O m aw iana książka, k tórej ty tu ł 
w języku polskim  brzm ieć zapewne pow inien „Biochemia kliniczna w ątroby” n a ­
leży do tak ich  w łaśnie publikacji. Nie jest to duże dzieło, wszystkiego razem  
ok. 150 stron a więc rzeczywiście skrom nie jak  na problem y w ątroby. A utor 
w ykazał dużą dyscyplinę ograniczając niezbędne w prow adzenie z biochemii fizjo­
logicznej, jak  i dygresje zw iązane z k lin iką w ątroby. Znakom ita większość książki 
poświęcona jest biochem icznym  aspektom  procesów patologicznych oraz możli­
wościom w ykorzystania te j w iedzy w  diagnostyce biochemicznej. Biochemik k li­
niczny może w praw dzie odczuć niedosyt konkretów  w yrażonych językiem  bioche­
micznym , ale zapew ne autorow i zależało bardzo na nie odstraszaniu od książki 
rów nież lekarzy klinicystów .

O m aw iając treść książki należy podkreślić w ięc bardzo skrótowe w prow adze­
nie w biochem ię w ątroby, ograniczone w zasadzie do przypom nienia schematów, syn­
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tez cukrowców, lipidów i białek. Doprowadzało to czasami do nadm iernych uproszczeń 
jak  np. zatarcie różnicy między m etabolizm em  chylom ikronów  i VLDL, w zględnie 
do pominięć, jak  np. wpływ u stopnia ukrw ienia narządu, będącego źródłem  enzym u 
ekskrecyjnego, na jego aktywność we krw i. Skrótow o opisane są też przyczyny 
uszkodzenia w ątroby: choroby inw azyjne, hipoksja, intoksykacja, cholestazy, n ie­
dobory substratów .

Rozdział piąty  poświęcony jest b io transform acji (u nas stosuje się raczej te r­
m in detoksykacja) a więc unieczynnianiu szkodliwych apolarnych związków endo- 
i egzogennych usuw anych drogą żółci. Omówione są etapy u tlen ian ia z udziałem  
cytochrom u P 450, redukcji i reakcji zw iększających polarność tzn. w iązania z kw a­
sem glukuronow ym  siarkow ym  itd. In teresu jące jest zestaw ienie testów  oceny 
funkcji detoksykacyjnej w ątroby.

Rozdział o schorzeniach układu krążenia jelitow o-w ątrobow ego kw asów  żół­
ciowych, poza przypom nieniem  podstaw owych funkcji fizjologicznych, p rzedstaw ia 
mechanizm y cholestazy w ew nątrz- i zew nątrzw ątrobow ej. Podkreślona jest p rzy­
datność oznaczania kwasów żółciowych we krw i dla oceny schorzeń dróg żółcio­
wych w ew nątrzw ątrobow ych z zaznaczeniem, że ich stężenie jest jednak  sum ą 
ekstrakcji kwasów z krw i i w chłaniania z przewodu pokarmowego. Omówione 
zostało też zachowanie się enzymów błon w cholestazie. W zrost aktywności tych 
enzymów we krw i może w ynikać z indukcji (np. fosfataza alkaliczna) albo z solu- 
bilizacji przez kw asy żółciowe.

Szerzej omówiono również kam icę żółciową i w arunk i przesycenia żółci a w łaś­
ciwie miceli żółci cholesterolem . W ydaje się, że au to r za mało dobitnie podkreśla 
różnicę między stężeniem  bezwzględnym cholesterolu w żółci a jego zaw artością 
względną w m icelach w yrażoną w skaźnikiem  litogenności.

W rozdziale o polekowych uszkodzeniach w ątroby omówiono kilka grup leków  
stw arzających najw iększe zagrożenie. Podkreślone są trudności diagnozowania tych 
uszkodzeń, które w większości w ypadków  nie pow odują ciężkich, ostrych ob ja­
wów.

Książkę zam yka rozdział o podstaw ach racjonalnej biochemicznej diagnostyki 
schorzeń w ątroby i dróg żółciowych. P rzedstaw ia on możliwości obiektyw izacji 
wyników testów  biochemicznych za pomocą sta tystyk i w ielow ariantow ej. Testom  
biochemicznym przyporządkow ane są, w yrażone liczbowo, oceny ich czułości i spe­
cyficzności. Kolejno omówione są: — diagnostyka podstawowa stw ierdzająca cho­
robę,

— analiza korelacji param etrów  różnicujących uszkodzenie miąższu, cholestazę, 
upośledzenie zdolności syntezy, reakcje układu siateczkowo-śródbłonkowego,

— dyskrym inacyjna analiza w ielow ariantow a z podziałem na 17 i 5 k las 
schorzeń,

— różnicowanie hepatopatii chronicznych i cholestaz. W ykorzystano w tych 
w arian tach  diagnozowania k ilkanaście aktywności enzym atycznych a także stęże­
nia bilirubiny, cholesterolu, album in, IgM, IgG, IgA i in. A utor podkreśla zna­
czenie w ielow ariantow ej analizy dyskrym inacyjnej z jednej strony jako pomocy 
w diagnozowaniu, a z drugiej strony jako narzędzia do oceny w artości testów  
biochemicznych. Jak  wiadom o testów  tych jest dużo: część m a już jednak  ty lko  
znaczenie historyczne a na w iele k lin ika nadal czeka.

W tekście nie m a odnośników literaturow ych; jedynie na końcu rozdziałów  
au tor podaje przegląd zalecanej litera tu ry . Nie jest to najw ygodniejsze dla zain­
teresow anych określonym  problem em  i szukających w  tego rodzaju m onografiach 
dokładnych odsyłaczy źródłowych.

T. Bądźto
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Bioenergetics — An Introduction to thc Chemiosmotic Theory 

David G. N icholls.
Academ ic Press, London—New York, 1982, 190 stron, cena 5,50 funtów  bryt.

W 1978 r. P eter M itchell otrzym ał nagrodę Nobla za swą koncepcję oksyda­
cyjnej fosforylacji (patrz Postępy Biochemii, 25, 247—250; 1979). Wzmogło to zain­
teresow anie teorią „chem iosm otyczną” także poza kręgiem  specjalistów. O ryginalne 
prace M itchella czyta się trudno  i dlatego naw et wśród ludzi pracujących w  za­
kresie oksydacyjnej fosforylacji odczuwa się p ilną potrzebę bardziej przystępnego 
opracow ania. Na zapotrzebow anie to odpowiada om aw iana książka D. G. Nichollsa. 
Jest to niezw ykle cenne w prow adzenie w zagadnienia bioenergetyki, a teorii che- 
miosmotycznej w szczególności. A utor jest młodym, bardzo utalentow anym  bada­
czem. Ma zarazem  nieprzeciętne zdolności wykładowcy. Dzięki tem u trudne naw et 
problem y om aw iane są w  książce językiem  prostym , przystępnym  i zrozumiałym, 
ale zarazem  w  sposób nie tryw ializu jący  zagadnienia. Zarówno to jak  i urocze 
rysunki A. B. Tulpa, znanego ilu s tra to ra  Trends in Biochemical Sciences, sp ra­
w iają, że książkę czyta się z praw dziw ą przyjem nością.

L. W ojtczak

Mitochcndrialer Elektronentransport und oxidative Phosphorylierung

Rolf Dargel
VEB Gustav F ischer Verlag Jena, 1981, 210 stron, 34,70 m arek NRD.

Minęło 50 la t od czasu, gdy W ladim ir A. Engelhardt pierw szy zwrócił uwagę 
na udział nieorganicznego fosforanu w procesach oddychania komórkowego, pracy 
uw ażanej obecnie za początek studiów  nad oksydacyjną fosforylacją. H istoria badań 
nad u tlenianiem  kom órkow ym  jest dłuższa, a nowoczesne jej podstaw y stworzyły 
prace O ttona W arburga i H einricha W ielanda na przełom ie pierwszego i drugiego 
dziesięciolecia XX wieku. Obecna nasza w iedza na tem at biologicznych procesów 
oksydoredukcyjnych i sprzężonej z nim i syntezy ATP stała się już odrębną, ob­
szerną gałęzią biochemii. Mimo ogrom nej ilości ukazujących się stale z tego za­
kresu  prac dośw iadczalnych i dość licznych w litera tu rze  św iatow ej artykułów  
przeglądow ych mało jest jak  dotąd dobrych opracowań podręcznikowych. Należy 
do nich om aw iana książka Rolfa Dargela, profesora biochem ii na Uniw ersytecie 
F ryderyka Schillera w Jenie.

Jest to opracow anie bardzo system atyczne i w m iarę w yczerpujące, o ile tę 
obszerną w iedzę można zam knąć na 200 stronicach tekstu. Na w stępie om awia A utor 
s truk tu rę  m itochondriów  i ich błon. Przechodzi następnie do opisu m itochondrial- 
nego łańcucha oddechowego. Szczegółowo charak teryzu je  przy tym  poszczególne 
nośniki transpo rtu  elektronów  jak  również złożone kom pleksy, jak ie  w łańcuchu 
oddechowym  daje się w yodrębnić. W dalszym ciągu om awia oksydacyjną fosfory­
lację: fak ty  dośw iadczalne i koncepcje teoretyczne sprzężenia energetycznego. O bra­
zu dopełnia opis s tru k tu ry  i w łaściwości funkcjonalnych m itochondrialnej ATP-azy, 
kom pleksu enzym atycznego odpowiedzialnego za syntezę ATP w „sprzężonych” 
m itochondriach.

Istotnym  elem entem  czynności m itochondriów  jest transpo rt m etabolitów  przez 
błony m itochondrialne. Tem u zagadnieniu, w  którym  zresztą A utor sam pracuje,
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poświęcony jest odrębny rozdział. Książkę kończy rozdział o regulacji m etabolizm u 
m itochondriów .

W sum ie jest to cenny tra k ta t o funkcji m itochondriów . O pracow yw anie dzieła 
zakończył A utor w 1979 r. i do tego czasu uw zględniona jest lite ra tu ra  przedm iotu. 
Należy żałować, że książka ukazała się drukiem  dopiero w 1981 r.

L. W ojtczak

http://rcin.org.pl



SPIS TREŚCI

A. P a s z e w s k i  — Im m unoglobuliny — zm iany genetyczne zw iązane z ich
pow staw aniem  i r ó ż n ic o w a n ie m ......................................................................................175>
M. J. N a ł ę c z ,  L. W o j t c z a k  — Ładunek powierzchniowy błon biologicz­
nych i jego funkcje r e g u l a c y j n e ......................................................................................191
P. K r y s i ń s k i  — Zastosowanie im pulsow ych technik pom iarowych w  ba­
daniach sztucznych błon l i p i d o w y c h ...............................................................................227
E. H e r z y k  — fosforylacja b iałek  błony kom órkowej erytrocytów  ludzkich ......251 
E. I. W a ł a j t y s - R o d e  — R egulacja kom pleksu dehydrogenazy pirogronia­
nowej w  tkankach  z w ie rz ę c y c h .............................................................................................279
E. B a ń k o w s k i  — Polim orfizm  m olekularny kolagenu kręgowców . . . 301
E. W ł o c h ,  St.  W i ę c k o w s k i  — K arotenoidy ap a ra tu  fotosyntetycznego . 331 
W. M. P r z y b y s z e w s k i ,  J.  M a l e c  — M olekularne i kom órkow e efekty
działania h y d r o k s y m o c z n ik a .................................................................................................. 353

Recenzje książek:

Freeze-etching — M ethods and A pplication in  M em brane Research . . . 373
C ellu lar Im m unology — Selected Readings and C ritical C om m entary . . . 374
Pathobiochem ie der L e b e r .............................................................................................375
Bioenergetics — An Introduction  to the Chemiosm otic T h e o r y .............................377
M itochondrialer E lek tronen transport und oxidative Phosphorylierung . . . 37T

/

http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOCHEMII

September 1982
ARTICLES IN POLISH

Volume 28 
Number 3

A. P a s z e w s k i  — Im m unoglobulins — Genetic Rearangem ents Involved in 
th e ir  F orm ation  and D ifferen tia tion  (Institu te of B iochem istry and Biophysics,
Pol. Acad. Sei., W a r s z a w a ) ...................................................................................................
M. J. N a ł ę c z ,  L. W o j t c z a k  — Surface Charge of Biological M em branes 
and its R egulatory Functions (Nencki In stitu te  of Experim ental Biology, Pol.
Acad. Sei., W a r s z a w a ) ..........................................................................................................
P. K r y s i ń s k i  — A pplications of Pulse Techniques in  the Investigations 
of A rtificia l Lipid M em branes (Dept, of Chem istry, W arsaw  U niversity, W ar­
szawa) .......................................................................................................................................
E. H e r z y k  — Phosphorylation of the H um an E rythrocyte M em brane P ro­
te ins (Dept, of Chem istry, W arsaw  U niversity, W a rsz a w a ) ....................................
E. I. W a ł a j t y s - R o d e  — Regulation of P y ruvate  Dehydrogenase Complex 
in A nim al T issues (Nencki In stitu te  of E xperim ental Biology, Pol. Acad. Sei.,
W a r s z a w a ) ................................................................................................................................
E. B a ń k o w s k i  — M olecular Polym orphism  of V ertebrate  Collagen (Dept.
of B iochem istry, Med. Acad., B ia ły s to k ) .......................................................................
E. W ł o c h ,  St.  W i ę c k o w s k i  — The Carotenoids of the Photosynthetic
A pparatus (Inst. Mol. Biol., Jag iellon ian  U niversity, K r a k ó w ) ............................
W. M. P r z y b y s z e w s k i ,  J. M a l e c  — M olecular and C ellu lar Effects of
H ydroxyurea (Inst, of Hematology, W a r s z a w a ) .........................................................
Book R e v i e w s .........................................................................................................................

175

191

227

251

279

301

331

353
373

http://rcin.org.pl



R edakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu  i w prow adzania popraw ek 
nie w pływ ających na treść pracy.

Piśmiennictwo: w  artyku le  należy cytować prace oryginalne z ostatnich k ilku 
la t oraz najw ażniejsze a rtyku ły  przeglądow e om aw iające przedstaw ioną dziedzinę 
z uw zględnieniem  artykułów  opublikow anych w  „Postępach B iochem ii”. W tekście 
należy podawać jedynie nazw iska badaczy, których prace m ają  podstaw owe znacze­
nie w przedstaw ionej dziedzinie. O m awiane prace trzeba num erow ać w  kolejności ich 
cytow ania w  tekście. W ykaz piśm iennictw a zatem  obejm uje prace opatrzone kolej­
nym i num eram i, ale nieuporządkow ane alfabetycznie. Odnośniki bibliograficzne w in­
ny mieć form ę zalecaną przez K om isję W ydawców Czasopism Biochemicznych Mię­
dzynarodow ej Unii Biochemików (IUB) w edług Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, 
(1) np.:

P ipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184. 
C ytując w ydaw nictw a książkow e podawać należy kolejno: nazwisko(a) inicjały  auto- 
ra(ów), rok  w ydania, ty tu ł książki, nazwisko(a) i in icjały  jej redaktorów (a), tom, 
pierw szą i ostatn ią stronę cytow anej publikacji, nazwę w ydaw nictw a oraz miejsce 
w ydania, np.

D ixon M., W ebb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longm ans G reen and Co., 
London;

G ran t J. K., (1969) w  Essays in  Biochem istry, red. Cam pbell P. N., G reville G. D., 
t. 5, str. 1—58; Academ ic Press, London.

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddzielnych kartkach  
i opatrzyć kolejnym  num erem  odpow iadającym  num erow i użytem u w  tekście, oraz 
oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem) nazwisko pierwszego au to ra i początkowym i 
w yrazam i ty tu łu  pracy.

Tabele należy kolejno num erow ać cyfram i arabskim i. T ytuł tabeli i nagłówki 
ru b ry k  pow inny jasno opisywać ich treść zaznaczając, z jak ich  (jakiej) prac(y) po­
chodzą inform acje podane w  tabeli.

Ryciny, tj. w ykresy, rysunki, schem aty lub fotografie należy opatrzyć num eracją  
w  kolejności ich om ówienia w  tekście. P rzy jm uje się zasadę num eracji rycin  cyfram i 
arabskim i, a w zory cyfram i rzym skim i. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) po­
w inny być w ykonane na papierze matowym . Pozostałe ryciny należy w ykonać tu ­
szem na białym  papierze lub n a  kalce technicznej. W ym iar ryciny nie pow inien być 
m niejszy niż 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ram ki 
u jm ujące w ykresy  można wykonać linię cieńszą niż n inie w łaściw e w ykresu. Cyfry 
i litery  służące do opisu rysuku  pow inny mieć wysokość nie m niejszą niż 5 mm. Na 
rysunkach  nie należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skrótam i. Osie 
w ykresów  natom iast w inny być opatrzone napisem  łatw o zrozum iałym . Dla oznacze­
n ia punktów  doświadczalnych można stosować następujące symbole: O D  A  •  B A.  
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołówkiem). Decyzję
0 stopniu zm niejszenia ryciny podejm uje wydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinam i pow inny być dołączone na oddzielnej kartce. 
Oznaczenia, k tórych nie można wpisać na maszynie, należy w yraźnie nanieść czar­
nym  tuszem.

Ze w zględu na w ew nętrzną spoistość artyku łu  zaleca się autorom  konstruow anie 
oryginalnych rysunków  i zbiorczych tabel na podstaw ie danych z piśm iennictw a. 
P raw ie w szystkie czasopisma zastrzegają sobie wyłączność d ruku  prac w raz z ich 
dokum entacją (Copyright). P rzed w łączeniem  tabel, w ykresów  czy schem atów  do 
arty k u łu  przeznaczonego do publikacji w  Postępach B iochem ii należy zatem  uzyskać 
zgodę na  p rzedruk  lub  w ykorzystanie danych i przedłożyć ją Redakcji. W razie 
m odyfikow ania rycin  zaczerpniętych z opublikow anych p rac należy także przedłożyć 
R edakcji do w glądu kopie oryginalnych ilustracji.

R edakcja prosi o w łaściw e pakow anie artykułów , aby zabezpieczyć maszynopisy
1 ilu s trac je  przed pogięciem.
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