POLSKIE TOWARZYSTWO  BIOCHEMICZNE

1982 tom 28 nr 3

PL ISSN 0032-5422

PANSTWOWE
WYDAWNICTWO
NAUKOWE



WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajace
waskie tematy oraz artykuty przegladowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny obejmowaé syntetyczny prze-
glad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podstawie pismien-
nictwa z kilku ostatnich lat, a artykuty drugiego typu jedynie piSmiennictwo z ostat-
niego roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje takze krotkie noty informujgce o no-
wych i wazniejszych osiggnieciach biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
rownoznaczne z oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowa-
na w innym czasopismie, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadaja za prawidtowos¢ i Scistos¢ podanych informacji. Autorow obo-
wigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w Kkorekcie (poza poprawieniem
btedow drukarskich) ponosza autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzuja-
cych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamowienia
na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy =zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po Kko-
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy nadsytaé
w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwdjna
interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze
zawiera¢ wiecej niz 60 znakéw w jednym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie
zgodnie z Norma Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i na-
zwisko(a) autora(6w), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych
pracujg autorzy, adres pocztowy, na ktdry autorzy zyczg sobie otrzymywaé kores-
pondencje, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim
i angielskim), oraz—w prawym dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw
i tabel oraz skrot tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w pelnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angiel-
skim, tytut naukowy autora(6w) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrétow stoso-
wanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmuja tekst pracy do spisu piSmiennictwa wiacznie, tabele,
spis rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach korncowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdzia-
ty, ktérych tytuty winny rzeczowo informowac¢ o przedstawianych tre$ciach. Rze-
czowy spis tresci publikujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdzialy numerujemy
liczbami rzymskimi, a podrozdziaty odpowiednig rzymska i arabskg (np. 1-1.). Tytu-
téw podrozdziatéw nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowaé. W teks$cie nie
nalezy stosowac¢ zadnych podkres$led ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otdéwkiem na
marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekscie liter alfabetu greckie-
go nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny
numerujemy cyframi arabskimi a wzory szymskimi. W tekécie nie nalezy umieszczaé
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zagdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tekscie nalezy podawacé
po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrécenie szczeg6lnej uwagi na poprawnos$é jezykowa
tekstu a takze na Scistos¢ i jasnos$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz
0 niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraznie skrotow, nawet jesli niektére
z nich bywajg uzywane w pracach obcojezycznych.



POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

POostepy
Blochemi

KWARTALNIK m i tom 28 zeszyt 3
Wydane z pomoca finansowg Postbach  28(3)
Polskiej Akademii Nauk (173-380) (1982)

Panstwowe Wydawnictwo Naukowe



RADA REDAKCYJNA #

Przewodniczacy: A. Legocki (Poznan)

Zastepca przewodniczacego: |I. Szumiel (Warszawa)

B. Grzelakowska-Sztabert (Warszawa)

Cztonkowie: S. Angielski (Gdansk), M. Chorazy (Gliwice), E. Czuryto
(Warszawa), W. Drabikowski (Warszawa), M. Fikus (Warszawa), E. Gasior
(Lublin), J. Gregorczyk (Szczecin), M. Guminska (Krakéw), D. Hulanicka
(Warszawa), W. Jachymczyk (Warszawa), J. Kwiatkowska (Wroctaw),
S. Lewak (Warszawa), W. Mejbaum-Katzenellenbogen (Wroctaw), A. Mo-
rawiecki (Wroctaw), J. Pawetkiewicz (Poznan), K. Raczynska-Bojanowska
(Warszawa), L. Wojtczak (Warszawa), Z. Zielinska (Warszawa)

REDAKTOR NACZELNY

Z. Zielinska

ZASTEPCA REDAKTORA NACZELNEGO
D. Hulanicka

SEKRETARZ REDAKCIJI
A. Wieraszko

CZLONKOWIE REDAKCIJI: B. Czartoryska (Warszawa), J. Rytka
(Warszawa), J. Skangiel-Kramska (Warszawa), J. Zborowski (Warszawa)

Adres Redakcji
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Freta 16, 00-227 Warszawa

PANSTWOWE WYDAWNICTWO NAUKOWE —WARSZAWA 1983

Naktad 2300 Oddano do sktadania 20.V.1982 r.
Ark. wyd. 1575; ark. druk. 13,0 Podpisano do druku w marcu 1983 r.
Papier druk. sat. kl. IV 71 g. 70X100 Druk ukonczono w kwietniu 1983 r.
Zam. 2511/82 Cena zt 60—

Drukarnia im. Rewolucji Pazdziernikowej, Warszawa



postepy Biochem., 28, 175—190, 1982

ANDRZEJ PASZEWSKI*)

Immunoglobuliny — Zmiany genetyczne zwigzane z ich powstawa-
niem i réznicowaniem

Immunoglobulins — Genetic Rearrangements Involved in their
Formation and Differentiation

Spis tresci

l. Wstep

Il. Liczba i struktura genéw kodujgcych tancuch immunoglobulinowy

I1l. Formowanie genéw immunoglobulinowych z segmentéw w drodze rekombinacji
genetycznej

IV. Rekombinacyjne sekwencje sygnalne

V. ldentyfikacja segmentéw D w DNA mysim

V1. Wykluczenie alleli

VII. Uwagi koncowe

Contents

l. Introduction

Il.  Number and structure of genes coding for immunoglobulin chains

I1l.  Immunoglobulin gene formation from segments by genetic recombination
IV. Recombination signal sequences

V. ldentification of D segments in mouse DNA

V1. Allelic exclusion

VII. Concluding remarks

l. Wstep

Zdolno$¢ wszystkich kregowcéw do wytwarzania swoistych biatek
zwanych przeciwciatami lub immunoglobulinami, mogacych rozpoznaé
i unieczynnia¢ niezwykle wiele rd6znorodnych struktur molekularnych
wystepujacych lub mogacych pojawi¢ sie w naturze, stanowi bardzo
skuteczny mechanizm obronny organizmu przed inwazjg obcych mu ciat.

*) doc. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 36, 02-532
Warszawa.
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Szacuje sie, ze kazdy osobnik wytwarza ponad milion réznych immuno-
globulin.

Pomimo wspomnianej réznorodnosci wszystkie przeciwciata zbudo-
wane sg wedtug jednego podstawowego schematu, ktory przedstawiono
na rycinie 1 Czasteczka przeciwciata sktada sie z tancuchow polipepty-
dowych dwoch typdw tzw. lekkich i ciezkich. W kazdym z nich wyrdznia
sie cze$¢ statg (ang. constant, C) i zmienng (ang. variable, V). W czesci
zmiennej, ktorej zadaniem jest wigzanie antygenu, wystepuja odcinki
superzmienne Vi, V2i V3 Czesci state tancuchéw uczestniczg w elimino-
waniu antygenu.

Przez bardzo dtugi czas intrygowato badaczy pytanie, w jaki sposob
organizm jest w stanie wytwarza¢ tak wiele roznych przeciwciat. Wy-
sunieto dwie hipotezy tlumaczace to zjawisko: pierwsza to hipoteza linii
zarodkowej, przyjmujgca osobne geny kodujgce kazdy ze spotykanych

faricuch ]——

cigzki

Ryc. 1. Czasteczki immunoglobulin sktadajg sie z czterech tafcuchéw: pary tancu-
chéw ciezkich i pary lekkich. Kazdy z nich dzieli sie na dwa odcinki spetniajace
rézne funkcje: czeS¢ zmienng, ktora uczestniczy w rozpoznawaniu antygenu oraz
cze$¢ stala, ktéra w przypadku tancuchéw ciezkich decyduje o funkcji efektorowej
czasteczki. W czeSci zmiennej wyréznia sie fragmenty 1, 2, 3, 4 tworzace zrgb
(ang. framework), réznigce sie stosunkowo nieznacznie w immunoglobulinach r6z-
nych typéw oraz trzy odcinki superzmienne I, Il, Ill, ktédre decydujg o specyficznosci
antygenowej immunoglobuliny i one w pofaldowanej czasteczce biatka tworzg
miejsce wigzace antygen. Kazdy z taAcuchdw ciezkich kodowany jest przez cztery
segmenty: segment C kodujacy cze$¢ staltg tancucha, segment J kodujacy czesé
zrebu, segment D kodujacy Il odcinek superzmienny oraz segment V kodujacy
pozostatg cze$¢ czesSci zmiennej. tancuchy lekkie kodowane sa przez segmenty
CL, VI i JL, nie majg jednak odpowiednika segmentu D. Niektorzy autorzy pisza
o segmentach C, V i J jako o genach. Nie jest to jednak zgodne z powszechnym
rozumieniem genu, jako jednostki transkrypcji.
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tanicuchéw immunoglobulinowych oraz druga — hipoteza somatycznej
mutacji — zakladajgca, ze ro6znorodno$¢ immunoglobulin wynika, przy-
najmniej czesciowo, z somatycznych mutacji (ale nie zawsze rozumianej
w SciSle genetycznym znaczeniu) zachodzgcych w matej liczbie gendw
linii zarodkowej w procesie immunodyferencjacji. Dopiero badania ostat-
nich lat, dzieki zastosowaniu technik klonowania i sekwencjonowania
DNA, pozwolity wyjasni¢ podstawowe mechanizmy lezgce u podstaw
tak duzej réznorodnosci przeciwciatl. Materiat w tych badaniach stano-
wity gtownie szpiczaki mysie (nowotwory szpiku kostnego) charaktery-
zujace sie bardzo szerokim spektrom wytwarzanych immunoglobulin.
Wykazano, ze w komdrkach embrionalnych, w przeciwienistwie do doj-
rzatych limfocytéw, poszczeg6lne segmenty gendw kodujgcych zaréwno
tafncuchy ciezkie jak i lekkie znajdujg sie w réznych czes$ciach chromo-
somu, niektdre w znacznej odlegtosci od siebie. Liczba i rozmieszczenie
tych segmentéw oraz ich przemieszczanie w chromosomie w czasie rdz-
nicowania bedag oméwione szczegétowiej w dalszej czesci artykutu. Te
procesy tworzenia i réznicowania immunoglobulin poza tym, ze za-
pewniajg ich rdznorodnosé, sg jednoczes$nie fascynujacym modelem do
badania mechanizmoéw przemian genetycznych zwigzanych z rozwojem
i r6znicowaniem organizmow eukariotycznych.

Il. Liczba i struktura gendéw kodujacych tancuchy immunoglobulinowe

Pierwsze prace dotyczyly genow kodujacych tancuchy lekkie. lzolo-
wano mRNA tych tancuchéw a nastepnie, po wyznakowaniu go jodem
radioaktywnym, hybrydyzowano z DNA komdrek réznych linii. W in-
nych doswiadczeniach do hybrydyzacji uzywano znakowanego fosforem
cDNA otrzymanego przez odwrotng transkrypcje mRNA. Wyniki wy-
kazaty, ze w DNA komodrek wystepuje szereg roznych sekwencji VL ale
jednoczesnie, ze nie jest ich na tyle duzo, aby zapewni¢ obserwowang
réznorodno$¢ immunoglobulin (1, 2). Dane te sugerowatly, ze ta rozno-
rodno$é moze byé konsekwencjg tgczenia sie w réznych kombinacjach
pewnej liczby segmentow DNA, kodujgcych okreslone fragmenty poli-
peptydow, w funkcjonalne geny. Hipoteza ta zostata potwierdzona przez.
Tonegawe i jego wspotpracownikéw (3).

Badacze ci hybrydyzowali mRNA tancucha lekkiego znakowanego jo-
dem radioaktywnym z DNA z tkanek embrionalnych oraz z komoérek
szpiczaka mysiego, w obu przypadkach strawionych enzymem restryk-
cyjnym BamHI. Stwierdzono odrebne wzory hybrydyzacyjne. DNA z tka-
nek zarodkowych wykazywat dwa fragmenty, jeden hybrydyzujacy z sek-
wencjami C i drugi z V, za$ DNA izolowany z komdérek nowotworowych
wykazywat tylko jeden fragment hybrydyzujacy zaréwno z sekwencja-
mi C jak i z V. Swiadczy to, ze w czasie réznicowania nastepowato ta-
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czenie segmentdw C i V, nie za$ tgczenie r6znych mRNA w jeden trans-
krypt. Inaczej moéwigc przegrupowanie materiatu genetycznego zachodzi
na poziomie DNA a nie RNA. W tej samej pracowni wykazano, ze nawet
po przegrupowaniu, segment kodujacy czes¢ zmienna VL nie jest bez-
posrednio dotagczony do segmentu kodujacego cze$¢ statg CL— oddziela
te dwa fragmenty intron o diugosci 1250 par nukleotyddéw (4). Roéwniez
Tonegawa i wspotpracownicy jako pierwsi sklonowali w bakterii
segment VL fancucha lekkiego podgrupy X (5). Obecnie wiadomo, ze
w genomie myszy znajduja sie dwa takie segmenty (6), natomiast liczby
segmentéw kodujacych czesci zmienne tancuchdw lekkich typu x oceniana
jest na 100-300 (cytowane za (7)).

W przypadku tanicuchéw immunoglobulinowych ciezkich sytuacja jest
bardziej ztozona. Im tez poswiecimy wiekszo$¢ dalszych rozwazan, po-
niewaz na ich przyktadzie mozna przeSledzi¢ wszystkie najwazniejsze
mechanizmy genetyczne lezgce u podstaw wytwarzania duzej réznorod-
nosci przeciwciat. Przede wszystkim w przypadku tancuchéw ciezkich
wystepuje kilka réznych segmentéw CH kodujacych czesci state, od kto-
rych nosza nazwy poszczegdlne klasy immunoglobulin: IgM, 1gG, IgA itd.,
za$ liczbe segmentdw VH szacuje sie na 200-1000 (cyt. za 7), przy czym
wyrézni¢ mozna wsrdéd nich ,rodziny” segmentéw bardzo do siebie po-
dobnych.

Podobnie jak w przypadku genéw kodujacych tancuchy lekkie, dla
poznania rozmieszczenia i przemieszczen segmentow gendw kodujacych
tancuchy ciezkie postugiwano sie cDNA otrzymanym z odwrotnej trans-
krypcji mRNA tancuchow ciezkich réznych klas immunoglobulin. Hy-
brydyzowano je nastepnie z DNA otrzymanym z komdrek wytwarza-
jacych rozne immunoglobuliny. Szczegdlnie przydatne byto tu DNA izo-
lowane z limfocytobw nowotworowych hodowanych in vitro, ktore sa
zrédtem przeciwciat wielu klas, a takze wykorzystywano komorki em-
brionalne (8-11). Badania te pozwolity na ustalenie, ze te same fragmenty
DNA kodujace poszczegdlne czesci tancucha immunoglobulinowego, kté-
re w dojrzatym limfocycie znajdujg sie w poblizu siebie, w tkance em-
brionalnej wystepuja w odrebnych cze$ciach chromosomu. Swiadczyto
to o zasadniczych przegrupowaniach materiatu genetycznego w procesie
réznicowania immunoglobulin, polegajacych na usunieciu (delecji) wiek-
szych lub mniejszych odcinkéw chromosoméw. Okazato sie takze, ze
w czasie réznicowania ulegajg delecji rowniez poszczegdlne segmenty CH
Przez okreslenie, jakie segmenty CHwystepuja w DNA komérek wytwa-
rzajagcych okreslone immunoglobuliny, mozna byto ustali¢ kolejno$¢ tych
segmentéw w chromosomie.

Badania nad uszeregowaniem segmentdw CHw chromosomie ujawnity

* Podgrupa charakteryzuje sie duzym podobieAstwem zrebu czesci zmiennej
tancucha.
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jednoczes$nie, ze zmiany klas moga odbywac sie tylko w okres$lonej ko-
lejnosci i sg nieodwracalne, co doskonale ttumaczy model delecyjny zapro-
ponowany przez Honjo i Ketaoka (8). Tak np. w DNA z komérek
syntetyzujacych immunoglobuline IgM stwierdza sie wystepowanie wszyst-
kich pozostatych segmentéw CH zas w DNA z komdérek wytwarzajacych
immunoglobuline IgG brak jest juz segmentdw C,a i Ca, kodujgcych czesci
state tancuchow IgM i IgD. Zrozumienie tego zjawiska utatwia Ryc. 2, na
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Rye. 2. Schemat organizacji segmentdw genéw kodujgcych tancuchy ciezkie immu-
noglobulin mysich. Nie sg zachowane proporcje wielkosci poszczegdlnych odcinkéw.
W czeSci gbérnej zaznaczono regiony segmentéw Vh, D, Jh i Ch- Liczbe pierwszych
ocenia sie na 200-1000 (7). Segmentdw D jest okoto 10. Pozostate typy segmentéw
zaznaczono nieco szczeg6towiej: segmentdw JH jest 4, za$ segmentéw CH 7. Ich
kolejnos¢ okreslono na podstawie (8-12). Odlegtosci pomiedzy regionami segmen-
tow VH i D nie sg znane, pomiedzy D i JH wynoszag one ponad 1000 par zasad.
Segmenty JH oddzielone sg od siebie odcinkami kilkuset par zasad, za$ caty re-
gion JH oddziela od segmentu Clx 7,5 tys. par zasad, segment Cja dzieli od Ca 2,5 tys.
par zasad. Odcinki pomiedzy segmentami C:b i Cza oraz Cyi i CY:bocenia sie na
ok. 20 tys. par zasad (12).

/

ktérej zaznaczono schematycznie uszeregowanie segmentéw genowych na
chromosomie komdérek embrionalnych. Poniewaz transkrypcja przebiega
od konca 5’, wiec azeby powstata immunoglobulina np. klasy 1gG)3 (eks-
presja segmentu Cy3 segmenty Cju i Ca musza zosta¢ usuniete. W przy-
padku immunoglobuliny IgA muszg ulec delecji wszystkie inne segmen-
ty CH Schemat ten, podany z pewnym wyprzedzeniem, ufatwi $ledzenie
dalszych czesci artykutu, w ktorych przedstawione sg dane potwierdza-
jace i uscislajgce podang tu kolejnosc.

I1l. Formowanie genéw immunoglobulinowych z segmentéw w drodze
rekombinacji genetycznej

Etapy formowania gendéw kodujacych tancuchy ciezkie immunoglo-
bulin i ich dalszego przeksztatcania przesledzimy na kilku przyktadach za-
czynajagc od gendéw warunkujacych powstawanie klas IgM i IgD, gdyz te
witasnie pojawiaja sie jako pierwsze w cyklu dojrzewania i réznicowania
limfocytow B. Immunoglobulina IgM syntetyzowana jest juz w bardzo
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miodych limfocytach wytwarzanych w szpiku kostnym. Wedruja one na-
stepnie do $ledziony, gdzie dzielg sie i przeksztatcajg w bardziej dojrzate
komorki, ktdre oprécz immunoglobuliny IgM wytwarzajg takze immuno-
globuline D (IgD). Co ciekawe wiekszo$¢ tych komoérek wytwarza obie te
immunoglobuliny jednocze$nie. Jest to szczeg6lny przypadek,-poniewaz
limfocyty, ktore przechodzg dalsze réznicowanie tzw. zmiane klasy (ang.
class switch) wytwarzajg juz tylko immunoglobuline jednego typu — IgG,
IgA lub IgE.

Jak pokazano na Ryc. 3 w procesie dojrzewania limfocytow nastepuje
fuzja jednego z segmentéw VHz jednym z segmentéw D i jednym J (czy
to zachodzi zupeinie losowo nie jest w tej chwili wiadome), przez co

J2 J4
=085 13133 segment Cy, segment Cg
2% ENENEE § =¥ 8 % DNA lini zarodkowej
l(aczenie V-]

segment C, segment Cp

*-DNA limfocystu B
i?ranskrgpcja

segment C segment Cg

prekursorowe mRNA

Sepg et I ¢
e 22 3 \\Hl//’///

sV o
~ == = \-‘
2/ 7= = e 1 .
Scalanie RNA = mHM i MRNA i 6 mRNA

egzony VDDCN, egzony VDJCg

Ryc. 3. Model réwnoczesnej syntezy immunoglobulin IgM i IgD w limfocytach B.
Najpierw w komérkach macierzystych limfocytéw B zachodzi potgczenie segmentow
genowych V, D i J. W czasie tego procesu odcinki DNA oddzielajgce te segmenty
zostajg wydeletowane. Nastepnie syntetyzowane jest pre-mRNA, ktére podlega dal-
szej obrébce scalania (ang. splicing), w wyniku ktérego ulega wycieciu intron po-
miedzy J i oraz sekwencje na prawo od C”prowadzi to do powstania [i mMRNA.
Alternatywnie wycieciu podlega caty odcinek od J do Cpttgcznie z egzonami CV
powstaje w tym przypadku mRNA. Poniewaz te dwa typy mRNA majg identyczne
sekwencje V, D i J, nalezy oczekiwaé, ze syntetyzowane biatka bedg miaty jedna-
kowa specyficzno$¢ antygenowa (wg 12).

tworzy sie zwarty egzon VDJ. Transkrypcja obejmuje egzon VDJ i prze-
biega dalej na prawo obejmujac region Ca. Powstaje prekursorowe mRNA
o0 diugosci co najmniej 19,5 tys. zasad. To mRNA moze podlega¢ dwdm
typom scalania (ang. splicing): albo powstaje mRNA immunoglobuliny IgM
(u mMRNA) albo immunoglobuliny IgD (a mRNA). Scalanie w kierunku
powstawania mRNA nastepuje cze$ciej, co przejawia sie wystepowa-
niem duzej ilosci IgM i matej IgD w surowicy mysiej. Sg jednak lim-
focyty wytwarzajgce tylko IgM, co moze Swiadczy¢ o tym, ze region Clu
zostat w nich catkowicie usuniety (12).

Wytwarzanie immunoglobulin M i D wymaga tylko jednej rekombinacji
genetycznej polegajacej na fizycznym ztgczeniu fragmentow DNA kodu-
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jacych tancuch polipeptydowy. Dalsze zréznicowanie prowadzace do wy-
twarzania immunoglobulin innych klas zwane zmiang klasy polega na wy-
mianie regionéw kodujacych state fragmenty tancucha ciezkiego. Zmiane
takg przedstawiono na przyktadzie przeksztatcenia ,zestawu informuja-
cego” immunoglobuliny M na zestaw immunoglobuliny G konkretnie
1gG,.% (Ryc. 4). Jak wida¢ na Ryc. 4, duzy odcinek DNA zostaje usuniety,
przez co region Cy zostaje przytgczony w sasiedztwie regionu VDJ two-
rzac nowa jednostke transkrypcyjng. Powstajace pre-mRNA podlega sca-
laniu w wyniku czego powstaje mRNA immunoglobuliny IgGyh W po-
dobny sposéb nastepuja inne zmiany klasy, przy czym zawsze sg one
jednokierunkowe, poniewaz usuniety w czasie rdéznicowania odcinek nie
moze juz by¢ wstawiony z powrotem. Jest to zgodne z delecyjnym mo-
delem zmiany klas, o ktérym pisaliSmy wyzej.

- \/ J
= == H—0000——000——0808- 00

i

—:-:&B{}B:A}ﬂﬂ-:[}ﬂ:

transkrypcja A Cu CsC 3/ Cy2b Cq2a Co
i scalanie / dQ‘QC/
TR R ——HHH == F

M MRNA vDJ \ ci2b
) transkrypcje i scalanie

P MRNA

Ryc. 4. Schemat rekombinacji prowadzacych do powstania peinego genu C”, a na-
stepnie do zmiany klasy z utworzeniem kompletnego genu CZ W pierwszym etapie
nastepuje taczenie jednego z segmentéw Vh z jednym z segmentéw D i jednym JH
w egzon VDJ. W wyniku transkrypcji regionu VDJ wraz z segmentem C powstaje
pre-fi, MRNA, a nastepnie, w wyniku scalania jimRNA, na ktédrym przebiega trans-
lacja tancucha ciezkiego immunoglobuliny IgM. W procesie réznicowania limfo-
cytu B moze nastapi¢ usuniecie duzego odcinka DNA zawierajacego segmenty CI[X,
Cs,Cy3iCyiwraz z przytgczeniem segmentu Cd w poblize regionu VDJ. W wyniku
transkrypcji i scalania powstaje :bmRNA. Fragmenty zaczernione reprezentujg
segmenty V, D i J, fragmenty zakreskowane egzony C(x, za$ fragmenty zakropko-
wane egzony Cy:b- Pozostale segmenty CH zaznaczono w postaci otwartych prosto-
katow bez wyr6zniania egzon6éw i intronéw (wg 13, 14).

Zaréwno formowanie genu immunoglobulinowego, tj. tgczenie regio-
néw V, D i J w egzon VDJ, jak tez pdzniejsze zmiany klas sg konsek-
wencja usuniecia okreslonych odcinkdw DNA, ktére musi przebiegaé
w miare precyzyjnie. Precyzja taka moze byé zagwarantowana istnieniem
specyficznych sekwencji w DNA, rozpoznawanych przez swoiste enzymy.
Sekwencje takie wyznaczajg miejsce rekombinacji.
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IV. Rekombinacyjne sekwencje sygnalne

Przez hybrydyzowanie radioaktywnych fancuchéw cDNA odpowiada-
jacych réznym immunoglobulinom z DNA réznych linii komorkowych,
pocietego enzymami restrykcyjnymi i rozdzielonego elektroforetycznie,
udato sie wyodrebni¢ fragmenty DNA zawierajace poszczegdlne geny
immunoglobulinowe wraz z sekwencjami sgsiadujgcymi, a z komérek
embrionalnych takze fragmenty DNA zawierajgce poszczeg6lne segmenty
tych genow. Tak zidentyfikowane fragmenty klonowano nastepnie w bak-
teriach przy uzyciu roéznych wektorow. Obecnie w wielu pracowniach
dysponuje sie duzg kolekcjg plazmidéw lub fagow noszgcych okreslone
sekwencje gendw immunoglobulinowych. Dzieki ich sklonowaniu mozna
byto otrzymaé wystarczajgcg ilos¢ materiatu do ich sekwencjonowania,
a takze do innych typdw dosSwiadczen, np. do badania hybrydyzacji
w mikroskopie elektronowym (17, 18). Te ostatnie prace pozwolity
w wielu przypadkach okresli¢ odlegtosci pomiedzy réznymi segmentami
genéw, tak w komérkach embrionalnych jak i dojrzatych limfocytach,
szczegOlnie gdy przewyzszaly one diugoscig fragmenty DNA nadajgce
sie do bezposredniego sekwencjonowania. Czes¢ z uzyskanych w ten spo-
séb danych podano w opisie do Ryc. 2.

Zbadanie kolejnosci nukleotydéw regionéw V i J, zaréwno taricuchéw
lekkich jak i ciezkich ujawnito wystepowanie dwoch charakterystycznych
sekwencji DNA w ich sasiedztwie, w poblizu miejsca gdzie zachodzi re-
kombinacja. Po stronie 3’ regonéw V znajdujg sie zawsze heptamer
CACAGTG i dalej w niewielkiej odlegtosci nanomer ACAAAAACC
wzglednie niewielkie modyfikacje tych sekwencji (Tabela 1). Z kolei re-
giony J poprzedzajg nanomer GGTTTTTGT i heptamer CACTGTG. Jest
rzeczg bardzo charakterystyczng, ze nanomery oddzielone sg od heptame-
row ok. 12+1 lub ok. 23+1 zasadami, co odpowiada jednemu lub dwoém
petnym skretom helisy DNA. W ten sposéb te specyficzne sekwencje sg
zorientowane prawie w tym samym Kkierunku w stosunku do osi helisy,
bez wzgledu na to, czy wstawki miedzy nimi sg jedno- czy dwuskre-
towe.

Badajac te charakterystyczne sekwencje DNA stwierdzono w przy-
padku segmentéw kodujgcyh tancuchy lekkie, ze te ktére wystepuja
przy segmentach J oddzielone sg dtugimi wstawkami, za$ te przy segmen-
tach V, krotkimi. Zwrdcili na to uwage Early et al (15) i Sakamo
et al. (13) sugerujac, ze jest to istotne dla rekombinacji zwigzanej z t3-
czeniem segmentéw genow immunoglobulinowych. Sformutowali oni
regute @23 nukleotydowych wstawek wraz z hipotezg mechanizmu samej
rekombinacji. Hipoteza ta zaklada, ze enzym zigczajgcy — swoista rekom-
binaza, skitada sie z dwdch roznych podjednostek: jedna rozpoznajaca
heptamer i nanomer rozdzielone krotkg wstawka (12 + 1 par nukleotyddw)



19] IMMUNOGLOBULINY —ASPEKTY GENETYCZNE 183

Tabela 1

Dwie charakterystyczne sekwencje nukleotydéw spotykane w poblizu miejsc zigczen segmentow
V-J i Y-D-J (wg 13)

J DNA Liczba nukleotydow

Nanomer Heptamer
segmenty w wstawce
71 GGTTTTTGT 23 CACTGTG
J* 2 AGTTTTTGT 23 CAGTGTG
h 3 GGGTTTTGT pal CACTGTA
J* 4 GGTTTTTGT 24 CACTGTG
h 5 GGTTTTTGT 23 CACTGTG
Jal 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 n 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

Dwa bloki konserwatywnych sekwencji: nanomery i heptamery znajduja sie w sasiedztwie 5’ korica segmentéw
Ji 3" kohca segmentéw V. Sekwencje znajdujace si¢ przy obu typach segmentéw wykazujg duzy stopieri komplementar-
noéci, co moze mie¢ znaczenie przy tworzeniu struktur rekombinacyjnych zwigzanych z ich tgczeniem (por. rys. 8).

i druga, rozpoznajaca te same sekwencje sygnatowe, ale rozdzielone dtuz-
szg wstawkg (21 + 1 par nukleotydéw).

W przypadku DNA kodujacego tancuchy ciezkie zarbwno segmen-
ty VHjak i JHmajg sekwencje sygnalne rozdzielone wstawkami dtugimi.
Zgodnie wiec z regutg 122 nie powinny by¢ one bezposrednio ze sobg
taczone. Tak jest w rzeczywistosci — pomiedzy nie wbudowywany jest
jeszcze krotki segment kodujacy D (od ang. diversity — r6znorodnosc),
0 czym bedzie mowa ponizej.

Zmiana klasy immunoglobulin przebiega inaczej anizeli tgczenie re-
gionéw VDJ, chociaz i tutaj odgrywajag role specyficzne sekwencje nu-
kleotydowe. Sekwencje te znajdujg sie po stronie 5’ kolejnych segmen-
tébw CH i sg one inne od tych, ktdre uczestnicza w #gczeniu segmen-
téw V, D i J. Nalezy wiec sadzi¢, ze przegrupowania segmentow DNA
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zwigzane ze zmianami klas zachodzg przy udziale innych biatek niz te,
ktére tacza segmenty kodujace czesci zmienne. Na rycinie 5 podano kon-
kretny przykiad zmiany klasy IgM na IgG ilustrujagcy spos6b zachodze-
nia rekombinacji. W przypadku zmiany klasy IgM na IgA rekombinacja
zachodzi w miejscach DNA charakteryzujgcych sie inng sekwencjg, co
oznacza, ze w odcinkach oddzielajgcych poszczeg6lne segmenty CH istnie-
ja rozne sekwencje sygnalne determinujgce okreSlone'zmiany klas, ktdre
najprawdopodobniej rozpoznawane sa przez swoiste biatka. Ziacza ge-
néw V, D i J znajdujg sie w obrebie egzonu VDJ, co powoduje koniecz-
no$¢ dosyé duzej precyzji rekombinacji prpwadzacej do scalania. W prze-

I
C,
5——VDJ GTAC'rTCCTGGTTGTTAA[AC'Z(A{TGG—» 7
e : C72b
C—AGAGTCCTGGGGGCCAGG]AQ@G|TTG- +—OBEEE{—3'
d
z VR 4 +A | C'IZb
5'——VD3 -GTACTITCCTGATTGTTAARGAATTG » - CINETHENTY a’

1

Ryc. 5. Rekombinacja prowadzgca do zmiany klasy immunoglobuliny IgM na IgG
linia komoérek szpiczakowatych M-141-P-21, (wg 9). Pionowag kreskg zaznaczono
miejsca, w ktérych nastgpita rekombinacja. Delecja objeta odcinek DNA (pogrubiona
linia) zawierajgcy segment C(x oraz segmenty Cs-Cyi (nie zaznaczone). Powtarza-
jace sie sekwencje, ktore mogg mie¢ znaczenie przy rekombinacji zaznaczono ram-
kami. W przypadku innych zmian klas homologia sekwencji ,rekombinacyjnych”
moze byé mniejsza. Jak widaé, przy zmianie klasy segmenty VDJ pozostajg te same,
a wiec pozostaje tez niezmieniona specyficzno$¢ antygenowa wytwarzanej przez
dang komérke immunoglobuliny.

ciwienstwie do tego zmiana klasy polega na zastgpieniu egzonéw Cu
przez ktorys z kolejnych segmentéw CHi a priori moze to nastgpi¢ przez
rekombinacje w dowolnym miejscu odcinka o diugosci 7,5 kz oddziela-
jacego segment JH 6d egzonéw Cju i w dowolnym miejscu Kkilku tysiecy
zasad po stronie 5’ kolejnego segmentu CH Sugeruje to, ze miejsca,
w ktérych zachodzg rekombinacje zwigzane ze zmiang klasy mogag by¢
liczne i rozproszone po catym intronie. Rzeczywiscie w intronie pomiedzy
JH i C/i stwierdzono wystepowanie trzech sekwencji homologicznych do
przedstawionej na rycinie 5. W odcinku DNA po stronie 5’ od genu Ca
znaleziono az 17 podobnych do siebie sekwencji 30-to nukleotydowych,
ktére moga byé sygnatami przy zmianie klasy Cii na Ca, lub zmianie
innych klas. Rzeczywiscie szczegdtowa analiza restrykcyjna DNA roz-
nych Kklondw komodrkowych wytwarzajgcych immunoglobuline IgA wy-
kazata istotne réznice w intronie oddzielajgcym segment J od segmen-
tu Ca. Poréwnanie ich z sekwencjami w innych odcinkach odo’zielajg-
cych od siebie geny CH wskazuje jednak, ze zaobserwowana homologia
jest niewystarczajaca, aby zapewniata specyficznos¢ rekombinacji.
Davis i wspdtpracownicy (16) wysuneli hipoteze, udziatlu specyficz-
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Ryc. 6. Model rekombinacji prowadzacej do zmiany klasy immunoglobuliny. Mate
prostokaty symbolizujg odcinki DNA rozpoznawane przez biatka zaznaczone kot-
kami, ktére umozliwiajg lub tez przeprowadzajg rekombinacje. Sekwencje nukleo-
tydow w tych odcinkach wskazujg, ze stopiert ich homologii w wielu przypadkach
jest niewystarczajacy, aby wytlumaczyé rekombinacje. Postuluje sie natomiast, ze
kazda z sekwencji wigze specyficzne biatko. Biatka te reagujac ze sobg tworza
heterodimer, w obrebie ktérego zachodzi rekombinacja. Poniewaz przy roéznych
zmianach klasy immunoglobulin uczestnicza rézne sekwencje ,rekombinacyjne”,
najprawdopodobniej rézne sg tez rozpoznajgce je biatka (wg 5).

nych biatek, ktdre rozpoznajg okreslone sekwencje nukleotydowe w DNA
i do nich sie dotaczaja. Z kolei te biatka reaguja z soba, przez co zblizaja
do siebie odpowiednie odcinki DNA umozliwiajgc zajScie rekombinacji
w okreslonym miejscu. Model zmiany klasy proponowany przez tych
autorow przedstawiono na rycinie 6. Oczywistym ograniczeniem dowol-
nosci miejsc, w ktérych moze zajs¢ rekombinacja jest konieczno$¢ zapew-
nienia wiasciwego scalania pre-mRNA w mRNA, aby mogta prawidtowo
przebiegaé¢ synteza tancucha polipeptydowego.

V. ldentyfikacja segmentéw D w DNA myszy

W przeciwienstwie do genéw kodujgcych tancuchy lekkie, w ktérych
segmenty VL dotgczone sg bezposrednio do segmentéw JL, w przypadku
tancuchow ciezkich sytuacja przedstawia sie odmiennie. Jak juz wspo-
mniano wyzej pomiedzy segmenty VHi JH wbudowany jest jeszcze seg-
ment D kodujacy zwykle kilka aminokwaséw. O istnieniu takiego seg-
mentu wnioskowano na podstawie poréwnania sekwencji nukleotydow
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dojrzatego genu immunoglobulinowego, z sekwencjami embrionalnych
segmentow VH i Jh oraz sekwencji aminokwasow w biatku. Wykazano,
ze kroétkie sekwencje aminokwasowe w trzecim fragmencie superzmien-
nym, nie majg odpowiadajgcych sobie sekwencji kodujagcych w embrio-
nalnych segmentach VHi JH (13, 15). Wydaje sie bardzo prawdopodobne,
ze dla sformowania calego segmentu VDJ potrzebne sg dwa zdarzenia
rekombinacyjne, tj. tgczenie VHz D i D z JH (kolejnos¢ moze by¢ inna). |,

Poniewaz wszystkie dotad zbadane segmenty VHi JH linii zarodkowej
maja swoje sekwencje sygnalne potrzebne do rekombinacji oddzielone
dtugimi wstawkami przewidziano, ze sekwencje sygnalne przy segmen-
tach D, zarowno od strony VHjak i JHoddzielone sg wstawkami krotkimi.
W ten sposéb zachowana zostaje wspomniana reguta 223 nukleotydo-
wych wstawek obowigzujaca przy rekombinacji. Przewidywanie to po-
twierdzito sie.

W DNA wielu komérek szpiczakowatych oprécz normalnego, scalo-
nego segmentu VDJ wystepujg niewtasciwie (abortywnie) przegrupowane
segmenty JHw homologicznym chromosomie. Jesli DNA z takich komo-
rek strawi sie okreSlonym enzymem restrykcyjnym i podda elektrofore-
zie, a nastepnie rozdzielone fragmenty hybrydyzuje z sondg zawierajacg
sekwencje JH linii zarodkowej, to obok fragmentéw zawierajgcych peiny
segmentu VDJ spotyka sie tez inne hybrydyzujace z sondg fragmenty
reprezentujace czesto wilasnie abortywnie przemieszczone segmenty JH
Saka no i wsp. (17) wyodrebnili z DNA komorek linii myelomatycznej
QUPC52 fragment 5.2 kz Eco RI hybrydyzujgcy z fragmentem 6.2 kz
DNA linii zarodkowej noszacym wszystkie cztery segmenty JH Stwier-
dzili w mikroskopie elektronowym, ze we fragmencie DNA nowotwo-
rowego wystepujg delecje o dtugosci 1.1 kz (ryc. 7). Nastepnie wyodreb-
nili przy zastosowaniu odpowiednio dobranych enzymow restrykcyjnych
fragmenty DNA stanowigce granice delecji (Ryc. 7B fragmenty a, b i ¢),
w ktérych nastepnie oznaczyli sekwencje nukleotydéw. Zestawienie tych
sekwencji (Ryc. 7) uwidocznito, ze w DNA nowotworowym (b) usuniety
jest fragment zaczynajacy sie na 5’ koncu segmentu JH2 a konczacy sie
w poblizu odcinka oznaczonego D@2 ktéry po swojej stronie 5’ ma
charakterystyczne dla struktury rekombinacyjnej nanomer i heptamer, roz-
dzielone 12 parami nukleotydéw. Co wiecej, sekwencjonowanie DNA od
strony 3’ segmentu D@ uwidocznito takg samg strukture (Ryc. 7B a).
Na podstawie tych danych autorzy uwazajg, ze zidentyfikowano jeden
z segmentéw D, chociaz dotychczas opisane sekwencje aminokwaséw w re-
jonie superzmiennym VHB (ten wtasnie jest kodowany w czesci przez
segment D) nie zawierajg peptydu przewidywanego na podstawie sek-
wencji nukleotydow DQUB2 Nalezy zwrocié uwage, ze wstawki pomiedzy
nano- i heptamerami po obu stronach segmentu D sg krdtkie — 12-nu-
kleotydowe. Stad, zgodnie z regutg 223 nukleotydowych wstawek region
ten moze by¢ dotgczany zar6wno do segmentow V jak i J, ktorych sek-
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Hyc. 8. Typy mozliwych struktur rekombinacyjnych przy tgczeniu segmentow V z D
(identyczne bytyby w przypadku #aczenia D-J). Struktura A (wg 15). Biatka ,i3-
czgce” zaznaczono linig przerywang. Struktura B (wg 19, 20) typu krzyzowego
w oparciu o znaczny stopien komplementarnosSci heptamerdéw i nanomeréw znaj-
dujgcych sie przy segmentach V i D. Tworzenie struktury B wydaje sie jednak
mato prawdopodobne w przypadku daleko od siebie lezacych segmentow.

wencje sygnalne dla enzyméw rekombinujacych przedzielone sg wstaw-
kami diugimi — 23-nukleotydowymi (Tabela 1). Tworzenie struktury re-
kombinacyjnej przedstawiono schematycznie na Ryc. 8. Najprawdopodobnigj
taczenie sie segmentéw VH z D i D z JH nie zachodzi jednocze$nie —
»montowanie” genu odbywa sie w dwoch etapach.

Kurosawa i wspdtpracownicy (18) stosujgc te samag, opisang wy-
zej technike, wykryli jeszcze dwa inne segmenty D w DNA dwdch
linii limfocytéw T. Segmenty te majg zblizong sekwencje nukleotydéw
i kodujg peptyd Tyr-Tyr-Gly wykrywany w wiekszosci czesci zmiennych
ciezkich tancuchéw immunoglobulinowych. W obu przypadkach do seg-
mentu D dotgczony jest segment JH- Roéwniez i w tym przypadku sek-
wencje sygnalne po obu stronach sekwencji kodujacych oddzielone sg
wstawkami 12 par zasad, co potwierdza regute 223 par zasad rozdziela-
jacych heptamery od nanomeréw tworzacych sekwencje sygnalne ko-
nieczne do rekombinacji VHD i D-JH Ci sami autorzy w DNA trzeciego
badanego przez siebie klonu komérkowego wykryli potagczenie D-J, w kté-
rym. uczestnicza te same segmenty D i JH co w DNA klonu QUPC-52
chociaz, jak wykazato sekwencjonowanie regionu ztgcza, potaczenie tych
segmentow nastgpito w tym przypadku odmiennie, z prawie catkowitym
usunieciem sekwencji kodujacej D (Ryc. 7B). Swiadczy to o mozliwosci
somatycznego réznicowania potaczen VHD-JH Podobnego typu przykiad
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»elastycznodci” potaczen segmentéw V i J kodujacych tancuchy lekkie
opisano wczes$niej (19). Stosujac fragmenty DNA zawierajgce sekwen-
cje D jako sondy, wykryto w DNA komorek zarodkowych dalsze sek-
wencje do nich homologiczne. Oceniono, ze jest ich przynajmniej 10.

VI. Wykluczanie alleli

W przypadku gendéw immunoglobulinowych, pomimo tego, ze w obu
homologicznych chromosomach wystepuja identyczne ich segmenty,
funkcjonalny gen zostaje ,,zmontowany” i ulega ekspresji tylko w jednym
chromosomie, za$ drugi pozostaje rozproszony lub jest ,zmontowany”
abortywnie, przez co nie funkcjonuje. Jest to zjawisko tzw. wykluczenia
alleli (ang. allelic exclusion). Dzieki witasnie takim abortywnym przegru-
powaniom udato sie zidentyfikowal segmenty D, o czym wspominaliSmy
wyzej. Abortywne przegrupowanie niefunkcjonalnych gendw immuno-
globulinowych spotyka sie czesto. Na przyktad Coleclough i wsp.
(21) stwierdzili takie witasnie przegrupowanie segmentéw JH w 15 na
20 badanych linii komdrek transformowanych, w trzech z nich przegru-
powania na pewno nie byto.

Szereg badaczy przypuszcza, ze abortywne przegrupowania mogg by¢
jednym z mechanizméw wytgczania alleli, szczegdlnie ze wystepujg one
rownie czesto w komorkach transformowanych jak i normalnych i doty-
cza gendéw kodujgcych tancuchy lekkie, co ciezkie. Procesy rekombina-
cyjne zwiazane z scalaniem segmentow genéw immunoglobulinowych
moga czasem przebiega¢ blednie (error prone) w tym sensie, ze w wy-
niku rekombinacji tworzy sie kodon nonsensowny, wzglednie nie powstaje
wiasciwa sekwencja dla dojrzewania pre-mRNA. Przyktady réznie po-
taczonych tych samych segmentéw D i JHpodaliémy wyzej. Swiadczg one
o duzej elastyczno$ci enzymow rekombinujgcych.

VIIl. Uwagi koricowe

Na wstepie artykutu wspominaliSmy o dwdéch hipotezach ttlumacza-
cych wielkag r6znorodnosé tworzonych przez kregowce przeciwciat: jedna
zaktadata odrebne geny dla immunoglobulin wszystkich typéw, druga za$
ograniczong liczbe gendéw, ktore w czasie rozwoju i r6znicowania mogtyby
mutowac, co zwiekszatoby ich r6znorodnosc.

Wyniki badan ostatnich kilku lat pogodzity z sobg te dwie koncepcje:
z jednej strony wykazaly, ze wystepuje wiele oddzielnych segmentéw
kodujacych poszczeg6lne fragmenty tancuchéw immunoglobulinowych,
a z drugiej, ze moga by¢ one tgczone w olbrzymia liczbe kombinacji i ze
nawet potgczenia tych samych segmentéw nie zawsze zachodzg w tych

2 Postepy Biochemii 3/82
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samych miejscach. Catly system jest wiec niezwykle elastyczny, co ttu-
maczy jego ,mutacyjnos$¢” i niezwykta roéznorodno$¢ tworzonych prze-
ciwciat.

System immunoglobulinowy jest niezwykle interesujacy takze z ogo6l-

niejszego punktu widzenia, poniewaz ujawnia niektére mechanizmy zmian
genetycznych zwigzanych z roznicowaniem. Trudno w tej chwili powie-
dzie¢, czy mechanizmy te sg specyficzne tylko dla tego systemu, czy tez
majg znaczenie ogoélniejsze w procesach rozwoju i réznicowania.

Zaakceptowano do druku 26.03.1982
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VI. Final remarks

I. tadunek powierzchniowy bton biologicznych

Btony biologiczne, z uwagi na ich w znacznym stopniu uporzadko-
wang budowe (zob. np. (1—14)), mozna traktowa¢ pod wzgledem fizycz-
nym jako odrebng faze w stosunku do otaczajacej je cytoplazmy lub
cieczy miedzykomorkowej. Powierzchnie btony mozemy woéwczas, z pew-
nym przyblizeniem, rozpatrywac jako granice faz. Na granicy btona-s$ro-
dowisko zachodzi zresztg wiele zjawisk fizykochemicznych charaktery-
stycznych dla typowej granicy faz, miedzy innymi niesymetryczne roz-
mieszczenie tadunkéw elektrycznych, prowadzace do powstania potencjatu
elektrycznego na powierzchni. Zrodtem asymetrycznego rozmieszczenia
tadunkéw moze by¢ zjawisko oddysocjowania jonéw a nawet elektrondéw
z jednej fazy i ich asocjacji z fazg sasiadujgcg, a takze obecno$¢ w ukta-
dzie jonow, ktérych rozpuszczalno$é lub ruchliwo$é jest odmienna dla
kazdej z faz.

W przypadku bion biologicznych gtdwnym mechanizmem powstawa-
nia potencjatu elektrycznego na powierzchni jest oddysocjowanie proto-
noéw przede wszystkim od grup karboksylowych i reszt fosforanowych
fosfolipidow i biatek btonowych oraz asocjacja protondéw ze Srodowiska
do grup aminowych tychze biatek i fosfolipidow. Pierwszy z tych proceséw
pozostawia na bionie niezobojetniony tadunek ujemny, uwalniajac do
otoczenia tadunek dodatni (protony asocjujg z czasteczkami wody dajac
jon H +), podczas gdy drugi proces nadaje btonie tadunek dodatni, pozo-
stawiajgc w roztworze niezobojetnione jony ujemne. Ponadto w two-
rzeniu tadunku powierzchniowego bton biologicznych moga uczestniczyé
takze inne zwigzki zjonizowane obecne w $rodowisku i adsorbowane na
btonach, np. kwasy tluszczowe i ich estry z karnityng i koenzymem A,
a takze jony Mg2+ i Ca2+.

Drugi mechanizm tworzenia potencjatu powierzchniowego, mianowi-
cie rozna rozpuszczalno$¢ jondw w obu fazach, ma mniejsze znaczenie
w komdrce, natomiast bywa wykorzystywany doswiadczalnie, zar6wno
do badania bton biologicznych jak i modelowych bton fosfolipidowych.
Stosuje sie na przyktad lipofilne kationy lub aniony, wykazujace znacznie
wiekszg rozpuszczalno$¢ w lipidowej warstwie btony niz w otaczajgcym
Srodowisku wodnym.

Poniewaz wchodzace w skiad bton biologicznych fosfolipidy sg badz
elektrycznie neutralne (tworza jony obojnacze, jak np. lecytyna), badz



3] LADUNEK POWIERZCHNIOWY BLON 193

kwasne, a biatka blonowe z reguly wykazujg przewage grup kwaso-
wych nad zasadowymi (wystepuja tu takze wybitnie kwasne glikoprotei-
ny zwiazane z biong na zasadzie adhezji), wypadkowy tadunek bton
biologicznych jest przy fizjologicznych wartosciach pH ujemny. Zmiana
pH srodowiska powoduje zmiane fadunku powierzchniowego w kie-
runku  wartosci  mniej ujemnych przy obnizaniu pH  (cofa-
nie jonizacji grup kwasowych i zwiekszanie stopnia uprotonowa-
nia grup aminowych) lub w kierunku warto$ci bardziej ujemnych
przy podwyzszaniu pH S$rodowiska (zmniejszenie uprotonowania grup
aminowych i podwyzszenie stopnia dysocjacji grup kwasowych) (15—20).
Punkt izoelektryczny réznych bton naturalnych znajdowano okoto pH 4
(19, 21—23). In vitro tadunek powierzchniowy btony mozna zmieniac
takze dodawaniem do zawiesiny bion niewielkich ilosci zjonizowanych
substancji powierzchniowo czynnych (24—27), kationdw dwuwartoscio-
wych Mg2+ i Ca2+ (27—29), przez fosforylacje biatek btonowych (30) lub
przez zmiane sktadu lipidowego btony (31). W pewnych warunkach tadu-
nek powierzchniowy btony moze rdwniez podlegaé zmianom in vivo.
Zaobserwowano np., ze zmiany w tadunku powierzchniowym btony ko-
madrkowej towarzyszg transformacji nowotworowej komorek (32), zmie-
nia sie tadunek bton Chlorella w czasie cyklu komdrkowego (33), jak
tez zmienia sie tadunek powierzchniowy mitochondriéw watroby tworza-
cych megamitochondria pod wptywem kupryzonu (34, 35). Wykazano
réwniez, ze zmiany tadunku powierzchniowego towarzyszg energizacji
bton mitochondriow (36, 37), chloroplastéw (38) czy purpurowej btony
Halobacterium halobium (39). Nalezy tu doda¢, ze substancje silnie zmie-
niajagce tadunek powierzchniowy btony, jak wolne kwasy tluszczowe,
dtugotancuchowe estry koenzymu A czy kationy dwuwartosciowe
(por. (27)), sa obecne w kazdej komorce, a ich stezenie moze podlegac
zmianom. Rowniez kinazy biatkowe fosforylujgce biatka btonowe i tym
samym zmieniajagce tadunek bton (por. (30)) wystepuja w kazdej zywej
komorce (40). In vivo mozliwe sg takze lokalne zmiany pH w poblizu
bton, towarzyszace np. transportowi jonéw (H+ lub OH-) czy reakcjom
oksydoredukcyjnym zachodzacym w komérce. Wydaje sie wiec wysoce
prawdopodobne, ze zmiany tadunku powierzchniowego bton moga w zy-
wych komdrkach wystepowaé powszechnie, a wypadkowy tadunek btony
jest wynikiem szeregu réznych, naktadajgcych sie na siebie procesow.
Komplikuje to, oczywiscie, opisywany system, réwnoczes$nie daje jednak
podstawe do rozwazan nad ewentualnym wpltywem regulacyjnym tych
zmian na metabolizm komérkowy.

Zanim przejdziemy do wspomnianych mozliwosci regulacyjnych, zaj-
miemy sie blizej samga teorig elektrostatycznych oddziatywan na po-
wierzchni bton. Wydaje sie to konieczne dla peiniejszego zrozumienia
opisywanych zjawisk.

W rozwazaniach teoretycznych zaktada sie dla uproszczenia, ze tadu-
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nek powierzchniowy btony jest regularnie roztozony na calej jej po-
wierzchni (26, 28, 29, 41—46), co nie zawsze scisle odpowiada rzeczy-
wistosci. W przypadku bion chloroplastéw uwaza sie, ze tadunek po-
wierzchniowy tworzony jest gtownie przez natadowane grupy biatek
btonowych, pochodzi zatem ze S$cisle zlokalizowanych i wyeksponowa-
nych na zewnatrz btony regionéw biatek integralnych (19, 22, 47). Po-
niewaz jednak uwzglednienie tych lokalnych oddziatywan elektrosta-
tycznych na powierzchni uniemozliwitoby matematyczny opis zjawisk,
przewaznie pomija sie je. Nalezy jednak pamieta¢, ze wprowadzajgc to
uproszczenie opisuje sie juz tylko pewne usrednione oddziatywania, ktére
nie zawsze pokrywaja sie z lokalnymi efektami elektrostatycznymi wy-
wotanymi na powierzchni badZz przez konkretne grupy, badz polarne do-
meny (zob. np. (48)).

Dla scharakteryzowania uproszczonego pojecia tadunku powierzchnio-
wego btony uzywa sie wartosci Sredniej gestosci tadunku (o), wyrazanej
w wielkosci tadunku elektrycznego przypadajacego na jednostke po-
wierzchni (np. /iC/lcm2 lub C/m2, badz tez powierzchni (w nm2 przypa-
dajacej na jeden tadunek elementarny.

Il. Budowa podwojnej warstwy jonowej

Teoretyczne rozwazania elektrostatycznych oddziatywan na po-
wierzchni bton rozpoczac¢ trzeba od scharakteryzowania podwdjnej war-
stwy jonowej tworzgcej sie na granicy faz btona-$rodowisko. Dokiadne
omdwienie tych zagadnien znajdzie Czytelnik w bogatej literaturze prze-
gladowej (np. (28, 29, 41, 42, 44—46, 48—57)), tu zatem ograniczymy sie
jedynie do skrotowych informaciji.

Powierzchniowe grupy polarne blony, posiadajagce tadunek elektro-
statyczny, przyciggaja znajdujgce sie w roztworze wodnym przeciwjony,
odpychajag za$ jony tego samego znaku. W bezposrednim sasiedztwie
btony stezenie jonéw o znaku przeciwnym do znaku wypadkowego ta-
dunku powierzchniowego btony jest zatem wyzsze, co prowadzi do po-
wstania tzw. podwdjnej warstwy jonowej. Warstwa ta nie ma okreslo-
nych granic, lecz ,rozmywa sie” w gtebi roztworu, a jej zakres prze-
strzenny zalezy od temperatury. Stezenie przeciwjonéw maleje w miare
oddalania sie od granicy faz.

Struktura jonowej warstwy podwdjnej byta przedmiotem rozwazan
teoretycznych juz od ponad stu lat. Pierwsze propozycje, sformutowane
przez Quincke i Helmholtza, zakladaly tzw. statyczng budowe warstwy
podwdjnej. Miala sie ona sktadaé z dwoch ptaskich warstw przeciwjonow,
SciSle zwigzanych ze sobg sitami elektrostatycznymi. Hipoteze te zmody-
fikowali na poczatku XX w. (niezaleznie od siebie) Gouy i Chapman za-
ktadajgc, ze ze wzgledu na ruchliwo$¢ termiczng jonow w roztworze nie
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tworza one ptaskiej warstwy na powierzchni granicy faz, lecz rozmywaja
sie w gigbh roztworu. Powstato w ten sposob pojecie tzw. jonowej warstwy
dyfuzyjnej w roztworze, stykajgcej sie bezposrednio z powierzchnig fazy
statej. Teoria Gouya-Chapmana jest do dzi§ szeroko stosowana w roz-
wazaniach dotyczacych elektrostatyki powierzchni, gtéwnie ze wzgledu
na zwarty aparat matematyczny, ktérym sie postuguje. Teoria ta daje
mozliwos¢ ilosciowego opisu zjawisk powierzchniowych, a takze teore-
tycznego przewidywania szeregu efektow (np. wptywu sity jonowej roz-
tworu na elektrostatyczne oddziatywania na powierzchni) i z tego tez
wzgledu zostanie dokladniej omowiona w dalszej czesci artykutu. Jednak-
ze mimo niewatpliwych zalet teoria Gouya-Chapmana zawiera szereg
uproszczen. Na jedng z gtéwnych jej wad pierwszy zwrocit uwage
Stern (58). Stwierdzit on mianowicie, ze jest nieprawdopodobne, aby
jony znajdujgce sie w bezposrednim sasiedztwie natadowanej powierzchni
miaty peing swobode wymiany z jonami z giebi roztworu, co zawiera sie
w pojeciu warstwy dyfuzyjnej. Oddziatywania elektrostatyczne na sa-
mej powierzchni granicy faz sg bowiem tak silne, ze przynajmniej czes¢
jondw ulega czasowemu unieruchomieniu. Dodatkowo teoria Gouya-Chap-
mana traktuje jony jako punktowe tadunki nie posiadajace wtasnych
rozmiaréw. Uproszczenie takie mozna stosowaé w odniesieniu do roz-
ciefczonego roztworu, gdzie objeto$¢ zajmowana przez jony jest znikoma
w stosunku do objetosci roztworu. Jednakze na powierzchni granicy faz,
gdzie jony podlegajg znacznemu zageszczeniu, ich wielko$¢ odgrywa role
i bedzie ogranicza¢ proces zatezania do granicy odpowiadajacej prze-
strzennemu wysyceniu powierzchni. Uwzgledniajagc te zastrzezenia, Stern
zatozyt, ze jonowa warstwa dyfuzyjna nie styka sie bezposrednio z gra-
nicg faz lecz jest od niej oddzielona warstwa jonow i dipoli unierucho-
mionych na powierzchni silnymi oddziatywaniami elektrostatycznymi lub
chemicznymi (warstwa ta jest obecnie nazywana warstwg Sterna). Ryc. 1
przedstawia budowe jonowej warstwy podwéjnej wedtug Sterna.

Grubosci warstwy Sterna nie mozna S$ciSle okreslic. Nalezatoby tu
uwzgledni¢ promienie wolnych jonow i stopien ich uwodnienia. To samo
dotyczy grup polarnych na powierzchni btony wraz z uwzglednieniem
orientacji przestrzennej tych grup. Dla réznych uktadéw modelowych
(np. jednowarstwowej btony lipidowej lub liposomoéw) przyjmuje sie,
ze warstwa Sterna zajmuje dystans najwyzej kilku angstreméw (A) od
powierzchni, podczas gdy warstwa dyfuzyjna moze siega¢ do kilkuset A
w gigb roztworu (42).

Bardziej ztozone sg tego typu rozwazania w odniesieniu do bton bio-
logicznych. Pomingwszy juz uproszczenie traktowania btony biologicznej
jak typowej fazy statej, sama warstwa Sterna moze by¢ rdznie pojmo-
wana. Przedmiotem dyskusji jest np. zagadnienie biatek powierzchnio-
wych. W warunkach fizjologicznych biatka te stanowig de facto cze$é
btony, mozna je jednak odptukaé roztworami o wysokiej sile jonowej (11).
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Ryc. 1. Budowa jonowej warstwy podwdjnej na granicy faz miedzy faza stalg
i srodowiskiem wodnym (wedtug Sterna). Na powierzchni fazy statej umieszczono,
dla uproszczenia, jedynie tadunki ujemne. Linig przerywang ograniczono warstwe
Sterna (w kotkach zaznaczono jony unieruchomione), a linig kropkowang — warstwe
poslizgu.

Powstaje zatem pytanie, czy biatka te zalicza¢ w skilad biony, czy tez
odwrotnie, umieszcza¢ je w warstwie Sterna jako swego rodzaju polijony
unieruchomione na powierzchni granicy faz. Ta ostatnia interpretacja
prowadzi do wniosku, ze warstwa Sterna bton biologicznych moze roz-
cigga¢ sie na odlegto$¢ kilkudziesieciu a nawet kilkuset A od podwojnej
warstwy fosfolipidowej (59, 60). Podobne watpliwosci dotyczag szeregu
jondw, ktére wiazg sie z btonami biologicznymi nie tylko na zasadzit
oddziatywan elektrostatycznych, lecz rdwniez z powodu chemicznego po-
winowactwa do sktadnikéw btony (typowym przykiadem moga by¢ jony
Ca2+ i Mg2+). Te i podobne pytania wskazujg na liczne kiopoty interpre-
tacyjne, z jakimi spotykamy sie rozwazajac elektrostatyczne oddziaty-
wania na powierzchni bton biologicznych. Nie zawsze bowiem teoria,
tworzona dla prostych systeméw modelowych, daje sie tatwo zastosowaé
do znacznie bardziej ztozonych uktadéw biologicznych.

W budowie warstwy jonowej wyr6znia sie jeszcze tzw. warstwe po-
Slizgu. Jest to wyrdznienie bardziej praktyczne niz teoretyczne i stuzy
do okres$lenia tej czesci warstwy dyfuzyjnej, ktéra porusza sie wzgledem
osrodka wraz z poruszajacg sie btong (np. przy elektroforezie swobodnej).
Warstwa poslizgu zawiera w sobie warstwe Sterna i by¢ moze przylegajaca



[7 LADUNEK POWIERZCHNIOWY BLON 197

do niej cze$¢ warstwy dyfuzyjnej, zwigzang z btong oddziatywaniami mie-
dzyczasteczkowymi. O potozeniu warstwy poslizgu decyduje szorstkos¢
powierzchni badZz lokalna stata dielektryczna (61, 62).

I11. Potencjat na powierzchni btony

Potencjatem na powierzchni btony, y3 zwanym czesto niesci$le poten-
cjatem powierzchniowym, okres$la sie warto$¢ catkowitego spadku po-
tencjatu miedzy powierzchnig btony a wnetrzem otaczajgcego $rodowiska.
Traktujgc jony znajdujgce sie w roztworze jako punktowe tadunki elek-
tryczne i przyjmujac, ze ich stezenie przy bionie uzaleznione jest jedynie
od oddziatywan elektrostatycznych z powierzchnia, stezenie to () mozna
wyrazi¢ wzorem Boltzmanna:

(0 g = cOexp-

gdzie cOoznacza stezenie jonu w roztworze, F — statg Faradaya (23 063 cal*
evolt-1«mol-1), z— wartosciowo$¢ jonu (,+ ” lub "), R — stalg gazo-
wa (1,987 calemol-1"K -1), T —temperature bezwzgledna, a ys oznacza
potencjat na powierzchni btony. Okre$lenia ,,exp” uzywa sie dla wygod-
niejszego zapisu e (podstawa logarytmu naturalnego) podniesionej do
potegi opisanej w dalszej czesci rdwnania.

Przeksztatcajgc to réwnanie mozemy uzyska¢ wzdr opisujgcy poten-
cjat na powierzchni biony:

2 ., =
2) y zF CX

Poniewaz jest to zarazem wzdér analogiczny do znanego z elektrochemii
wzoru Nernsta, wiec i catkowity potencjat na powierzchni blony zwany
jest niekiedy powierzchniowym potencjatem Nernsta. Przyjmuje sie,
ze obejmuje on catg podwdGjng warstwe jonowa.

Rozklad potencjatu w warstwie dyfuzyjnej opisuje wspomniana juz
teoria Gouya-Chapmana. Zaktada ona, ze stezenie jonéw w dowolnym
punkcie w poblizu btony jest wypadkowg z jednej strony zatezania prze-
ciwjonow lub odpychania jonéw o tym samym znaku co tadunek btony
(zgodnie ze wzorem 1), z drugiej za$ strony dyfuzji tychze jonéw, dazacej
do wyréwnania stezen przy blonie ze stezeniem w giebi roztworu. Nie
wdajgc sie w matematyczny opis zjawiska, przedstawimy tu przyktadowo
(Ryc. 2) rozktad stezen jednowarto$ciowych aniondw oraz jedno- i dwu-
warto$ciowych kationow w poblizu btony o okreSlonym ujemnym ta-
dunku powierzchniowym.

W teorii Gouya-Chapmana zalezno$¢ miedzy gestoScig tadunku po-
wierzchniowego (a) fazy statej (w naszym przypadku btony) a wielkoscia
potencjatu na powierzchni granicy faz (y0) wyraza nastepujacy wzor:
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Ryc. 2. Rozkiad stezen jednowartoSciowych anionéw oraz jedno- i dwuwartos$cio-
wych kationow w poblizu btony o ujemnym tadunku powierzchniowym. Rozkad
wyliczono na podstawie teorii Gouya-Chapmana, zaktadajgc, ze powierzchnia po-
siada wypadkowy tadunek o gestoSci a= —0.05 C/m2 a $rodowiskiem jest roztwor
symetrycznego elektrolitu, odpowiednio 100 mM K+A- lub 9 mM K2+A2_. Steze-
nia A2- sa tak mate, ze pominieto je na rysunku.

(3) 0= + 2RTgOery [Cn,[exp( RTFyO -1

gdzie £0 oznacza przenikalnos$¢ elektryczng (absolutng statg dielektryczng)
prézni, er— wzgledng statg dielektryczng osrodka ciektego, cn jest steze-
niem jonu n w $rodowisku, a zn jego wartosciowos$cig. Pozostate symbole
zostaty objasnione przy wzorze (1) lub majg swoje normalne znacze-
nie.

Wyprowadzenie tego wzglednie prostego wzoru mozliwe byto dzieki
przyjeciu zatozenia, ze granica faz jest powierzchnig ptaskg. Zatozenie to
jest praktycznie spetnione, gdy promien krzywizny granicy faz (a wiec
w naszym przypadku krzywizny btony) jest wielokrotnie (ponad 30-krot-
nie) wiekszy niz grubo$¢ podwdjnej warstwy jonowej (50, 54). W przy-
padku btony plazmatycznej komoérek a takze bion organelli komérko-
wych takich jak jadra lub mitochondria warunek ten jest spetniony.
Rozwiazanie wzoru wymaga réwniez przyjecia, ze stata dielektryczna roz-
tworu w warstwie przylegajagcej do btony jest taka sama jak stata dielek-
tryczna wolnego roztworu. Dyskusje tego zagadnienia mozna znalez¢
w pracach Grahame’a (np. 63). Teoria Gouya-Chapmana zaktada ponadto,
ze jony z fazy cieklej nie przenikajg do fazy statej, co w odniesieniu do
bton biologicznych jest znacznym przyblizeniem. Omowienie tych skom-
plikowanych uktadéw oraz konieczne poprawki teorii mozna znalezé
w pracach Haydona (np. 53).
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Je$li Srodowisko otaczajgce btone zawiera elektrolit symetryczny, to
jest taki, ktory dysocjuje na rowng ilos¢ jonéw o przeciwnym znaku lecz
tej samej wartosciowosci, np. KC1 lub MgS04, rownanie (3) upraszcza
sie do postaci:

i % ( zFy, )
- , & Y
a (2RTe,&.C,)% - sinh SRT

W odniesieniu do bton biologicznych gesto$é tadunku jest wielkoScia
niejako ,zadang” przez strukture i skiad chemiczny biony. Interesuje
nas zatem zalezno$¢ odwrotna do tej przedstawionej wzorem (4), a wiec
jak zmienia sie potencjat na powierzchni w zalezno$Sci od zmian gestosci
tadunku. Przeksztatcenie wzoru (4) daje nam odpowiednie rownanie:

X
(5) yo = -“p-arcsinh[o-'(8RTfOprcQ) ~J]

Warto tu doda¢, ze przy niewielkich warto$ciach gestosci tadunku po-
wierzchniowego (rzedu 0,01 C/m2, a wiec spotykanych w bionach bio-
logicznych, i przy fizjologicznych stezeniach elektrolitow (do okoto 0,1 M)
funkcja arc sinh zbliza sie do funkcji liniowej, co umozliwia dalsze przy-
blizenie znacznie utatwiajgce obliczenia. Wynika z tego, ze w tych wa-
runkach yjo jest w przyblizeniu proporcjonalne do o i odwrotnie propor-
cjonalne do pierwiastka kwadratowego ze stezenia elektrolitu (c0). yO jest
rowniez odwrotnie proporcjonalne do wartosciowosci elektrolitu (z). lu-
strujg to ryc. 3 i 4. Widaé z nich na przyktad, ze 1 M roztwor elektrolitu
jednowarto$ciowego prawie catkowicie znosi potencjat na powierzchni
(Ryc. 3) i ze 100 mM elektrolit jednowarto$ciowy neutralizuje w tym sa-
mym stopniu potencjat na powierzchni co okoto 10 mM elektrolit dwu-
warto$ciowy i okoto 1 mM elektrolit tréjwartoSciowy (Ryc. 4).

Z przeprowadzonych tu rozwazan teoretycznych wynika réwniez, ze
wystepuje wspotzawodniczg zalezno$¢ w zageszczaniu roznych kationow
przy btonie. Nalezy wiec oczekiwaé, ze skiad jonowy kationdw w poblizu
btony moze znacznie sie r6zni¢ od sktadu w gtebi srodowiska. Znalazto to
potwierdzenie na przyktad w pomiarach stezenia jonéw w btonach chloro-
plastéw. Wynika z nich, ze gdy tylakoidy zawieszano w roztworze za-
wierajagcym 10 mM Na+ i 10 mM Mg2+, to w bezposrednim sasiedztwie
bton stezenie jonéw Mg2+ wynosito okoto 200 mM (64).

Teoria Gouya-Chapmana opisuje w elegancki sposéb budowe warstwy
podwdjnej i rozkiad potencjatéw na granicy faz. Przyjmuje ona jednak
szereg zatozen, ktére—>jak to juz podkreslaliSmy — stanowig nieraz
znaczne uproszczenie rzeczywistosci, zwitaszcza w odniesieniu do uktadow
biologicznych. Mimo to teoria ta zadziwiajgco dobrze daje sie stosowac
zarbwno do wiekszosci ukiadéw bion biologicznych jak i modelowych.
Najpowazniejszym  czynnikiem nie uwzglednianym  przez teorie
Gouya-Chapmana jest odmienne- zachowanie sie znacznie zageszczo-
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Ryc. 3. Przebieg potencjatu w poblizu granicy faz wg. Gouya-Chapmana, dla
Srodowisk zawierajagcych jednowarto$ciowy symetryczny elektrolit (K+/A~) w r6z-
nych stezeniach, wahajgcych sie od 1 mM do 1 M. Warto$ci ip0 obliczono na pod-
stawie wzoru (5), zaktadajgc, ze powierzchnia ma wypadkowy ujemny #fadunek
0 gestosci a= —0,05 C/m2
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Ryc. 4. Efektywno$¢ kationéw jedno-, dwu- i tréjwartosciowych (symetryczne
elektrolity) w zmniejszaniu potencjatu x0. Obliczenia wykonano na podstawie
wzoru (5 przy zatozeniu S$redniej gestosci powierzchniowej tadunku réwnej
—0,025 C/m2 oraz statej obecnosci w roztworze 5 mM symetrycznego elektrolitu
jednowarto$ciowego.
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nych jonéw w bezposrednim sasiedztwie biony, czyli we wspomnianej
juz w rozdziale Il warstwie Sterna. Zgodnie z oryginalnymi zalozeniami
Sterna (58), o spadku potencjatu w tej warstwie decydujg sity elektro-
statycznego przyciggania oraz adsorpcji nagromadzajgce pewng ilos¢ prze-
ciwjonoéw na powierzchni granicy faz, ktéra to ilos¢ jest dodatkowo ogra-
niczona rozmiarami tych jondw oraz sitami odpychania miedzy nimi.
Tak uformowana warstwa, o grubosci nie wiekszej od kilku $rednic jono-
wych, tylko czeSciowo neutralizuje graniczny tadunek powierzchniowy.
Spadek potencjalu w warstwie Sterna stanowi zatem jedynie niewielkg
cze$¢ catkowitego potencjatu na powierzchni (Ryc. 5).

warstwa  warstwa dyfuzyjna
- [Sterna Gouya-Chapmana

|

Potencjal —>

|
-
|
|
|

2 |
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Ryc. 5. Rozktad potencjatow w podwdjnej warstwie jonowej wedtug Sterna.

Z drugiej jednak strony moze sie zdarzy¢, zwlaszcza w przypadku
powierzchni o niewielkiej gestosci tadunku, ze silna adsorpcja przeciw-
jonow catkowicie zneutralizuje ten tadunek a nawet nada mu odwrotny
znak. Zjawisko takie zwane jest przetadowaniem powierzchni przeciw-
jonami (49, 63). Przebieg potencjatu w tak utworzonej warstwie podwdj-
nej przedstawia Ryc. 6. Nalezy tu jeszcze zaznaczyC, ze przy powyz-
szych zatozeniach nie obowigzuje wzo6r Nernsta opisujgcy catkowity po-
tencjat na powierzchni yjs, gdyz stezenie jonéw przy btonie (cO nie zalezy
wowczas wytacznie od oddziatywan elektrostatycznych, lecz takze od
chemisorpciji.

Rozwazania dotyczace potencjatu warstwy Sterna moga ulec dalszym
modyfikacjom, gdy przedmiotem opisu staje sie blona biologiczna. Zalezy
to rowniez od przyjetej koncepcji budowy warstwy unieruchomionej.
I tak np. autorzy traktujacy warstwe Sterna jako ,ptaszcz” biatkowo-
jonowy o do$¢ duzej grubosci (59, 60, 65) uwazaja, ze struktura tak ufor-
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Ryc. 6. Rozktad potencjatbw w podwdjnej warstwie jonowej przy zatozeniu mozli-
wosci przetadowania warstwy Sterna przeciwjonami.

mowanej warstwy jest stosunkowo trwata i w niewielkim tylko stopniu
wrazliwa na zmiany zachodzace w $rodowisku (np. zmiany sity jonowej
roztworu). Spetnia wiec ona role swoistej ,strefy buforujgcej”, w ktorej
spadek potencjatu jest niewielki i w pewnym przyblizeniu niezalezny od
sktadu roztworu (Ryc. 7). Przyjecie tego rozumowania skiania w zasadzie
do wniosku, ze znaczgce zmiany oddziatywan elektrostatycznych btona-
-Srodowisko zachodza gtéwnie na powierzchni warstwy Sterna, a nie w bez-
posrednim sasiedztwie lipidowej dwuwarstwy.

Petny opis rozktadu potencjatu w poblizu btony wymaga jeszcze krot-
kiego omowienia potencjatu elektrokinetycznego £ (Ryc. 5), czyli po-
tencjatu na granicy warstwy poslizgu (patrz rozdziat I1). Ma on znaczenie
praktyczne, poniewaz daje sie wyliczy¢ z pomiaru ruchliwos$ci elektrofo-
retycznej komorek, organelli lub fragmentéw bton, zgodnie z réwna-
niem Smoluchowskiego:

w
(5) ¢ =
gdzie 1 oznacza lepkos$¢ roztworu, a ju— ruchliwo$é elektroforetyczna,
definiowang jako predkos$¢ elektroforezy w polu o jednostkowym nate-
zeniu (//m*cm*volt_1*s 1). Ponadto przyjmuje sie, ze wartosci r i sT
w warstwie podwoéjnej sa takie same jak w gtebi roztworu i ze przytozone
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Ryc. 7. Rozkiad potencjatdéw w podwoéjnej warstwie jonowej utworzonej na po-
wierzchni btony biologicznej. Wedtug Dotowego (60).

pole elektryczne nie zmienia rozmieszczenia jonow w warstwie dyfuzyj-
nej. Dla czastek o promieniu poréwnywalnym z gruboscig warstwy dy-
fuzyjnej stosuje sie skomplikowany wzo6r Henry’ego, ktéry w kraricowym
przypadku (promien krzywizny czastki znikomo maly w stosunku do
grubosci warstwy dyfuzyjnej) przybiera postac:

© T2 Sfer

Poniewaz przyjmuje sie, ze warstwa poslizgu ma bardzo matg grubos¢
w stosunku do warstwy dyfuzyjnej (por. ryc. 5), mozna zatem z pewnym
uproszczeniem przyjaé, ze wartos¢ potencjatu elektrokinetycznego (t) nie-
wiele rozni sie od wartosci potencjatu warstwy dyfuzyjnej (ipQ, co po za-
stapieniu xQprzez Cwe wzorze (3), pozwala na wyliczenie $redniej gesto-
§ci tadunku powierzchniowego (a) zgodnie z teorig Gouya-Chapmana.

IV. Metody pomiaru tadunku i potencjatu na powierzchni bion

Gesto$¢ tadunku powierzchniowego niektérych modelowych bton fos-
folipidowych o znanym sktadzie, a stagd i wartosci potencjatu na po-
wierzchni, mozna wyliczy¢, jes$li znamy stopien dysocjacji grup kwaso-
wych i zasadowych oraz przestrzen zajmowang na powierzchni przez po-
larne grupy poszczegolnych fosfolipidow (patrz np. (66—68)). Nie jest to
jednak mozliwe w przypadku bton biologicznych i bardziej ztozonych
uktadow modelowych. Stosujemy woéwczas metody pomiarowe, ktére po-
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Srednio pozwalajg oznaczy¢ potencjat na powierzchni. W zaleznosci od
zasady, na jakiej sie opierajg, wyrézniamy trzy ich grupy. Sa to:

1) elektroforeza,' 2) metody oparte na zaleznym od potencjatu lub gestosci
tadunku na powierzchni wigzaniu rdznych substancji z btonami, 3) me-
tody oparte na zmianach wtasciwosci zwigzanych z btong substancji w za-
leznosci od potencjatu na powierzchni.

Omdwimy je tu pokrotce.

IV-1. Elektroforeza

Podstawy teoretyczne elektroforezy bton zostaly juz omoéwione w roz-
dziale IlIl. Metoda ta ma dituga tradycje, gdyz zaczeto jg stosowaé juz
w koncu ubiegtego stulecia. Zar6wno wiec sama technika jak i uzywana
aparatura byty wielokrotnie modyfikowane i doskonalone. Najczesciej
stosuje sie elektroforeze bion (fragmentéw bton, catych komérek lub izo-
lowanych organelli wewnatrzkomérkowych) swobodnie zawieszonych
w roztworze elektrolitu. Jest to wiec tzw. elektroforeza swobodna. Pomiar
szybkosci poruszania sie czastek moze przy tym polega¢ na obserwacji
przesuwania sie zmetnienia zawiesiny (stuza do tego aparaty podobne do
stosowanych w swobodnej elektroforezie biatek), badz na zbieraniu frak-
cji i analizowaniu ich metodami fizycznymi i chemicznymi, badZ wreszcie
na obserwacji przy pomocy mikroskopu ruchéw pojedyiczych czastek;
jest to tzw. mikroelektroforeza. Nowoczesna aparatura do mikroelektro-
forezy odznacza sie znacznym stopniem automatyzacji, co pozwala na
zmierzenie w krotkim czasie ruchliwosci elektroforetycznej duzej liczby
czastek i statystyczne opracowanie wynikow. Elektroforeza swobodna bton
znajduje obecnie szerokie zastosowanie, zarbwno w badaniach podstawo-
wych (17—23, 68—70), jak do preparatywnego izolowania komorek i orga-
nelli komérkowych (62, 71, 72), jak wreszcie w diagnostyce klinicznej
(62, 73).

Nalezy jednak pamieta¢, ze metoda ta ma szereg niedogodnosci. Naj-
wazniejsza z nich jest to, ze ruchliwos$¢ elektroforetyczna odzwierciedla
wielko$¢ potencjatu na powierzchni warstwy poslizgu (potencjat elektro-
kinetyczny, (), ktéry z zasady jest nizszy (w warto$ciach bezwzglednych)
niz faktyczny potencjat na powierzchni btony, yjs. R6znica miedzy poten-
cjatami t i % jest tym wieksza, im nizsze stezenie elektrolitu otaczaja-
cego, co stwarza konieczno$¢ starannego doboru warunkéw prowadzenia
pomiaréw (29, 61, 62, 74). Obliczenia komplikuja sie réwniez dla czastek
bardzo matych (gdy ich $rednica staje sie porownywalna z grubos$cig war-
stwy dyfuzyjnej) oraz gdy ksztatt czgstki znacznie odbiega od kulistego.
Konieczne jest woOwczas wprowadzenie dodatkowych poprawek do ma-
tematycznego opisu zjawiska (74—76).
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1Y-2. Metody oparte na wigzaniu roznych substancji z btonami

Substancje amfifilowe, to jest posiadajagce w obrebie czgsteczki grupy
polarne (hydrofilowe) i czes¢ apolarng (hydrofobowa), wykazuja tenden-
cje do wigzania sie z btonami biologicznymi i modelowymi. Je$li cze$¢
polarna jest ponadto zjonizowana, wigzanie do btony zaleze¢ bedzie od ta-
dunku powierzchniowego btony. Na ,sondy” tadunku powierzchniowego
nadaja sie takie zwigzki amfifilowe, ktérych wigzanie do btony daje sie
stosunkowo tatwo i szybko zmierzyé. Stosowane tu bywajg najczesciej
badz substancje fluoryzujace, ktérych wydajnos$¢ fluorescencji lub widmo
zmienia sie zasadniczo w zaleznosci od tego, czy zwigzek znajduje sie
w wodzie, czy tez w S$rodowisku apolarnym (77—80), badz tez zwigzki
paramagnetyczne, ktorych sygnal EPR ma inng charakterystyke w za-
leznosci od polarnosci otaczajagcego $rodowiska (36, 38, 81, 82).

Wspblng cechg tych metod pomiarowych jest to, ze nie dajg one
wartoSci bezwzglednego tadunku czy potencjalu na powierzchni, jak
metody elektroforetyczne lub oméwiona w nastepnym podrozdziale me-
toda z uzyciem wskaznika pH, lecz jedynie pozwalajg obliczy¢ zmiany
tych wielko$ci pod wptywem okre$lonych czynnikéw. Niemniej dzieki
prostocie stosowania (zwitaszcza w odniesieniu do sond fluorescencyjnych)
znajdujg szerokie zastosowanie i zostaty wyczerpujagco omoéwione w li-
teraturze doswiadczalnej i przegladowej (24, 25, 36, 38, 39, 77—85).

Jako sondy fluorescencyjne stosuje sie najczesciej znaczniki aniono-
we: ANS i TNS, oraz znacznik kationowy, EtBr. Zwiazki te cechuje
przesuniecie maksimum widma emisji i znaczne zwiekszenie wydajnosci
kwantowej fluorescencji przy przejSciu z fazy wodnej do fazy apolarnej
(np. btony). Przy odpowiednim doborze dtugosci fali fluorescencje w $ro-
dowisku wodnym mozna poming¢ jako bliskg zeru, wobec czego cata
mierzona emisja $wiatta odpowiada ilosci sondy zwigzanej z btong. Mie-
rzagc intensywnos$¢ fluorescencji w zaleznosci od stezenia dodanej sondy,
tatwo wyliczy¢ w uktadzie Lineweavera-Burka lub w uktadzie Eadie’go-
-Hofstee’ego statg powinowactwa (statg dysocjacji) sondy do btony jak réw-
niez ilos¢ miejsc wigzacych na btonie. Przeksztatcajgc odpowiednio wzér
Boltzmanna (wzdr 1) otrzymujemy réwnanie pozwalajgce obliczy¢ zmiane
potencjatu na powierzchni (At;5) ze stalych powinowactwa sondy
(Kd i Kd) w dwoch réznych warunkach doswiadczalnych (79):

rt, k;
A W~ zf n k;

Stosowalnos$¢ tego wzoru zostata wykazana w przypadku zmian poten-
cjatu na powierzchni wywotanych zwigzkami powierzchniowo czynnymi,
fosforylacja biatek btonowych i zmiang sktadu lipidowego btony (27, 30,
31, 86, 87). Jednak niektérzy autorzy za miare zmiany potencjatu, a raczej
gestosci tadunku powierzchniowego, przyjmujg zmiane ilosci miejsc wia-
zagcych ANS (83).

3 Postepy Biochemii 3/82
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Jako sondy wykrywane na zasadzie sygnatu EPR stuzg zwigzki o cha-
rakterze detergentéw, zawierajagce w tancuchu hydrofobowym rodnik
0 niesparowanym elektronie. W tym przypadku, opierajgc sie na réznicy
sygnatu EPR, oznaczamy ilo$¢ sondy zwigzanej z btong i wolno rozpusz-
czonej w $rodowisku wodnym, z czego oblicza sie wspo6tczynnik roz-
dziatu sondy miedzy obie fazy (P). Ze zmiany tego wspoiczynnika mozna
obliczy¢ (analogicznie do wzoru 7) zmiane potencjatu na powierzchni (36):
)] Ars= RT jn R.

Wada opisanych tu sond fluorescencyjnych jest wysokie powino-
wactwo ANS i TNS do niektérych biatek (88, 89) oraz powinowactwo
EtBr do kwaséw nukleinowych (77, 90, 91). Ponadto wszystkie sondy (row-
niez spinowe), jako zjonizowane zwiazki amfifilowe, same zmieniajg ge-
stos¢ tadunku powierzchniowego btony. Dlatego do pomiaru winny by¢
stosowane w bardzo niskich stezeniach.

IV-3. Pomiary oparte na zmianach witasciwos$ci substancji zwigzanych z blonami

Do tej kategorii mozemy zaliczy¢ w zasadzie tylko jedng metode,
opartg na wskazniku pH Scisle wigzacym sie z btong. Jest nim 4-hepta-
decylo-umbelliferon (7-hydroksy-4-heptadecylo-kumaryna). Dzieki dtu-
giemu tancuchowi weglowodorowemu zwigzek ten jest praktycznie nie-
rozpuszczalny w wodzie, natomiast wigczony do btony fosfolipidowej za-
chowuje sie jak jej integralny skiadnik (92, 93).

Zgodnie ze wzorem Boltzmanna (wzo6r 1) w poblizu negatywnie nata-
dowanej btony zageszczeniu ulegajg wszystkie swobodnie poruszajgce sie
w roztworze kationy, w tym réwniez jony wodorowe. Stad lokalne pH
przy btonie (pHi) bedzie miato nizsza warto$¢ niz pH w gtebi roztworu
(pHO). A zatem pomiar pH tuz przy btonie moze nam da¢ warto$¢ poten-
cjalu na powierzchni. Przeksztatcajgc odpowiednio wzdr Boltzmanna
otrzymujemy bowiem zalezno$¢ (66):

©) PH.-PH.+ A

Stata dysocjacji kwasowej fenolowej grupy 4-heptadecylo-umbellife~
ronu (pK) wynosi okoto 6. Jest wiec bliska warto$ci pH, jaka moze wy-
stepowa¢ w poblizu bton przy pH S$rodowiska w poblizu obojetnego, co
sprawia, ze stopieA dysocjacji tego zwigzku podlega wyraznym zmianom
juz przy niewielkich zmianach lokalnego pH. Z drugiej strony niezdyso-
cjowana i zdysocjowana forma wskaznika rdznig sie wyraznie intensyw-
noscig fluorescencji i potozeniem maksimum emisji. Na tej podstawie
tatwo oznaczy¢ stopiern zdysocjowania sondy wigczonej do biony, a stad
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obliczy¢ lokalne pH i dalej bezwzgledny potencjat na powierzchni btony.
Metoda ta daje dobre wyniki w odniesieniu do bton modelowych (66, 94).
Jej stosowalno$é do bton biologicznych napotyka jednak na przeszkode
zwigzang z trudnos$cig wprowadzenia sondy do tych bton.

V. Regulacyjny wptyw tadunku powierzchniowego bton na niektore
ich funkcje

Jak wspomniano juz w rozdziale I, wydaje sie bardzo prawdopodobne,
ze zmiany tadunku powierzchniowego bton biologicznych moga wystepo-
waé in vivo. Z drugiej strony zdecydowana wiekszo$¢ substancji che-
micznych spotykanych w zywym organizmie i oddziatujacych z btonami
(np. jako zwigzki transportowane przez btone, bedace substratami czy
produktami enzymow blonowych lub specyficznie wigzgce sie z blonami)
jest zjonizowana. Lokalne stezenie takich substancji przy bionie zalezy
zatem od potencjatu na powierzchni. Logiczne wydaje sie wiec przypusz-
czenie, ze zmienna dostepnos$¢ btony dla zwigzkéw uczestniczacych w pro-
cesach transportowych czy reakcjach enzymatycznych bedzie tym samym
zmieniaé kinetyke tych zjawisk.

Omowimy obecnie niektore funkcje bton, zwracajac uwage na mozli-
wos¢ ich regulacji przez zmiany tadunku (potencjatu) na powierzchni
struktury btonowej.

V-1. Transport substancji zjonizowanych przez bione

Modelem badan wptywu tadunku powierzchniowego na transport jo-
néw moze byé sztuczna btona lipidowa. Uktady tego typu badane byty
juz od szeregu lat. | tak np. w pracowni van Deenena (95 zaobser-
wowano, ze wyptyw radioaktywnego rubidu z liposomow zachodzit dos¢
szybko i byt jeszcze znacznie stymulowany przez jonofor, walinomycyne,
jesli materiatem, z ktérego zbudowane zostaty liposomy, byt fosfatydylo-
glicerol, a wiec fosfolipid kwasny, warunkujacy ujemny fadunek po-
wierzchniowy biony. Natomiast przepuszczalnos$¢ liposomoéow dla Rb+ byta
prawie catkowicie zniesiona, nawet w obecnosci walinomycyny, jesli btone
zbudowano z fosfolipidu zasadowego, lizylofosfatydyloglicerolu, nadaja-
cego dodatni tadunek powierzchni. Podobne obserwacje znalez¢ mozna
i w innych pracach nad wptywem elektrostatycznych oddziatywan po-
wierzchniowych na przenoszenie jondéw rubidu i potasu w obecnosci
walinomycyny (96, 97). Uzyskane dane doswiadczalne, jak tez ich dobra
zgodno$¢ z przewidywaniami teorii Gouya-Chapmana (96), w petni po-
twierdzity zalezno$¢ tego transportu od gestosci i znaku tadunku po-
wierzchniowego btony. Podobna zalezno$¢ stwierdzono zresztg w przy-
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padku badan innych uktadéw transportujacych jak np. transportu sodu
i potasu przez bitone liposomalng w obecnosci gramicydyny (97), czy
transportu potasu w obecno$ci nonaktyny (98). Wyrazng zalezno$¢ od ta-
dunku powierzchniowego btony stwierdzono tez w przypadku wymiany
H+/Mg2+ w btonach chloroplastow, badanej z udzialem nigerycyny i spe-
cyficznego dla jonow Mg2+ jonoforu A23187 (99). Stwierdzono takze,
ze wywotany dodatkiem walinomycyny wyptyw jonéw K+ z mitochon-
driow jest wspoétzawodniczo hamowany dodatkiem zmieniajacych tadu-
nek powierzchniowy btony jonow Mg2+ (100). We wszystkich przypadkach
zmianom ulegaty mierzone wartosci Kmtransportu (95—100). Reasumujac,
mozna powiedzie¢, ze transport kationdw badany w obecnosci specyficz-
nych jonoforéw, zarédwno w btonach liposomalnych jak tez w bionach
biologicznych, jest stymulowany zmianami fadunku powierzchniowego
bton w kierunku wartosci bardziej ujemnych oraz wspdtzawodniczo ha-
mowany przez czesciowa neutralizacje tadunku lub jego zmiane w kie-
runku wartosci dodatnich.

Dziatanie jonoforéw jest jednak tylko modelem biologicznych zjawisk
transportowych. Nasuwa sie wiec pytanie, czy obserwowane tu zaleznosci
wystepujg réwniez w uktadach bton naturalnych, nie zawierajagcych do-
danych jonoforéw. | tak np. opisano wspétzawodnicze hamowanie trans-
portu jonow K+ u drozdzy przez dodatek do bton kationowych zwigzkéw
o charakterze dwuguanidéow (101) oraz, w tym samym materiale, wspot-
zawodnicze hamowanie transportu wapnia przez kation etydynowy (102).
Stwierdzono tez, ze lipofilowe kationy CTAB i CPC hamujg transport
wapnia w mitochondriach (103), a przepuszczalno$¢ mitochondriow dla
kationow jednowartosciowych moze by¢ z kolei regulowana zawartoscig
magnezu w btonach, zmieniajgcg ich tadunek powierzchniowy (104, 105).
Z drugiej strony, dodatek dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych i ich
estrow z koenzymem A, pogiebiajagcych ujemny wypadkowy tadunek
bton (por. np. (27)), wyraznie stymuluje przepuszczalno$¢ bton mitochon-
drialnych dla jednowarto$ciowych kationow (106, 107).

Jesli transport jondw i zjonizowanych substancji przez btony biolo-
giczne rzeczywiscie uzalezniony jest od elektrostatycznych oddziatywan
na powierzchni btony, nalezy przypuszczaé, ze, w przeciwienstwie do
wspomnianego wyzej przenoszenia kationow, transport zwigzkow o cha-
rakterze anionowym bedzie wspo6tzawodniczo hamowany zmianami ta-
dunku powierzchniowego w kierunku wartosci bardziej ujemnych, a sty-
mulowany przez cze$ciowg neutralizacje ujemnego tadunku btony. | istot-
nie wykazano tego rodzaju zaleznosci. Zauwazono na przykiad (108),
ze transport a-ketoglutaranu do mitochondriéw jest wsp6tzawodniczo ha-
mowany przez wzrost pH S$rodowiska, ktéremu, jak wiemy, towarzyszy
zmiana tadunku powierzchniowego w kierunku wartosci bardziej ujem-
nych. Odwrotnie, niskie pH $rodowiska stymuluje proces, obnizajgc Km
Takag samg zalezno$¢ wykryto réwniez w przypadku transportu nieorga-
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nicznych anionéw przez btony erytrocytéw (109). Roéwniez wprowadzenie
do bton amfifilowych zwigzkéw powierzchniowo-czynnych, silnie zmie-
niajagcych tadunek powierzchniowy (por. np. (24—27)), wyraznie zmienia
kinetyke transportu szeregu anionowych substancji w bionach biologicz-
nych. Ciekawe doswiadczenia przeprowadzili w tym wzgledzie Motais
i wsp. (110). Stosujac anionowe lub kationowe pochodne tego samego
zwigzku, fenotiotiazyny, wykazali oni, ze transport szeregu anionowych
metabolitdw przez btony erytrocytéw kroliczych jest wspétzawodniczo
hamowany w obecnosci pochodnych anionowych, stymulowany za$
w obecnosci pochodnych kationowych. Interesujgca jest tez obserwacja,
ze transport glukozy, a wiec substancji niezjonizowanej, nie zmienia sie
w tych warunkach (110). Zaobserwowano tez (111), ze transport piro-
gronianu przez bione mitochondrialng jest wyraznie stymulowany (ob-
nizenie mierzonej wartosci Km pod wpltywem dodania do zawiesiny mi-
tochondriéw niewielkiej ilosci kationowego detergentu, CPC (Ryc. 8).
Natomiast anionowe zwigzki o charakterze detergentowym wspotzawod-

N
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1/a [*c] pirogronian (nmole/mg biafka)'
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Ryc. 8. Wptyw kationowego detergentu, CPC, na wymiane (2-l4C)pirogronian-pi-
rogronian w mitochondriach watroby szczura. Transport pirogronianu badano przy
uzyciu techniki szybkiego wirowania przez warstwy. Mitochondria (ok. 10 mg biat-
ka/ml) preinkubowano z 1 mM (2-14C)pirogronianem (ok. 0,1 ~Ci) w S$rodowisku
standardowym (125 mM KC1, 20 mM bufor Tris-HCI, pH 7,4) w obecnosci anty-
mycyny (5 *g/ml) i rotenonu (4 “~ig/ml), w temperaturze 20°C przez 3 min. W prébach
traktowanych CPC obecny byt réwniez ten zwigzek w ilo$ci 12 nmoli/mg biatka.
04 ml zawiesiny naktadano nastepnie na warstwy zawierajgce kolejno (od gory
probowki): a) 0,4 ml $rodowiska standardowego + 2,4% dekstran (warstwa ptucza-
ca); b) 0,4 ml Srodowiska standardowego + 4,8% dekstran + pirogronian w odpo-
wiednim stezeniu (warstwa wymieniajgca); ¢) 0,5 ml oleju silikonowego (Wacker
AR200:AR20, 4:2,5); d) 0,2 ml 8% HCIO4. Natychmiast po natozeniu zawiesiny mito-
chondriow prébe odwirowywano (1 min., wirowka UNIPAN). Po wirowaniu odpo-
wiednig objetos¢ kwasnego ekstraktu pobierano do mieszaniny scyntylacyjnej i li-
czono. Otrzymane warto$ci Km transportu wynosity: dla kontroli, 0,141 mM; plus
CPC, 0,082 mM. Wynik dos$wiadczenia przedstawiono za zgodg Autoréw (111).
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niczo hamuja transport szeregu substancji ujemnie natadowanych do mi-
tochondriow, jak np. fosforanu, jabtczanu, cytrynianu lub nukleotydow
adeninowych (112, 113). Zwt#aszcza transport ATP i ADP stat sie przed-
miotem bardziej wnikliwych badan (114, 115). Zaobserwowano, ze trans-
port ten jest silnie wspétzawodniczo hamowany przez palmitylo-CoA.
To wyjatkowo silne hamowanie wynika prawdopodobnie nie tylko ze
zmian tadunku powierzchniowego btony, ale by¢ moze réwniez ze specy-
ficznego wptywu palmitylo-CoA na translokaze nukleotydéw adenino-
wych. Podobienstwo struktury tego estru do struktury ADP moze w tym
wypadku ttumaczyé wspétzawodniczy charakter inhibicji (116, 117). Oka-
zalo sie jednak, ze przenoszenie ADP przez btony mitochondrialne moze
byé réwniez wspotzawodniczo hamowane przez dodatek niewielkich iloSci
anionowego detergentu, SDS (118) (Ryc. 9). Co wiecej, wykazano, ze

SDS 60 rtr:wl;/’r:g biatka

1/V (jednostki wzgledne)
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Ryc. 9. Wptyw SDS na transport ADP do mitochondriow. Wykres w uktadzie
Lineweavera-Burka, wedtug (118).

dodatek kationowego detergentu, CTAB, do zawiesiny mitochondridw
znosi hamujacy wptyw palmitylo-CoA na translokaze (118) (Ryc. 10).
Wiadomo przy tym, ze CTAB nie powoduje usuniecia palmitylo-CoA
z btony (27, 86). Wytlumaczeniem obserwowanych efektow moze by¢ za-
tem stwierdzenie, ze proces przenoszenia nukleotydéw adeninowych
przez btone mitochondrialng regulowany jest w znacznym stopniu przez
elektrostatyczne oddziatywania na powierzchni btony. Silne odpychanie
ujemnie natadowanych czasteczek ADP przez btone o pogtebionym obec-
noscig palmitylo-CoA ujemnym tadunku powierzchniowym powoduje
zmniejszenie lokalnego stezenia ADP przy btonie (wzor 1) i tym samym
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Ryc. 10. Odwracanie przez CTAB hamujacego dziatania palmitylo-CoA, na transport
ADP w mitochondriach. Wedtug (118).

podwyzszenie mierzonej warto$ci Km transportu. W chwili dodania do
uktadu kationowego detergentu, rdwniez lokujgcego sie w btonie (24, 25),
wypadkowy tadunek powierzchniowy biony zostaje przesuniety w Kkie-
runku wartosci mniej ujemnych i obserwowana uprzednio inhibicja zo-
staje cofnieta.

Podobne do omdwionego powyzej dziatania tioestrow koenzymu A
z dtugotancuchowymi kwasami ttuszczowymi oraz wolnych kwaséw ttusz-
czowych obserwowano tez w przypadku szeregu innych proceséw trans-
portowych zachodzgcych w btonach biologicznych (zob. artykut przegls-
dowy (107)).

Odrebnym, specyficznym dziatem badah nad transportem przez btony
jest przepuszczalno$¢ bton np. mitochondrialnych czy chloroplastowych
dla protonéw. Zagadnienie to ma duze znaczenie w S$wietle chemiosmo-
tycznej teorii oksydacyjnej fosforylacji (119, 120). | w tym przypadku wy-
niki niektérych badan sugerujg mozliwo$¢ regulowania przeptywu proto-
néw przez tadunek powierzchniowy btony. Wykazano np., ze lipofitowe
kationy w rodzaju pierwszorzedowych amin alkilowych (121) lub dwu-
guanidow (122), a zatem zwigzki lokujgce sie w btonie i czeSciowo neu-
tralizujgce jej ujemny +tadunek powierzchniowy (122), zdecydowanie
zmniejszaja przepuszczalno$¢ btony mitochondrialnej dla protonéw i to
zarbwno w mitochondriach sprzezonych (hamowanie ,pompy protono-
wej”), jak tez rozprzezonych (hamowanie przenikania H+ przez btone
w obecnosci protonoforéw). Jesli jednak tadunek powierzchniowy zmieni
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sie w kierunku warto$ci bardziej ujemnych, transport protonéw przez bto-
ne mitochondrialng jest stymulowany (44). Dla btony chloroplastowej
opracowano nawet teoretyczny model zaleznos$ci transportu protonéw od
tadunku powierzchniowego po obu stronach btony (123).

Oczywiscie bytoby duza przesada twierdzié, ze zmiany tadunku po-
wierzchniowego bton sg zawsze odpowiedzialne za regulowanie proceséw
transportowych w zywych komoérkach, byle tylko przenoszona substancja
byta jonowa. To, co zostalo powiedziane powyzej, nie neguje bowiem
roli oddziatywan specyficznych, zmian konformacyjnych nos$nikéw, wpty-
wu zmian ptynnosci biony czy roli potencjatu transmembranowego na
przebieg procesow transportowych. Wszystkie te znane Czytelnikowi me-
chanizmy regulujace transport substancji przez btony biologiczne dopiero
wziete razem tworzg catos¢ ogromnie skomplikowanego systemu, podle-
gajacego wielu réznym wptywom réwnoczesnie. W podrozdziale tym
zwracamy jedynie uwage na jeden z elementow tego systemu. Oddzia-
tywania elektrostatyczne na powierzchni struktury btonowej, czesto pomi-
jane na rzecz poszukiwan efektow specyficznych i bardziej ztozonych,
moga jednak w pewnych warunkach znaczagco zmienia¢ badany proces
i warto o tym pamietaé.

V-2. Przekazywanie impulséw nerwowych

Rozchodzenie sie impulsu elektrycznego wzdtuz biony zachodzi na
zasadzie zmiennego transportu jon6éw sodu i potasu. Przez analogie do
omowionych powyzej zagadnien transportowych mozna zatem przypusz-
cza€, ze tadunek powierzchniowy btony moze oddziatywac i na ten proces.
Istotnie, wykazano np., ze przenoszenie impulsu elektrycznego przez izo-
lowane widkna nerwowe zaby uzaleznione jest w duzym stopniu od pH
Srodowiska, w ktorym przeprowadzono pomiar (124). | tak, obnizenie
pH z wartosci 7,3 do wartosci 4,0 (co, jak wiemy, powoduje znaczng
neutralizacje ujemnego #tadunku powierzchniowego btony) powoduje
znaczne zahamowanie przenoszenia jonéw sodu i potasu przez btone
i w istotny sposéb obniza aktywno$¢ nerwu. Powrét pH do wartosci
wyjsciowej powoduje cofniecie hamowania transportu i przywrdcenie
normalnej aktywnosci elektrycznej widkna nerwowego. Autorzy przy-
puszczajg przy tym, ze wptyw ten jest wynikiem cofniecia jonizacji okres-
lonych ujemnie natadowanych grup na powierzchni btony, uczestniczacych
w mechanizmie przenoszenia jonéw. Bytby to wiec przyktad na znaczenie
regulacyjne lokalnych oddziatywan elektrostatycznych w blonie, cho¢
wptyw zmian tadunku powierzchniowego catej biony nie zostat w cyto-
wanej pracy wykluczony.

Dysponujemy roéwniez obserwacjami sugerujgcymi wptyw tadunku
powierzchniowego na przekazywanie przez btone impulséw natury che-
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micznej. Badano np. wpltyw tadunku powierzchniowego btony synapsy
nerwowo-mie$niowej w miesniach szkieletowych na uwalnianie dodat-
nio natadowanego neurotransmitera, acetylocholiny (125). Proces ten byt
wyraznie hamowany przez pogtebienie ujemnego tadunku powierzchnio-
wego biony, stymulowany natomiast przez czeSciowg neutralizacje fa-
dunku. Prawdopodobnie chodzi tu o zmiane sity elektrostatycznego wig-
zania acetylocholiny przez btony synaptyczne, co moze mieé znaczace
implikacje fizjologiczne (125). Stwierdzono dalej (126), ze réwniez dzia-
tanie kurary, silnej trucizny bedgcej mieszaning alkaloidow specyficznie
blokujacg receptory acetylocholinowe w synapsach nerwowo-mie$nio-
wych, jest funkcjg tadunku powierzchniowego btony synaptycznej. Po-
gtebienie ujemnego tadunku tej blony wyraznie potegowalo dziatanie
kurary, podczas gdy czeSciowa neutralizacja tadunku zmniejszata pora-
zajacy wptyw tej trucizny na synapse. Poniewaz dziatanie kurary wymaga
bezposredniego kontaktu czasteczek alkaloidow z btong, zatem ich lokalne
stezenie przy btonie warunkuje rozwazany proces. Alkaloidy izochinoli-
nowe wchodzace w skitad kurary majg zdecydowany tadunek dodatni
czagsteczek, wobec tego zaleznos$¢ ich stezenia przy bionie od potencjatu
na powierzchni (wzo6r 1) moze zadowalajgco tlumaczy¢ obserwowany
efekt (126).

V-3. Aktywnos$¢ enzymoéw bionowych

Mozliwos¢ elektrycznych oddziatywan miedzy substratem a enzymem
znana jest w enzymologii od dawna. Natomiast na role podobnych od-
dziatywan miedzy substratem a otoczeniem enzymu zwrécity uwage do-
piero badania Katchalskiego i wspo6tpracownikéw (127—129). Ba-
dacze ci unieruchamiali enzymy proteolityczne na syntetycznych zywi-
cach o charakterze anionowym lub kationowym. Jako substraty stoso-
wano rowniez syntetyczne oligopeptydy. Stwierdzono, ze w takim ukta-
dzie powinowactwo enzymu wobec substratu zalezato zar6wno od cha-
rakteru jonowego poditoza, na ktérym osadzony byt enzym, jak i oligo-
peptydu bedgcego substratem. Zaobserwowana prawidtowos¢ polegata na
tym, ze unieruchomienie enzymu na podtozu anionowym zwiekszato jego
powinowactwo do peptydéw o przewadze grup dodatnio natadowanych,
zmniejszato za$ powinowactwo do substratbw o wypadkowej jonizacji:
ujemnej. Odwrotny efekt obserwowano, gdy ten sam enzym osadzano na
podtozu kationowym. Miarg powinowactwa enzymu do substratu byta
w tych badaniach warto$¢ pozornej (mierzonej) statej Michaelisa. Cha-
rakterystyczng cechg badanych uktadéw byto réwniez to, ze tadunek
elektryczny podioza nie wplywatl znaczaco na szybko$¢ maksymalng
reakcji przy wysycajacych stezeniach substratu (Vnex).

Zaproponowane przez Katchalskiego i wspotpracownikéw wyttuma-
czenie tych efektow opiera sie na elektrostatycznym oddziatywaniu mie-"*
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dzy substratem a otoczeniem enzymu, co prowadzi do zmiany lokalnego
stezenia substratu w bezposrednim sasiedztwie enzymu: zwiekszenie ste-
zenia, gdy substrat i podtoze majg przeciwny tadunek i zmniejszenie, gdy
tadunki te sg réwnoimienne. A zatem Kkinetyka reakcji enzymatycznej
odzwierciedla stezenia substratu w sasiedztwie enzymu a nie w catym
roztworze. Dlatego przy réznoimiennym tadunku elektrycznym substratu
i podtoza, na ktérym osadzony jest enzym, potowiczne wysycenie enzymu
zachodzi przy stezeniu substratu w roztworze nizszym niz rzeczywista
(prawdziwa) warto$¢ statej Michaelisa. | odwrotnie, przy tadunkach
rownoimiennych konieczne jest wyzsze stezenie substratu w roztworze,
by jego stezenie w sasiedztwie unieruchomionego enzymu osiggneto war-
tos¢ odpowiadajagcg potowie nasycenia. Stad zaobserwowane zmiany po-
zornej statej Michaelisa. Stosujgc wzo6r Boltzmanna (wzdér 1) mozna prze-
widzie¢ nastepujacag zalezno$é:

(10) Km(pozorne) = Km(prawdziwe) expfWi

O tym, ze oddziatywania elektrostatyczne mogg mie¢ wptyw na aktyw-
no$¢ enzymoéw whbudowanych w btony biologiczne, Swiadczyty posrednio
obserwacje roznych autoréw dotyczace na przykiad dziatania detergentow
(24, 25, 130), fosfolipidow (131—135), elektrolitéw (136—139) i zmian pH
(140—142). Bardziej systematyczne badania w tym kierunku przeprowa-
dzili autorzy niniejszego artykutu zmieniajac eksperymentalnie tadunek
{a zatem i potencjat) powierzchniowy réznych bton biologicznych i mie-
rzac efekt tych zmian na parametry kinetyczne enzymoéw blonowych.
I tak aktywno$¢ enzymow btonowych badano w warunkach, w ktérych
potencjat na powierzchni blony zmieniano przez dodanie do zawiesiny
bton niewielkich iloSci zwiazkéw powierzchniowo czynnych (27, 86), soli
metali dwuwarto$ciowych (27), zmiane pH S$rodowiska (27) lub fosfo-
rylacie biatek btonowych przy pomocy endo- lub egzogennych Kkinaz
biatkowych (30, 87). Zaobserwowano, ze enzymy reagujace z anionowymi
substratami (arylosulfataza, dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanu i fosfa-
taza glukozo-6-fosforanu) byty wspétzawodniczo hamowane przez czynniki
pogtebiajgce ujemny fadunek biony i aktywowane przez czynniki zmie-
niajagce ten tadunek w kierunku wartosci mniej ujemnych. Przyktadowy
wynik doswiadczenia tego typu przedstawia Ryc. 11. W przypadku enzymow
reagujacych z kationowymi substratami (acetylocholinesteraza, monoamino-
oksydaza i oksydaza dwumetyloaniliny) zachodzity zalezno$ci odwrotne
(Ryc. 12). We wszystkich przypadkach zmianom ulegaty wartosci pozor-
nej Kmenzymoéw (27, 30, 86, 87) natomiast Vmax w zasadzie nie zmieniata
sie. Co wiecej, stwierdzono, ze wptyw czynnikéw modyfikujagcych tadunek
powierzchniowy na aktywno$¢ badanych enzymdw znikat catkowicie po
solubilizacji btony i pojawiat sie ponownie po jej zrekonstytuowaniu
i wbudowaniu do niej enzymu (27, 31, 86, 87, 143, 144). Zaobserwowano
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Ryc. 11. Wykres Lineweavera-Burka dla dehydrogenazy glicerolo-3-fosforanu
w mitochondriach miesni mola woskowego (Galleria melonella). Wptyw zwigzkow
powierzchniowo czynnych. Mierzone warto$ci Km enzymu, odnoszace sie do D,L-gli-

cero-3-fosforanu, wynosity: dla kontroli, 6,3 mM; plus oleinian, 13,3 mM; plus
CTAB, 32 mM. Wedtug (27, 86).
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Ryc. 12. Wykres Lineweavera-Burka dla monoaminooksydazy w mitochondriach

watroby szczura. Wptyw zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Mierzone wartosci Km

enzymu wynosity: dla kontroli, 143 jaM; plus CTAB, 200 ~M; plus oleinian,
69 nM. Wedlug (27, 86).
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tez, ze Kmfosfotransferazy pirofosforan:glukoza mierzone wzgledem glu-
kozy, a wiec substratu niezjonizowanego, byto catkowicie niewrazliwe na
zmiany tadunku powierzchniowego btony ((85, 145), Ryc. 13). Wszystkie te
obserwacje zgodne byly z modelem Katchalskiego i wspbtpra-
cownikow (127—129). Gtdwnym jednak argumentem na korzy$¢ takiej
wiasnie interpretacji przedstawionych badan stata sie duza zgodnos¢
wartosci zmian potencjatu (Ai/;9) wyliczonych ze zmiany Km enzyméw
i z pomiarow wigzania ANS lub znacznika spinowego CAT” (Tabela 1).

I I
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Ryc. 13. Wptyw zwigzkdw powierzchniowo czynnych na aktywnos$¢ fosfotransfe-
razy pirofosforan:glukoza. Wykres Lineweavera-Burka, w zaleznosci od rosnagcych
stezen glukozy. (¢), kontrola; (O), plus 80 p,M oleinian; (A), plus 100 jiM CTAB.
Szybkos$¢ reakcji wyrazono w “molach powstajacego glukozo-6-fosforanu na minute
i mg biatka. Zmierzona warto$¢ Km wynosita 60 mM. Wedtug (86).

Tabela 1
Zmiany potencjatu na powierzchni btony (APs) pod wptywem zwigzkéw powierzchniowo czynnych
obliczone na podstawie mierzonych wartosci Kmenzymoéw btonowych (wzér 12) oraz pomiaréw
fluorescencji ANS i widma EPR znacznika CAT12 (wzory 7 i 8). Warunki pomiaréw oméwiono
vT (86). W obliczeniach przyjeto, ze rozpatrywane substancje (substraty i sondy potencjatu) sg
catkowicie zjonizowane, tzn. liczba ,,z” jest jest catkowita i rowna maksymalnej wartosciowosci
danego jonu.

Materiat btonowy i ba- Dodany zwigzek powierzch-

. mV)
dany enzym niowo czynny
obliczone z obliczone z  obliczone z
Km pomiaréw z pomiaréw z
enzymu uzyciem uzyciem
btonowego ANS catl2
150 [xM CTAB +8 + 10 +10
Mikrosomy watroby 150 jiM CPC + 14 +10 —
szczura, arylosulfataza 100 [i.M oleinian -18 -12 —
C 100 [(M SDS -11 — -13
Mitochondria watroby 69 [XM oleinian -19 -16 —
szczura, monoamino- 71 [iM CTAB +8 +9 +9

oksydaza 39 nM CPC +22 + 17 —
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W tym miejscu wypada zaznaczyé, ze wz6r 10 na obliczenie pozornej
statej Michaelisa nie moze by¢ zastosowany do enzymdéw btonowych, po-
niewaz nie znamy w zasadzie wartosci rzeczywistej statej Km Przyjmo-
wano wprawdzie (144), ze rzeczywistg stata Kmmozna by oznaczy¢ po uwol-
nieniu enzymu z btony przez jej solubilizacje w niejonowym detergencie,
lecz zatozenie takie jest wolne od szeregu zastrzezen. Dlatego wzor 10
nadaje sie raczej, po prostym przeksztatceniu, do obliczania zmiany po-
tencjatu powierzchniowego ze zmiany pozornej statej Km Jesli przyj-
miemy mianowicie, ze potencjatowi y¥5 odpowiada Ki (pozorne), a poten-
cjatowi ys — Km (pozorne), przy czym zmiane potencjatu na powierzchni

oznaczymy jako —ipS, wowczas dzielac stronami otrzymu-
jemy:
Km(pozorne) = ZFA”s
<11) Kré (pozorne) RT
a stad:

RT  Km(pozorne)

&) 2F IR M toozeeme)
WiHasnie tak obliczone warto$ci &qps sg uwidocznione w Tabl. 1 w porow-
naniu z wartoSciami otrzymanymi z pomiaréw z uzyciem ANS i CATI2

Zwrocenie uwagi na mozliwo$¢ oddziatywania na aktywnos$é enzy-
mow przez zmiany potencjatu na powierzchni blon rzuca nowe $wiatto
na szereg faktow z dziedziny regulacji enzymow btonowych. Pozwala
na przykiad wyttlumaczy¢ tak zwany efekt solny w aktywnosci ATP-azy
mitochondrialnej, polegajacy na aktywacji tego enzymu przez sole, np.
KC1 (146). Mozemy przypuszczaé, ze obecnos$¢ elektrolitbw w wyzszych
stezeniach obniza potencjat na powierzchni btony mitochondrialnej i dzie-
ki temu zmniejsza odpychanie miedzy anionem ATP i ujemnie natado-
wanag btong. Innym przyktadem moze by¢ wspéizawodnicze hamowanie
aktywnos$ci monoaminoksydazy przez kationy dwuwartosciowe (147), kté-
re czeSciowo neutralizujg ujemny fadunek powierzchniowy zewnetrznej
btony mitochondrialnej i tym samym obnizajag lokalne stezenie dodatnio
natadowanych substratéw enzymu. Warto tu réwniez wspomnie¢ o hamu-
jacym wptywie diugotancuchowych amin alkilowych na ATP-aze Na+/K+
(148). Zwiazki te wigzac sie z btong czesciowo neutralizujg jej ujemny
tadunek, co z kolei wptywa na lokalne stezenie kationowego aktywatora
enzymu (Na+ lub K+). Innym wreszcie przyktadem moze by¢ regulacja
aktywnosci mitochondrialnej dehydrogenazy glicerolo-3-fosforanu przez
jony Ca2+ i Mg2+ (aktywacja) oraz diugotaricuchowe estry acylowe koen-
zymu A i diugotancuchowe wolne kwasy tluszczowe (wsp6izawodnicza
inhibicja) (149—154). Substancje te byly poczatkowo traktowane jako
specyficzne modulatory aktywnos$ci enzymu, okazato sie jednak, ze dehy-
drogenaza glicerolo-3-fosforanu moze by¢ z rownym powodzeniem akty-
wowana przez dodatek kationowych detergentdw do zawiesiny mito-



218 M. J. NALECZ, L. WOJTCZAK [28]

chondriéow (Ryc. 11), a hamowana np. przez SDS (27, 86). Co wiecej,
kationowy detergent, CTAB, znosit hamujgce dziatanie palmitylo-CoA
i to w iloSci doktadnie stechiometrycznej (27, 86). Wydaje sie wiec, ze
opisywane tu efekty z powodzeniem wyttumaczy¢ mozna w oparciu o elek-
trostatyczne oddziatywanie miedzy btong a substratem enzymu, bez ko-
niecznosci odwotywania sie do oddziatywan specyficznych z enzymem.

Nowego aspektu nabiera rowniez znaczenie sktadu fosfolipidowego
btony w regulowaniu aktywnos$ci enzymow btonowych. Wplyw ten inter-
pretowano na og6t badz jako oddziatywanie bezposrednie, polegajace na
tworzeniu specyficznych, funkcjonalnych komplekséw enzym-lipid, badz
posrednie, sprowadzane do zmian ptynnosci btony, mogacych z kolei zmie-
nia¢ aktywnos$¢ enzymow btonowych (zob. np. artykuty przegladowe (155,
156)). W ostatnich latach zwrdcono jednak uwage na mozliwg role od-
dziatywan elektrostatycznych w regulowaniu aktywnos$ci enzymatycz-
nych przez lipidy (31, 131—135). Wykazano na przyktad (31), ze zmiany
tadunku powierzchniowego bton spowodowane ich r6znym skiadem lipi-
dowym wywotujg zmiany w kinetyce enzymow btonowych dajgce sie
przewidzie¢ na podstawie omowionych rozwazan (wzory 10—12). Oznacza
to, ze skiad lipidowy biony, w szczegOlnosci za$ zawarto$¢ fosfolipidow
kwasnych, moze oddziatywaé na kinetyke enzymdw btonowych za posred-
nictwem potencjatu elektrycznego na powierzchni. Oczywiscie nie wy-
klucza to innych, specyficznych oddziatywan lipidow na enzymy.

PodalisSmy tu przyktady regulowania przez potencjat i tadunek po-
wierzchniowy btony aktywnosci enzymdw btonowych na zasadzie zmie-
niania lokalnego stezenia substratu bgdz aktywatora enzymu. Warto row-
niez wspomnie¢, ze podobnie moze by¢ zmieniane lokalne stezenie inhibi-
tora, o ile jest on zwiazkiem zjonizowanym lub zawiera obarczone ta-
dunkiem elektrycznym ugrupowanie oddziatujgce z enzymem. Wydaje
sie (143), ze na tej zasadzie potencjat na powierzchni btony mitochondrial-
nej wptywa na aktywnos$¢ mitochondrialnej dehydrogenazy NADH, re-
gulujac lokalne stezenie produktu, NAD+, bedgcego zarazem inhibitorem
reakcji.

Na podstawie przedstawionych tu danych i przytoczonych prac mozna
z duzym prawdopodobienstwem sadzi¢, ze tadunek powierzchniowy bton
biologicznych w istocie wptywa na aktywno$¢ enzymow bionowych. Dla
petniejszego opisu tego zagadnienia trzeba jednak dodaé, ze omawiany
dotychczas model Katchalskiego i wspdipracownikéw (127—129)
nie zawsze znajduje zastosowanie w rozwazaniach obserwowanych zmian
kinetycznych. Odnosi sie on bowiem jedynie do enzymdéw majacych sto-
sunkowo prostg kinetyke, podlegajaca opisowi Michaelisa-Menten. Za-
wiera tez szereg uproszczen, jak np. zatozenie réwnomiernego rozmiesz-
czenia tadunku powierzchniowego, czy braku specyficznego powino-
wactwa substratu (produktu) badanej reakcji do btony, co nie zawsze jest
prawdg. Czesto natomiast przedmiotem badan nad wptywem elektrosta-



129] LADUNEK POWIERZCHNIOWY BtON 219

tycznych oddziatywan na kinetyke procesu katalizowanego w btonie stajg
sie skomplikowane btonowe kompleksy enzymatyczne (np. fotosyste-
my | i Il w chloroplastach (157—160), tanicuch oddechowy w mito-
chondriach (24, 25)) lub enzymy wykazujgce ztozong kinetyke o cechach
allosterycznosci (161, 162). Konieczno$¢ uwzgledniania w takich wypad-
kach oddziatywan lokalnych lub sformutowania nowego opisu matema-
tycznego obserwowanych zmian (czesto dotyczacych proceséw o charak-
terze dodatniej lub ujemnej kooperacji) znacznie komplikuje interpre-
tacje wynikow (162, 163). Przyjecie opisu uwzgledniajgcego role lokal-
nych oddziatywan elektrostatycznych (np. miedzy substratem i bezpo-
Srednim otoczeniem centrum aktywnego (161, 164)) moze tez prowadzié¢ do
whniosku, ze regulacjom ,elektrostatycznym” podlega¢ moga roéwniez
enzymy rozpuszczalne (165). Nie moéwi sie wéwcezas o tadunku struktury
otaczajgcej enzym lecz o tadunkach umieszczonych na powierzchni sa-
mego biatka enzymatycznego, w poblizu jego centrum aktywnego (zob. tez
(86, 143)).

VI. Uwagi koricowe

Z koniecznosci omowiliSmy jedynie niektore procesy btonowe mogace
podlegaé¢ regulacji przez zmiany fadunku i potencjatlu na powierzchni
bton. Nie wyczerpuje to jednak zagadnienia. Istnieje np. szereg prac
omawiajacych role powierzchniowych oddziatywan elektrostatycznych
w procesach energizacji mitochondriéw, chloroplastow czy bton bakte-
ryjnych (36—39), przypuszczalny udziat zmian tadunku powierzchnio-
wego w procesach fuzji bton mitochondrialnych (prowadzacych np. do
powstania megamitochondriow (34, 35, 86, 166)) czy tez regulacyjny
wplyw oddziatywan elektrostatycznych na procesy translacji genetycznej
(165, 167, 168). Wydaje sie zatem, ze udziat tadunku powierzchniowego
bton w okreslaniu przebiegu réznych proceséw bitonowych stanowié moze
do$¢ uniwersalny mechanizm regulacyjny.

Nalezy tu jednak raz jeszcze podkresli¢, ze oddzialywania elektrosta-
tyczne charakteryzuje ich niespecyficzno$¢, stanowig wiec one czesto je-
dynie tto dla innych proceséw regulujacych funkcje bion biologicznych.
Nie nalezy pomija¢ wptywu zmian ptynnosci btony, stopnia jej hydra-
tacji, ruchéw biatek i lipidow btonowych czy tez dziatania réznych spe-
cyficznych modulator6w na procesy katalizowane w btonach. Czynniki
te, rozpatrywane #gcznie z oddziatywaniami elektrostatycznymi na po-
wierzchni bton, dajg dopiero peiny obraz skomplikowanego systemu re-
gulacyjnego w biologicznych uktadach btonowych.

Zaakceptowano do druku 19.03.1982
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KOMUNIKAT

w sprawie bibliografii prac biochemicznych

W 1982 roku ukazata sie ,,Bibliografia polskich prac bioche-
micznych 1945—1975”. Z myslg o kontynuowaniu wydawnictwa
w mniejszych przedziatach czasowych, Komitet Biochemii i Bio-
fizyki oraz Polskie Towarzystwo Biochemiczne pragng rozpo-
cza¢ prace nad zebraniem bibliografii za lata 1976—1980.
W zwigzku z tym zwréciliSmy sie do kierownikéw placowek
biochemicznych w kraju z prosba o przystanie spisu publika-
cji za ten okres. Poniewaz jednak wiele prac biochemicznych
powstaje w innych placowkach, prosimy autoréw o przystanie
spisu prac bezposrednio na adres:

Prof. dr hab. Janina Kwiatkowska
Katedra Biochemii AM we Wroctawiu
ul. Chatubinskiego 10, 50-368 Wroctaw.

Prace nad bibliografig bardzo utatwi sporzadzenie notek do-
ktadnie wedtug nastepujgcego wzorca: nazwiska i inicjaty auto-
réw, petna nazwa instytucji (jezeli autorzy pochodzg z kilku
instytucji krajowych lub zagranicznych prosimy o wymienienie
wszystkich placéwek). W przypadku, gdy wspoétautorzy pracuja
w kilku instytucjach krajowych i zagranicznych, prosimy o po-
danie nazw wszystkich placéwek. Jesli jednak publikacja zostata
wykonana wylgcznie w placéwce zagranicznej, to nazwe pla-
cowki krajowej, w ktorej pracuje polski autor, nalezy podaé
w nawiasie. Podobnie, jezeli praca zostata wykonana catkowicie
w placdwce krajowej, to nazwe placowki zagranicznej wspot-
autora nalezy poda¢ w nawiasie. Tytut pracy w jezyku, w jakim
ja ogtoszono, skrot nazwy czasopisma, rok, tom, strona. Prace
przegladowe prosze oznaczy¢ literg B na marginesie wykazu.
W spisie nie nalezy umieszcza¢ komunikatéw zjazdowych.
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l. Wstep
W ostatnich latach dzieki szybkiemu rozwojowi elektronicznych tech-
nik pomiarowych uzyskano mozliwo$¢ badania takich zjawisk zachodza-
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cych w btonie komorkowej i dwuwarstwie lipidowej, ktére wigzg sie
z przemieszczeniem fadunku. Zjawisko to towarzyszy z reguty wszystkim
procesom czynnego i biernego transportu elektrolitu przez btony. Bada-
niom zmian powierzchniowej gestoSci tego tadunku stuzg techniki ana-
lizujace zjawiska zachodzace na granicach fazowych. Miedzy innymi
do tych celéw zostaty zaadaptowane: mikroelektroforeza (1—3) i pomiar
kontaktowej roznicy potencjatow (4—6). Podobnym celom stuzy metoda
pomiaru potencjatu przeptywu opracowana przez Van Wagenena
i wsp. (7). Wymienione metody majg te zalete, ze pozwalajg bada¢ btony
zewnetrzne nienaruszonych komorek in vitro. Do pomiaréw elektrycz-
nych wiasciwosci izolowanych bton biologicznych i sztucznych dwuwarstw
lipidowych natomiast najczeSciej wykorzystuje sie techniki impulsowe.
Pozwalajg one okresli¢ pojemno$¢ elektryczng i opér badanych bion na-
turalnych i bton lipidowych oraz, przy zatozeniu odpowiedniego modelu,
parametry proceséw kinetycznych w nich zachodzacych. Jednakze wnio-
ski wyciggane z badan sztucznych bton lipidowych tylko w przyblizonym
stopniu moga by¢ odniesione do naturalnych bton biclogicznych.

W niniejszym artykule omdwiono pokrotce podstawowe impulsowe
techniki pomiarowe wykorzystywane w badaniach tego typu procesow.
Przedstawiono takze warunki stosowania technik relaksacyjnych, ich wady
i zalety oraz scharakteryzowano elektryczne modele zjawisk zachodzg-
cych w bionach, w oparciu o ktére to modele, zjawiska te sa analizo-
wane.

Il. Elektryczne modele zjawisk w btonach

Umieszczona w zmiennym lub przemiennym polu elektrycznym izo-
lowana btona komoérkowa jak réwniez dwuwarstwa lipidowa zachowuje
sie jak kondensator o pojemnosci Cm pofaczony réwnolegle z impe-
dancjg Z*  zalezng od amplitudy impulsu pola i jego czasu trwania
(Ryc. la). Zalezno$¢ impedancji Zm od szeroko$ci impulsu i czasu jego
trwania wskazuje na nieliniowo$¢ badanego ukiadu, co oznacza, ze bada-

® W stownictwie elektronicznym przyjeto sie opisywanie elementéow elektrycz-
nych obwodéw za pomocag ich charakterystycznych wiasciwosci i tak np. zamiast
moéwié, ze w obwodzie znajduje sie opornik o opornosci (rezystancji) R potgczony
réwnolegle z kondensatorem o pojemnosci C, mowi sie, ze w obwodzie jest opor-
no$¢ (rezystancja) R potgczona réwnolegle z pojemnoscia C. Tego rodzaju skroty
mys$lowe s szczegdlnie celowe przy analizie matematycznej uktadéw, gdzie wazne
sg wielkosci parametréw charakteryzujacych poszczeg6lne elementy elektryczne,
a nie one same. W tym przypadku impedancja Zm, zdefiniowana jako stosunek
napiecia do ptynacego przez uktad pradu, charakteryzuje zesp6t potgczonych ze
sobg nieznanych elementéw elektrycznych réznych od Cm, obrazujacych zjawiska
mogace zachodzi¢ w btonie. Jej analiza za pomocg technik impulsowych, o czym
bedzie mowa dalej, umozliwia opis tych zjawisk.
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Ryc. la, b, c. Elektryczne modele dwuwarstwy
lipidowej

Rp, Cp — opornos$¢ i pojemnos$¢ czesci polarnej fosfo- «" —"~
lipidow, R w, Cw — oporno$¢ i pojemno$é¢ tancuchow
hydrofobowych, Cm — pojemnos$¢ btony, zZn - impe- le

dancja btony.

ny ukiad nie spetnia prawa Ohma w rdzniczkowej postaci. W przypadku
gdy w btonie nie zachodza procesy transportu substancji, adsorbcji ani
tez zadne procesy metaboliczne prowadzgce na przykiad do zmian struk-
turalnych, impedancja Zm upraszcza sie do rezystancji Rm Jest to naj-
prostszy model zjawisk zachodzgcych w btonie, charakterystyczny jedynie
dla sztucznych dwuwarstw lipidowych nie zawierajgcych uktadéw jono-
forowych, specyficznych kanatdw-por, ani tez nie wykazujgcych adsorpcji.
Uktad ten jest konsekwencjg modelu btony komoérkowej, opartego na pod-
wojnej warstwie lipidowej Danielliego i Davsona (8—16).

Dwuwarstwa lipidowa, dzieki oddziatywaniom hydrofilowo-hydrofo-
bowym lipidéw ze sobg oraz z woda, tworzy strukture przedstawiong na
rycinie Ib. Hydrofobowe tancuchy weglowodorowe kwaséw ttuszczowych,
zwrocone do wnetrza biony, sg dielektykiem wypetniajacym kondensator,
utworzony z dwoch warstw hydrofilowych czesci polarnych po obu stro-
nach tych ftancuchow. Dokladniejsza analiza ukiadu prowadzi do wnio-
sku, ze w efekcie rozdzielenia tadunku, polarne czesci lipidow tez mozna
charakteryzowaé za pomoca kondensatoréw o pojemnosci Cp, potgczonych
szeregowo po obu stronach kondensatora Cw charakteryzujgcego tancuchy
weglowodorowe (ryc. Ib). Prace Costera i Smitha (17) wykazaty,
ze pojemnos$¢ Cp jest przynajmniej o rzad wielkosci wieksza niz Cw
(Cp= 30 fxF*cm-2, Cw= 0,5 |[iF*cm~2, co przy po#gczeniu szeregowym
daje:

11 1 1
cm- cp+ cw+ ¢,
1 _ Cp+2CW , _  Cp-Cw

cm” CWCP ~ m- Cp+2CW
CpP Cw=Cm= Cw
gdzie Cm— pojemnos¢ membrany
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Widoczne na rycinie Ib opornosci Rpi Rwzwigzane sg z opornoscig biony
i wedlug cytowanych uprzednio autorow (17) wynoszg: Rp= 5-102 £2*cm2
i Rw= 107 Q'cm2 Z powyzszego widaé, ze 0 sumarycznym oporze i po-
jemnosci dwuwarstwy lipidowej decyduje pojemnos$¢ elektryczna hydro-
fobowego wnetrza oraz jego opornosc.

'Nalezy pamieta¢, takze o tym, ze zardwno in vivo jak i in vitro btona
biologiczna i sztuczna btona lipidowa rozdziela dwa roztwory elektro-
litu, tworzgc dwie powierzchnie rozdzialu faz. Na tak utworzonych gra-
nicach faz powstajg podwdjne warstwy elektryczne (11—16). Ich powsta-
nie jest spowodowane przeniesieniem tadunku przez granice faz, orien-
tacjg dipoli w obszarach miedzyfazowych, a takze specyficzng adsorpcja
oraz tzw. ,sitami odbicia”. Hipotezy opisujace strukture podwdjnej war-
stwy elektrycznej w ukiadach biologicznych, opierajg sie w duzym stop-
niu na elektrochemicznym uktadzie modelowym ,rteé-roztwor elektro-
litu”, gdyz dla tego uktadu budowe podwdjnej warstwy elektrycznej sto-
sunkowo dobrze poznano i teoretycznie opisano (18—23).

Roztwor

‘ elektrolitu

|
|
(X

Rteé

+ + + + + + + 1 s

H &1
Ryc. 2. Schemat rozktadu tadunku i przebiegu potencjatu w zaleznosci od odle-
gtosci d, w podwodjnej warstwie elektrycznej na granicy faz ,rte¢-roztwor elektro-
litu”.
H — wewnetrzna ptaszczyzna Helmholtza, G — zewnetrzna ptaszczyzna Helmholtza (ptaszczyz-
na Gouy), P — ptaszczyzna poslizgu.

Rycina 2 przedstawia strukture podwojnej warstwy elektrycznej po-
wstatej na granicy faz ,rte¢-roztwoér elektrolitu” wraz z zaznaczonym
przebiegiem potencjatu @ w funkcji odlegtosci d od tej granicy. Na do-
datnio natadowanej powierzchni rteci adsorbujg sie aniony pozbawione
otoczki z czasteczek wody oraz czasteczki wody tworzace tzw. wewnetrzng
ptaszczyzne Helmholtza (H). Dalej w kierunku gtebi roztworu, na tzw.
zewnetrznej ptaszczyznie Helmholtza albo ptaszczyznie Gouy’a (G) znaj-
dujg sie jony otoczone czasteczkami wody utrzymywane sitami elektro-
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statycznymi. Miedzy zewnetrzng ptaszczyzng Helmholtza a wnetrzem
roztworu znajduje sie obszar ,rozmytej” podwojnej warstwy elektrycz-
nej (warstwa Gouy-Chapmana). Jony oraz czgsteczki wody znajdujgce
sie miedzy ptaszczyzng Gouy’a a powierzchnig rteci tworzg cze$¢ sztyw-
ng podwojnej warstwy elektrycznej (warstwe Sterna). Tak zbudowana
podwdjna warstwa elektryczna charakteryzuje sie pewng pojemnoscia
elektryczng (22).

W przypadku sztucznych bton lipidowych struktura podwojnej war-
stwy elektrycznej jest analogiczna. Na granicy faz ,,btona biologiczna-roz-
twor elektrolitu” natomiast, struktura podwojnej warstwy elektrycznej
nie zostata dostatecznie opisana, chociaz zjawiska elektryczne z nig zwia-
zane odgrywajag wazng role w zyciu komdrki (np. 24—27). Trudnosci
wynikajg przede wszystkim ze ztozonej budowy biony biologicznej, za-
wierajgcej m.in. takie skiadniki jak glikolipidy czy glikoproteidy, pene-
trujagce faze wodng, tworzace ogromnie skomplikowang architekture gra-
nicy faz (9, 10, 28). Powoduje to, ze zadna z wysunietych hipotez na
temat struktury podwojnej warstwy elektrycznej nie jest ani wystarcza-
jaco spéjna ani jednolita. Jak wspomniano uprzednio, proponowane przez
réznych autoréw modele granicy faz ,btona biologiczna-roztwdr elektro-
litu” opierajg sie w duzej mierze na najlepiej zbadanym ukiadzie mode-
lowym ,rte¢-roztwor elektrolitu”. Nalezy jednak podkresli¢, ze bezkry-
tyczne interpretowanie w oparciu o ten prosty model obserwacji doty-
czacych tak skomplikowanego uktadu dynamicznego jakim jest btona bio-
logiczna, prowadzi¢ moze do znacznych bledow. Najlepiej jak dotad opra-
cowanym uktadem biologicznym jest granica faz ,btona komoérkowa ery-
trocytow ludzkich-roztwdr elektrolitu”.

Heard i Seaman (29) np. zaktadaja, ze w przypadku erytrocy-
téw ludzkich umieszczonych w roztworze soli fizjologicznej, granica faz
,btona-roztwér” (powierzchnia A, ryc. 3a) znajduje sie w odlegtosci ok.
0,5 nm od tzw. powierzchni pos$lizgu  (powierzchnia 0, ryc. 3a), w Kkie-
runku wnetrza komdrki. Na niej znajduje sie wiekszos$¢ tadunkéw ujem-
nych blony erytrocytéw. Giebiej w kierunku wnetrza komorki, w odle-
gtosci okoto 1 nm od granicy faz lezy umownie przyjeta przez autorow
powierzchnia grupujaca pozostatg cze$é¢ tadunkédw ujemnych biony (po-
wierzchnia B, ryc. 3a). Przedstawiony na rys. 3a rozktad potencjatu, kto-
rego zrodtem sa obie natadowane ujemnie plaszczyzny Heard i Seaman
ttumaczg nastepujgco: obszar pomiedzy granicg faz (A) a arbitralnie przy-
jeta powierzchnig (B) dostepny jest dla jondw, tworzacych w obszarze

* W przypadku, gdy graniczgce ze sobg fazy: stata i ciekta poruszajg sie wzgle-
dem siebie, cze$¢ sztywna podwojnej warstwy elektrycznej powstatej na granicy
rozdziatu faz (warstwa Sterna) porusza sie wraz z ciatem statym, a nie otaczajacg
je cieczag. Powierzchnia graniczna miedzy ruchomg i nieruchomg w stosunku do
ciata stalego czescig fazy cieklej nazywana jest powierzchnig poslizgu. Nie jest
ona identyczna z zewnetrzng ptaszczyzng Helmholtza.
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Ryc. 3a, b. Modele granicy faz ,btona komérkowa-roztwér elektrolitu” z zaznaczo-
nym rozktadem potencjatu.

a) model Hearda i Seamana (29), b) model proponowany przez Dotowego i wsp. (30—32)
A — granica faz ,,btona-roztwo6r” zawierajgca wiekszo$¢ tadunku ujemnego, B «— powierzchnia
grupujaca pozostatg cze$¢ tadunku ujemnego, O — powierzchnia poslizgu.

tym warstwe Gouy-Chapmana (warstwe rozmytg) o eksponencjalnym
spadku potencjatu tak w poblizu powierzchni A jak i B (ryc. 3a— linia
przerywana). O wypadkowym rozktadzie potencjatu decyduje wiec suma
sktadowych potencjatéw pochodzacych od powierzchni A i B (ryc. 3a—
linia kropkowana).

Ujecie to jest krytykowane w pracach Dotowego i wsp. (30—32).
Adsorpcja jonowa wraz ze strukturalnym wigzaniem wody, dominujaca
przy tak silnie rozwinietej powierzchni granicy faz powoduje, ze z elektro-
chemicznego punktu widzenia podwdjng warstwe na granicy faz ,btona
biologiczna-roztwor elektrolitu” lepiej opisuje model Sterna niz Gouy-
Chapmana (ryc. 3b). Jednakze jak sadza Forsyth, Maréelja
i wsp. (14), teoria podwojnej warstwy elektrycznej opierajgca sie tylko
na ciggtym rozktadzie tadunku powierzchni btony, nie wystarcza do wy-
jasnienia niektorych zjawisk na granicy faz. Nalezy raczej uwzglednic
dyskretny, tzn. nieciggty rozkiad tadunku w podwdjnej warstwie elek-
trycznej.
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Podwojna warstwa elektryczna na granicy faz: ,sztuczna btona lipi-
dowa-roztwor elektrolitu” lub ,btona biologiczna-roztwér elektrolitu”
rowniez charakteryzuje sie pewng pojemnoscig elektryczng. Zaréwno jed-
nak na granicy faz ,rte¢-roztwor” jak i ,btona-roztwdr”, pojemnosc
podwdjnej warstwy elektrycznej silnie zalezy od sity jonowej elektrolitu,
a w przypadku roztworu fizjologicznego jest co najmniej o rzad wiel-
koSci wieksza niz pojemnos$¢ samej blony (np. 18—22). Analogiczne roz-
wazania do przeprowadzonych powyzej prowadzg do 'wniosku, ze war-
tos¢ te w pomiarach impedancji btony mozna zaniedba¢, pod warunkiem,
ze sita jonowa roztworu bedzie w trakcie pomiaréw stata, a wartosé jej
bedzie bliska wartosci fizjologicznej. Dalsze warunki, spetnienie kté-
rych z punktu widzenia elektrochemicznego jest niezbedne w pomiarach
impedancji btony, beda przedstawione w czesci opisujgcej metody po-
miaru.

Omodwiony powyzej uktad sztucznej btony lipidowej rozdzielajgcej dwa
roztwory elektrolitu jest uktadem prostym, dajacym stosunkowo niewiele
informacji o strukturze i przewodnictwie (a posrednio o transporcie czyn-
nym i biernym) biony. Wartosci Cm i Rm (ryc. la) pozwalajg okresli¢

zdolno$¢ przechodzenia jondéw przez bione, ktorej miarg jest -i_ Przy

zatozeniu wzglednej przenikalnos$ci elektrycznej wnetrza hydrofobowego
btony, wartosci te pozwalajg okresli¢ jego grubos¢, korzystajac z przy-
blizenia kondensatora ptaskiego:

1 Cm= skad d =
u

gdzie: Cm— pojemnos$é btony (F)

e0— przenikalno$¢ elektryczna w prézni (J_1*C2'm_1)

fi— wzgledna przenikalno$¢ elektryczna (bezwymiarowa)

S — pole powierzchni btony (m2

d — grubo$¢ btony (m)
Wartosci pojemnos$ci uzyskiwane z pomiarédw wahajg sie od 0,45z
+0,05 jaF*cm-2 (33) w przypadku dwuwarstw lipidowych zawierajgcych
rozpuszczalnik organiczny (rozdz. I1l), do 0,9 £0,1 ~iF-crrr2 (33, 34) dla
dwuwarstw formowanych z monowarstw (rozdz. Ill), podobnie jak w przy-
padku bton naturalnych (34). Przy zalozeniu wzglednej przenikalnosci
elektrycznej réwnej 2,1 jako S$redniej wartosci charakterystycznej dla
weglowodoréw o diugich tafcuchach, obliczona grubos¢ takich bton waha
sie w granicach 4,2 do 2,2 nm (33).

@) wiele ciekawsze uktady badawcze stanowig btony o zmodyfikowa-
nym sktadzie (33—40), z wbudowanymi polimerami (41), jonowymi (42)
i niejonowymi detergentami jonoforowymi (33, 43, 44) lub antybiotykami
jonoforowymi (45—56). Zastosowanie takich uktadéw pozwala $ledzic¢
transport jonow przez sztuczne biony lipidowe, a takze modelowaé go
przez dziatanie czynnikow zewnetrznych (np. przez zmiang temperatury,
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Srodowiska jonowego). Elektryczne modele zjawisk zachodzgcych w takich
uktadach sa uproszczong wersjg procesOw majgcych miejsce w natural-
nych btonach biologicznych. Najogélniejszy jak dotad, ale tez najtrud-
niejszy do weryfikacji model zjawisk zachodzgcych w bionach biologicz-
nych, wraz z rédwnowaznym modelem elektrycznym, zaproponowali
A. A Pilla i G S Magules (ryc. 4) (57).

| roztwor
bfona komaérkowa elektrolitu

SIS, S S |
przejécie 7 ///// mj przejscie
roztwar- btona dgfL/? N roztwor-btona

7
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/ y

adsorpcja _ " //Migracja J adsorpcja

specyficzna M j specyficzna .
| /.//// /ﬁ/

podwdjna jemnosc I podwobjna

p———

elektryczna |r %%//'/“/y//% '?IVZf‘JiiY”yizna

Ryc. 4. Schemat zjawisk zachodzacych w bionie komérkowej i w jej obu podwdj-
nych warstwach elektrycznych, wraz z rdwnowaznym modelem elektrycznym (57).
Re— opor elektrolitu, Rp — opo6r przejScia roztwdr-btona, Ra. Ca — opér i pojemnos$¢ adsorpcji
specyficznej, Rt. Ct — op6r i pojemno$¢ transportu przez bilone, Zd — impedancja dyfuzyj-
nego transportu z roztworu, Cm — pojemno$¢ blony wraz z zewnetrzng i wewnetrzng pod-
woéjna warstwg elektryczna.

Wystepowanie tak znacznej iloSci elementéw w elektrycznym modelu
btony e czesto praktycznie uniemozliwia okreslenie wielko$ci ich udziatu
w mierzonej wartosci impedancji dla dostepnego zakresu pomiarowego.

I11. Tworzenie dwuwarstw lipidowych

W badaniach proceséw zachodzacych w btonach biologicznych i sztucz-
nych btonach lipidowych za pomocg technik impulsowych, mozliwos$é
pomiaru ich wilasciwosci elektrycznych zapewnia sie przez odpowiednig
konstrukcje naczynka pomiarowego (52, 57, 58, 59, 60). W naczynku tym
rozpieta na szczelinie w przegrodzie teflonowej btona rozdziela dwa roz-
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twory elektrolitu o jednakowym lub o réznym skfadzie. Najczesciej sto-
sowane metody tworzenia sztucznej btony lipidowej w szczelinie teflono-
wej naczynka pomiarowego polegajag badZz na tworzeniu bton z roztworu
lipidow w rozpuszczalniku organicznym (np. 48, 50, 52), badz tez na
tworzeniu sztucznych bton lipidowych poprzez ,tgczenie” dwu monomo-
lekularnych warstw lipidowych (np. 36, 37). Metody tworzenia bton z roz-
tworu lipidow w rozpuszczalniku organicznym sa zawsze obarczone pew-
nym bledem zwigzanym z obecnoscig tego rozpuszczalnika w utworzonej
dwuwarstwie. Stosowane z reguty jako rozpuszczalniki n-alkany (oktan,
dekan, tetradekan itp.) moga wptywaé na organizacje btony lipidowej
w sposoOb zalezny od dtugosci swojego taincucha weglowego. Prace Mcln -
tosha, Simona i McDonalda (np. 61) wskazujg, ze n-alka-
ny o dtugich tancuchach weglowodorowych, takie jak tetradekan i hek-
sadekan podwyzszajg temperature przejscia fazowego niektorych fosfo-
lipidbw w btonach, wbudowujac sie réwnolegle do ich tahcuchéw acy-
lowych. Natomiast alkany o tancuchach krdtszych (np. heksan i oktan),,
obnizajg temperature przejScia oraz zwiekszajg grubo$¢ biony przez
wbudowanie sie miedzy dwie monowarstwy lipidowe. Alkany te tworzg
pewnego rodzaju domeny wewnatrz hydrofobowej czesci btony, co pro-
wadzi do zanizania warto$ci mierzonej pojemnosci elektrycznej powsta-
jacych w ten sposéb bton lipidowych (61).

Z tego powodu bardziej odpowiednia wydaje sie metoda tworzenia
sztucznych bton lipidowych poprzez ,tgczenie” ze sobg dwu monowarstw
lipidowych rozpostartych na powierzchni granicznej woda/powietrze
(36, 37). Dodatkowg korzyscig tej metody jest mozliwo$¢ tworzenia bton
asymetrycznych, zbudowanych z dwu réznych monowarstw lipidowych
oraz tatwego réznicowania sktadu roztworu po obu stronach bton. Utrud-
nieniem natomiast jest konieczno$¢ budowy specjalnej aparatury oraz sto-

Przegroda teflonowa

% Powietrze
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Monowarstwy lipidowe
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7

Ryc. 5. Proces tworzenia w szczelinie w przegrodzie teflonowej dwuwarstwy lipi-
dowej z dwu monowarstw rozpostartych na granicy faz ,woda-powietrze”.
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sunkowo duza pracochtonno$é postepowania. Aparatura skiada sie zasad-
niczo z dwdch naczynek, w ktorych tworzy sie monowarstwy, rozdzie-
lonych od siebie teflonowa przegrodg majaca mozliwo$é pionowego ruchu
wzgledem powierzchni cieczy. W centrum przegrody/ znajduje sie otwar
pokryty cienkg folig teflonowg, w ktdrym tworzy¢ sie bedzie btona. W po-
czatkowej fazie szczelina w przegrodzie znajduje sie ponad powierzchnia-
mi cieczy z utworzonymi monowarstwami, po czym w trakcie przesu-
wania przegrody w dét, szczelina ta zanurza sie, dwie monowarstwy gcza
sie koncami hydrofobowymi, tworzac dwuwarstwe lipidowg. Proces ten
jest przedstawiony schematycznie na rycinie 5. Obie metody naktadania
dwuwarstw lipidowych na otworek w folii teflonowej wymagajg dodat-
kowo sprawdzenia, czy utworzona membrana ma rzeczywiscie strukture
bimolekularng (33, 36, 37, 60).

IV. Metody badania impedancji bton

W rozdziale 1l omdwiono wptyw podwojnej warstwy elektrycznej na
wielko$¢ impedancji dwuwarstwy lipidowej i btony biologicznej. W po-
miarach impedancji btony, w naczyniu pomiarowym znajdujg sie takze
przynajmniej dwie elektrody, przy pomocy ktérych podaje sie impuls
zaburzajacy i rejestruje odpowiedz badanego uktadu. Charakteryzujg sie
one rowniez pewng pojemnos$cig i rezystancjg (ryc. 6). Aby unikngc

Ce R¢ e Rs C3
T e g B g
oz SR o SRR o
Re Rm Re

Ryc. 6. Elektryczny model najprostszego uktadu badawczego: badana bitona z dwie-
ma elektrodami pomiarowymi.

Rm, Cm — op6r i pojemno$¢ blony, Rs — opdr elektrolitu miedzy kazda z elektrod i btona,
Re, ce — opér i pojemnosé elektrod pomiarowych.

ich wptywu na mierzong wielkos¢ impedancji btony nalezy tak zwiek-
szy¢ powierzchnie elektrod, aby pojemnosci ich podwdjnych warstw
elektrycznych byty duzo wieksze od pojemnosci dwuwarstwy lipido-
wej lub btony biologicznej. W takim przypadku impedancja elektrod
bedzie praktycznie zaniedbywalna w badanym uktadzie. Mozna row-
niez w dokladnych pomiarach potencjatéw transmembranowych stoso-
wac elektrody odwracalne wzgledem jondw w roztworze np. kalomelo-
wa lub chlorosrebrowa. Wystepujagcy w ukladzie opor elektrolitu za-
wartego miedzy elektrodami a badang btona oraz opory elektrod, ze
wzgledu na ich niewielkg wartos¢ w poréwnaniu z oporem btony, mozna
zaniedbaé. Opr6cz naczynka pomiarowego, ktére wraz z blong i elektro-
dami stanowi zasadniczg cze$¢ bloku aparaturowego, blok ten zawiera
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uktad generujacy impulsy zaburzajgce oraz dopasowany do warunkow
pomiarowych uktad rejestrujacy. W najprostszym przypadku pomiaréw
metodg impulsowg moze to by¢ uktad przedstawiony na rycinie 7.
Techniki impulsowe stosowane w badaniach impedancji mozna ogél-
nie podzieli¢ w dwojaki sposéb: albo ze wzgledu na ksztatt impulsu wcho-
dzagcego do badanego ukiadu, albo ze wzgledu na jego charakter. R6zni-
cuje to odpowiedZ badanego uktadu i spos6b jej rejestracji. Przyjmujac
za podstawe ksztatt, mozna wyro6zni¢ techniki postugujace sie impulsami
prostokatnymi, trdjkatnymi i sinusolidalnymi, przy czym technika im-
pulséw trojkatnych znajduje wieksze zastosowanie w analizie procesow
elektrodowych (62) niz w badaniach bton biologicznych i membran lipi-
dowych. Ze wzgledu na charakter mozna wyr6zni¢ impulsy napieciowe

Membrana
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Ryc. 7. Schemat zastepczy uktadu pomiarowego.
G — generator impulséw prostokatnych, D — dioda, Rm, Cm — op6r i pojemnos$¢ badanej
btony, Rd, Cd — opdr i pojemnos$¢ uktadu rejestrujacego.

i impulsy pragdowe (lub inaczej: impulsy o wymuszeniu napieciowym-ang.
voltage clamp i wymuszeniu pragdowym-ang. charge pulse) (45, 50, 63).
Oznacza to, ze impuls charakteryzuje sie staltg warto$cig napiecia lub
statg wartoscig natezenia pradu w czasie swego trwania. Niezaleznie jed-
nak od rodzaju techniki impulsowej, polegajg one na doprowadzeniu do
badanego uktadu charakteryzujagcego sie impedancjg Zx, impulsu zabu-
rzajagcego o doktadnie znanych parametrach: amplitudzie, czasie trwania
i czestotliwosci. Po przejsciu przez badany uktad (w tym przypadku bto-
ne), impuls charakteryzuje sie juz zmienionymi parametrami. Ich do-
ktadna analiza pozwala wnioskowa¢ o elementach sktadowych impedan-
cji Zx, a tym samym o procesach zachodzacych w blonie podczas prze-
chodzenia przez nig impulsu zaburzajagcego. Spos6b jej przeprowadzenia,
zalezny od stopnia komplikacji badanego uktadu, znalez¢ mozna w pracach
zrodtowych z zakresu fizyki i elektroniki (64—69).

IV-1. Technika impulséw prostokgtnych

Jako przykiad techniki impulséw prostokgtnych niech postuzy ukiad
przedstawiony na rycinie 7. W ukladzie tym prostokatny impuls elek-
tryczny z generatora G poprzez diode D taduje pojemnos¢ membrany Cm
Pojemnosé ta po zakonczeniu impulsu roztadowuje sie przez opornosé

5 Postepy Biochemii 3/82
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wewnetrzng membrany Rm (lub w zaleznosci od rozwigzania uktadu re-
jestrujgcego przez zadang opornos$¢ bocznikowg). Stata czasowa r procesu
roztadowania (czas relaksacji uktadu), w tym przypadku zalezy od po-
jemnos$ci membrany i jej opornosci (64—67):

1 r= RmCm,

gdzie r — stata czasowa procesu roztadowania (sek).

Nalezy tak dobra¢ elektroniczny uktad pomiarowy, by zapewnié maty
czas tadowania (stata czasowa tego procesu okre$lona jest oporem we-
wnetrznym generatora, oporem przewodzenia diody i pojemno$ciag mem-
brany) oraz duzg oporno$¢ wejSciowg ukitadu rejestrujagcego (Rd Rm)
i jego matg pojemnos$¢ (Cd Cm). Przyjmujac, ze elektryczny model za-
stepczy badanej biony lipidowej lub btony biologicznej skiada sie tylko
z rownolegle polaczonych: pojemnosci btony Cm i jej opornosci Rm
rejestrowany napieciowy impuls wyjsciowy bedzie taki, jak przedstawia
rycina 8. Cze$¢ opadajgca krzywej napieciowej opisuje rownanie (65, 66):

gdzie:

U — amplituda impulsu w chwili t (V)
Unmex — maksymalna amplituda impulsu (V)

e — podstawa logarytméw naturalnych

t — czas (sek)

r — stala czasowa uktadu (sek)
Wielko$¢ pozwalajagcg okreslié m.in. pojemnosé btony mozna wyznaczy¢
z obrazu oscyloslopowego impulsu wyjsciowego w sposéb pokazany na
rycinie 8.
W przypadku gdy w btonie zachodzg procesy kinetyczne (np. transportu
jonéw), analiza impulsu wyjsciowego jest trudniejsza, gdyz stata czaso-
wa jest woéwczas wypadkowg wszystkich tych proceséw, a réwnanie IV

b
\u Au

Umaxf~———-

Umax/e

t

—

Ryc. 8a, b. Przebieg napiecia w czasie.
a) na wejsciu do badanego uktadu (btony), b) na zaciskach uktadu rejestrujacego (np. oscylo-

skopu) Umex — maksymalna amplituda impulsu [V], z — stata czasowa (sek), e — podstawa
logarytmoéw naturalnych
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przyjmuje posta¢ bardziej skomplikowang, zalezng od postulowanego
mechanizmu zjawisk (50, 63).

Niektérzy badacze (52) poréwnujac ze sobg technike prostokathych
impulséw napieciowych i technike impulséw pradowych uwazajg, ze ta
ostatnia lepiej nadaje sie do badan zjawisk zachodzacych w btonach. Jej
zalety w stosunku do techniki impulséw napieciowych sg nastepujace:

1. Wszystkie potrzebne zaleznosci mozna wyznaczy¢ w oparciu o dane
uzyskane z jednego impulsu, w czasie wystarczajaco krétkim do zmini-
malizowania zmian architektury btony i jej powierzchni.

2. W rozwazanej metodzie gradient napiecia w blonie zanika bardzo
szybko, wiec mozliwe jest wyznaczenie jej przewodniosci i pojemnosci
przy wyzszych napieciach, ktére trwajgc dtuzej powodowalyby rozerwa-
nie biony.

3. Poniewaz zaburzenie jest zadane przez uklad generujacy, mozliwe jest
tadowanie biony i zmiana na niej potencjatu bez ograniczen ze strony
statej czasowej procesu tadowania jak w przypadku impulséw napiecio-
wych.

4. Z uwagi na niewielki tadunek wprowadzany do uktadu mozna zanied-
ba¢ polaryzacje stezeniowg w stykajacych sie bezposrednio z btong war-
stwach roztworu.

Wadg metody prostokatnych impulséw pradowych sg trudnosci z reje-
stracjg i analizg procesdow relaksacyjnych o matych amplitudach.

IV-2. Technika impulséw sinusoidalnych

Metody wykorzystujgce impulsy sinusoidalne w szerokim zakresie cze-
stotliwos$ci znajdujg szczegOlne zastosowanie w badaniach wiasnosci pod-
wojnej warstwy elektrycznej klasycznych uktadéw elektrochemicznych,
pozwalajagc okre$li¢ miedzy innymi jej strukture. Wykorzystuje sie je
takze w badaniach uktadéw biologicznych. Zaleta tych metod jest to,
ze pozwalajg one okreslic model elektryczny badanego uktadu, a tym
samym zjawiska w nim zachodzace ze stosunkowo prostych pomiaréw
'R i C w funkcji czestotliwo$ci. Teoretycznie wyliczona warto$¢ impe-
dancji w funkcji czestotliwosci impulséw dobrze zbudowanego modelu
elektrycznego powinna odpowiadaé wartosci impedancji zmierzonej. Jesli
nie, nalezy tak dobra¢ obwdéd zastepczy, aby teoretycznie wyliczona odpo-
wiedz tego obwodu na generowane impulsy korespondowata w catym za-
kresie czestotliwosci z odpowiedzig badanej sztucznej dwuwarstwy lipi-
dowej lub izolowanej btony biologicznej (57, 70, 71). Oczywiscie, moze
sie zdarzy¢, ze nie bedzie mozna rozdzieli¢ poszczegdélnych elementéow
obwodu zastepczego. Sytuacja taka moze zaistnie¢ szczegdlnie w przy-
padku izolowanych naturalnych bton biologicznych, z uwagi na rézno-
rodnos¢ struktur i procesdbw w nich zachodzacych. Uwaga ta dotyczy
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takze omowionych powyzej technik stosujgcych pragdowe lub napieciowe
impulsy prostokatne. Innym waznym ograniczeniem jest wspomniana juz
w rozdziale Il nieliniowo$¢ badanego uktadu. Powoduje to znaczne ogra-
niczenie zakresu stosowanych amplitud i czaséw trwania impulséw do
warto$ci, przy ktérych analizowany ukiad bedzie z dobrym przyblize-
niem uktadem liniowym, to znaczy mierzone wielkosci R i C nie beda
zalezaty od amplitudy impulsu zaburzajagcego ani od jego czasu trwania.
Z powyzszych wzgleddw znacznie wiecej uwagi poswieca sie uktadom
modelowym o zadanej strukturze, co stanowi duze utatwienie w wy-
jasnieniu obserwowanych zjawisk. Prace tego typu stanowig podstawe
interpretacji zachowar bton naturalnych. Z tego tez wzgledu w nastepnym
rozdziale zostanie przedstawionych kilka kierunkéw badan prowadzonych
przy pomocy technik relaksacyjnych oraz uzyskane rezultaty.

V. Giowne Kierunki badan prowadzonych technikami impulsowymi

V-1. Uktady z wbudowanymi polimerami oraz detergentami jonoforowymi

W badaniach sztucznych bton lipidowych z wbudowanym polistyre-
nem lub poliizobutylenem stwierdzono na przykiad (41), ze w trakcie
formowania dwuwarstwy lipidowej przechodzi ona przez kilka przejscio-
wych, nietrwatych stanéw posrednich. llos¢ tych standw a takze pojem-
no$¢ btony zalezy od zawartosci polimeréw w roztworze, z ktérego for-
muje sie blony i w przedziale zawartosci polimeru 0—40%), pojemnos$¢
wzrasta prawie dwukrotnie. Wzrost ten autorzy przypisujg zmniejszeniu
sie grubosci dwuwarstwy lipidowej (por. wzér Il), zwigzanemu prawdo-
podobnie z wypieraniem organicznego rozpuszczalnika z btony.

W badaniach impedancji sztucznych dwuwarstw lipidowych wiele
uwagi poswieca sie btonom z wbudowanymi uktadami jonoforowymi
(42—44). Van Zutphen i wsp. (44) badali wptyw niektérych nie-
jonowych detergentéw na rezystancje bton lipidowych w statym polu
elektrycznym. Metoda ta nie nalezy do technik relaksacyjnych, gdyz
uktad badany nie znajduje sie w zmiennym polu elektrycznym. Jednak
w tym szczeg6lnym przypadku, ze wzgledu na mechanizm przewodzenia
btony lipidowej z wbudowanym detergentem, obserwuje sie charaktery-
styczne relaksacyjne zaleznosci rezystancji btony od czasu. Dwuwar-
stwy lipidowe rozdzielaty wodne roztwory chlorkéw litu, sodu, potasu,
rubidu i cezu. Autorzy stwierdzili, Zze detergenty o budowie polioksyetyle-
nowych eterow w stezeniach sublitycznych redukujg rezystancje biony.
Obnizenie to silnie zalezy od rodzaju kationu obecnego w roztworze po
obu stronach btony i jego wartos¢ maleje w kolejnosci K+> Rb+ >
>>Cs+> Na+ = Li+. Czas potrzebny na maksymalne obnizenie rezy-
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stancji btony zalezy od stezenia dodanego detergentu. Autorzy sugeru-
ja, ze detergenty o strukturze eterdw polioksyetylenowych dziatajg jako
jonofory specyficzne dla jonu potasu. Zaproponowali oni mechanizm
transportu jonu K+ na przyktadzie detergentu Triton X-100. Postuluje
sie tworzenie kompleksu Triton-kation-lipid, z uprzednim utworzeniem
agregatow detergentu o skitadzie zaleznym od sktadu dwuwarstwy lipi-
dowej:

1) n Triton+ K+ = TritonnK+

2) Tritonn—K++ lipidy (dwuwarstwa) = TritonnK+-lipidy (dwuwarstwa)
3) TritonnK+-lipidy = Tritonnlipidy (agregat)+ K+

W ujeciu tym reakcja 1) opisuje tworzenie sie kompleksu detergent-ka-
tion, a reakcja 2) przedstawia oddziatywanie tego kompleksu z lipidami
w dwuwarstwie (n-ilo$¢ czasteczek Triton X-100). Przyjmujac dalej, ze
kompleks detergent-kation-lipidy powoduje wzrost przewodniosci btony
przenoszac przez nig kation, nastepnym etapem jest jego dysocjacja zgod-
nie z reakcja 3). Poréwnujac inne detergenty (Lubrol WX, Igepal CO)
pod wzgledem zdolno$ci do obnizania rezystancji dwuwarstw lipidowych
Van Zutphen i wsp. stwierdzili, ze zdolno$¢ ta zalezy $cisle od ro-
dzaju detergentu, przy czym znaczng role odgrywa ilos¢ grup oksy-
etylenowych (CH2CH2)) oraz dtugo$é tancucha hydrofobowego.

V-2. Uktady z wbudowanymi antybiotykami jonoforowymi

Prowadzac badania wptywu nonaktyny, dinaktyny i trinaktyny na
rezystancje bton lipidowych w roztworach jondw Li+, Na+, K+, Rb+, Cs+
i NHJ,Szabo i wsp. (46—49) sugeruja, ze antybiotyki te tworzg z wy-
mienionymi kationami dodatnio natadowane kompleksy rozpuszczalne
w lipidach, majace dzieki temu zdolno$¢ penetracji przez btone jako nos$-
niki jondw. Pordwnanie wartosci przewodniosci (odwrotnosci opornosci)
bton wyznaczone dla r6znych kationéw alkalicznych przy tym samym
ich stezeniu (10~2 M/I) oraz statym stezeniu antybiotyku (10~7 M/l) wska-
zuje, ze nonaktyna, monaktyna, dinaktyna oraz trinaktyna dziatajg jako
jonofory specyficzne wzgledem potasu. Powoduja one, ze zdolno$é prze-
chodzenia jonéw przez blony maleje w kolejnosci K+> Rb+> Cs+>
>* Na+> Li+, a wiec analogicznie do detergentéw jonoforowych. Zato-
zenie tworzenia kompleksow antybiotyk-kation, majacych zdolno$¢ pene-
tracji przez btone prowadzi do wniosku, ze przewodnios¢ btony zalezeé
powinna od ruchliwosci kompleksu w btonie. Ruchliwos¢ kompleksu
w btonie zalezy natomiast nie tylko od jego rodzaju, ale tez od wiasnosci
fizycznych wnetrza dwuwarstwy lipidowej. Oczywiste jest, ze ruchli-
wos¢ ta wzrasta¢ bedzie wraz ze wzrostem ptynnosci btony, co powodo-
wac bedzie wzrost jej przewodniosci i odwrotnie, przy zmniejszeniu ptyn-'
nosci ruchliwo$¢ i przewodnio$¢ zmalejg. Opierajac sie na powyzszym



242 P. KRYSINSKI [16]

autorzy pracy (49) przeprowadzili badania wptywu cholesterolu na prze-
wodnio$¢ bton lipidowych w obecnoSci monaktyny w roztworze KCI1.
Cholesterol zostat wybrany w oparciu o wczesniejsze prace (72, 73) gdzie
stwierdzono, ze obniza on przepuszczalno$¢ dwuwarstw lipidowych dla
czasteczek obojetnych elektrycznie. Postuluje sie (74, 75), ze jego wpltyw
polega na unieruchamianiu fosfolipidowych taficuchéw weglowodorowych
w dwuwarstwie. Stwierdzone przez autorow (72, 73) obnizenie przewod-
niosci btony wraz ze wzrostem zawarto$ci w niej cholesterolu zgadza sie
z postulowanym (46—49) mechanizmem transportu jonow metali alka-
licznych w obecnosci monaktyny. Obszerniejsze badania wptywu cho-
lesterolu i jego pochodnych na transport jondéw przez dwuwarstwy lipi-
dowe przeprowadzili Benz i Cros (63). Stosujagc technike charge
pulse autorzy badali systemy transportu anionéw lipofilowych (jonu di-
pikryloaminowego i czterofenyloboranowego) oraz dodatnio natadowanego
uktadu Rb+-walinomycyna w obecnosci cholesterolu, epicholesterolu,
ergosterolu, stigmasterolu, dihydrosterolu, epikoprostanolu i oleinianu
cholesterolu. W badaniach tych stwierdzono, ze cholesterol powoduje
znaczny wzrost szybkos$ci transportu anionow lipofilowych przez btony
monooleinowe. Pozostate sterole z jedng grupg hydroksylowg oraz oleinian
cholesterolu nie wykazujg analogicznego wptywu na dwuwarstwy lipi-
dowe. Rowniez w przypadku jonoforowego uktadu walinomycyna-Rb+
stwierdzono, ze jedynie cholesterol powoduje znaczne obnizenie zaréw-
no statych szybkosci asocjacji jon-jonofor, translokacji powstatego kom-
pleksu jak i translokacji wolnego jonoforu. Poniewaz analogiczne obni-
zenie przewodniosci btony z wbudowanym cholesterolem dla dodatnio
natadowanych czgstek oraz odwrotny efekt dla jonéw ujemnych stwier-
dzono juz wczes$niej (76—79), Benz i Cros wyciggneli wniosek, ze
dziatanie cholesterolu nie moze ograniczaé¢ sie jedynie do ,usztywnienia”
dwuwarstw lipidowych. Posiadajgc duzy moment dipolowy cholesterol
moze powodowac¢ zmiane potencjatu dipolowego na powierzchni btony
lipidowej, roznicujac w ten sposéb kinetyke transportu rdéznoimiennie
natadowanych czasteczek (76, 77, 80). Zmiana potencjatu dipolowego na
powierzchni dwuwarstwy lipidowej spowodowana whbudowaniem chole-
sterolu moze takze wptywaé na ilos¢ jonow i dipoli zaadsorbowanych na
granicy faz ,btona-roztwér elektrolitu”. Tak wiec, zdaniem wspomnia-
nych uprzednio autoréw (63), na kinetyke transportu anionéw lipofilo-
wych wplywa raczej grubo$¢ btony i wielko$¢ potencjatu dipolowego,
a w mniejszym stopniu ptynnos$¢ dwuwarstwy. Jonoforowy transport jo-
néw dodatnich natomiast silnie warunkowany jest ptynnosScig btony oraz
czesciowo przez potencjat dipolowy. R6zne zachowanie sie dwu systemow
transportu jonéw przez dwuwarstwy lipidowe moze by¢ wynikiem zréz-
nicowanej lokalizacji powierzchni adsorpcyjnych. Podczas gdy aniony
lipofitowe adsorbujg sie prawdopodobnie na samej powierzchni warstwy
dipolowej, to natadowany kompleks jon-jonofor tworzy sie prawdopodob-
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nie w tej warstwie od strony tancuchéw weglowodorowych czastek lipi-
dowych. Do podobnych wnioskoéw prowadzg wyniki badan technika
NMR (81).

V-3. Uktady z polipeptydami tworzacymi pory

Techniki relaksacyjne stosuje sie réwniez do badania efektéw wbu-
dowania do dwuwarstwy lipidowej polipeptydowych antybiotykow jak
gramicydyna (82—87), alametycyna (56, 88—92), suzukacylina (93, 94)
oraz trichotoksyna A-40 (51, 95). Postuluje sie tworzenie przez tego typu
antybiotyki por (kanatow) w blonie, umozliwiajagcych transport jondw
i czastek obojetnych (84, 86). Na temat mechanizmu transportu istnieje
wiele hipotez prdébujacych wyjasni¢ zaréwno strukture (96—98) oraz se-
lektywnos$¢ (96, 99— 103) tego rodzaju kanatdw, jak i sposdb przechodze-
nia jonow i czasteczek czestokro¢ wiekszych niz $rednica pory (96, 99,
101). Hipotezy takie opierajg sie czesto na wynikach pomiaréw elektrycz-
nych wiasciwosci sztucznych bion lipidowych (51, 90, 95—97). Na podsta-
wie dotychczas uzyskanych wynikow niektoérzy badacze uwazajg, ze trans-
port wiekszosci jonow i czasteczek, takze tych ktérych transport obser-
wuje sie w obecnosci opisywanych powyzej jonoforéw, zachodzi przez
kanaty, pory, penetrujgce btone komdrkowa (96, 104).

V-4. Btony lipidowe z wbudowanymi fragmentami bton biologicznych

Najbardziej zblizonymi do bton biologicznych uktadami modelowymi,
badanymi miedzy innymi za pomocg technik relaksacyjnych, sg btony li-
pidowe z wbudowanymi badz to izolowanymi sktadnikami bton biologicz-
nych (105—115), badz tez catymi fragmentami lub frakcjami tych bton
(116, 117, 118). Ogromna korzyscig badan tego rodzaju jest mozliwosé
scharakteryzowania roli srodowiska, w jakim znajduje sie btona, w funk-
cjonowaniu poszczegblnych biatek btonowych, a w szczegd6lnosci ich udzia-
tu w procesach transportu. Doktadnie znany skiad i struktura btony po-
zwala unikng¢ przy tym klopotéw zwigzanych ze ztozong strukturg bton
biologicznych.

Sktadnikami bton biologicznych, ktérych funkcje bada sie po uprzed-
nim wbudowaniu do bton lipidowych, sg miedzy innymi biatka btony ko-
morek gram-ujemnych bakterii: Escherichia coli (108, 111), Salmonella
typhimurium (107) i Pseudomonas aeruginosa (105). Biatka te zwane po-
rynami (ang. porin) (119), badane sg ze wzgledu na to, ze sq odpowiedzialne
za bierng przepuszczalno$¢ bton tych bakterii dla hydrofilowych sub-
stancji o ciezarze do 700. Rezultaty prowadzonych badan sugeruja, ze
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biatka te zorganizowane w trimery, tworzg w bionie szerokie kanaty
wypetnione woda, bardzo mato selektywne w stosunku do jonéw metali
alkalicznych (107). Przy pH obojetnym, kanaly te sg ok. 2—4 razy bar-
dziej przepuszczalne dla jonéw metali alkalicznych niz dla jonow ClI-
(105, 108). Badania prowadzone nad przepuszczalnos$cig tych kanatow dla
duzych jonow, jak: TRIS+, glukozoamina+, Hepes-, czy N(CHs4 sugeru-
ja, ze minimalna $rednica por wynosi ok. 0,8 do 1,4 nm, przy dtugosci
ok. 7,5 nm (105, 108). Ciekawym przypadkiem ws$rdd grupy gram-ujem-
nych bakterii bedacych Zzrodtem poryn jest Pseudomonas aeruginosa.
Wykazuje ona zwiekszong odporno$¢ na hydrofitowe antybiotyki o cie-
zarze ok. 400, mimo, ze zawiera w bitonie komérkowej biatka, mogace
tworzy¢é kanaty przepuszczajace czastki o ciezarze ok. 6000 (105, 120).
Izolowana poryna tej bakterii, biatko F, wbudowane do btony lipidowej
tworzy pory o Srednicy ok. 2 nm (105). Wielko$¢ tych kanatdw oraz ich
mata selektywnos$¢ sugeruje wedtug autoréw (105), ze niska przepuszczal-
no$¢ btony dla antybiotykdw jest raczej wynikiem stosunkowo niewiel-
kiej ilosci otwartych kanatow w btonie Pseudomonas aeruginosa w po-
rbwnaniu do pozostalych bakterii.

Badano takze selektywno$¢ kanatdw tworzonych przez biatka pocho-
dzace z retikulum sarkoplazmatycznego, po wbudowaniu ich do bton lipi-
dowych (110). W pracy tej, opierajac sie na wynikach badafA przepusz-
czalno$ci bton dla kationow jednowartoSciowych (prowadzonych m.in.
technikami relaksacyjnymi), wysunieto hipoteze, ze biatkowe kanaty skia-
daja sie z kilku cztonéw rdznigcych sie srednicg i hydrofobowos$cig wne-
trza. Kanat rozpoczyna sie szerokim (ok. 1 nm S$rednicy) wejSciem, za
ktorym znajduje sie przewezenie o hydrofobowych wiasciwos$ciach, odpo-
wiedzialne za specyficzng selektywnos$é pory wzgledem jonu K+. Naj-
wezsze miejsce tego rejonu, o Srednicy 0,4—0,5 nm, znajduje sie w od-
legtosci ok. 0,6—0,7 nm od jego poczatku. Ponadto badania sprzezonego
z jonem K+ przeptywu wody wskazujg na to, ze wraz z kationem prze-
chodzi od 3—6 czgsteczek wody (110).

Techniki relaksacyjne znajdujg réwniez zastosowanie w badaniach
oddziatywan receptor-przekaznik odpowiedzialnych za przewodzenie bodz-
cow nerwowych. Proteolipidowe receptory istniejace w blonie postsy-
naptycznej wigzg sie specyficznie z przekaznikiem nerwowym — acetylo-
choling lub jej pochodnymi na przykiad sukcynylocholing, co powoduje
przejSciowg zmiane przewodniosci btony (60, 112, 117). Badania wbudo-
wanych do bton lipidowych izolowanych receptoréw narzadu elektrycz-
nego wegorza Electrophorus electricus i dretwy Torpedo marmorata pro-
wadzone przez De Robertisa i wsp. (112, 114) wykazaty, ze re-
ceptor stanowi jednoczes$nie kanat, ktdry otwiera sie w rezultacie oddzia-
tywania receptor-przekaZznik. Przewodnio$¢ kanalu receptorowego jest
okoto 7 razy wieksza dla jonow K+ i Na+ niz dla Cl-, za$ czas jego otwar-
cia waha sie w granicach 1,3—35 ms (115, 117).
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VI. Uwagi koncowe

Przedstawione w powyzszym artykule impulsowe techniki pomiarowe
oraz przyktady ich zastosowan oczywiscie nie wyczerpujg tematu. Istnieje
caly szereg metod jak i ogromne zréznicowanie analizowanych uktadéw.
Na przyktad interesujgce wydajg sie by¢ badania transformacji energii
Swietlnej w dwuwarstwach lipidowych z wbudowanymi chromoforami,
z uwagi na mozliwos$ci wykorzystania rezultatobw w energetyce czy elektro-
chemii (magazynowanie energii $wietlnej w wysokoenergetycznych zwigz-
kach chemicznych, konwersja energii stonecznej w energie elektryczng
w fotoogniwach, fotoelektroliza wody itp.) (121—124).

Ciekawym rozwigzaniem z punktu widzenia metodyki sg uktady ,bto-
na-jonofor”, w ktérych impulsy prgdowe wymuszane sg impulsami ter-
micznymi (125, 126). Innym waznym uktadem badanym za pomocg tech-
nik relaksacyjnych jest wielowarstwowa i wielokomdrkowa struktura pe-
cherza moczowego ropuchy (57, 70, 71, 127, 128) oraz btona pojedynczej
ogromnej komorki, jaka jest olbrzymi akson kalmara (129—136).

Badania za pomocg technik impulsowych sztucznych bton lipidowych
czy tez izolowanych bton biologicznych stanowig wazne zrédto informacji
0 mechanizmach rzgdzacych funkcjonowaniem tak ztozonej struktury jak
natywna btona. Dlatego tez techniki te znajdujg coraz szersze zastoso-
wanie w laboratoriach biologicznych na catym Swiecie.

Zaakceptowano do druku 26.03.1982
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KOMUNIKAT

Komisji Stownictwa Biochemicznego P.T. Bioch.

Na okreslenie masy czgsteczki uzywa sie albo terminu ,,masa
czasteczkowa” albo ,wzgledna masa czgsteczkowa” dawniej
okreslana jako ,ciezar czasteczkowy”). Mase czasteczkowg wy-
raza sie w atomowych jednostkach masyn — daltonach (Da).
1 Da = 1/12 masy nuklidu *iC. Wzgledna masa czasteczkowa jest
to stosunek masy czasteczkowej do 1/12 masy nuklidu \2C, a wiec
jest wielkoscig niemianowang.

Wyznaczajagc mase czasteczki w drodze pordéwnania jej po-
zycji na elektroforegramie, profilu elucji lub ultrawirowania
otrzymujemy warto$ci wzglednej masy czasteczkowe;j.
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l. Wstep

W 1971 roku Palmer i Verpoorte stwierdzili (1), ze cze$é
biatek btony erytrocytéw to fosfoproteiny. POZniejsze badania wyka-
zaly, ze wiele innych bton komoérkowych réwniez zawiera ufosforylowane
biatka. Jak wiadomo, biatka btony komdrkowej odgrywajg decydujaca
role w takich procesach jak transport przez btone, rozpoznawanie komé-
rek i komunikacja miedzy nimi, kontrola wzrostu, podtrzymywanie
ksztattu i nadawanie ruchu komoérce (2, 3). Wykazano dosSwiadczalnie, ze
procesem regulujacym aktywno$é przynajmniej niektdrych biatek btony
komorkowej jest ich fosforylacja.

Biona komodrkowa erytrocytéow ludzkich jest dobrym obiektem ba-
dan ze wzgledu na dostepno$¢ materiatu biologicznego, mozliwos¢ izolo-
wania bez cytoplazmatycznych zanieczyszczeh (4), oraz stosunkowo do-
brg znajomo$¢ jej skiadnikow i struktury (5—10), a takze wiasciwosci
fizykochemicznych (11—15). W niniejszym artykule scharakteryzowano
biatka btony erytrocytdw ludzkich, ulegajgce fosforylacji oraz przedsta-
wiono sugestie dotyczgce fizjologicznej roli tego procesu.

Il. Metodyka badan fosforylacji biatek btony komoérkowej erytrocytéw
ludzkich

Badania fosforylacji biatek btony erytrocytéw ludzkich prowadzi sie
najczeSciej poprzez znakowanie biatek radioaktywnym fosforem & pod-

*) Mgr, Pracownia Elektrochemii, Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski,
ul. Pasteura 1, 02-093 Warszawa.
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czas inkubacji cieni erytrocytow (tj. komérek pozbawionych cytoplazmy)
z [/[-*PJATP lub tez catych komorek z [3P]Pi. Nastepnie biatka rozdziela
sie elektroforetycznie i oznacza ilos¢ obecnego radioaktywnego fosforu
w poszczegOlnych pasmach elektroforetycznych. Najdogodniejsze warunki
rozdziatu biatek btony erytrocytéw uzyskano prowadzac elektroforeze
w zelu poliakryloamidowym w obecno$ci sodowego siarczanu dodecylu.
Wiekszo$¢ biatek wybarwia sie btekitem Coomassie, glikoproteiny o du-
zej zawarto$ci cukréw uwidaczniajg sie natomiast dopiero przy dziataniu
mieszaning: kwas nadjodowy — odczynnik Schiffa. Szeroko zostata zaak-
ceptowana nomenklatura pasm elektroforetycznych zaproponowana przez
Stecka (7). Przedstawiona jest ona w tabeli 1. Prowadzi sie takze
prace nad okresleniem miejsc fosforylacyjnych poszczeg6lnych biatek
m.in. stosujac trawienie proteolityczne oraz analize aminokwasow.

Tabela 1
Pasma elektroforetyczne, wystepujace podczas rozdziatu biatek btony komérkowej erytrocytow
ludzkich w zelu poliakryloamidowym w obecnosci sodowego siarczanu dodecylu (wg. nomenklatury
Stecka (7).

Czynnik Numer Ciezar Nazwa
wybarwiajacy pasma czasteczkowy biatka
1 210—250 000 1 spektryna
2 200—220 000 J
21 200 000 ankyryna
150 000
3 88—105 000
bekit Coomassie 41 78 000
42 72 000
45 50—58 000
48 45—50 000
5 43 000 aktyna
6 35 000 G3PD
7 29 000
_mieszanina: kwas n_ad- PAS-1 83 500—90 000 1 piikofandTia
jodowy — odczynnik PAS-2 50—64 000 1
Schiffa PAS-3 30000
PAS-4 70 000

Rezultaty badan fosforylacji biatek btony erytrocytdw znacznie rdznia
sie miedzy soba. Przede wszystkim inne sg wyniki badan fosforylacji
biatek cieni oraz biatek btony catych erytrocytéow, co wydaje sie byé
wywotane m.in. obecnoscig cytoplazmatycznych kinaz biatkowych (16, 17).
Ponadto fosforylacja cieni erytrocytow bardzo zalezy od warunkéw ich
otrzymywania i inkubacji z donorem grup fosforanowych (18—21).

6 Postepy Biochemii 3/82
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I1l. Fosforylacja spektryny
I11-1. Charakterystyka spektryny

Marchesi i Steers pierwsi wyizolowali spektryne z btony ko-
morkowej erytrocytow ludzkich (22). Stwierdzili oni, ze spektryna sta-
nowi okoto 20% wszystkich biatek btony oraz Zze polimeryzuje w obec-
nosci dwuwarto$ciowych kationdw, tworzgc witokienka dobrze widoczne
w mikroskopie elektronowym.

Podczas elektroforezy biatek btony w zelu poliakryloamidowym
w obecnosci sodowego siarczanu dodecylu, spektryna migruje najwolniej
i dzieli sie na dwa pasma—pasmo 1 o ciezarze czasteczkowym okoto
230 000 i pasmo 2 — 210 000 (6, 23). Uzywajac antyspektrynowych prze-
ciwcial potgczonych z ferrytyng stwierdzono, (24), ze spektryna jest biat-
kiem peryferycznym, tzn. potozonym na dwuwarstwie lipidowej i luzno
z nig zwigzanym,’umiejscowionym od strony cytoplazmy (Ryc. 1). Jest
ona rozpuszczalna w wodzie i ulega wymyciu z btony przy zastosowaniu
roztworow o niskiej sile jonowej lub zawierajgcych kwas etylenodwuami-
noczterooctowy (22, 23, 25).

srodowisko
wnetrze zewnatrz-
komorki komdrkowe

Ryc. 1. Rozmieszczenie biatek w bionie komérkowej erytrocytow ludzkich.

Podano nazwe biatka lub numer pasma, jakie ono tworzy podczas elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym w obecno$ci sodowego siarczanu dodecylu. Sie¢ spektrynowo-aktynowa
zaznaczono kolorem czarnym. Od zewnetrznej strony blony uwidoczniono tancuchy policu-
krowe. Dla przejrzystosci rysunku nie przedstawiono dwuwarstwy lipidowej.
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Jest wiele danych potwierdzajacyh hipoteze, ze spektryna odgrywa
gtdwng role w podtrzymywaniu struktury biony i zarazem ksztattu ery-
trocytéw (22, 26—29). | tak w temperaturze okoto 50°C, przy Kktorej
spektryna zmienia swojg konformacje (27), nastepuje skokowe zmniegj-
szenie zdolnosci do deformacji komorek, drastyczne zmniejszenie elastycz-
nosci btony oraz spadek odpornosci na hipotoniczng i mechaniczng hemo-
lize a takze gwaltowna zmiana parametrow elektrochemicznych btony
(15, 26, 27, 30—38). Podobne zmiany witasciwosci btony obserwuje sie przy
wartosciach pH mniejszych od 5.5, przy ktoérych spektryna ulega agrega-
cji i izoelektrycznemu strgceniu (39—41). O tym, ze spektryna odgrywa
decydujacag role w okreslaniu struktury btony swiadczy réwniez fakt, ze
niemozliwe jest uzyskanie cieni erytrocytdw w warunkach wywotujgcych
utrate lub denaturacje spektryny (29), a ekstrakcja spektryny z cieni po-
woduje ich fragmentacje (22).

Spektryna polimeryzuje tworzac tetramery — (biatko pasma 1+ biat-
ko pasma 2)2 (42, 43), oddziatuje takze specyficznie z aktyng (46—49) —
rowniez peryferycznym biatkiem, majacym ciezar czasteczkowy 43 000,
stanowigcym 4% biatek btony (7, 44, 45). Podczas elektroforezy biatek
w zelu poliakryloamidowym w obecnosci sodowego siarczanu dodecylu
aktyna migruje jako pasmo 5 Na podstawie stwierdzonych oddziatywan
spektryny z aktyng i faktu polimeryzacji spektryny wnioskuje sie, ze
spektryna i aktyna tworzg sie¢ przymocowang do biony od strony cyto-
plazmy, wptywajacg na ksztatt i zdolnos$¢ erytrocytéw do deformacji (9, 25,
26, 30, 39, 45, 46, 50—54). Przedstawia sie przy tym czesto analogie
z funkcjonowaniem miozyny i aktyny mies$ni (55, 56), do ktérych pod
wieloma wzgledami sg podobne spektryna i biatko pasma 5 erytrocy-
tow (49).

I11-2. Spektryna jako fosfoproteina

Badania wigczania 3P do biatek btony podczas inkubacji cieni erytro-
cytéw z [~3P] ATP wykazaly, ze najsilniejsze znakowanie wystepuje
w biatku pasma 2 spektryny (18, 21, 57—59). Do fosforylacji spektryny
nieodzowna jest obecno$¢ co najmniej 10-4 M Mg2+, proces ten jest
stymulowany przez jony jednowartosciowe (Na+, K+, Li+, NHI) oraz
jony Ca+ w niskich stezeniach (18). Zostato dowiedzione, ze cAMP nie
ma wptywu na fosforylacje spektryny (18, 57—59). Spektryna ulega takze
znakowaniu podczas inkubacji catych erytrocytéw ludzkich z [3P]P;j
(60—63), co pozwala przypuszczac, ze jest ona fosforylowana in vivo.

Fosforylacja spektryny zachodzi specyficznie w pojedynczym frag-
mencie czasteczki. Po trawieniu biatka przez CNBr radioaktywny fosfor
znajduje sie we fragmencie o ciezarze czasteczkowym 19 000, natomiast
po trawieniu przez trypsyne — we fragmencie o ciezarze czgsteczkowym
4800 (65).
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Badania Dunbara i Ralstona (62) nad wigczaniem 3IP do
spektryny podczas inkubacji erytrocytéw z [3P]Pi prowadzono drogg ana-
lizy radioaktywnosci frakcji biatek rozpuszczalnych w wodzie, rozdzielo-
nych na kolumnie. Chromatograficzne rozdzielenie wykazato pie¢ frakcji,
ktore zidentyfikowano stosujac elektroforeze w zelu poliakryloamidowym
w obecnosci sodowego siarczanu dodecylu (Tabela 2). Autorzy rozréz-
nili dwa typy potaczenia Pi ze spektryng — kowalencyjne i niekowa-
lencyjne. Pierwsze z nich, opisywane takze przez innych badaczy (18, 63,
65), reprezentujgce fosforylacje reszt serynowych (90°/0) i treonino-
wych (10°/o) spektryny, wystepuje w kazdym stanie agregacji tego biat-
ka (wysoce spolimeryzowany — frakcja I, tetramery — frakcja Il, dime-
ry — frakcja IIl). Niekowalencyjne potaczenie Pj ze spektryna, bedace
w zasadzie asocjacjg czasteczek ATP, obserwowano tylko w przypadku
spolimeryzowanej spektryny, wystepujacej we frakcji |. Badacze sugero-
wali, ze ATP jest zwigzany ze spektryng za posrednictwem aktyny, gdyz
stezenia ATP i aktyny we frakcji | sg sobie réwne.

Tabela 2

Chromatograficzne rozdzielenie rozpuszczalnych w wodzie biatek btony
komorkowej erytrocytéw ludzkich (62).

Numer frakcji Biatka

I spolimeryzowana spektryng, biatka pasm 4.5i5
1 tetramery spektryny
11 dimery spektryny
AV biatka pasm 4.5, 51i 7
\% hemoglobina

I11-3. Fizjologiczna rola fosforylacji spektryny

Fosforylacja spektryny odgrywa doniostg role w konformacji sieci
spektrynowo-aktynowej. Stwierdzono, ze usuniecie grup fosforanowych
z wyizolowanej z blony spektryny uniemozliwia jej interakcje z akty-
ng (47). Obnizenie wewnatrzkomorkowego poziomu ATP lub inkubacja
erytrocytobw w temperaturze okoto 50°C, przy ktérej nastepuje drastycz-
ne zmniejszenie stopnia fosforylacji spektryny, zmniejsza wydajnos¢
ekstrakcji tego biatka z btony (57, 73).

Sie¢ spektrynowo-aktynowa, ktérej konformacje warunkuje fosfory-
lacja spektryny, jest prawdopodobnie odpowiedzialna za ksztatt, podat-
no$¢ na deformacje i stabilno$é¢ struktury erytrocytéw (68—72). Swiadczy
0 tym zaréwno stwierdzony od dawna wptyw poziomu ATP na te para-
metry komérek (68—72), jak i bezposrednia korelacja miedzy stopniem
fosforylacji spektryny, zaleznym od stezenia ATP a ksztattem erytrocy-
téw (57) (Ryc. 2). Obnizenie poziomu ATP w komérce pociagga jednak za
sobg wiele innych efektow, ktére maskujg defosforylacje spektryny.



17] FOSFORYLACJA BIALEK BLONOWYCH 257

Obserwuje sie na przykitad znaczny wzrost stezenia jondw Ca2+ (52, 69),
ktére w matych stezeniach stymulujg fosforylacje, ale w duzych powo-
dujg specyficzne sieciowanie (ang. cross-linking) spektryny (74). Suge-
ruje sie tez posredni wptyw jonow wapnia na sie¢ spektrynowo-aktyno-
wg wskutek ich oddziatywania z innymi biatkami btony (75). Stwier-
dzono rowniez wptyw jonéw Ca2+ i Mg2+ na konformacje czystej spek-
tryny lub wyizolowanego polimeru spektrynowo-aktynowego. Obecnoscia
tych efektéw maskujacych mozna ttumaczy¢ stwierdzony w pracy (203)
brak powigzan miedzy ksztattem i deformacyjnoscig erytrocytow a po-
ziomem ATP.

Znaczace sg prace Sheetza i Singera (64, 76), ktérzy badali
zmiany ksztattu cieni erytrocytow pod wptywem ATP (Ryc. 2). Zmiany te
zaleza od obecnosci jonéw Mg2+ i sg proporcjonalne do ilosci wigczone-
go “P z [y-3P]ATP do spektryny. Poniewaz podobne zmiany ksztattu cieni
erytrocytbw wywotuje dodanie antyspektrynowych przeciwciat, bada-
cze ci sugerowali, ze ATP poprzez fosforylacje spektryny wpltywa na
utworzenie spektrynowo-aktynowej sieci. Powigzanie zjawiska utworze-
nia sieci ze zmiang ksztattu cieni opierali oni na wysunigtej wczesniej
koncepcji sprzezonej dwuwarstwy (ang. bilayer couple) (77, 78). Hipoteza
ta sugeruje, ze o ksztatcie erytrocytu decyduje stosunek powierzchni ze-
wnetrznej do wewnetrznej warstwy btony. Gdy jest on wiekszy od jed-
nosci, komoérka przyjmuje ksztalt echinocytu (inaczej ang. crenate, do-
stownie karbowany), gdy jest mniejszy od jednos$ci — ksztatt sferyczny
lub stomatocytu (inaczej ang. cup, dostownie filizanki). Pomiedzy tymi
ksztattami istnieje wystepujacy normalnie in vivo ksztatt erytrocytu —
dwuwklestego dysku (dyskocyt). Zniszczenie sieci spektrynowo-aktynowej
pod wpltywem obnizenia poziomu ATP powodowalo by zmniejszenie po-
wierzchni wewnetrznej warstwy btony i tym samym zmiane ksztattu
z dwuwklestego dysku do echinocytu.

: P ) 1-
hemoliza —3$rodowisko
dyskocyt w $rodowisku sferocyt izotoniczne dysko-
hipotonicznym echinocyt
30 min AM—
dodatek 2mM*> - dtuzsza inkubacja

Mg-ATP, 37°C dyskocyt w obecnosci 2mM  stoma+ocyt
Mg-ATP, 37°C

24 godz.
surowica dodatek 30mfT
dyskocyt (obnizenie sfero- adenozyny dyskocyt

poziomu ATP) echinocyt

Ryc. 2. Zmiany ksztattu cieni erytrocytow (64, 76) i calych erytrocytéw (57, 69)
pod wptywem zmian poziomu ATP.
Cate komorki zakreskowano, cienie zaznaczono konturem.
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Sie¢ spektrynowo-aktynowa warunkuje takze uporzadkowanie biatek
w blonie komérkowej erytrocytéow, prawdopodobnie gtéwnie biatek
pasm 3 i PAS-1 (25, 79—84). Zmiana konformacji sieci powoduje na przy-
ktad modyfikacje lateralnego ruchu integralnych biatek biony. Moze to
by¢é spowodowane zaréwno oddziatywaniem typu sie¢ — biatko, jak suge-
rowano w niektérych pracach (25, 81), jak i wpltywem tej sieci na aso-
cjacje lipidow, ktora powoduje ,wypychanie” biatek z okreslonych ob-
szarow matrycy lipidowej (92).

Biorgc pod uwage stwierdzone oddziatywanie spektryny z lipidami
(87—91) postuluje sie (85), ze sie¢ spektrynowo-aktynowa jest takze od-
powiedzialna za asymetryczny rozktad fosfolipidow w btonie erytrocytéw.
Zmiana konformacji sieci zwieksza bowiem usuwanie fosfatydyloseryny
i fosfatydyloetanoloaminy (a wiec fosfolipiddw umiejscowionych gtdéwnie
po cytoplazmatycznej stronie btony) przez fosfolipaze A2 (97). Zjawisko
to zachodzi na przyktad przy dziataniu na btone czynnikéw utleniajgcych
grupy SH, co prowadzi do po#gczenia spektryny w oligomery o ciezarze
czasteczkowym 10® i powoduje spadek jej fosforylacji (93—96). Réwniez
inne procesy, wywotujgce defosforylacje spektryny powodujg zakidcenie
asymetrycznego rozktadu fosfolipidow w bionie (86, 90, 98). Wczesniej
podawano, ze agregacja erytrocytéw przez fitohemaglutynine P, ktéra za-
lezy od organizacji strukturalnej fazy lipidowej blony, koreluje sie ze
stezeniem ATP w komorce (99). Prawdopodobnie jest to spowodowane
zaleznoscig konformacji sieci spektrynowo-aktynowej od wewnagtrzko-
morkowego poziomu ATP.

IV. Fosforylacja gtéwnego biatka pasma 3
IV-1. Charakterystyka biatka pasma 3

Gtowne biatko trzeciego pasma elektroforetycznego stanowi 25—30%
biatek btony erytrocytéw ludzkich (6, 7, 21, 23) i ma ciezar czgsteczkowy
88 000—105 000 (6, 7, 23, 100—103). Zawiera az 39% aminokwasow nie-
polarnych, jest wiec bardziej hydrofobowe od typowych biatek rozpusz-
czalnych w wodzie (100). Analiza biatka pasma 3 wykazuje obecnos¢
5—8°/o cukréow (9), biatko to jest wiec glikoproteing (103, 104), ale w od-
réznieniu np. od PAS-1 nie zawiera prawie wcale kwasu sjalowego (100).
Biatko pasma 3 jest biatkiem integralnym (Ryc. 1), tzn. zanurzonym
w dwuwarstwie lipidowej. Przechodzi ono calkowicie przez bione, przy
czym jego ulozenie jest asymetryczne (7, 52, 102, 105). Asymetrie te
reprezentuje przyktadowo obecno$¢ tancuchéw cukrowych zwigzanych
z tym biatkiem tylko od zewnetrznej strony btony (100, 103, 106). Biatko
pasma 3 jest podatne na atak obecnych w $rodowisku enzymdw proteoli-
tycznych (5, 94, 102, 105, 107—110) oraz na znakowanie czynnikami nie
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przechodzacymi przez btone (102, 111), co sugeruje, ze cze$¢ czasteczki
tego biatka wystaje po zewnetrznej stronie btony komorkowej. Ponadto
odstoniecie wewnetrznej strony biony (cienie, fragmenty bton, ,odwré-
cone” pecherzyki) zwieksza podatnos$¢ biatka pasma 3 na dziatanie enzy-
mow i czynnikdéw znakujgcych (102) oraz umozliwia trawienie tego biatka
przez trypsyne (105). Swiadczy to, ze biatko pasma 3 wystaje réwniez po
cytoplazmatycznej stronie btony. Biatko pasma 3 jako integralne, nie
wymywa sie z btony przy dzialaniu kwasem etylenodwuaminoczteroocto-
wym a takze roztworami o wysokich pH, niskich czy wysokich sitach
jonowych (51). Dopiero dziatanie detergentéw (sodowy siarczan dodecy-
lu, Triton X-100) powoduje uwolnienie tego biatka z btony (7, 112) bez
otoczenia lipidowego (6, 23), przy czym niejonowy detergent Triton X-100
nie powoduje zadnych zmian konformacyjnych biatka pasma 3 (113).
Trudno$¢ wyekstrahowania biatka pasma 3 $wiadczy o jego silnym zwia-
zaniu z btong, prawdopodobnie gtéwnie sitami hydrofobowymi.

Pasmo 3 jest homogenne pod wieloma wzgledami (np. asocjacji 93)
czy proteolitycznego trawienia (102, 105, 107), mimo to podczas elektro-
foretycznego rozdziatu wystepuje jako rozmyty szczyt, co prawdopodob-
nie wynika z réznych ilosci przytaczonych don cukréw (100, 106) lub nie-
wielkich-réznic miedzy wspo6lnie migrujgcymi biatkami (93, 114).

Wydaje sie, ze gtowne biatko pasma 3 tworzy in situ niekowalencyjne
dimery (7, 93, 94, 112, 115) — $wiadczy o tym mozliwo$¢ tatwego induko-
wania wigzan dwusiarczkowych, taczacych molekuty tego biatka od we-
wnetrznej strony btony (93, 115). lzolacja biatka pasma 3 przez deter-
genty nie zmienia jego asocjacji (116).

1V-2. Biatko pasma 3 jako fosfoproteina

Zarowno inkubacja catych erytrocytow ludzkich z [3P]Ph jak i cieni
z [y"*2P]ATP powoduje znaczng fosforylacje biatka pasma 3 (18, 21, 57—
61), przy czym analiza aminokwasow wykazuje podobny rozkiad radio-
aktywnos$ci w obu przypadkach. Stwierdzono, ze znakowanie biatka pas-
ma 3 w cieniach jest wieksze niz w calych komorkach (17).

Fosforylacji ulega przede wszystkim seryna, w mniejszym stopniu
treonina (63). Gtéwne miejsce fosforylacyjne usytuowane jest we frag-
mencie 22 000 (63), otrzymywanym przez trawienie fragmentu 41 000,
stanowigcego rozpuszczalny w wodzie produkt dziatania trypsyny na cie-
nie (115). Inni autorzy (101) podajg, ze gtowne miejsce fosforylacyjne tego
biatka wystepuje we fragmencie 10 000, lezagcym przy koincu NH2 zanu-
rzonym w cytoplazmie, a drugie miejsce we fragmencie 7000 blisko koh-
ca COOH (fragmentacja chymotrypsyna).

Ro6zni badacze stwierdzali (21, 57, 58, 117) lub negowali (19, 21, 59
wptyw cAMP na fosforylacje biatka pasma 3. Zbadano, ze jego fosforyla-
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cje reguluja jednowartosSciowe kationy, lecz dotad nie poznano charakteru
tej regulacji. | tak obserwowano zaréwno zmniejszenie fosforylacji biatka
pasma 3 przez kationy jednowartosciowe (18, 19), jak tez stymulacje
fosforylacji tegoz biatka przez Na+ a defosforylacji przez K+ (118). Ba-
dania wykazaly, ze Ca2+ hamuje fosforylacje biatka pasma 3 (19, 21).

1Y-3. Udziatl biatka pasma 3 w procesach transportu przez btone

Jakg role spetnia biatko pasma 3 w bionie komorkowej? Poczatkowo
sugerowano, ze ze wzgledu na wystepowanie w btonie w znacznej iloSci
(rzedu 105czasteczek na komaérke) moze ono petnié strukturalng role (102).
Pdzniejsze badania wykazaly, ze biatko pasma 3 bierze udziat w utatwio-
nej dyfuzji glukozy. Swiadczy o tym znakowanie tego biatka przez izoto-
powe pochodne inhibitorow transportu glukozy, takich jak D-glukozylo-
izotiocyjanian (119) i cytochalazyna B (120).

Cabantchik i Rothstein wykazali (114, 121—123), ze biatko
pasma 3 jest takze odpowiedzialne za transport anionéw przez btone.
Znalezli oni inhibitor tego transportu, wigzacy sie kowalencyjnie z bto-
ng— kwas 4,4’-dwuizotiocyjano-2,2’-stilbenodwusulfonowy (DIDS) i po-
kazali, ze jego izotopowa pochodna w 95°/0 znakuje biatko 95 000. Przez
proteolityczne trawienie owego kompleksu (chymotrypsyna, pronaza),
wykazali, ze miejsce wigzace znajduje sie we fragmencie 65 000, wyste-
pujacym po zewnetrznej stronie btony. Po dziataniu chymotrypsyna na
cienie pozbawione peryferycznych biatek, odnajduje sie ono we frag-
mencie 15000 i jest odlegte o fragment o ciezarze czgsteczkowym 9000 od
kofca COOH i o fragment o ciezarze czasteczkowym 6000 od NH2 kon-
ca (124). Poniewaz miejsce wigzace DIDS musi znajdowac sie blisko
zewnetrznej powierzchni biony, fragment ten jest zapewne pozwijany
i przechodzi przez btone kilkakrotnie.

Zaktadajgc prosty mechanizm transportu anionéw poprzez btone i zna-
jac jego szybko$¢ mozna wyliczy¢, ze konieczny jest udzialt w tym trans-
porcie okoto 10* ,miejsc” w bilonie (104). Tylko dwa biatka wystepuja
w takiej iloSci — biatko pasma 3 i spektryna, przy czym udziat spektryny
w transporcie jest watpliwy, jako ze jest ona biatkiem peryferycznym.
Sugeruje sie, ze transport anionow nie odbywa sie przez rotacje biatka
pasma 3, gdyz jak wykazano jest ono unieruchomione w bionie, ale ra-
czej przez ruch jonow wzdiuz czasteczki tego biatka (104). Z badan nad
zaleznosciag pojemnosci cieplnej bton erytrocytéw ludzkich od tempera-
tury wynika, ze inhibitory anionowego transportu zmieniajg przejscia
fazowe fosfolipidéw prawdopodobnie znajdujacych sie blisko biatka pas-
ma 3, przy czym inhibitory kowalencyjne (jak np. DIDS) i niekowalen-
cyjne (np. S$rodki znieczulajace) dziataja z rdzng efektywnoscig (125).
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Biatko pasma 3 bardzo mocno oddziatywuje z lipidami (126), moze wiec
to by¢ wywotane zmiang jego konformacji. Ciekawe, ze jony Ca2+ i Mg2+
moduluja transport anionow (127), co tlumaczy sie ich oddziatywaniem
z biatkiem odpowiedzialnym za transport.

Biatko pasma 3 bierze takze udziat w transporcie wody do erytrocy-
tow (128). Mozliwe zatem, ze pasmo 3 jest zespotem biatek o podobnym
ciezarze czasteczkowym, potozeniu i orientacji spetniajagcych rdzne spe-
cyficzne funkcje zwigzane z transportem przez btone (114). Jest prawdo-
podobne, ze procesem stymulujgcym 6w transport jest fosforylacja okres-
lonego biatka. Stusznos$¢ tych przypuszczen potwierdza fakt, ze podczas
elektroforezy biatek btony komorkowej erytrocytow ludzkich, w tym
samym miejscu co inhibitory transportu glukozy, anionéw i wody, znaj-
duje sie réwniez biatko o aktywno$ci ATP-azy aktywowanej przez Na+,
K+ i Mg2+ (90). Obserwuje sie przy tym Scisty zwigzek reakcji tej ATP-azy
z fosforylacjag biatka pasma 3 przez ATP (90). ATP-aza aktywowana
przez Na+, K+ i Mg2+ odpowiada za aktywny transport jednowartoscio-
wych kationow, poniewaz wystepuje stechiometryczna zalezno$¢ miedzy
hydrolizg ATP a transportem 3Na++ 2K+, a obie reakcje hamowane sg
przez te same czynniki (129—131). O identyczno$ci biatka pasma 3 i ufos-
forylowanego produktu posredniego w uktadzie ATP-azy aktywowanej
przez Na+, K+ i Mg2+ Swiadczy¢ moze bardzo duza szybko$¢ wymiany
grup fosforanowych zwigzanych z tym biatkiem (18, 118). Hipoteze taka
potwierdza wptyw jonow Na+, K+ i Mg2+ na fosforylacje biatka pasma 3
(Na+ stymuluje fosforylacje, K+ — defosforylacje) oraz inhibicja defos-
forylacji tego biatka przez strofantyne G — czynnik blokujacy transport
jednowartosciowych jonow przez blone (118). Interesujgcy jest rowniez
stymulujacy wptyw wewnatrzkomorkowego stezenia jonow Ca2+ na prze-
puszczalno$é btony dla jonéw K+. Zwigzanie jonu Ca2+ z okreSlonym bto-
nowym receptorem powoduje ,otwarcie” kanatu dla K+ (132—134). Z dru-
giej strony wiadorr>0, ze jony Ca2+, jak to podano wczesniej, w istotny
sposOb stymulujg defosforylacje biatka pasma 3 (19, 21). Niektérzy auto-
rzy twierdza jednak, ze biatko pasma 3 nie moze by¢ acylofosforanowym
produktem posrednim ATP-azy (58), gdyz zwigzane z nim fosforany zna-
kowane ~P nie sg uwalniane podczas dziatania hydroksyloaming (135),.
czy tez w temperaturze 25°C oraz pH = 7.4 (118).

Fosforylacja biatka pasma 3 moze wptynagé takze na metabolizm ko-
morkowy, poniewaz in vitro biatko to jest zasocjowane po cytoplazma-
tycznej stronie bitony z dehydrogenaza aldehydu fosfoglicerynowego
(G3PD, biatko wedrujgce podczas elektroforezy biatek biony erytrocytéw
w zelu poliakryloamidowym w obecnosci sodowego siarczanu dodecylu
jako pasmo 6) (116, 136) oraz z aldolazg (137). Miejsca wigzace wystepuja
prawdopodobnie blisko miejsc fosforylacyjnych biatka pasma 3 (116, 137).
Asocjacja ta ma prawdopodobnie charakter elektrostatyczny, gdyz zanika
przy podwyzszeniu sity jonowej. Nie mozna wykluczy¢ jednak specyficz-
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nych oddziatywan miedzy biatkiem pasma 3 a G3PD i aldolazg, ze wzgle-
du na to, ze enzymy te moga by¢ uwalniane z cytoplazmatycznej strony
btony przez niektére produkty posrednie glikolizy (136, 138).

V. Fosforylacja glikoforyny

V-l. Charakterystyka glikoforyny

Glikoforyna (ang. glycophorin) jest gtéwng glikoproteing btony ko-
morkowej erytrocytow ludzkich (23, 139). Zostata ona po raz pierwszy
scharakteryzowana w pracach Marchesi i wsp. (139). Znana jest
sekwencja aminokwasoéw tego biatka (104, 140). Zawiera ona 64°/0 cu-
kréw, w tym az 28°/o kwasu sjalowego (7), co stanowi 90°/0 catego kwasu
sjalowego obecnego w btonie erytrocytu (103). Ciezar czasteczkowy gliko-
foryny wynosi 50 000—64 000 (7, 139, 141, 142). Sugeruje sie, ze niedo-
ktadno$¢ oznaczenia wynika z r6znic warunkow rozpuszczania btony (141).
Woczes$niej podawano wartosci 83 500—90 000 (23, 102, 111), ale okazato sie,
ze wedrujace jako osobne pasma elektroforetyczne w zelu poliakryloami-
dowym w obecno$ci sodowego siarczanu dodecylu PAS-1 i PAS-2 sg
w rzeczywistosci réznymi formami tej samej czasteczki (141). PAS-1
migruje w rejonie pasma 3 (7, 60), ale jako biatko bogate w cukry nie
wybarwia sie biekitem Coomassie. Jego obecno$¢ mozna wykry¢é mie-
szaning: kwas nadjodowy — odczynnik Schiffa. Glikoforyna wystepuje
w ilosci okoto 5000 000 czagsteczek na komdrke (7) w postaci oligome-
row (143). Trawienie proteolityczne (5, 94, 105, 107, 144) oraz znakowa-
nie przez FMMP (102, 110, 111) wykazato, ze podobnie jak biatko pas-
ma 3, glikoforyna penetruje dwuwarstwe lipidowg (Ryc. 1). Biatko to
jest utozone w btonie asymetrycznie (52, 105, 139, 142, 145) z cukrami
zwréconymi na zewngtrz komdrki (106). Koniec COOH znajduje sie od
strony cytoplazmy, koniec NH2 od strony zewnetrznej komorki (142, 146).
Glikoforyna jest bardzo mocno zwigzana z btong — nawet jej modyfikacja
czy denaturacia nie powoduje ekstrakcji z btony (147), wymywana jest
dopiero przez detergenty (51). Szczegdlnie silnie z glikoforyna jest zwig-
zany fosfatydyloinozytol (60). Orientacja glikoforyny w blonie oraz jej
zdolnosSci receptorowe (np. wobec wirusa grypy, przeciwciat, aglutynin
(7, 103)) wydaja sie mie¢ duze znaczenie (139). Miejscami receptorowymi
sg cukry, z ktorych kwas siatlowy, bedgcy koncowym cukrem wielu fan-
cuchow oligosacharydowych, jak wiadomo nadaje réwniez tadunek po-
wierzchni komorki (145, 148).
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V-2. Glikoforyna jako fosfoproteina

Stwierdzono (60, 63), ze glikoforyna jest rowniez fosfoproteing. Nie-
ktdrzy badacze podawali, ze podczas inkubacji cieni erytrocytéw
z [y-"PJATP, jak i catych komdrek z [¥P]Pi uzyskuje sie podobny rozkitad
znakowanych miejsc (60), natomiast inni uzyskiwali wilgczanie znako-
wanego fosforu do glikoforyny tylko w przypadku catych komorek (63).
Thtumaczy¢ to mozna albo catkowitym zajeciem miejsc fosforylacyjnych
w cieniach i bardzo wolng wymiang, jak tez utratg podczas hemolizy ko-
morki specyficznej kinazy, potrzebnej do fosforylacji glikoforyny.

Po fragmentacji oczyszczonej glikoforyny przez CNBr stwierdzono, ze
radioaktywno$¢ wystepuje we fragmencie 6000, ztozonym z okoto 35 ami-
nokwasoéw, wystajgcym ponad cytoplazmatyczng strong biony (60, 63).
Nie stwierdzono wiekszego wptywu cAMP (60, 63) a takze czynnikéw
zmieniajacych ksztatt erytrocytow lub modulujagcych aktywno$¢ enzy-
mow na fosforylacje glikoforyny (68). Nie wiadomo, czy fosforylacja
glikoforyny spetnia jaka$ fizjologiczng role. Bardzo mata ilo$¢ zwigza-
nych z tym biatkiem reszt fosforanowych (60, 63) sugeruje, ze jest to mato
prawdopodobne. Jednak trzeba zdawaé sobie sprawe, ze in vivo moze
by¢ ona znacznie wieksza.

V1. Fosforylacja biatek pasm 45 i 4.8

Elektroforetyczne rozdzielenie biatek btony komorkowej erytrocytow
ludzkich w zelu poliakryloamidowym w obecno$ci sodowego siarczanu
dodecylu wykazuje pojawienie sie kilku pasm wybarwiajgcych sie bieki-
tem Coomassie z rézng intensywnoscig, pomiedzy szerokim pasmem 3
a pasmem 5 (6, 7, 23, 63). Dodatek cAMP do cieni inkubowanych
z [y-3P]JATP wywotuje pojawienie sie radioaktywnosci dwoch biatek
z tego regionu — biatka pasma 4.5 i 4.8 (17—19, 21, 57—61, 149, 150).
Biatka te stanowig 2—4% biatek btony (58) i maig ciezar czgsteczkowy
odpowiednio: biatka pasma 4.5 — 50 000—58 000 (6, 19, 59), biatko pas-
ma 4.8 — 45 000—50 000 (6, 59). O ile biatko pasma 4.5 jest prawdopodob-
nie mocno zwigzane z btong (nie wymywa sie roztworami o niskich sitach
jonowych (19), tylko czeSciowo jest usuwane przez czynniki denaturujgce
np. NaOH (147), to biatko pasma 4.8 moze by¢ prawie catkowicie wy-
ekstrahowane razem ze spektryng (117). llos¢ grup fosforanowych zwig-
zanych z tymi biatkami maleje w obecnos$ci jednowarto$ciowych kationéw
i jondbw Ca2+ (19, 20) i osigga maksimum przy pH = 6.5 (103). Ciekawe,
ze fosforylacja biatlek pasm 4.5 i 4.8 zachodzi jedynie w obecnosci jo-
now Mg2+ (20, 151).

Biatka pasm 4.5 i 4.8 ulegajg znakowaniu takze w catych erytrocytach
inkubowanych z [ZP]Pij (17), co wiecej w stosunku do cieni znakowanych
przez [y-3P]JATP w obecnosci cAMP, w komérkach fosforylacja tych
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biatek jest wieksza (17, 59). Jak wykazaty badania z [H]cAMP, cAMP
moze wnikaé do erytrocytéw w znacznej ilosci (17, 152). Dodatek tego
nukleotydu do S$rodowiska inkubacyjnego erytrocytow, zawierajgcego
[3P]Pi powoduje zwiekszenie znakowania biatek pasm 4.5 i 4.8 (17, 152),
natomiast catkowita ilos¢ wiaczonego SP do biatek btony nie ulega zmia-
nie. Jest to rezultat r6zny od uzyskanego w przypadku dodania cAMP
do cieni inkubowanych z [}-3P]ATP, kiedy to wzrasta catkowita ilos¢ wig-
czonego do biatek P (59, 117, 118).

Sugeruje sie, ze biatka pasm 4.5 i 4.8 wchodzg w sktad kinaz biatko-
wych. Zagadnienie to bedzie dokitadniej omdéwione w rozdziale 1X-2.

VII. Fosforylacja biatka 150 000

Zaobserwowano, ze jony Ca2+ stymulujg wiaczanie 3P z [y-"PIATP
do biatka 150 000 w cieniach erytrocytéw ludzkich (153—156). Stwierdzo-
no takze, ze wstepne trawienie komorek pronazg nie zmienia iloSci wia-
czonego radioaktywnego fosforu do biatka 150 000, zatem jego miejsca
fosforylacyjne znajdujg sie od cytoplazmatycznej strony btony (153, 157).
Zbadano, ze jeden erytrocyt zawiera w btonie 700 miejsc fosforylacyjnych
biatek tego typu (154). Zmiany pH oraz dziatanie hydroksyloaminy powo-
duja usuwanie zwigzanych z biatkiem 150 000 grup fosforanowych — su-
geruje to acylofosforanowy charakter tego wigzania (154).

Jony La3+ obecne na zewnatrz komoérek powodujg wzrost fosforyla-
cji tego biatka, podczas gdy jony Hg2+— inhibicje (158). Defosforylacje
biatka 150 000 stymulujg natomiast jony Mg2+ (154). Jest to prawdopo-
dobnie zwigzane ze stymulacjg przez jony Mg2+ przejscia tej fosfopro-
teiny ze stanu o matej reaktywnosci do stanu o duzej reaktywnosci wzgle-
dem wody. Obnizenie ilosci znakowanego biatka 150 000 po dodaniu jo-
néw Mg2+ jest jednak o wiele mniejsze niz mozna oczekiwa¢ w oparciu
0 taki mechanizm. Istniejg ré6zne mozliwosci wyttlumaczenia tego faktu,
a mianowicie: defosforylacja biatka 150 000 limituje stopien hydrolizy
ATP, Mg2+ podwyzsza zarowno jego fosforylacje jak i defosforylacje,
lub tez obecno$¢ Mg2+ przesuwa réwnowage reakcji fosforylacji w strone
powstawania fosfoproteiny (154).

Aktywnos¢ ATP-azy aktywowanej przez Ca2+ i Mg2+ w cieniach ery-
trocytow znana byta od dawna (156, 157, 159, 160). Stechiometryczna za-
lezno$¢ miedzy hydrolizg ATP a transportem Ca2+ przez bione (161),
a takze bardzo niskie wewngtrzkomérkowe stezenie Ca2+ w stosunku do
srodowiska (162, 163), sugerowaly ze ATP-aza aktywowana przez Ca2+
1 Mg2+ reprezentuje aktywny transport Ca2+ przez btone (157, 164, 165).
Potwierdzity to doniesienia wykazujgce, ze owa ATP-aza btony ludzkich
erytrocytow moze istnie¢ w dwoch formach, zaleznie od stezenia jonow
Ca2+ (166). Wystepuje tez Scista zalezno$¢ miedzy poziomem fosforylacji
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biatek btony a przepuszczalnoscig biony dla Ca2+ (167). Jak wykazaty
ostatnie prace (155), fosfoproteina 150 000 jest posrednikiem w uktadzie
ATP-azy aktywowanej przez Ca2+ i Mg2+.

VI1Il. Fosforylacja biatka pasma 2.1

Diuzszy czas poszukiwano miejsca w btonie, do ktdrego przytgczona
jest spektryna. Badania wskazywaty (80, 169) na selektywne oddziaty-
wanie spektryny z proteolitycznym fragmentem o ciezarze czasteczkowym
72 000, pochodzacym z pewnego integralnego biatka btony, niezalezne od
obecnosci aktyny. Jak stwierdzono po0zZniej, fragment ten jest czeScig biat-
ka o ciezarze czasteczkowym 200 000, migrujagcego jako pasmo 2.1 podczas
elektroforezy biatek btony erytrocytébw w zelu poliakryloamidowym
w obecnosci sodowego siarczanu dodecylu (170—173). Zaproponowano na-
zwe tego biatka — ankyryna (ang. ankyrin z gr. ankyra — kotwica) (170).
Liczba czasteczek ankyryny w bionie komorkowej erytrocytéw siega
100 000. Biatko to jest mocno zwiazane z btona, przede wszystkim z biat-
kami integralnymi, co sugerujg badania wykazujgce zmiany topografii
wewnatrzbtonowych czastek pod wptywem zmian konformacéyjnych spek-
tryny (25, 39, 81, 174). Ankyryna nie jest wymywana z btony przez
roztwory o niskich sitach jonowych (19), jednak wydaje sie, ze nie jest
to biatko transmembranowe, jak biatko pasma 3 czy glikoforyna (Ryc. 1).
Oproécz rozpuszczalnego w wodzie fragmentu 72 000, biatko pasma 2.1 za-
wiera jeszcze fragment hydrofobowy 100 000, zwigzany mocno z bito-
ng (170).

Ankyryna podlega znakowaniu podczas inkubacji erytrocytéw
z [@P]Pi (170). Fosforylacja tego biatka jest zalezna od obecnos$ci cAMP
(17, 19, 59), przy czym stymulacja fosforylacji ankyryny przez cAMP jest
ilosciowo podobna w cieniach i w catych komorkach (17). Nie wiadomo,
jakie jest znaczenie fosforylacji biatka pasma 2.1. By¢ moze polega ono
na determinowaniu konformacji sieci spektrynowo-aktynowej.

IX. Mechanizm fosforylacji biatek btony komodrkowej erytrocytow
ludzkich

Fosforylacja biatek btony komdrkowej erytrocytéw ludzkich odbywa
sie za posrednictwem enzymdw — kinaz biatkowych (17—21, 58—61, 63,
117, 118, 149, 151, 175). R6znig sie one miedzy sobg miejscem wystepowania
(w btonie lub w cytoplazmie), wrazliwos$cig na jedno- i dwuwartosciowe
kationy oraz cykliczne nukleotydy (cAMP) a takze substratami. W pro-
cesie defosforylacji biatek btony komoérkowej biorg natomiast udziat
specyficzne fosfoproteinowe fosfatazy (18, 19, 57, 176). Charakterystyke
poszczego6lnych enzyméw przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3
Enzymy biorgce udziat w procesie fosforylacji i defosforylacji biatek btony komérkowej erytrocytow
ludzkich.

Whptyw Wplyw jonéw na aktywno$é
Rodzaj CAMP enzymu

enzymu Lokalizacja aktywno$c substraty
enzymu stymulacja inhibicja
kationy
jednowarto- ‘
brak Sciowe spektryna,
' brak danych -
wphywu Mg2+, Ca2+ y biatko pasma 3
w matych
stezeniach
]
' btona ati
brak brak jea:jt::;\]/\)//arto biatko pasma 3
. } -
kinazy Wptywu danych $ciowe, Ca2+
biatkowe
stymulacja _kationy biatka pasm
aktywnosci Mg2+ J,e(.jnowatro- 21, 45, 48
Sciowe, Ca2+
brak brak biatka pasm
brak danych
/ wptywu danych Y 3,45, 48, 7
cytoplazma
Zz;nvl;;aocéjgi Zgil)(/ch brak danych glikoforyna
blona brak Mg2+ Pi, PPi biatka pasm
fosfatazy fo- danych 345
sfoproteinowe . .
cytoplazma  Prak brak Pi, PPi, spektryna
danych danych Mg2+
Pi — jon fosforanowy
PPi — jon pirofosforanowy

1X-1. Niezalezne od obecnosci cAMP bionowe kinazy biatkowe

Jedng z tych kinaz jest kinaza biatkowa niezalezna od cAMP, stymu-
lowana przez jednowarto$ciowe kationy oraz jony Mg+2 i Ca2+ w malych
stezeniach (18, 59, 61). Nie wymywa sie ona z btony roztworami o niskich
sitach jonowych (18), ekstrahuje jg dopiero roztwér 1 M NHACL (151).
Kinaza ta fosforyluje biatko pasma 2 spektryny i stabo biatko pasma 3
(18—21, 58, 59, 61, 63, 180). O tym, ze ©oba te biatka fosforylowane sg
przez te samg kinaze $wiadczy fakt, ze w tym samym stopniu ich fosfory-
lacja jest hamowana przez kazeine (177). Zjawisko stymulacji fosforylacji
przez jednowartosciowe kationy mozna ttumaczyé w rézny sposob, a mia-



[17] FOSFORYLACJA BIALEK BLONOWYCH 267

nowicie: aktywacja specyficznej fosfatazy, zmiang konformacji substratu,
zmiang konformacji kinazy lub zmiang fizycznych oddziatywan kinaza —
substrat, gtdwnie typu elektrostatycznego. Wedtug niektdrych autorow
najbardziej prawdopodobne sg dwie ostatnie mozliwosci (18). Kinaza ta
jest aktywna in vivo, o czym Swiadczg badania wigczania 3P do spektryny
i biatka pasma 3 w catych komdrkach (60—63, 68).

Inng btonowa kinazg biatkowa, niezalezng od cAMP, lub zalezna w nie-
wielkim stopniu, jest kinaza hamowana przez jednowartosciowe kationy
i jony Ca2+ (7, 18, 19, 57, 58), biorgca udziat w fosforylacji biatka pas-
ma 3.

I1X-2. Zalezna od obecnos$ci cCAMP btonowa kinaza biatkowa

W bionie komérkowej erytrocytow ludzkich stwierdzono obecno$é
kinazy, zaleznej w znacznym stopniu od obecno$ci cCAMP i w mniejszym
stopniu od innych cyklicznych nukleotydow (20). Wystepuje ona wytacz-
nie po cytoplazmatycznej stronie btony (178, 179). Kinaza ta jest czeSciowo’
wymywana z btony przez roztwory o niskich sitach jonowych (19, 61),
rozpuszcza si¢ catkowicie w 0.5°/0 Triton X-100, NaBOs przy pH = 8 (117).
Zawodzg natomiast préby ekstrakcji tej kinazy z btony 1 M roztworem
NH4C1 (151). Sugeruje sie, ze podjednostka enzymu wigzaca cAMP jest
Scisle zwiazana z btong, natomiast podjednostka katalityczna — jedynie
luzno zasocjowana (20). Zalezna od obecnosci cAMP btonowa kinaza biat-
kowa wymaga dla swej aktywnos$ci obecnosci jonow Mg2+, jej dziatanie
hamuja jednowartosciowe kationy i jony Ca2+ (18, 20, 21, 58, 59, 61, 117,
151, 175). StopiehA stymulacji fosforylacji biatek przez cAMP za posred-
nictwem tej kinazy zalezy od warunkdw inkubacji (chemiczny skiad bu-
foru, pH, sita jonowa, stezenie jonéw Mg2+, czas, temperatura) (19—21,.
61). Maksimum aktywnosci tego enzymu przypada na pH = 6.5 (20).

Zalezna od obecnosci cAMP kinaza btonowa fosforyluje biatka pasm
2.1, 45 4.8 (20, 58, 61, 117, 151). Substratami tej kinazy moga byé takze
histony i protaminy (21, 151, 175).

Prébowano zidentyfikowa¢ owg kinaze, poszukujac w blonie miejsc
wigzacych [H]cAMP lub poréwnujac zdolnosSci wigzania cAMP przez
»odwrdcone” i normalne pecherzyki z cieni erytrocytdw ludzkich. Stwier-
dzono, ze miejsca wigzace [H]cAMP wystepuja od wewnetrznej strony
btony (178, 179), ale watpliwosci budzit fakt, ze stezenie cAMP wymagane
do potowicznego nasycenia tych miejsc byto 10—100 razy mniejsze niz
potrzebne do osiggniecia potowy maksymalnego poziomu fosforylacji
(20, 151). Uzywajac Swiattoczutej pochodnej cAMP zbadano, ze miejscem
wigzacym cAMP sg doktadnie biatka pasm 4.5 i 4.8 (117, 150), cho¢
opisywano takze wigzace cAMP biatko o ciezarze czasteczkowym 55 000'
jako PAS-2 (202). Wiele jest potwierdzen (59, 117, 151), ze biatka pasm;
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45 i 4.8 to rzeczywiscie regulatorowe podjednostki zaleznej od cAMP
kinazy biatkowej. Zarbwno cAMP jak i jego Swiattoczuta pochodna wigzg
sie bowiem z tymi biatkami w btonie i réwnolegle stymuluja ich fosfo-
rylacje (154).

W erytrocytach in vivo prawdopodobnie nie zachodzi fosforylacja bia-
tek blony stymulowana przez cAMP, gdyz stezenie tego nukleotydu
wewnatrz komorki jest bardzo niskie (179). Co prawda znaczne ilosci
cAMP moga by¢ transportowane do erytrocytow (152) i rzeczywiscie
w obecnos$ci zewngtrzkomorkowego cAMP wzrasta wigczanie P do bia-
tek pasm 2.1, 45 i 48 w calych komérkach (17, 152), ale jonowe $ro-
dowisko wnetrza komarki znacznie rozni sie od tego, jakie zapewnia mak-
symalng fosforylacje biatek btony zalezng od cAMP (68).

Badania kinaz biatkowych zaleznych od cAMP sg istotne, poniewaz
nukleotyd ten moze byé regulatorem wielu proceséw, zachodzacych w ko-
morkach eukariotycznych poprzez stymulacje fosforylacji okres$lonych
biatek (20, 58, 167, 180). Hipoteza taka opiera sie o stwierdzony wptyw
cAMP na takie procesy jak agregacja, czy réznicowanie komdérkowe (181),
wzrost i inhibicja kontaktowa komorek ssakéw (182, 183), przepuszczal-
no$¢ bton (167, 184, 185) oraz przewodzenie impulséw nerwowych (186).

IX-3. Cytoplazmatyczne kinazy biatkowe

W cytoplazmie erytrocytow znajdujg sie takze zalezne i niezalezne
od obecnosci cAMP kinazy biatkowie (16, 17, 151, 187), stanowigce okoto
20—30°/o aktywnosci wszystkich kinaz zawartych w komérce (117, 151).
Przyktadowo inkubacja ludzkich erytrocytéw z [3P]Pi i cAMP prowadzi
do fosforylacji biatka pasma 7, ktére w cieniach nie jest fosforylowa-
ne (17), a znakowanie biatek pasm 3, 4.5 i 4.8 jest zwiekszone w przypadku
catych komorek w stosunku do cieni (17, 59). W pracy (187) rozr6zniano
dwie cytoplazmatyczne, niezalezne od cAMP kinazy biatkowe: jedng
0 ciezarze czasteczkowym 30 000, fosforylujgca biatka pasm 2 i 3 oraz
druga, o ciezarze czasteczkowym okoto 100 000, ktorej substratami sa
biatka pasm 2, 2.1, 3 i PAS-1.

IX-4. Fosfatazy fosfoproteinowe

W nieobecnosci ATP biatka btony komérkowej erytrocytéw ludzkich
ulegajg defosforylacji (57, 188). Wykazuja to badania utraty radioaktyw-
nosci pierwotnie znakowanych ~P biatek cieni, ktora nie moze by¢ zwig-
zana z degradacjg biatek, jako ze rozkiad pasm podczas elektroforezy
w zelu poliakryloamidowym w obecnosci sodowego siarczanu dodecylu
pozostaje niezmieniony. Utracona radioaktywno$¢ odnajdywana jest w po-
staci nieorganicznych fosforanow (173).
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Dziatanie cyklow fosforylacji-defosforylacji biatek btony w catych ery-
trocytach potwierdzajg na przyktad zmiany fosforylacji biatka pasma 2
spektryny pod wptywem wahan wewngtrzkomorkowego poziomu ATP,
skorelowane takze ze zmiang ksztattu (57). Odwracalno$¢ fosforylacji bia-
tek btony Swiadczy o obecnosci fosfatazy fosfoproteinowej (18, 19, 57,
176). Poczatkowo aktywno$¢ tej fosfatazy odkryto w cytoplazmie (176),
przez stwierdzenie, ze dodatek nawet bardzo rozcieficzonego ekstraktu
cytoplazmatycznego do czyszczonej, P znakowanej spektryny, powoduje
jej defosforylacje. Cytoplazmatyczng fosfataze hamujg takie czynniki
jak Pi; PPb ATP, ADP, 10 mM Mg2+, 100 mM KC1 oraz 2,3-dwufosfogli-
cerol. In vitro aktywno$¢ fosfatazy jest niewielka — wymiana ~P jest
bardzo powolna. Moze to wynika¢ wtasnie ze stosunkowo wysokich stezen
fosforandw i nukleotydow wewnatrz komarki (176).

P6zniej pojawity sie doniesienia o fosfatazach fosfoproteinowych zwia-
zanych z blong erytrocytéw (18, 19, 173, 189), roznigcych sie wiasciwos-
ciami od fosfotaz cytoplazmatycznych. Defosforylacje biatek pasm 2, 3, 4.5
przez fosfatazy bionowe obserwowano w obecnosci jonéw Mg2+ przy
czym rOzne stezenia tego jonu sg potrzebne do maksymalnej defosforyla-
cji poszczegdlnych biatek (173) (biatko pasma 2 — wieksze od 20 mM,
biatko pasma 3— 3 mM, biatko pasma 4.5 — mniejsze od 20 mM). Ph PPh
ATP i ADP sg réwniez silnymi inhibitorami aktywnosci btonowej fosfa-
tazy, ale na przyktad 10 mM Mg2+ silnie stymuluje defosforylacje biatka
pasma 2, 2,3-dwufosfoglicerol hamuje defosforylacje biatek pasm 2 i 3,
a 100 mM KC1—tylko biatka pasma 4.5 (173).

Po defosforylacji, biatka btony sa zdolne do powtdérnej fosforylacji
w tych samych miejscach, dotyczy to przynajmniej biatek pasm 2 i 45
(173), co potwierdza obecno$é¢ swoistych cykléw fosforylacji-defosfory-
lacji biatek btony komérkowej erytrocytéw.

X. Stopien fosforylacji biatek btony komérkowej erytrocytow ludzkich

llosciowe ujecie zjawiska fosforylacji biatek btony jest bardzo trud-
ne. Oznaczenia analityczne wymagajg bowiem niezwykle doktadnego
i ostroznego oddzielenia biatek od lipidow, natomiast pomiary radioaktyw-
nosci biatek po inkubacji btony z [y-“P]JATP lub catych komérek z [3P]Pi,
mimo ze proste, dostarczajg tylko informacji o ilosci wymienialnego fosfo-
ru w biatkach.

Stopienn fosforylacji biatek biony erytrocytéw zalezy bardzo od wa-
runkéw badania — iloSci i charakteru obecnych w $rodowisku jondw,
sity jonowej, pH a takze od aktywnosci defosforylujagcych biatka fosfataz.
Bioragc pod uwage mozliwosci powigzania fosforylacji biatek btony ze
strukturg i funkcjami btony komorkowej niezwykle istotny jest skiad
i parametry roztworu podstawowego we wszystkich badaniach erytro-
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cytéw in vitro. Mimo trudnos$ci, badacze probujg okresla¢ choéby przy-
blizone warto$ci poziomu fosforylacji poszczegolnych biatek biony ery-
trocytow (Tabela 4).

Stopien fosforylacji biatek cieni erytrocytéw zalezy znacznie od ste-
zenia ATP. | tak wedtug pracy (64) przy stezeniu ATP mniejszym od
0.1 mM fosforylacja spektryny jest nieznaczna i wzrasta stopniowo o0sia-
gajac przy stezeniu 8 mM warto$¢ 1 mol Pi/mol biatka pasma 2. Wo l1fe
i Lux badali poziom fosforylacji biatek btony catych erytrocytow (61).
Przy zalozeniu, ze cata ilos¢ ATP wewnatrz komorki jest dostepna do
wymiany izotopowej, uzyskali oni znacznie wyzsze warto$ci niz po-
przednicy. Uzycie przez nich komputerowego modelowania doprowadzito
jednak do wniosku, ze tylko 36°/0 wewngtrzkomdrkowego ATP bierze
udziat w wymianie [3P]Pj wobec czego poziom fosforylacji jest odpowied-
nio nizszy (Tabela 4).

Tabela 4
Stopien fosforylacji biatek btony komorkowej erytrocytow ludzkich.

Stopien fosforylacji biatka (mol Pj/mol biatka) w/g pracy:

Biatko
(58) (64) (61) (63)
spektryna 0,79r Ir 2,5r 0,9k 1,8a 1,05r
biatko pasma 3 0024r  Drak 0,4r 014k o 0,35r
danych
: brak brak brak brak brak
biatko pasma 4.5 0.7 danych  danych  danych  danych  danych
glikoforyna brak brak ~ brak  brak 020a 0,15

danych  danych  danych  danych

a— oznaczenie analityczne

k — oznaczenie przy uzyciu komputerowego modelowania

r— oznaczenie z pomiaréw radioaktywnosci

Waxman rownoczeSnie z prowadzeniem badan nad ilosScig wig-
czonego 3P do poszczegblnych biatek btony komoérkowej erytrocytow
ludzkich, oznaczal analitycznie zawarto$¢ fosforanow w wyekstrahowa-
nych i wysoce oczyszczonych od lipidéw frakcjach (63). Mniejsze warto-
§ci poziomu fosforylacji uzyskane z badan znakowania biatek przez P niz
z oznaczeh analitycznych wykazujg, ze tylko cze$¢ grup fosforanowych
zwigzanych z biatkami jest wymienialna. Moze to wynika¢ z faktu, ze
wiekszo$¢ IP zwigzanego z btong erytrocytow po diugiej inkubacji z [3P]Pj
ma posta¢ stabilnych estréw fosforanowych (wiazanie z seryng i treoni-
ng), réznigcych sie od labilnych kwasnych fosforanéw. Dziatanie CI3CCOOH
i hydroksyloaminy nie powoduje bowiem wiekszego usuwania 3P z biatek,
czyni to dopiero alkaliczna hydroliza (18, 58).
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X1. Patologiczne aspekty fosforylacji biatek btony komoérkowej
erytrocytow ludzkich

Sugestie, ze fosforylacja biatek btony (gtéwnie spektryny) jest odpo-
wiedzialna za ksztatt i zdolno$¢ erytrocytow do deformacji (47, 57, 64,
73, 76) zwrdécity uwage na fosforylacje tych biatek w erytrocytach, cha-
rakteryzujgcych sie anomalnym ksztattem. Badania takie zapoczatkowali
Greenquist i Shohet (190, 191), ktorzy stwierdzili spadek aktyw-
nosci kinazy zwigzanej z btong oraz mniejszg stymulacje fosforylacji przez
cAMP cieni erytrocytow pacjentdw chorych na dziedziczng sferocytoze,
w stosunku do cieni z erytrocytow ludzi zdrowych. Obserwacje te po-
twierdzili inni autorzy (57, 104, 192—195) znajdujagc zmniejszong fosfo-
rylacje btony jak i fosforylacje poszczegdlnych biatek — pasm 2, 3 i 4.5
(57, 195), zmniejszong stymulacje fosforylacji pod wptywem cAMP (104)
oraz zmieniony stosunek znakowanej fosfotreoniny do fosfoseryny (194)
w cieniach erytrocytow pacjentow z dziedziczng sferocytozg. Podobne
zmiany fosforylacji biatek btony erytrocytéw stwierdzono w wypadku
anemii sierpowatych (196).

Nie wiadomo, czy aktywnos$¢ kinaz biatkowych w cieniach jest taka
sama jak w calych erytrocytach. Stwierdzono bowiem, ze fosforylacja
cieni zalezy od warunkow inkubacji (61, 149). Nie powinny wiec dziwi¢
wyniki uzyskane przez innych autorow, S$wiadczace o jednakowej fos-
forylacji biatek btony cieni lub catych erytrocytow pochodzacych ze
zdrowych i chorych dawcow (61, 197—199). Faktem jest jednak, ze ery-
trocyty pacjentow z dziedziczng sferocytoza majg zmniejszong elastycz-
no$¢ btony i duza podatno$¢ na fragmentacje, co warunkuje krotki czas
ich zycia (200), ale prawdopodobne sag sugestie, ze owe zmiany, nawet
jesli wywotane anomalng fosforylacjg, nie sg pierwotne etiologicznie
(189, 201).

Zaakceptowano do druku 15.02.1982
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l. Wstep

Pirogronian zajmuje kluczowg pozycje w metabolicznych szlakach
rozpadu i syntezy weglowodanéw, lipidow i aminokwaséw w tkankach
zwierzecych. Na schemacie 1 pokazano najwazniejsze enzymy, ktérych
substratem jest pirogronian. Nalezy zaznaczy¢, ze tylko w komérkach
parenchymatycznych watroby zachodzg wszystkie reakcje umieszczone
w tym schemacie, natomiast w innych tkankach, zaleznie od ich specja-
lizacji, dominujg tylko niektdre szlaki metaboliczne. W tkance mies$nio-
wej i mézgu acetylo-CoA utworzony w wyniku katalitycznej aktywnosci
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej jest prawie catkowicie utle-
niany w cyklu Krebsa. Natomiast w tkance ttuszczowej, watrobie i gru-
czotach mlecznych znaczna cze$¢ tego zwiagzku jest zuzywana do syntezy

Szczawiooctan

99.?(’* Cykl

? PC Kre bsa.

/ jlukoza
Fosfoenolo- —

pirogronian PK
g LV \m

Mleczan Alanina

Pirogronian | == Acetylo-CoA

PDH

Synteza
kwasow
thuszczowych

Ryc. 1. Enzymy biorgce udziat w metabolizmie pirogronianu w tkankach zwierzecych
PK —Kkinaza pirogronianowa (EC 27140)
kDH—dehy rogenaza mle zanow

WASOM i u ;gg.ﬁg\g\gyg mho ﬁ éméwia to, ze kompleks dehydrogenazy

P@rv PmmM@WeQ'fmmaﬂPweé'ﬁﬁléﬂ & zarbwno w procesach katabolicznych,
— karboksykKinaza. osfoenol romanowa
gk@aﬂ}

ﬁ%@dﬁe@s ALRA b kan'ovWJ P(Eécﬁa@h %&Smtﬁﬁw EC 1643)
Badania prowadzone w ostatnlch latach wykazaty, ze kompleks de-

hydrogenazy pirogronianowej wyodrebniony z réznych tkanek jest regu-
lowany przez podobne, jakkolwiek nie identyczne mechanizmy uzaleznia-
jace aktywnos$¢ kompleksu od warunkéw metabolicznych wystepujacych
w komorce. Ogoélnie stwierdzono, ze aktywnosé kompleksu dehydrogena-
zy pirogronianowej zalezy od substratu oddechowego dostepnego w ba-
danej tkance. Aktywno$¢ kompleksu w miesniach szkieletowych, sercu
i watrobie ulega znacznemu obnizeniu w obecnosci kwaséw ttuszczowych
i ciat ketonowych, co sprawia, ze wtasnie te substancje sa aktywnie utle-
niane w stanie gtodzenia i w cukrzycy (1—5). Sprzyja to zabezpieczeniu
pozostatych rezerw weglowodanowych w organizmie. W powyzszych wa-
runkach aktywno$¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej ulega ob-
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nizeniu przez wspdidziatanie inhibicji przez produkty reakcji i kowa-
lencyjnej modyfikacji biatka enzymatycznego przez jego fosforylacje.
Aktywnos$¢ kompleksu moze réwniez podlega¢ regulacji przez bezposred-
nie oddziatywanie hormonu na tkanke, jak to stwierdzono na przyktadzie
aktywacji dehydrogenazy pirogronianowej w tkance ttluszczowej w obec-
nosci insuliny (6—8).

W prezentowanym artykule zostang omdéwione mechanizmy regulacji
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w réznych tkankach. Wyko-
rzystane tu bedg wyniki uzyskane w badaniach oczyszczonego kompleksu
enzymatycznego, izolowanych mitochondriéw i komérek oraz perfundo-
wanych narzadéw, a takze prace przegladowe dotyczace tego zagadnie-
nia (9—14).

Il. Ogolna charakterystyka kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej

W skiad kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej wystepujacego
wyltgcznie w mitochondriach (10), wchodzg trzy skiadniki katalityczne
(EC 1241+ EC 23.1.12+ EC 1.6.4.3) i dwa regulatorowe (brak numeréw
klasyfikacyjnych). Enzymy speiniajgce funkcje katalityczne przeprowa-
dzajg reakcje prowadzace do oksydacyjnej dekarboksylacji pirogronianu
i utworzenia acetylo-CoA i NADH wedtug reakcji 1 do 5 (15—17):

Pirogronian + TPP.Enzj—CO02+ hydroksyetylo~-TPP.Enzi @
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+ FADH2Enz3 4
FADH2Enz3+ NAD+” FAD.Enz3+ NADH+ H+ (5)

Sumarycznie:

Pirogronian+ CoA+ NAD+->C02+ acetylo-CoA+ NADH + H+

Reakcje (1) i (2) sa katalizowane przez dekarboksylaze pirogronianowa
EC 1.24.1 (oksydoreduktaza pirogronian:liponian, acetylujgca akceptor),
ktéra wymaga obecnos$ci pirofosforanu tiaminy (TPP) i magnezu. Enzym
ten jest oznaczony skrotem TPP.Enzj. Nalezy zaznaczy¢, ze nazwa ,de-
karboksylaza pirogronianowa” jest wprowadzona zamiast nazwy ,dehy-
drogenaza pirogronianowa”, przez wielu autorow (4, 10, 13) poniewaz
nazwa ,dehydrogenaza pirogronianowa” jest uzywana potocznie na okres-
nienie catego kompleksu enzymatycznego réwnoznacznie z nazwg ,kom-
pleks dehydrogenazy pirogronianowej”.

Reakcja (3) jest katalizowana przez acetylotransferaze liponianowg
EC 23.1.12 (S-Acetylotransferaza acetylo-CoA:dihydroliponian), zawiera-
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jacg kowalencyjnie zwigzang reszte liponianowg w postaci utlenionej
[Lip.(S.S)]. Enzym ten jest oznaczony jako Lip.(S.S).Enz2

Reakcja (4) i (5 sa katalizowane przez dehydrogenaze liponianowg
EC 1.6.4.3 (oksydoreduktaza NADH:amid kwasu liponowego), ktora jest
flawoproteing. Enzym ten oznaczono jako FAD.Enz3

Nalezy zaznaczy¢, ze kompleks dehydrogenazy pirogronianowej kata-
lizowa¢ moze rowniez utlenianie 2-oksomaslanu do propionylo-CoA oraz
3-hydroksypirogronianu do hydroksyacetylo-CoA. Szybkos$¢ reakcji przy
stezeniu wymienionych substratéw réwnym 1 mM wynosi, odpowiednio,
okoto 50°/0 i 5% szybkosci reakcji z tym samym stezeniem pirogronianu
jako substratu (18).

Centralng pozycje w kompleksie dehydrogenazy pirogronianowej zaj-
muja jednostki acetylotransferazy liponianowej, do ktérej sg przytaczone
jednostki dekarboksylazy pirogronianowej i dehydrogenazy liponianowej.
Wyizolowana z kompleksu dekarboksylaza pirogronianowa jest tetrame-
rem sktadajacym sie z dwu podjednostek a i dwu podjednostek fi (19—20).
W kompleksie dehydrogenazy pirogronianowej z tkanek zwierzecych wy-
stepuja rowniez enzymy petnigce funkcje regulacyjne. Sa to: specyficzna
kinaza kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej katalizujgca fosforyla-
cje podjednostki a tetrameru dekarboksylazy pirogronianowej, oraz fosfa-
taza ufosforylowanego kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej od-
szczepiajgca te reszte fosforanowa (17, 19, 21—24).

Enzymy regulatorowe wystepujg w kompleksie dehydrogenazy piro-
gronianowej pochodzacej z tkanek zwierzecych oraz roslin wyzszych, nie
stwierdzono ifch natomiast w kompleksie pochodzacym z bakterii (9),
ani z drozdzy (25).

Poszczeg6lne reakcje kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej za-
chodzg przy udziale ruchliwej reszty liponianowej dotgczonej kowalen-
cyjnie do grupy ¢-aminowej lizyny acetylotransferazy liponianowej. Po-
wstaje wtedy ruchome ,ramie” umozliwiajgce rotacje reszty liponiano-
wej miedzy contrami aktywnymi pozostatych enzyméw kompleksu, ko-
lejno tworzgc utleniony liponian, acetylohydroliponian i dihydroliponian
(26, 27). Mechanizm ten jest przedstawiony na schemacie 2.

Szczeg6towe badania budowy kompleksu dehydrogenazy pirogronia-
nowej prowadzone przez grupe Reed’a (17, 18, 28—30) oraz przez in-
nych badaczy (16, 19, 31, 32) dostarczyty danych dotyczacych wielkosci,
struktury i ciezaru czasteczkowego wyizolowanego kompleksu, jakkolwiek
wiele jeszcze brakuje do catkowitego poznania jego budowy przestrzen-
nej. Catkowita ilos¢ tancuchow polipeptydowych kompleksu wynaosi
75—150, a ciezar czgsteczkowy szacuje sie na 7—10X106 daltonow (16).
W kompleksie pochodzacym z serca S$wini stwierdzono wystepowanie
24 jednostek dekarboksylazy pirogronianowej, 24 jednostek acetylotrans-
ferazy liponianowej i 12 jednostek dehydrogenazy liponianowej. Molarny
stosunek jednostek wyznaczony metoda izotopowego pietnowania wolnych
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grup aminowych kompleksu przez amidynacje z uzyciem metylo[l-1C]ace-
timidu (33), wynosi: 1 tetramer (a2 /?2) dekarboksylazy pirogronianowej
do 1 monomeru acetylotransferazy liponianowej i do 0.5 monomeru de-
hydrogenazy liponianowej (32). Wyniki powyzszych badan tgcznie z da-
nymi uzyskanymi ze szczeg6towej analizy budowy poszczegélnych sktad-
nikbw oraz z wyznaczania ciezaru czgsteczkowego kompleksu pozwalajg
na przyjecie modelu o$mioscianu o symetrii 4:3:2, jako najbardziej praw-
dopodobnej struktury rdzenia kompleksu utworzonego z jednostek ace-
tylotransferazy liponianowej (19, 32). Natomiast w kompleksie izolowa-
nym z nerki wotu znaleziono 30 jednostek dekarboksylazy pirogronia-

CoA

® (©)

XN
H,COCS  SH ‘—1.

Pirogronian TPP-Enz, En22 N ’SHSH ©
)
co, H

ydroxyetylo TPP- Enz

Acetyio-CoA

FAD- Enz3
® (CH3CH0) FADH,~ Enz,
@ NADH
+
Acetoina NAD

Ryc. 2. Reakcje katalizowane przez poszczegdlne enzymy wchodzagce w skiad kom-

pleksu dehydrogenazy pirogronianowej (sktadniki katalityczne)

Numery 1—5 odpowiadajg reakcjom, ktérych sumaryczne wzory sg umieszczone w tekscie:
A — utleniona forma liponianu; B — acetylohydroliponian; C — dihydroliponian; pozostate-
skréty opisano w tekscie.

nowej, 60 jednostek acetylotransferazy liponianowej i 12 jednostek de-
hydrogenazy liponianowej, co odpowiada modelowi dwunasto$cianu pie-
ciokatnego o symetrii 5:3:2 (29). Model taki znajduje potwierdzenie w ba-
daniach prowadzonych przy uzyciu mikroskopu elektronowego (16, 30,
34).

Dekarboksylacja pirogronianu (reakcja 1), ze wzgledu na wysokag ujem-
ng warto$¢ zmiany swobodnej energii, jest reakcjg nieodwracalng i sta-
nowi miejsce regulacji aktywnosci calego kompleksu enzymatycznego
dehydrogenazy pirogronianowej (35). Pozostate reakcje katalizowane
przez sktadniki kompleksu (reakcje 2—5) sg odwracalne, w konsekwen-
cji czego liponian moze by¢ redukowany w obecnosci NADH lub acylo-
wany przez acetylo-CoA, powodujac inhibicje aktywnosci kompleksu
przez produkty reakcji (4, 36, 37). Cooper i wspdlautorzy (36) suge-
rujg, ze acetylacja oraz redukcja ruchliwej reszty liponianowej zwigza-
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nej z kompleksem ma wptyw na szybkos$¢ jego fosforylacji. Zagadnienie
to zostanie omdwione w dalszej czeSci artykutu.

Blizsze szczeg6ty dotyczace budowy kompleksu dehydrogenazy piro-
gronianowej z tkanek zwierzecych a takze kinetyki reakcji katalizowa-
nych przez ten kompleks mozna znalez¢ w pracach poswieconych temu
zagadnieniu (10, 19, 22, 27, 31, 35, 38).

I11. Mechanizmy regulacji aktywnos$ci kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej

Poznano dwa gtéwne mechanizmy regulacji aktywnos$ci kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej w tkankach zwierzecych: inhibicje przez
produkty reakcji oraz przemiennos$¢ jego form: aktywnej (nieufosforylo-
wanej) i nieaktywnej (ufosforylowanej). Nalezy zaznaczy¢, ze te dwa me-
chanizmy Scisle wspotdziatajg w regulacji aktywnosci kompleksu, ponie-
waz fosforylacja a zatem inaktywacja jest stymulowana w warunkach
sprzyjajacych inhibicji przez produkty reakcji.

I11-1. Inhibicja kompleksu przez produkty reakcji

Inhibicje kompleksu dehydronegazy pirogronianowej przez produkty
reakcji zaobserwowali Garland i Randle w 1964 roku (39), co
nastepnie potwierdzili inni badacze (40—42). Acetylo-CoA i NADH sg sil-
nymi kompetycyjnymi inhibitorami kompleksu odpowiednio wzgledem
CoA i NAD+. Proponowany mechanizm tej inhibicji polega na tym, ze
przy wysokich stosunkach acetylo-CoA/CoA i NADH/NAD+ obniza sie
ilos¢ zwigzanych z kompleksem reszt liponianowych wystepujgcych w for-
mie utlenionej, czyli Lip.(S.S)Enz2 To z kolei prowadzi do wzrostu
w kompleksie ilosci jednostek dekarboksylazy pirogronianowej w formie
hydroksyetylo_-TPP.Enz! i ograniczenia szybkos$ci dekarboksylacji piro-
gronianu zaleznej od ilosci dekarboksylazy pirogronianowej w formie
TPP-Enzj (patrz schemat 2).

Réwnie efektywnym jak acetylo-CoA inhibitorem kompleksu dehydro-
genazy pirogronianowej jest propionylo-CoA hamujacy kompleks w spos6b
kompetycyjny wzgledem CoA (43).

W Tabeli | zestawiono dane dotyczace kinetycznych wiasciwosci kom-
pleksu dehydrogenazy pirogronianowej pochodzacej z réznych tkanek
zwierzecych. Wysokie powinowactwo kompleksu zaréwno wzgledem sub-
stratow jak i produktow reakcji sprawia, ze zmiany stosunku stezen
NADH/NAD+ oraz acetylo-CoA/CoA sg waznym czynnikiem regulujacym
jego aktywnosé.
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111-2. Regulacja aktywnosci przez fosforylacje kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej

W 1969 roku Linn i wsp. (21, 22) opublikowali dane dotyczace wy-
stepowania kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w ufosforylowanej
(nieaktywnej) i nieufosforylowanej (aktywnej) formie. Przeksztatcanie
wzajemnie tych form kompleksu katalizuje zalezna od ATP kinaza de-
hydrogenazy pirogronianowej oraz fosfataza dehydrogenazy pirogronia-
nowej. Kinaza jest S$ciSle zwiazana z acetylotransferazg liponianowa
w kompleksie. Kinaza ta katalizuje fosforylacje reszty serynowej w tan-
cuchu polipeptydowym a-podjednostki dekarboksylazy pirogronianowej
przez kowalencyjne zwigzanie grupy fosforanowej dostarczanej przez
ATP-Mg2- (44, 45). Fosfataza jest znacznie luzniej zwigzana z kompleksem
dehydrogenazy pirogronianowej i moze by¢ od niego oddzielona przez
szybkie wirowanie (17).

Jak stwierdzono w kompleksie dehydrogenazy pirogronianowej izolo-
wanym z serca wotu wystepuje okoto 5 czasteczek kinazy i tylez fosfata-
zy (17). Nalezy zaznaczyé¢, ze wyizolowana kinaza wykazuje wysoka ak-
tywnos$¢ tylko po ponownym potaczeniu z acetylotransferazg liponianowag
w kompleksie z ktdrego pochodzi (44). Fosfataza dehydrogenazy pirogro-
nianowej wykazuje znacznie mniejszg specyficzno$¢ substratowg, bowiem
fosfataza pochodzaca z serca $wini dziata na ufosforylowany kompleks wy-
izolowany z ciata ttuszczowego lub serca szczura.

Badania nad efektem fosforylacji kompleksu dehydrogenazy pirogro-
nianowej na szybkos$¢ poszczegdlnych reakcji katalizowanych przez sktad-
niki kompleksu pozwolity stwierdzi¢, ze zahamowaniu ulegajg reakcje
w ktérych bierze udziat hydroksyetylo"-TPP.Enzl czyli tworzenie kom-
pleksu hydroksyetylo“-TPP.Enzi (reakcja 1) oraz powstawanie zwigzanego
z transacetylazg liponianowg acetylohydroliponianu z pirogronianu (reak-
cja 2). Szybko$¢ pozostatych reakcji, a mianowicie utleniania i redukcji
reszty liponianowej oraz oddziatywania acetylo-CoA z transacetylazg li-
ponianowga dajagcego w wyniku zwigzany z tym enzymem acetylohydro-
liponian (reakcje 3, 4 i 5), nie ulega zmianie (35).

Wiasciwosci kinazy i fosfatazy kompleksu dehydrogenazy pirogronia-
nowej byty przedmiotem badan wielu grup badawczych (4, 10, 18, 35—37,
47—51). Wyniki tych badan sa podsumowane na schemacie 3 uwzglednia-
jacym czynniki mogace mie¢ znaczenie w regulacji obu enzyméw w wa-
runkach fizjologicznych.

Izolowana z roznych tkanek fosfataza dehydrogenazy pirogronianowej
wymaga obecnosci jonéw wapnia i magnezu (10, 52). Stwierdzono, ze
w obecnosci magnezu w stezeniu wysycajagcym (okoto 1 mM) dodanie
wapnia aktywuje fosfataze pieciokrotnie (52, 53). Uzycie buforu Ca2+/
/EGTA pozwolito stwierdzié¢, ze fosfataza jest wrazliwa na zmiany ste-
zenia wapnia w zakresie 0.1—10 jiM (53). Stata aktywacji fosfatazy przez
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Ryc. 3. Wspdtdziatanie mechanizmoéw inhibicji przez produkty reakcji i fosforylacji
w regulacji kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej

Inhibicje przez produkty reakcji oznaczono linia przerywana; fosforylacje —defosforylacje
biatka kompleksu oznaczono linia ciagta; + aktywacja; — hamowanie. P oznacza fosforan
nieorganiczny.

waph wynosi okoto 1 7M (10). Waph obniza Kmfosfatazy wzgledem ufosfo-
rylowanej dehydrogenazy pirogronianowej oraz wobec magnezu (52, 53).
Pellite i wsp. (47) sugerujg, ze w kompleksie dehydrogenazy piro-
gronianowej waph niezbedny jest do wiazania fosfatazy z acetylotransfe-
razg liponianowg. Znanymi inhibitorami fosfatazy sg fluorki (54).

Regulacja aktywnosci kinazy dehydrogenazy pirogronianowej jest
znacznie bardziej skomplikowana. Ogdlnie mozna stwierdzi¢, ze kinaza
jest hamowana przez substraty kompleksu dehydrogenazy pirogroniano-
wej (pirogronian, NAD+, CoA, TPP) a takze przez ADP i aktywowana
przez produkty reakcji kompleksu (NADH, acetylo-CoA i acetoing) (22, 28,
44, 48). Nalezy zaznaczy¢, ze acetylo-CoA i NADH oddziatywujg na ak-
tywnos$¢ kinazy w spos6b synergistyczny (36). Kinaze dehydrogenazy pi-
rogronianowej hamuje réwniez magnez w wysokim stezeniu, chlorowco-
pochodne kwasow karboksylowych (mono-, dwu- i trédjchlorooctan, dwu-
i tréjfluorooctan, dwuchloropropionian) oraz octan i krétkotancuchowe
kwasy tluszczowe, jak n-maslan, izo-maslan, propionian i n-walerianian
(10, 18, 55, 56).

Hamowanie aktywnosci kinazy przez ADP wykazuje witasciwosci ha-
mowania kompetycyjnego wzgledem ATP, jakkolwiek obserwuje sie row-
niez obnizenie Vnex reakcji (18, 44). Stwierdzono, ze hamowanie to wy-
maga obecnos$ci jednowartosciowych kationbw a mianowicie lub
NHi (57).

Pirofosforan tiaminy wykazuje mieszany typ inhibicji kinazy dehydro-
genazy pirogronianowej wzgledem ATP. Réwniez hamowanie tego en-

8*
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zymu przez pirogronian ma charakter mieszany w stosunku do ATP,
przy czym preparaty kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej z serca
Swini pozbawione pirofosforanu tiaminy sg hamowane przez pirogronian
w zakresie stezen 25—500 jiM, a wyznaczona stata inhibicji tej reakcji
miesci sie w zakresie 0.4—0.9 mM (18). W obecnosci pirofosforanu tia-
miny niskie stezenia pirogronianu (25—100 jaM) aktywujg kinaze, pod-
czas gdy wysokie stezenia (do 500 jaM) hamujg (18). Cooper i wspot-
autorzy (18) wyjasniajg to aktywowaniem kinazy przez acetoing utwo-
rzong w wyniku reakcji dekarboksylazy pirogronianowej w obecnosci
TPP i przy niskich stezeniach pirogronianu.

Wyniki wielu badan wskazujg na to, ze w warunkach fizjologicznych
najwazniejsza jest regulacja aktywnos$ci kompleksu dehydrogenazy piro-
gronianowej w wyniku jego fosforylacji lub defosforylacji powodowana
zmianami mitochondrialnymi stosunkéw stezen NADH/NAD+ i acety-
lo-CoA/CoA (36, 37, 48). Wyjasnienie mechanizmu tej regulacji zostato za-
proponowane przez Coopera i wsp. (4, 36) sugerujgcych udziat w tym
procesie ruchliwych reszt liponianowych zwigzanych z kompleksem. Ba-
dacze ci zakladajg, ze reszta liponianowa w formie utlenionej zajmuje
pozycje w kompleksie w poblizu a-podjednostki dekarboksylazy pirogro-
nianowej zapobiegajac jej fosforylacji przez efekt zawady przestrzennej.
Acetylacja lub redukcja liponianu w obecnosci acetylo-CoA i NADH
powoduje przesuniecie reszty liponianowej w poblize centréw aktywnych
acetylotransferazy liponianowej i dehydrogenazy liponianowej, co pro-
wadzi do umozliwienia ponownej fosforylacji dekarboksylazy pirogro-
nianowej przez kinaze (4, 36). Jest rowniez mozliwe, ze zredukowana lub
zacylowana forma reszty liponianowej aktywuje kinaze w spos6b bez-
posredni (37). Hipoteze te potwierdzajag dane dotyczace wzrostu aktyw-
nosci kinazy w obecno$ci pirogronianu w niskich stezeniach. W warun-
kach takich nastepuje acetylacja reszt liponianowych kompleksu dehydro-
genazy pirogronianowej a zatem aktywacja kinazy (58). Powyzszy mecha-
nizm wyjasnia znaczne obnizenie aktywnosci kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej w obecnosci NADH i acetylo-CoA w wyniku wspétdzia-
tania inhibicji przez produkty reakcji oraz przez fosforylacje kompleksu
spowodowang aktywacja kinazy.

Badania prowadzone przez Pratta i Roche’a (59) postulujg role
pirogronianu i nukleotydéow adeninowych a zwilaszcza ADP w regulacji
aktywnosci kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej przez fosforyla-
cje. Pirogronian wigze sie w obecnosci ADP w sposdb specyficzny z kom-
pleksem jaki tworzy kinaza-ADP. Fakt, ze w obecnosci ADP (kompety-
cyjnego inhibitora kinazy wzgledem ATP) zmieniajg sie kinetyczne wtas-
ciwosci inhibicji kinazy przez pirogronian z inhibicji o charakterze mie-
szanym na inhibicje o charakterze niekompetycyjnym, wynika z sekwen-
cyjnego wigzania z kinazg najpierw ADP, a nastepnie pirogronianu. Po-
nadto stwierdzono, ze ADP i pirogronian oddzialywujg na kinaze w spo-
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séb synergistyczny. Ma to ogromne znaczenie w warunkach fizjologicz-
nych poniewaz sprawia, ze w stanie wysoko energetycznym komorki,
charakteryzujgcym sie wysokim stosunkiem mitochondrialnego ATP/ADP,
kinaza jest stosunkowo nieczuta na inhibicje przez pirogronian. W wa-
runkach spadku energii, prowadzagcym do obnizenia stosunku ATP/ADP,
kinaza ulega inaktywacji, co prowadzi do wzrostu ilosci kompleksu de-
hydrogenazy pirogronianowej w formie aktywnej. Mechanizm ten pozwala
na precyzyjng regulacje dostepnosci mitochondrialnego pirogronianu dla
procesu glukoneogenezy w warunkach wysokoenergetycznych lub produk-
cje acetylo-CoA przez kompleks dehydrogenazy pirogronianowej w wa-
runkach obnizenia poziomu energetycznego komorki.

Dalsze badania nad kompleksem dehydrogenazy pirogronianowej wy-
kazaty, (32, 46, 60, 61), ze kinaza fosforyluje kolejno trzy reszty seryno-
we w a-tafcuchu kazdego a2?2 tetrameru dekarboksylazy pirogroniano-
wej, przy czym inaktywacje reakcji dekarboksylacji powoduje fosforyla-
cja tylko jednej reszty serynowej (centrum 1) zgodnie z réwnaniem:

kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (a22)+ATP->kompleks de-
hydrogenazy pirogronianowej (aZ’/?2+ ADP
Jest to tzw. fosforylacja inaktywujaca. Dwie nastepne reszty fosforano-
we sg przytaczane do nastepnych grup serynowych wg. wzoru:

kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (aP/?2+ 2ATP-"-kompleks
dehydrogenazy pirogronianowej (aP 3?22+ 2ADP
Dodatkowe czyli tzw. nieinaktywujgce fosforylacje (centrum 2 i 3) wpty-
wajg na obnizenie szybkosci defosforylacji i reaktywacji ufosforylowa-
nego kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej przez fosfataze (51, 60).
Fizjologiczna rola mechanizmow regulacji aktywnosci kompleksu de-
hydrogenazy pirogronianowej przez fosforylacje bedzie omdwiona w dal-
szej czeSci artykutu. Nalezy bowiem podkresli¢, ze zaréwno kinaza jak
i fosfataza w izolowanych mitochondriach i komorkach a takze w perfun-
dowanych tkankach wykazujg podobne wasciwosci do cechujacych oczysz-
czone enzymy.

IV. Regulacja kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w sercu
i miesniach szkieletowych

Pirogronian powstajagcy w mies$niach z glikogenu lub glukozy ulega
w mitochondriach utlenieniu przez kompleks dehydrogenazy pirogronia-
nowej i nastepnie w cyklu Krebsa, lub przeksztatceniu do mleczanu
wzglednie alaniny. Szybkos$¢ utleniania pirogronianu zalezy od aktyw-
nosci kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej, a ilos¢ tworzonego mle-
czanu uzalezniona jest od mozliwosci reoksydacji przez tahAcuch odde-
chowy réwnowaznikéw redukujagcych wytwarzanych w procesie gliko-
lizy. Utlenianie NADH jest ograniczone przede wszystkim dostepnoscia
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tlenu w tkance, co sprawia, ze w warunkach niedotlenienia mleczan staje
sie gtdwnym produktem glikolizy w migsniach. Gdy oddychanie nie jest
limitowane dostepnoscig tlenu, szybkos$¢ utleniania pirogronianu w mito-
chondriach zalezy od zmiany stezenia ATP spowodowanych wzmozong
pracg mie$ni oraz od dostepnosci innych substratow oddechowych. Jak
to juz poprzednio stwierdzono substraty oddechowe powstajgce z rozpadu
lipidow, takie jak kwasy ttuszczowe i ciata ketonowe sg utleniane ze
znacznie wiekszg szybkos$cig niz pirogronian. Inhibicja utleniania piro-
gronianu w sercu i mieéniach szkieletowych w obecnosci tych substratéw
byta przedmiotem intensywnych badan (39, 62—72). W powyzszych wa-
runkach aktywno$¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej ulega
znacznemu obnizeniu przez potaczone mechanizmy fosforylacji i hamowa-
nia przez produkty reakcji (3, 39, 62—72), co jest spowodowane znacznym
wzrostem stosunkéw mitochondrialnych acetylo-CoA/CoA i NADH/HAD+
(65—67, 69—72). Nie stwierdzono natomiast znamiennego wzrostu sto-
sunku ATP/ADP w mitochondriach utleniajacych palmitylokarnityne (65,
69, 71). Podobne zmiany aktywnosci kompleksu dehydrogenazy pirogro-
nianowej obserwuje sie w stanach gtodzenia i w cukrzycy, charaktery-
zujacych sie zwiekszonym zuzyciem kwasow ttuszczowych i ciat ketono-
wych, czemu towarzyszy wzrost stosunku acetylo-CoA/CoA w tkance
(39, 67, 73).

Dalsze badania wykazaly, ze mechanizm hamowania kompleksu de-
hydrogenazy pirogronianowej w pewnych warunkach jest bardziej zto-
zony. Mianowicie, reaktywacja, czyli defosforylacja nieaktywnego kom-
pleksu w perfundowanym sercu lub w izolowanych mitochondriach serca
szczur6w po 48 godz. gtodzeniu lub z cukrzycg alloksanowa jest znacznie
obnizona w poréwnaniu do obserwowanej u zwierzat normalnie karmio-
nych (68, 70). Badania przeprowadzone przez zesp6t Rand le’a (51, 60,
68, 70) sugerujg, ze fosforylacja dodatkowych miejsc (centrum 2 i 3) w pod-
jednostce dekarboksylazy pirogronianowej bedgca wynikiem diugotrwa-
tego niedoboru insuliny w cukrzycy lub po przedtuzonym okresie gto-
dzenia a takze w wyniku perfuzji miesnia sercowego w obecnos$ci octanu
sprawia, ze tak zmodyfikowane biatko kompleksu jest znacznie wolniegj
defosforylowane przez fosfataze. Nalezy podkresli¢, ze pirogronian hamu-
je, a wzrastajgce stosunki stezen ATP/ADP, NADH/NAD+ i acetylo-CoA/
/CoA stymulujg dodatkowe fosforylacje kompleksu dehydrogenazy piro-
gronianowej (51). Dotychczasowe badania potwierdzity wzrost stosunku
acetylo-CoA/CoA w mitochondriach serca szczur6w gtodzonych lub z cu-
krzyca alloksanowga, nie stwierdzono natomiast wzrostu stosunku ATP/
/ADP ani NADH/NAD+ (67).

Wiele trudnosci sprawia wyjasnienie mechanizmu powigzania zmian
aktywnosci kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej z wydajnoscia
tancucha oddechowego i procesu oksydacyjnej fosforylacji. Opublikowane
dane wskazujg, ze w sercu i miesniach szkieletowych zmiany wywotane
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obcigzeniem praca powodujg réwnolegte zmiany w iloSci aktywnej nie-
ufosforylowanej formy kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej (64,
72, 74—76). Wydaje sie oczywistym, ze aktywno$¢ kinazy dehydrogenazy
pirogronianowej spada wraz z obnizeniem mitochondrialnego stosunku
ATP/ADP towarzyszagcym wzmozonemu rozpadowi ATP w czasie skur-
czu miegsnia (77). Jednakze, jakkolwiek tatwo jest wykazaé, ze w izolowa-
nych mitochondriach zmiany stosunku ATP/ADP zawsze sg skorelowane
ze zmianami iloSci formy aktywnej kompleksu dehydrogenazy pirogro-
nianowej, to dotychczasowe metody badan nie sg wystarczajaco doktad-
ne do ustalenia istnienia takiej korelacji w komérce czy tkance in vivo
(78, 79).

Atrakcyjng hipoteze dotyczacg mechanizmu regulacji aktywnosci kom-
pleksu dehydrogenazy pirogronianowej zaproponowali Denton i wsp.
(80) oraz Hansford (62, 81). Jest ona oparta na obserwacji, ze w mi-
tochondriach serca aktywnos$¢ fosfatazy kompleksu dehydrogenazy piro-
gronianowej wzrasta a kinazy maleje wraz ze wzrostem stezenia wapnia
dodawanego do $Srodowiska inkubacyjnego w zakresie od 0.1 do 1.0 "M.
Badania tych autoréw pozwolity ustali¢, ze zmiany stopnia fosforylacji
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej zalezg od zmian stezen nie-
zwigzanego wapnia w mitochondriach. W komorce miesniowej zmiany
stezenia wewnatrzmitochondrialnego wapnia odzwierciedlajg zmiany ste-
zenia wapnia w cytoplazmie zachodzace w wyniku skurczu miesni. Jednak
ustalenie precyzyjnych powiazan miedzy tymi procesami wymaga dal-
szych badan.

Nalezy podkresli¢, ze wykryto rownoczesng aktywacje dehydrogenaz
cyklu Krebsa w tym samym zakresie zmian stezenia niezwigzanego wap-
nia w mitochondriach (80, 82, 83). Aktywacji ulegaja dehydrogenaza
a-ketoglutaranowa oraz zalezna od NAD+ dehydrogenaza izocytrynianowa.
Powoduje to korelacje aktywacji kompleksu dehydrogenazy pirogronia-
nowej i zwiekszenia produkcji acetylo-CoA ze wzmozeniem jego utleniania
w cyklu Krebsa. Zmiany stezenia niezwigzanego wapnia w mitochon-
driach umozliwiajg zwiekszenie szybkos$ci utleniania réwnowaznikéw re-
dukujacych w tancuchu oddechowym bez koniecznosci znacznego obni-
zenia mitochondrialnego stosunku ATP/ADP. Ze wzgledu na znaczne
trudno$ci metodyczne jakie nasuwa pomiar stezenia niezwigzanego wap-
nia w mitochondriach ustalenie mechanizmu tych zmian pozostaje kwe-
stig przysztosci.

V. Regulacja kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w tkance
ttuszczowej. Wplyw insuliny

Tkanka tluszczowa jest jednym z gtdwnych miejsc syntezy lipidow
u zwierzat. Podczas syntezy kwasow tluszczowych z glukozy kompleks
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dehydrogenazy pirogronianowej dostarcza acetylo-CoA, ktéry nastepnie
jest transportowany jako cytrynian do cytoplazmy, gdzie stanowi Zrédio
acetylo-CoA do syntezy kwasow ttuszczowych. Aktywacja kompleksu de-
hydrogenazy pirogronianowej w tkance tluszczowej przez insuline jest
znana od okoto 10-ciu lat (10, 84—92). Wyjasnienie mechanizmu tego zja-
wiska nastrecza jednak duzo trudnos$ci a badania dostarczajg kontrower-
syjnych wynikéw. Inkubacja adipocytéw w obecnosci insuliny powoduje
defosforylacje i aktywacje kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej
(8, 10, 84, 86—88, 93—99). Wiele danych przemawia za tym, ze efekt in-
suliny nie wynika bezposrednio ze znanego wptywu tego hormonu na
wzrost transportu glukozy przez bitone komoérkowag lub na metabolizm
tréjglicerydow (10, 87, 100). W toku wieloletnich badan stwierdzono, ze
insulina nie zmienia w spos6b znaczacy wewnatrzmitochondrialnego sto-
sunku stezen efektor6w kinazy dehydrogenazy pirogronianowej, takich
jak ATP/ADP lub NADH/NAD+ (101—103). Paetzke-Brunner
i wspotautorzy (99) stosujac technike frakcjonowania komdrek z ciata
tluszczowego szczura przy uzyciu digitoniny wykazali, ze insulina obniza
w sposdb znamienny wewngtrzmitochondrialny stosunek acetylo-CoA/
/ICoA, co z kolei wptywa na stan ufosforylowania kompleksu powodujgc
zwiekszenie iloSci formy aktywnej. Inni badacze jednak nie potwierdzili
tego (11). Dostepne dane dosSwiadczalne nie zezwalajg na wyjasnienie
mechanizmu dziatania insuliny na kompleks dehydrogenazy pirogronia-
nowej w tkance tluszczowej. Nie oddziatywuje ona za posrednictwem
zmian stezenia cyklicznego AMP w komdrce, bowiem prostaglandyny,
ktore réwniez aktywnie obnizajg to stezenie, nie wykazujg jednoznacz-
nego wptywu na aktywno$¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej
(87, 88).

Bezposrednie pomiary wigczania 3P do kompleksu nie wykazaly in-
hibicji aktywnos$ci kinazy dehydronegazy pirogronianowej pod wptywem
insuliny (97). Natomiast uzyskano kontrowersyjne wyniki dotyczgce zmian
w aktywnosci fosfatazy kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w eks-
traktach tkankowych po podaniu insuliny. Pewni badacze stwierdzili ak-
tywacje (91, 93), natomiast inni nie wykryli zadnych zmian (11, 49, 53,
101, 102).

Wydaje sie, ze insulina moze oddziatywaé¢ na aktywacje fosfatazy de-
hydrogenazy pirogronianowej miedzy innymi przez zmiany stezenia nie-
zwiagzanego wapnia w mitochondriach. Bezpos$redni wptyw wapnia na
aktywacje kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w skrawkach lub
izolowanych mitochondriach z tkanki tluszczowej (10, 53, 93, 104), oraz
na oczyszczong fosfataze (52) byt wielokrotnie demonstrowany. Nie uzy-
skano jednak dotychczas danych dotyczgcych wptywu insuliny na zmiany
stezenia wapnia w mitochondriach (10, 105). Ostatnie badania dostarczyty
dowodoéw na wystepowanie zaleznego od insuliny niskoczgsteczkowego
zwigzku, izolowanego z btony komorkowej adipocytow, aktywujgcego iv
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vitro kompleks dehydrogenazy pirogronianowej w sposéb analogiczny do
efektu insuliny in vivo (106, 107). Czynnik ten jest by¢ moze dtugo
poszukiwanym kandydatem do roli posrednika oddzialywania insuliny
w komdrce. Wptyw insuliny moze by¢ odwrdcony przez adrenaline lub
hormon adreno-kortykotropowy (ACTH) (84, 108, 109). Oddziatywanie
hormondéw na aktywno$¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej ma
istotne znaczenie w regulacji lipogenezy w tkance ttuszczowej, poniewaz
szybko$¢é dostarczania acetylo-CoA jest jednym z czynnikdw ogranicza-
jacych szybkos¢ tego szlaku metabolicznego (110).

W odréznieniu od opisanego powyzej krotkotrwatego dziatania insu-
liny na kompleks dehydrogenazy pirogronianowej w tkance tluszczowej
obserwuje sie rowniez efekt diugotrwatego niedoboru insuliny w czasie
gtodzenia lub cukrzycy. Wptyw ten polega na znacznym zmniejszeniu ilo-
Sci aktywnej formy kompleksu podczas gdy catkowita ilos¢ kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej nie ulega zmianie (22, 24, 49, 111). Wptyw
dtugotrwatego braku insuliny na zmiany ilosci formy aktywnej kompleksu
moze by¢ zwigzany ze wzmozeniem metabolizmu kwaséw ttuszczowych
wystepujacym w opisanych warunkach i nie ulega odwréceniu przez in-
kubacje adipocytow w obecno$ci insuliny (10). Oznacza to, ze zmiany
jakie zachodzag w kompleksie dehydrogenazy pirogronianowej w tkance
zwierzat z cukrzycg powodujg trwate zmniejszenie wrazliwosci komplek-
su na dziatanie insuliny. Nalezy podkresli¢, ze jakkolwiek diugotrwaty
wptyw niedoboru insuliny na obnizenie ilosci kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej w formie aktywnej wystepuje w wielu tkankach, to
krotkotrwate oddziatywanie insuliny, polegajace na wzroscie ilosci for-
my aktywnej kompleksu w obecnosci hormonu, zaobserwowano tylko
w tkance tluszczowej.

VI. Regulacja kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w watrobie

W watrobie funkcjonuje wiele drog metabolicznych przetwarzajgcych
pirogronian .(schemat 1). U zwierzat normalnie karmionych pirogronian
stuzy jako substrat do syntezy kwasow tluszczowych natomiast w czasie
gtodzenia lub w innych stanach charakteryzujgcych sie wysokim pozio-
mem glukagonu we krwi pirogronian jest przeksztatcany gtéwnie do glu-
kozy i glikogenu. Specyficzny metabolizm watroby jako gtéwnego, oprécz
nerek, producenta glukozy zuzywanej przez inne tkanki sprawia, ze w wa-
runkach glukoneogenezy aktywno$¢ kompleksu dehydrogenazy pirogro-
nianowej jest wydatnie zmniejszona. Analogicznie jak to zostato opisane
dla serca, mieéni szkieletowych i tkanki tluszczowej hamowanie to zacho-
dzi poprzez wspotdziatanie inhibicji przez produkty reakcji oraz przez
fosforylacje kompleksu spowodowane wzmozonym utlenianiem kwasow
ttuszczowych powodujacych wzrost mitochondrialnych stosunkéw stezen
acetylo-CoA/CoA oraz NADH/NAD+ (112—120).
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Na podstawie wielu badah stwierdzono $cistg korelacje miedzy mito-
chondrialnym stosunkiem stezen ATP/ADP i zmianami ilosci formy ak-
tywnej kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej (115, 118, 121— 125).
Jednak usitowania zmierzajgce do stwierdzenia wystepowania takiej za-
leznosci w mitochondriach lub hepatocytach utleniajagcych kwasy ttusz-
czowe dajg kontrowersyjne wyniki. Watajtys-Rode (126) wyka-
zala znamienny wzrost stosunku ATP/ADP w mitochondriach utlenia-
jacych palmitylokarnityne, podczas gdy nieznaczne zmiany tego stosunku
stwierdzono we frakcji mitochondrialnej hepatocytéw inkubowanych
z oleinianem (124).

Ostatnie badania dostarczyty danych stwierdzajgcych, Zze glukagon
oprocz wptywu na zwiekszenie mobilizacji i utleniania kwasow ttuszczo-
wych powoduje wzrost mitochondrialnego potencjatu btonowego (127)
oraz stymulacje przeptywu elektronow w tahcuchu oddechowym pomie-
dzy cytochromem b i ¢ (128). Towarzyszy temu wzrost mitochondrial-
nego stezenia ATP (129, 130). Nie zaobserwowano jednak bezpos$redniego
oddziatywania glukagonu na zmiany ilosci formy aktywnej kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej w izolowanych hepatocytach (131). Po-
dobnie nie potwierdzono krdtkotrwatego wptywu insuliny na kompleks
dehydrogenazy pirogronianowej w watrobie. Réwniez podanie surowicy
antyinsulinowej zwierzetom nie powoduje zadnej zmiany aktywnosci
kompleksu (96). Nalezy tu zaznaczy¢, ze transport i zuzycie glukozy przez
watrobe jest uzaleznione w znacznie mniejszym stopniu od insuliny niz
to jest obserwowane w innych tkankach (132, 133). Dtugotrwaty niedobor
insuliny u zwierzat z cukrzycg alloksanowg powoduje znaczne obnizenie
iloSci kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej w formie aktywnej,
a takze zmniejsza znamiennie wrazliwo$¢ kompleksu na jego reaktywacje
w obecnosci pirogronianu (133a). Sugeruje to, ze kompleks dehydrogenazy
pirogronianowej w watrobie podlega trwatym zmianom polegajagcym
'na fosforylacji dodatkowych reszt serynowych podobnie jak to stwier-
dzono w kompleksie dehydrogenazy pirogronianowej w sercu zwierzat
z cukrzyca. /

Patzelt i wspodtautorzy (134) sugeruja, ze aktywnos$¢ kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej w warunkach umozliwiajgcych lipoge-
neze w watrobie jest zalezna od mitochondrialnego stezenia pirogronia-
nu. Nie wiadomo jeszcze czy obnizanie aktywnosci kinazy kompleksu de-
hydrogenazy pirogronianowej przez pirogronian ma znaczenie w warun-
kach fizjologicznych. Dotychczas opublikowane dane dotyczace pomia-
row mitochondrialnego stezenia pirogronianu uzyskane po frakcjonowa-
niu digitoning hepytocytéw inkubowanych w obecnosci mleczanu, wyka-
zujg wartosci okoto 1 mM (130). Wartos¢ ta jest w zakresie statej inhi-
bicji kinazy kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej wzgledem piro-
gronianu. Nalezy zaznaczy¢, ze wartos¢ ta jest 20—30 razy wieksza od
;statej Michaelisa kompleksu wzgledem pirogronianu jako substratu (18).
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Pozostaje kwestig dalszych badan ustalenie czy transport pirogronianu
do mitochondriow moze by¢ czynnikiem ograniczajgcym aktywnos$¢ kom-
pleksu dehydrogenazy pirogronianowej w roéznych warunkach metabo-
licznych (135—136).

Réwniez nie jest wyjasniona rola wewngtrzmitochondrialnego nie-
zwigzanego wapnia w aktywacji kompleksu dehydrogenazy pirogronia-
nowej w watrobie, bowiem wazopresyna powodujgca obnizenie wapnia
w mitochondriach aktywuje kompleks (138), podczas gdy obnizenie mito-
chondrialnego stezenia wapnia i magnezu przy uzyciu jonoforu powoduje
inhibicje kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej, ktora jest odwra-
calna przez dodanie obu kationéw (122).

VII. Uwagi koncowe

Omoéwione przyktady roli kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej
w réznych tkankach wskazujg na ogromne znaczenie jakie speinia regu-
lacja jego aktywnos$ci w zapewnieniu normalnego funkcjonowania cate-
go organizmu, a zwiaszcza w zapewnieniu zaopatrzenia tkanek obwodo-
wych w glukoze. Wniosek ten jest potwierdzony przez doswiadczenia
z uzyciem dwuchlorooctanu, znanego inhibitora kinazy kompleksu katali-
zujacego przeksztalcenie nieaktywnego kompleksu dehydrogenazy piro-
gronianowej w jego aktywng forme. Podanie dwuchlorooctanu szczurom
gtodzonym lub z cukrzycg alloksanowg powoduje znaczne obnizenie ste-
zenia pirogronianu, mleczanu, alaniny i glukozy we krwi (56, 139—141).

Znana jest od dawna inhibicja utleniania glukozy i pirogronianu w réz-
nych tkankach przez a-ketokwasy o rozgatezionym fancuchu weglowym,
jednak mechanizm tego zjawiska nie byt wyjasniony (142—150). Ostatnie
badania wykazaty, ze wzmozony metabolizm tych zwigzkéw prowadzi do
znacznego zahamowania kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej przez
prawdopodobnie nagromadzajace sie estry acylo-CoA bedace posrednikami
przemiany a-ketoizokaproinianu lub a-ketoizowalerianianu w watrobie
(114) i w innych tkankach.

Na zakonczenie nalezy podkresli¢ znaczenie badan dotyczacych pozna-
nia mechanizméw regulacji kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej
w wyjasnieniu patologii przemian weglowodanow, jak to jest obserwo-
wane w cukrzycy lub przy wrodzonych zaburzeniach metabolicznych spo-
wodowanych zahamowaniem lub catkowitym brakiem aktywnos$ci sktad-
nikéw kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej (151—152).

Zaakceptowano do druku 25.03.1982
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Polimorfizm molekularny kolagenu kregowcow.

Molecular Polymorphism of Vertebrate Collagen
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I. Ogolne informacje o budowie kolagenu

Kolagen jest podstawowym skfadnikiem substancji miedzykomodrkowej
roznych tkanek, stanowigcym okoto 30°/0 wszystkich biatek ustrojowych.
Biatko to wykazuje szereg nietypowych cech w zakresie sktadu chemicz-
nego i budowy przestrzennej.
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Okoto 33°/o reszt aminokwasowych kolagenu stanowi glicyna, a okoto
22% stanowiag cykliczne iminokwasy. Na szczegdlng uwage zastuguje
obecno$é hydroksyproliny i hydroksylizyny, aminokwaséw niezmiernie
rzadko spotykanych w innych biatkach zwierzecych oraz bardzo niska
zawarto$¢ aminokwaséw siarkowych i aromatycznych. Grupy OH hydro-
ksylizyny sa miejscem wigzania sktadnikéw cukrowych, galaktozy i ga-
laktozyloglukozy.

Glicyna jest rGwnomiernie rozmieszczona na catej dtugosci tancuchow,
dlatego biatko to moze by¢ rozpatrywane jako polimer trojpeptydu o skia-
dzie Gly—X—Y. W pozycji X najczesciej wystepuje prolina lub hydroksy-
prolina.

Podstawowg jednostkg strukturalng kolagenu jest tropokolagen, cza-
steczka o masie okoto 300 000 daltondw, ztozona z trzech tancuchéw poli-
peptydowych, zwanych podjednostkami a (Ryc. 1).

Ryc. 1. Schemat czgsteczki tropokolagenu.

Linie ciggte przedstawiajg trojspiralny trzon czasteczki. Linie przerywane przedstawiajg
telopeptydy. Linie poprzeczne, zespalajace tancuchy, przedstawiaja miedzytancuchowe wig-
zania wodorowe.

Obecnos$¢ duzej liczby reszt prolilowych i hydroksyprolilowych spra-
wia, iz tancuchy kolagenowe nie tworzg typowej a — spirali. Reszty imino-
kwasowe usztywniajg czasteczke tropokolagenu. Azot iminokwasowy,
uczestniczacy w tworzeniu wiazan peptydowych, jest wbudowany w struk-
ture pier$cieniowg, co ogranicza mozliwosci rotacji tancucha polipeptydo-
wego. Potréjna spirala, wytworzona przez tafcuchy kolagenowe, jest bar-
dziej rozciggnieta w poréwnaniu za — spiralg. Odlegtos¢ osiowa sasiadu-
jacych ze sobg reszt aminokwasowych wynosi 29,1 nm, podczas, gdy
w przypadku a— spirali wynosi ona jedynie 15 nm.

Tak duze rozciaggniecie tancuchdw kolagenowych uniemozliwia wytwa-
rzanie wewnatrzczgsteczkowych wigzan wodorowych, pozwala jednak na
wytworzenie wigzan typu wodorowego pomiedzy sasiadujacymi ze sobg
tancuchami (Ryc. 1). Grupa C=0 proliny wbudowanej w pozycji X jest
silnie elektroujemnym fragmentem czgsteczki, tworzagcym stabilne wig-
zanie wodorowe z grupga N—H glicyny znajdujgcej sie w sgsiednim
tancuchu.

Wykazano, ze na jedng tréjke reszt aminokwasowych Gly—X—Y przy-
pada jedno wiazanie wodorowe. Wigzania te utrwalajg strukture potrdjnej
spirali. W miare dojrzewania kolagenu jego struktura przestrzenna jest
stabilizowana przez wigzania poprzeczne typu kowalencyjnego. Struktura
przestrzenna kolagenu jest nietrwata. Denaturacja termiczna tego biatka
zachodzi juz w temp. 35-40°.

Konicowe odcinki tancuchow a, stanowiace okoto 5-10% ich dtugosci,
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zwane telopeptydami, nie sa objete strukturg potréjnej spirali (Ryc. 1).
Majg one inny skfad i odmienng sekwencje aminokwasowag w poréwnaniu
z tréjspiralnymi czes$ciami tropokolagenu. Pojedyncze reszty lizyny i hy-
droksylizyny, zawarte w telopeptydach, ulegajg enzymatycznej dezami-
nacji oksydacyjnej z wytworzeniem peptydowo zwigzanych semialdehy-
dow: allizyny i hydroksyallizyny. Biorg one udziat w wytwarzaniu miedzy-
tancuchowych, kowalencyjnych wigzan poprzecznych.

Proces biosyntezy kolagenu i potranslacyjnej modyfikacji tego biatka
wykazuje szereg cech specyficznych. Produkt biosyntezy — protokolagen
nie zawiera reszt hydroksyproliny i hydroksylizyny ani sktadnikdéw cukro-
wych. W temperaturze organizmu wykazuje strukture nieuporzadkowana.
Biatko to podlega wieloetpowej potranslacyjnej modyfikacji. Proces ten
mozna podzieli¢ na nastepujgce etapy:

a. hydroksylacja niektérych reszt prolilowych i lizylowych z wytworze-
niem reszt hydroksyproliny i hydroksylizyny

. glikozylacja niektérych reszt hydroksylizylowych

c. transport nowopowstatego biatka (protokolagenu) do przestrzeni poza-
komérkowej

d. konwersja protokolagenu w tropokolagen, polegajaca na proteolitycz-
nym odigczeniu konicowych fragmentéw tancuchéw protokolagenu,
zwanych propeptydami

e. powstawanie wiokien kolagenowych — fibrogeneza.

TROPOKOLAGEN (TK)

jkolagenaza

> o~
N,
— —~—— — —
TKa TKb

dena+uracja
termiczna

0
%%f‘k‘f(’q) :
(>
nieswoiste
proteazy tkankowe

produkty.
drobnoczgsteczkowe

Ryc. 2. Schemat procesu enzymatycznej degradacji kolagenu.
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Budowa tropokolagenu, proces biosyntezy i potranslacyjnej modyfikacji
tego biatka zostaly dos¢ szczegdtowo opisane w poprzednich artykutach
poglagdowych opublikowanych w Postepach Biochemii (1—8) i w innych
czasopismach (9—15).

Struktura potrdjnej spirali chroni kolagen przed dziataniem nieswoi-
stych enzyméw proteolitycznych. Niektére bakterie beztlenowe (Clostri-
dia), produkuja enzym: kolagenaze, trawigcg kolagen do produktow drobno-
czasteczkowych (16).

Proces degradacji kolagenu tkankowego zachodzi pod dziataniem kola-
genaz tkankowych. W odroznieniu od kolagenaz bakteryjnych powoduja
one rozpad czasteczki tropokolagenu na dwa tréjspiralne fragmenty: tro-
pokolagen A i tropokolagen B. Pierwszy z nich stanowi 75% a drugi 25%
masy tropokolagenu. Produkty te wykazujg nizszg temperature denatu-
racji cieplnej niz tropokolagen. Ulegaja one denaturacji juz w tempera-
turze organizmu. Zdenaturowane produkty ograniczonej kolagenolizy pod-
legajg dziataniu nieswoistych proteaz tkankowych, ktére trawig je do pro-
duktéw drobnoczasteczkowych: peptydéw i aminokwaséw (10, 16, 17)
(Ryc. 2).

Il. Podstawowe typy kolagenu kregowcow

W koncu lat piecdziesigtych wykazano, ze widkno kolagenowe jest
utworzone przez agregacje i precyzyjne utozenie pojedynczych czasteczek
tropokolagenu (18). Szczeg6towe badania przeprowadzone w latach szes¢-
dziesigtych wykazaty, ze czgsteczka tropokolagenu skfada sie z dwu iden-
tycznych tancuchow axi jednego tancucha a2 rdznigcego sie nieznacznie
od poprzednich sktadem i sekwencjg aminokwasowg (19). Poniewaz taki
sktad podjednostkowy wykazuje kolagen z wielu zrodet, jak skora, sciegna,
kosci, przyjat sie poglad, ze kolagen kregowcéw stanowi jednorodng postac
molekularng, o sktadzie podjednostkowym (a:)2a2i wykazuje jedynie nie-
wielkie réznice gatunkowe w sktadzie aminokwasowym (14, 20). Poglad
ten nie przetrwat jednak proby czasu. Decydujace znaczenie w postepie ba-
dan w tej dziedzinie miato zastosowanie degradacji taficuchow kolageno-
wych bromocyjanem oraz rozw6j badan nad sekwencjg aminokwasowg
biatek (14).

Na przetomie lat sze$édziesigtych i siedemdziesigtych wykazano, ze
kolagen chrzgstki sktada sie z trzech jednakowych podjednostek a réznia-
cych sie znacznie sktadem aminokwasowym w poréwnaniu z podjednostka-
mi ci i a2 kolagenu innych tkanek tego samego gatunku (21—24). tancu-
chy kolagenu chrzastki sg bardziej zblizone pod wzgledem sktadu che-
micznego i wihasciwosci chromatograficznych do podjednostek ax niz a2
dlatego nazwano je podjednostkami aj typu Il lub ai (Il), natomiast pod-
jednostki kolagenowe alf wystepujace w innych tkankach, nazwano pod-
jednostkami aj — typu I, lub w skrécie aj (I) (25).
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Kolagen o sktadzie podjednostkowym [al(l)]2a2 nazwano kolagenem
typu I, natomiast kolagen chrzastki o sktadzie podjednostkowym [ax(I1)]3
nazwano kolagenem typu Il (14, 25).

W roku 1971 Miller i wsp. (26), badajac produkty bromocyjano-
wej degradacji kolagenu nierozpuszczalnego skoéry, stwierdzili obecnos¢
dwu peptydéw, ktére nie mogty pochodzié¢ z rozpadu podjednostek a ty-
pu | ani typu Il. Wykazano, ze peptydy te pochodzg z rozpadu podjed-
nostek innego typu, nazywanych podjednostkami a! typu Ill. Biatko to
wystepuje przede wszystkim w skdrze, w Scianie tetnic i w $cianie macicy
(25—29). Nazwano je kolagenem typu Ill. Biatku temu przypisuje sie skiad
podjednostkowy [ax(I111)]3 (14).

Badania Kefalidesa i wsp. (30) nad strukturg bton podstawnych
doprowadzity do wykrycia kolagenu typu IV. Wedlug pierwotnej kon-
cepcji biatko to miato mie¢ sktad podjednostkowy [a! (IV)]3 jednak péz-
niejsze badania sugerujg wystepowanie tego biatka w co najmniej dwu
odmianach (31—33).

Z bton ptodowych (34, 35), z btony Descemeta (36) i innych tkanek
(37—40) wyizolowano kolagen typu V. Nie ustalono ostatecznie skiadu
podjednostkowego tego biatka. Wiadomo jednak, iz sktada sie co najmniej
z dwu typéw podjednostek.

Wykaz typéw kolagenu i ich sktad podjednostkowy przedstawia ta-
bela 1.

Tabela 1
Skfad podjednostkowy réznych typéw kolagenu.
Typy kolagenu Sktad podjednostkowy Glowne miejsca _ Pozycie
wystepowania pi$miennictwa
[Xi()2a2 Sciany tetnic, kosci,
Typ | [1(013 $ciegna, Sciana macicy , 14, 15, 67—71
skora
Typ IT [oc, (1D]3 chrzastki 22, 23, 78
Typ NI MUDIa Sciany tetnic, sk0ra, o5 g 157 184
$ciana macicy
[cci(IV)]3 30, 32, 176, 184
Typ IV [i(V)]3 i [a2(IV)]3 btony podstawne 196
c2d 198
aAaB2 tozysko, rogéwka oka,
Typ V a)s i (0c)3 skora, naczynia krwio- 34, 201, 221,
ai(V) a2(V)a3(V) nodne, kosci 224, 225, 238

PoszczegdIni autorzy stosuja rézng symbolike do oznaczania tych samych podjednostek kolagenu typu V: xa =
= A = a2(V), aB = B = ai(V), ac = C = 8(V)
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I11. Kolagen typu I

Kolagen typu | jest gtdwng i najlepiej poznang formga kolagenu. Znacz-
na cze$¢ kolagenu typu | (kilka-kilkanascie procent) rozpuszcza sie w na-
tywnej formie w roztworach soli obojetnych i w rozciefczonych kwa-
sach (19). Jedng z najbardziej charakterystycznych cech kolagenu typu I
jest rozpad tego biatka podczas denaturacji termicznej (w 40°) na pod-
jednostki, dajace sie rozdzieli¢ metodg chromatografii na kolumnie z kar-
boksymetylocelulozg (41). Produkty te sa wyptukiwane gradientem chlorku
sodowego (0.0—0.1 M) w buforze octanowym w nastepujacej kolejnosci
«i»fiu (dimer dwu podjednostek aO, fil2 (dimer ztozony z podjednostek dii
i a2 oraz w ostatniej kolejnosci wyptukuja sie podjednostki a2 Zahamo-
wanie powstawania kowalencyjnych wigzan poprzecznych przez latyrogeny
sprawia, iz produkty denaturacji kolagenu latyrycznego sg prawie catko-
wicie wolne od dimerdéw (podjednostek fi). W produktach denaturacji
stwierdza sie jedynie podjednostki cii i a2 o stosunku ilosSciowym 2:1.

Z ptodowych Sciegien cielecych wyizolowano dwa odrebne typy
m RNA, z ktérych jeden jest matrycg do biosyntezy tancucha aj (I) a dru-
gi do biosyntezy tancucha a2 (42).

tancuch aj (I) kolagenu skéry ludzkiej (43) i kolagenu skéry Swinki
morskiej (44) zawiera siedem reszt metionylowych, stagd rozpada sie pod
dziataniem bromocyjanu na osiem peptyddéw dajacych sie tatwo rozdzie-
li¢ przy pomocy standardowych metod chromatograficznych i saczenia
molekularnego (43—45). tancuch aj (I) zawiera 1052 reszty aminokwa-
sowe. Najpierw ustalono sekwencje pierwszych 418 reszt aminokwaso-
wych poczynajac od korica aminowego tancucha () kolagenu skory
szczura (46—53). Pdzniejsze badania doprowadzity do poznania sekwencji
pozostatych 634 reszt aminokwasowych tego tancucha (54—58), jednakze
zostaty one przeprowadzone na kolagenie skdry cielecej.

tancuch a2 kolagenu skdry ludzkiej zawiera pie¢ reszt metionylowych.
Pod dziataniem bromocyjanu rozpada sie na sze$¢ peptydéw. Réznig sie
one wyraznie od produktéow rozpadu tancucha ax(l) (43).

Odpowiadajgce sobie ,,CNBr-peptydy”, powstate przez rozkiad tancu-
cha ax(l) i a2 kolagenu $ciegien, kosci, zebiny i skory zwierzat réznych
gatunkow wykazujg niemal identyczny sktad aminokwasowy (46, 47,
60—63). Znikome rdznice w tym skladzie mogg by¢é wynikiem przede
wszystkim zmiennych warunkéw potranslacyjnej modyfikacji tego
biatka.

Spostrzezenia te, uzupeinione wynikami badan nad sekwencjg amino-
kwasowa, pozwalajg sadzi¢, ze taAcuchy ax(l) lub a2 kolagenu skory,
Sciegien, kosci i zebiny sa identyczne pod wzgledem skiladu oraz sek-
wencji aminokwasowej i sg produktami tego samego genu struktural-
nego (14), niezaleznie od tkanki, z ktorej kolagen ten pochodzi.

Zawarto$¢ sktadnikéw cukrowych w tancuchach ax(l) i a2 nie jest tak
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stata (14, 64), jak skiad aminokwasowy. Stopien glikozylacji reszt hy-
droksylizylowych zalezy bowiem od zmiennych warunkéw potransla-
cyjnej modyfikacji tego biatka (6). Z badan Stollza i wsp. (64) wy-
nika, ze tahAcuch aj (I) kolagenu skory szczurzej zawiera dwie jednostki
dwusacharydowe (Glc-Gal-Hyl) i jednag jednostke monosacharydowg
(Gal-Hyl). tancuch a2 pochodzacy z tego samego zrédta (65, 66), zawiera
jedna jednostke monosacharydowg i jedng jednostke dwusacharydowa.

Odmiana kolagenu typu | jest kolagen o skiadzie podjednostkowym
[«! (D]3 (67—71). tancuchy aj tego kolagenu sg genetycznie identyczne
z podjednostkami aj kolagenu o skladzie [od (1)]2a2

Kolagen, o takim skfadzie podjednostkowym, zostat po raz pierwszy
wyizolowany z mysiego nowotworu (teratocarcinoma), indukowanego
przez wirus onkogenny (72) oraz z nowotworu mysiego, powstatego przez
transformacje nowotworowg S$linianki mysiej wirusem polyoma (70). Ko-
morki pochodzace z tego nowotworu, hodowane in vitro, zachowuja
zdolnos$¢ syntezy kolagenu o sktadzie [ai (1)]3 (70, 72).

Poczatkowo sgdzono, ze trimer [ax(l1)]3 jest wynikiem biedu w pro-
cesie ,zwijania” tancuchow kolagenowych w nienaturalnych warunkach,
jakie stwarza tkanka nowotworowa, badz hodowla tkankowa i przypusz-
czano, ze proces taki nie zachodzi w normalnych tkankach. Jednakze
Uillo (67) wykazal, ze taka odmiana kolagenu typu I jest statym skitad-
nikiem normalnej skéry ludzkiej. Obecnos$¢ trimeru [cii (1)]3 wykazano
ponadto w Sciegnach i kosciach sklepienia czaszki embrionéw kurzych (73)
oraz w komédrkach endotelialnych aorty, hodowanych in vitro (42).
Obydwie odmiany kolagenu typu | mozna od siebie oddzieli¢ przez frak-
cjonowane wysalanie. ldentyczno$¢ tancuchdéw cii (I), pochodzacych z tri-
meréw [c* (D]2a2i [ci (1)]3 potwierdzono na drodze elektroforezy na zelu
poliakryloamidowym w obecnosci SDS, chromatografii na CM-celulozie,
badan produktéow degradacji wspomnianych tafcuchéw bromocyjanem
oraz oznaczen ich sktadu aminokwasowego.

Pewne roznice w skladzie aminokwasowym dotyczg jedynie ilosci
hydroksyproliny i hydroksylizyny. Zawarto$¢ hydroksylizyny w tanicu-
chach dii (I), pochodzacych z trimeru [« (1)]3 jest dwukrotnie wyzsza niz
w tancuchach aj (I) izolowanych z trimeru [ax(l)]2a2 Jednakze zawarto$é
lizyny jest odpowiednio nizsza, tak ze suma Lys+ Hyl w tancuchach cii (I)
z obydwu Zrédet jest jednakowa. Na uwage zastuguje wyzsza zawartos$c
3-hydroksyproliny, podczas, gdy wzgledna zawarto$¢ 4-hydroksyproliny
i pozostatych aminokwas6w jest nie zmieniona (67). Podobne wnioski wy-
nikajg z badan nad kolagenem [a! (1)]3 z innych Zzrodet (72, 73).

Wiadomo, ze wydajnos¢ procesu hydroksylacji reszt prolilowych i li-
zylowych jest uzalezniona od struktury przestrzennej wewnatrzkomor-
kowego prekursora tropokolagenu, zwanego protokolagenem. Brak upo-
rzadkowanej, trojspiralnej struktury utatwia proces hydroksylacji, zaréw-
no reszt prolilowych i lizylowych. Powstanie odpowiedniej liczby reszt
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hydroksyprolilowych i hydroksylizylowych umozliwia przyjecie struk-
tury potrdjnej spirali i tym samym hamuje hydroksylacje dalszych reszt
prolilowych i lizylowych (74, 75). Wyzsza zawarto$¢ hydroksylizyny w tri-
merze [ax(1)]3 moze by¢ wynikiem powolniejszego wyksztatcania potrdj-
nej spirali w tej odmianie kolagenu niz w trimerze [cii (I)]2a2 (67). W ten
sam sposob mozna tlumaczy¢ wyzszg zawartos¢ 3-hydroksyproliny (76),
natomiast podobng zawarto$¢ 4-hydroksyproliny w obydwu odmianach
kolagenu typu | jest bliska wartosci maksymalnej, spowolnienie tworze-
nia struktury tréjspiralnej nie moze zatem wptywac na liczbe reszt hy-
droksyprolilowych tego biatka (6, 77).

Fizjologiczna rola kolagenu typu 1 o skfadzie podjednostkowym [cii (1)]3
nie jest jasna. Obecno$¢ hydroksylizyny w czasteczce stabilizuje miedzy-
tancuchowe wigzania poprzeczne. By¢ moze ta odmiana kolagenu, z uwagi
na wyzszg zawarto$¢ hydroksylizyny, moze zwiekszaé¢ stabilnos¢, roz-
ciggliwos¢ i mechaniczng wytrzymato$¢ widkien kolagenowych (67).

IV. Kolagen typu Il

Czasteczka tropokolagenu typu Il skiada sie z trzech jednakowych
podjednostek cii typu Il (22, 23, 78), rézniacych sie sktadem aminokwaso-
wym i cukrowym od podjednostek a! typu I. Ta posta¢ kolagenu wyste-
puje w tkance chrzestnej (14, 79—81). Kolagen typu Il wykazuje szereg
podobienstw fizykochemicznych do kolagenu typu I. Obydwa biatka wy-
kazuja zblizony ciezar czasteczkowy, podobna lepko$s¢ w roztworach
i zblizone witasciwosci optyczne (14, 22, 82).

Biatko to jest bardzo trudno rozpuszczalne. Zahamowanie powstawa-
nia wigzan poprzecznych za pomoca latyrogenu wybitnie zwigksza roz-
puszczalno$é kolagenu chrzastki w roztworach soli obojetnych, jednakze
rozpuszczalno$¢ kolagenu chrzagstki w kwasach pozostaje na niskim po-
ziomie. Zjawisko to tlumaczy sie powstawaniem (w kwasnym S$rodowi-
sku) wielkoczasteczkowych, nierozpuszczalnych kompleksdw na skutek
oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy dodatnio natadowanym Kkola-
genem a kwasnymi proteoglikanami, bedacymi noé$nikami tadunku ujem-
nego (14, 21).

Ekstrakt solny z niektérych chrzastek zawiera zarowno kolagen ty-
pu | jak i kolagen typu Il. Oddzielenie wymienionych typow tego biatka
jest do$¢ tatwe. Pierwszy z nich wytrgca sie przez wysolenie chlorkiem
sodowym przy stezeniu 2,2 M, drugi pozostaje w supernatancie. Dializa
supernatantu wobec roztworu o niskiej sile jonowej (np. 0,01 M NaZH P04
powoduje precypitacje kolagenu typu Il. Ten sam efekt mozna osiggnac
przez podwyzszenie stezenia chlorku sodowego do 44 M (83).

Zastosowanie ograniczonej proteolizy homogenatu chrzgstki papaing,
w temperaturze 4°, (84) lub pepsyng (17, 85, 86) umozliwia ekstrakcje
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okoto 20°/0 kolagenu chrzastki. Stwierdzono, ze wspomniane proteazy
trawiag telopeptydowe fragmenty fanicuchow aj (ll) zaréwno od konca
aminowego, jak i karboksylowego, a wiec usuwajg fragmenty czasteczki,
uczestniczagce w tworzeniu miedzytancuchowych wigzan poprzecznych.
Zmniejszenie stopnia spolimeryzowania kolagenu chrzastki sprawia, iz
staje sie on rozpuszczalny w roztworach soli (14, 85).

Ograniczona proteoliza chrzastki jest bardzo dogodng metodg umozli-
wiajgcg szybka i wydajng preparatyke znacznych ilosci kolagenu ty-
pu Il, pozbawionego N-koricowych i C-kohcowych fragmentow telopepty-
dowych, a tym samym wolnego od miedzytancuchowych kowalencyjnych
wigzan poprzecznych. Z nieznanych powoddw ograniczona proteoliza
chrzastki zwierzat starych nie zwieksza rozpuszczalnosci kolagenu tej
tkanki (14).

Rozktad kolagenu typu Il bromocyjanem prowadzi do powstania 14 pep-
tydow w roéwnych proporcjach molowych, co potwierdza poglad, iz kola-
gen ten jest zbudowany z jednakowych podjednostek. Badania nad sek-
wencjg aminokwasowg ,,CNBr peptydéw”, powstatych przez rozktad ko-
lagenu typu Il, pochodzacego z chrzgstki r6znych narzadow kilku gatun-
kow ssakow (86, 87), wskazuje na wysoki stopied homologii strukturalnej.
Rozmieszczenie reszt metionylowych w tancuchu ¢ (1) jest inne niz w tan-
cuchu al(l) i a2 Jedynie 5 sposréd 14 ,CNBr peptyddéw”, pochodzacych
z rozpadu podjednostek ax(ll), wykazuje homologie wzgledem analogicz-
nych produktéw rozktadu tancucha ax(l). Pordwnanie sekwencji amino-
kwasowej srodkowego fragmentu taricuchéw a! (1) i ax(ll) (od reszty 404
do 477) wykazato, ze ten odcinek tancucha (1) kolagenu bydlecego (88)
rézni sie w 16 pozycjach, w porédwnaniu z analogicznym fragmentem tan-
cucha cii (1) tego samego zwierzecia (89), podczas gdy odpowiedni frag-
ment fancucha aj (I) kolagenu szczura (pomimo, iz pochodzi z innego ga-
tunku) rézni sie sekwencjg aminokwasowa jedynie w 2 pozycjach (90).

Kolagen typu Il cechuje sie wysoka zawarto$cig hydroksylizyny i hy-
droksylizylopochodnych glikozyddw, przy réwnocze$nie zmniejszonej za-
wartosci lizyny (22). Badania nad sekwencjag aminokwasowga tafncucha
aj (1) wykazaty, ze kazda reszta lizylowa, zajmujgca trzecig pozycje
w tryplecie aminokwasowym Gly—X—Y, jest hydroksylowana i gliko-
zylowana (89, 91). Wedtug opinii Millera (14), wysoki stopien glikozy-
lacji kolagenu typu Il jest spowodowany wysokg zawartoScig reszt hy-
droksylizylowych lub szerszym zakresem specyficznosci enzymoéw gliko-
zylujacych w chondrocytach niz w komérkach syntetyzujacych kolagen
typu .

Kolagen typu Il, zar6wno w roztworze (92, 93) jak i w postaci wtok-
nistej (94) jest mniej podatny na dzialanie- kolagenazy tkankowej niz
kolagen typu I. Wedtug oceny wiskozymetrycznej kolagen chrzgstki jest
trawiony przez kolagenaze blony maziowej stawow sze$¢ razy wolniej
niz kolagen typu I. Zjawisko to wigze sie¢ prawdopodobnie z wyzszg za-
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wartoscig sktadnikéw cukrowych w kolagenie typu Il. Moga one stano-
wi¢ przeszkode przestrzenng utrudniajgcg kontakt enzymu z substratem.
Nie jest takze wykluczone, ze brak tancucha a2 w kolagenie chrzastki
moze mie¢ réwniez wptyw na przebieg kolagenolizy (92).

Z badan Malemuda i wsp. (95) wynika, ze chondrocyty chrzastki
stawowej produkuja specyficzng forme kolagenazy trawiacej kolagen
typu Il

Kolagen typu Il wykazuje odmienne wiasciwosci antygenowe w po-
rownaniu z kolagenem typu | (96). Uzyskano swoiste przeciwciata skie-
rowane przeciwko kolagenowi typu Il. Przy uzyciu techniki immuno-
fluorescencyjnej mozna doktadnie zlokalizowaé rozmieszczenie tego typu
kolagenu w chrzastce (97).

Na uwage zastuguje fakt, iz struna grzbietowa dwu i pétdniowego
zarodka kurzego zawiera kolagen typu Il (98). Ten embrionalny narzad
jest prawdopodobnie pierwszym miejscem pojawienia sie kolagenu ty-
pu Il w czasie rozwoju osobniczego. W wiekszosci chrzgstek wystepuje
kolagen typu Il (80, 81, 99—102), jednakze niektore postacie chrzastki
zawierajg zarowno kolagen typu II, jak i typu I (14, 22, 99). Stwierdzo-
no, ze w hodowlach komérek chrzastki mostkowej i stawowej zarodka
kurzego powstaje kolagen typu I: 40% i kolagen typu II: 60% (99). Nie
jest wykluczone, ze hodowle komorek chrzagstki, oprécz chondrocytow,
zawierajg inne komérki mezenchymalne produkujace kolagen typu | (14).
Peryferyjne obszary chrzgstki mostkowej kurczecia zawierajg kolagen
typu I i Il, natomiast glebsze warstwy tej chrzgstki posiadajg wytacznie
kolagen typu Il (14, 22). Chrzagstka miedzykregowa cztlowieka zawiera
wytacznie kolagen typu Il (103). Powierzchowne warstwy chrzastki sta-
wowej ptakow obfitujg w kolagen typu I, natomiast w miejscach potozo-
nych dalej od powierzchni stopniowo wzrasta zawartos¢ kolagenu ty-
pu Il (104).

Interesujacy polimorfizm kolagenu wykazuje chrzastka miedzy-
kregowa $wini. Wykazano, ze jej wewnetrzna cze$¢, zwana jadrem miaz-
dzystym, zawiera wytacznie kolagen typu Il, natomiast czes¢ obwodowa,
zwana pierScieniem widknistym, skilada sie z niemal réwnych ilosci kola-

genu typu I i Il (105, 106). Zewnetrzna cze$¢ pierScienia widknistego za-
wiera wytacznie kolagen typu | (107). Wedtug opinii Millera (14)
chrzastka szklista produkuje niemal wytgcznie kolagen typu Il, podczas,

gdy chrzastka wioknista syntetyzuje obydwa typy kolagenu. Jakkolwiek
zasadniczym typem kolagenu produkowanego przez chrzastke stawowg
krolika jest typ Il, to jednak przeniesienie komdédrek tej chrzastki do
hodowli in vitro sprawia, iz produkuja one kolagen typu | (108).
Komérki chrzastki bydlecej, hodowane in vitro, produkujg kolagen
typu Il, natomiast po inkubacji z enzymami lizosomalnymi watroby
szczura, te same komérki podejmujg biosynteze kolagenu typu 1 (109, 110).
Chondrocyty, pochodzace z kregostupa zarodka kurzego produkujg kola-



[11] POLIMORFIZM KOLAGENU 311

gen typu Il, natomiast te same komorki, hodowane w obecnosci bromode-
zoksyurydyny, produkujg dwa typy kolagenu: I'i Il (100, 111, 112).

Przeszczepialny nowotwor; chrzgstniakomiesak (chondrosarcoma), pa-
sazowany na szczurach rasy Sprague-Dawley, produkuje kolagen typu II.
Obserwacja ta wskazuje, ze transformacja nowotworowa chondrocytéw
nie pozbawia tych komoérek zdolnosci do biosyntezy kolagenu typowego
dla tkanki chrzestnej (113).

Istniejg podstawy ku temu, aby sadzi¢, ze komorka tkanki chrzestnej,
chondrocyt, zawiera material genetyczny kodujacy kolagen typu | i II,
jednakze rézne czynniki Srodowiskowe sprawiaja, iz wzajemne relacje
iloSciowe pomiedzy wymienionymi typami kolagenu, produkowanego przez
te komorke, sg bardzo zréznicowane.

Charakterystyczng cechg kolagenu typu Il jest tworzenie widkien o ma-
tej Srednicy przekroju (10-20 nm), czesto bez wyraznego poprzecznego
prazkowania, charakterystycznego dla wiokien kolagenowych z innych
tkanek (114—116). Przypuszcza sie, ze obecno$¢ duzej ilosci sktadnikéw
cukrowych w kolagenie chrzastki jest czynnikiem ograniczajagcym poli-
meryzacje kolagenu chrzastki (bok do boku) w procesie fibrogenezy (14).
Tego typu struktura nadaje chrzastce odporno$é na obcigzenie, sztywnos$¢
potagczong z umiarkowang skionnosSciag do odksztalcenia oraz sprezy-
stos¢ (14).

Kolagen typu Il jest do$é¢ silnym immunogenem. Srédskérne wstrzy-
kniecie kolagenu typu Il szczurom wywotuje w 40°/0 przypadkdéw odczyn
zapalny w obrebie stawow (117).

V. Kolagen typu Il

Kolagen typu Il nie wystepuje w tkankach samodzielnie, lecz towa-
rzyszy kolagenowi typu | (102, 118—126). Obydwa typy omawianego
biatka przechodza do roztwordw podczas ekstrakcji tkanek. Ich rozdzie-
lenie jest dos¢ tatwe. Kolagen typu Il wytrgca sie z roztworu chlorkiem
sodowym przy stezeniu 1,5 M, podczas, gdy kolagen typu | wytrgca sie
przy stezeniu 2,4—2,6 M (14, 27, 127).

Kolagen typu Ill jest bardzo trudno rozpuszczalny. Jedynie znikome
ilosci tego biatka mozna wyekstrahowa¢ z tkanek roztworami soli obo-
jetnych (128—130). Ograniczona proteoliza tkanek pepsyng wybitnie
zwieksza rozpuszczalno$¢ kolagenu typu Il (27, 127, 131). Mechanizm
wzrostu rozpuszczalnos$ci tego typu kolagenu, wskutek dziatania pepsyny,
jest prawdopodobnie podobny, jak w przypadku kolagenu typu II.

Czasteczka tropokolagenu typu Il sklada sie z trzech podjednostek
aj typu Ill, o masie czasteczkowej 95 0000 daltonéw, zespolonych mostka-
mi dwusiarczkowymi. Po redukcji mostkéw -S-S- dwutiotreitolem Ilub
/9-merkaptoetanolem nastepuje rozpad wspomnianego biatka na poje-



312 E. BANKOWSKI [12]

dyncze tancuchy ax(lll) (27, 28, 127, 132). Mostki dwusiarczkowe moga
powstawaé takze pomiedzy tahncuchami ax(lll) nalezagcymi do réznych,
sgsiadujgcych ze sobg czasteczek tropokolagenu. Noszg one nazwe dwu-
siarczkowych wigzah miedzyczasteczkowych (14). Jeden tancuch cii (111)
posiada 2 reszty cyteilowe. W poréwnaniu z tancuchem cii (I) i ax(Il) wy-
kazuje wyzszg zawartos¢ glicyny i hydroksyproliny (27).

Rozktad tancucha cti (I11) bromocyjanem prowadzi do uwolnienia 9 pep-
tydéw rdznigcych sie masg czasteczkowg (27, 28, 127, 128) i wiasciwoscia-
mi chromatograficznymi (130) od produktow rozpadu tafAcuchéw cii (I)
i al (I) (14, 128). Produkty bromocyjanowej degradacji kolagenu ty-
pu Ill, pochodzacego od réznych gatunkéw, sg bardzo podobne (128, 133,
134). Rozmieszczenie reszt metionylowych w tanicuchu cti (Il) jest inne
niz w tancuchach ax(l) i al (1), jednakze wspdlng cechg wszystkich trzech
tancuchéw ax jest obecno$¢ metioniny w pozycjach 402 i 551.

Kiihn i wsp. (135—140) ustalili petng sekwencje aminokwasowa tan-
cucha cii (Il) kolagenu skdry cielecej. Stwierdzono, ze obok odcinkéw
homologicznych wzgledem tahcucha aj (I) wystepuja fragmenty o sek-
wencji aminokwasowej odmiennej niz w tafncuchu a! ().

Kolagen typu Ill jest bardzo ubogi w skiadniki cukrowe. Na jeden
tancuch ci! (I11) kolagenu skory cielecej przypada jedynie 0,1 jednostki
monosacharydowej (Gal-Hyl) i 0,8 jednostki dwusacharydowej (Glc-Gal-
-Hyl) (141). Pozwala to sadzi¢, ze nie wszystkie tancuchy ax(lll) sg gliko-
zylowane.

Horwitz i wsp. (142) wykazali, ze kolagenaza wyizolowana z gra-
nulocytéw ludzkich jest pietnastokrotnie mniej aktywna wobec kola-
genu typu IIl niz wobec kolagenu typu I. Miller i wsp. (17) wyka-
zali, ze kolagen typu Il jest trawiony przez kolagenaze tkankowga 5 razy
wolniej niz kolagen typu Il. Badanie sekwencji aminokwasowej produk-
tdbw proteolizy wykazato, ze fragment czasteczki tropokolagenu typu Ill,
w sgsiedztwie wigzania podatnego na dzialanie kolagenazy tkankowej,
wykazuje inng kolejnos¢ aminokwas6w niz kolagen typu | i Il (17).

Na uwage zastuguje fakt, Zze role kolagenazy, trawigcej kolagen ty-
pu Ill, moze peini¢ elastaza wyizolowana z ludzkich leukocytéw obojetno-
chtonnych (143). Enzym ten rozrywa wigzanie peptydowe pomiedzy lle
a Thr w miejscu odlegtym o 4 reszty aminokwasowe od miejsca dziatania
kolagenazy wyizolowanej z btony maziowej stawoéw (144). Elastaza leuko-
cytarna nie trawi kolagenu typu I i Il (145). Podobne, proteolityczne dzia-
tanie na kolagen typu Il wykazuje termolizyna wyizolowana z bakterii
(146). Co wiecej kolagen typu IIl jest podatny na proteolityczne dziata-
nie trypsyny. Wykazano, Ze enzym ten rozrywa wigzanie peptydowe po-
miedzy resztami argininy i glicyny, w poblizu miejsca podatnego na
dziatanie kolagenazy. Nalezy sadzi¢, ze ten fragment czasteczki tropo-
kolagenu typu Ill nie jest objety strukturg potrojnej spirali (147).

Obecnosé znacznych ilosci kolagenu typu 11l stwierdzono przede wszy-
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stkim: w skorze (120, 131, 147, 148), w S$cianach naczyn krwiono$nych
(145, 150—152), w S$cianie macicy (27) i w zastawkach wsierdzia (123).
Wzajemne relacje iloSciowe pomiedzy kolagenem typu | i Il w skdrze
roznych kregowcOw zmieniajg sie w trakcie rozwoju osobniczego. We
wczesnym okresie ptodowym skora zawiera niemal réwne ilosci kolagenu
typu | i Ill, jednakze w okresie noworodkowym kolagen typu Il stanowi
jedynie 20% kolagenu skéry i na podobnym poziomie utrzymuje sie
w poézniejszych okresach zycia (100, 101, 128, 153—155). Blizny skoérne
swinki morskiej zawierajg wytacznie kolagen typu | (156, 157), natomiast
ziarnina skéry szczurzej (158) i blizny skoéry ludzkiej (159) wykazuja
obecnos$¢ kolagenu typu Il w iloSciach typowych dla skéry ptodowej.
Optymalizacja sktadu podtoza hodowli fibroblastow skéry ludzkiej
w réwnym stopniu zwieksza biosynteze kolagenu typu I i Il (160). Osteo-
blasty sklepienia czaszki noworodkéw mysich, hodowane in vitro, pro-
dukujg poczatkowo wytacznie kolagen typu I, natomiast po kilku dniach

od zatozenia hodowli, pojawia sie kolagen typu IIl (102). Podobng wtas-
ciwo$¢ wykazujg fibroblasty embrionéw kurzych (119).
Zawarto$¢ kolagenu typu Il w $cianach duzych naczyn krwionos$nych

nie zmienia sie w trakcie rozwoju osobniczego i stanowi okoto potowy
og6lnej ilosci kolagenu naczyniowego (161, 162). Cze$¢ Sciany naczynio-
wej bezpos$rednio przylegajgca do $rodbtonka naczyniowego zawiera wy-
tacznie kolagen typu Il (163). Obecno$¢ kolagenu typu Il wykazano
ponadto w marskiej watrobie (164), w ptucach (165), w dzigstach (166),
w zebach (62), tkance okotozebnej (121, 167—169), w miesSniaku gtadko-
komdrkowym (170) i w zastawkach sercowych (121, 171).

Kolagen typu Ill tworzy wi6kna o mniejszej S$rednicy niz kolagen
typu | (172). Wedtug nomenklatury histologicznej noszg one nazwe wio-
kien retikulinowych (164). Nadajg one tkankom rozciggliwos$¢ i sprezy-

stos¢ (14). Kolagen typu Il wykazuje kilkakrotnie wiekszg aktywnos$é
w agregowaniu krwinek ptytkowych niz kolagen typu I. Przypuszcza sie,
ze kolagen typu Il petni istotng role w hamowaniu krwawienia w przy-

padku uszkodzenia ciggtosci $ciany naczyniowej (173).

VI. Kolagen typu IV

Kolagen typu IV jest sktadnikiem bton podstawnych. Wedtug oceny
morfologicznej btony podstawne sg tworami jednorodnymi, bezpostacio-
wymi, bez charakterystycznego dla kolagenu poprzecznego prazkowa-
nia (30). Sa one produkowane przez komérki wywodzace sie z roznych
listkbw zarodkowych. Dos¢ dobrze poznano kolagen syntetyzowany przez:
komérki warstwy podstawnej naskérka (30), nabtonek torebki soczewki
oka (174—177), nabtonek rogowki (178), kore nerki (179), kiebki nerko-
we (180—182), $rodbtonki naczyh krwionosnych (183), nablonek Sciany
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pecherzyka zéttkowego (184). Obecnos$¢ bion podstawnych, zawierajgcych
kolagen, wykazano ponadto w przeszczepialnym miesaku mysim (EHS-
-sarcoma) (32, 185) oraz w wiokniako-miesaku (fibrosarcoma) wystepu-
jacym u cztowieka (186).

Btony podstawne posiadajg ztozong strukture molekularng. Sktadaja
sie z kolagenu typu IV potgczonego wigzaniami wodorowymi i kowalen-
cyjnymi z substancja o charakterze glikoproteidowym (30, 187—189),
co sprawia, iz kolagen typu IV jest prawie catkowicie nierozpuszczalny.
Przeprowadzenie tego biatka w stan rozpuszczalny wymaga przynajmniej
redukcji mostkdw -S-S-, alkilacji grup sulfhydrylowych oraz dziatania
stezonych roztworéow (8 M) mocznika (30, 179, 190), jednak w wiekszosci
przypadkdéw, wyodrebnienie kolagenu z bton podstawnych, wymaga dzia-
tania pepsyny w roztworze o pH okoto 2 (179, 189, 191). W tych warun-
kach glikoproteina ulega strawieniu do produktéw drobnoczasteczkowych,
natomiast kolagen nie jest trawiony i przechodzi do roztworu. Kwasne
$rodowisko jest optymalne dla dziatania pepsyny, a ponadto stwarza
wiasciwe warunki dla utrzymania kolagenu w roztworze. Uwolniony
z kompleksu kolagen moze by¢ wytracony chlorkiem sodowym (31, 32,
179, 192, 193).

Kolagen typu IV zawiera niezwykle wiele hydroksyproliny i hydro-
ksylizyny. taczna zawarto$¢ lizyny i hydroksylizyny jest znacznie wigk-
sza niz w kolagenach wszystkich innych typow, natomiast suma zawar-
tosci proliny i hydroksyproliny jest zblizona do ich zwartosci w kolage-
nach pozostatych typow. Na uwage zastuguje fakt, iz znaczng cze$¢ hydro-
ksyproliny stanowi jej izomer: 3-hydroksyprolina (okoto lI°/0). W kola-
genach innych typow wystepuje niemal wytgcznie 4-hydroksyprolina.
Podobnie, jak w kolagenach innych typéw, glicyna stanowi 1/3 reszt
aminokwasowych omawianego biatka, natomiast zawarto$¢ alaniny jest
ponad trzykrotnie mniejsza. Ws$rod sktadnikow aminokwasowych kola-
genu typu IV wystepuje cysteina (30).

Kolagen typu IV cechuje sie wysoka zawartoscig sktadnikéw cukro-
wych: glukozy i galaktozy. Stanowig one (w zaleznosci od tkanki) od 10,0
do 12,5€/0 masy kolagenu. Obydwie heksozy wystepujg niemal wytgcznie
w postaci jednostek dwusacharydowych zespolonych z grupg — OH hy-
droksylizyny (Glc-Gal-Hyl). Jedynie pojedyncze reszty hydroksylizylowe
(okoto 5%) sg zwigzane wytgcznie z galaktozg (30). Wprawdzie w kola-
genie typu IV wykryto znikome ilosci innych heksoz, jak mannoza (0,2%)
i aminoheksoz (0,1%), nalezy jednak sadzi¢, ze sg to zanieczyszczenia po-
chodzace z glikoproteiny towarzyszgcej kolagenowi. Z obliczerr wynika
bowiem, ze na 1 mol oczyszczonego kolagenu przypadajg utamkowe ilosci
moli wymienionych sktadnikéw cukrowych (30).

Skiad podjednostkowy kolagenu typu IV nie zostat w petni wyjasnio-
ny. Badania Kefalidesa i wsp. (30, 181, 191), a takze innych auto-
row, nad kolagenem bton podstawnych doprowadzity do wyizolowania
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biatka sktadajgcego sie z trzech jednakowych podjednostek, zespolonych
wigzaniami dwusiarczkowymi. Nazwano je podjednostkami aj typu IV.
Powyzsze badania sugeruja, iz tropokolagen bton podstawnych posiada
sktad podjednostkowy [ax(IV)j3 (30, 32, 176, 184, 191, 194). tancuch
aj (IV) pochodzacy z kolagenu torebki soczewki oka owczego lub by-
dlecego, rozpada sie-pod dziataniem bromocyjanu na 12 peptydéw o ma-
sie czasteczkowej od 500 do 20000 daltonéw. Peptydy pochodzace od
tych dwu gatunkéw wykazuja wysoki stopien homologii (30).

Jednakze pdzniejsze badania nad strukturg molekularng kolagenu ty-
pu IV wskazuja na bardziej ztozong budowe tego biatka (32, 33) i na obec-
no$¢ co najmniej dwu roznych podjednostek (31, 177, 195—197).

Istotne znaczenie dla postepu badan nad heterogennoscig kolagenu bton
podstawnych miato odkrycie, iz w obrebie tréjspiralnej czesci kolagenu
typu IV wystepuje przynajmniej jedno miejsce podatne na proteolityczne
dziatanie pepsyny (32, 192, 195, 198), podobnie, jak w kolagenie typu Il
wystepuje miejsce podatne na dziatanie trypsyny (147). Wedtug Schup-
pana i wsp. (104) miejsc takich jest wiecej. Struktura przestrzenna
kolagenu typu IV nie jest bowiem jednorodna. Trojspiralne odcinki sg
oddzielone od siebie fragmentami o innej, ,,niehelikalnej” strukturze prze-
strzennej, podatnymi na dziatanie pepsyny i innych nieswoistych proteaz
Dziatanie tych enzyméw powoduje rozpad tancuchéw kolagenu typu IV
prowadzac do uwolnienia peptydow o rdznej dtugosci, zaleznie od wa-
runkéw proteolizy (104, 192, 196, 198—201).

Do izolowania kolagenu typu IV stosuje sie proteolize bton podstaw-
nych w celu strawienia sktadnika glikoproteidowego i przeprowadzenia ko-
lagenu w postaé rozpuszczalng. W tych warunkach nalezy sie liczy¢ z moz-
liwoscig daleko idacej degradacji tancuchow kolagenowych. Biorac to pod
uwage nalezy sadzi¢, ze kolagen o sktadzie podjednostkowym [a! (IV)]3
jest tylko jedng z form kolagenu wystepujagcego w bionach podstaw-
nych.

Badania produktow degradacji bromocyjanowej oraz sekwencji amino-
kwasowej rdznych peptyddéw uwalniajgcych sie podczas trawienia bton
podstawnych ludzkiego tozyska (31, 189, 198, 200), ludzkiej nerki (33, 199),
torebki soczewki oka bydlecego (31, 174) oraz miesaka mysiego (ESH-sar-
coma) (196) wykazaty, ze niektére z nich, nie mogg pochodzi¢ z opisanego
wczesniej tancucha ax(lV). Wysunieto przypuszczenie, iz kolagen ty-
pu IV jest biatkiem niejednorodnym, zawierajagcym dwojakiego rodzaju
podjednostki. Zaproponowano im rézne nazwy a (IV) ia (IV’) (31, Ci D
(174, 175, 179, 198, 199) badz ttl (IV) i a2(lV) (202, 203). Nie ustalono,
wzajemnej relacji wspomnianych podjednostek. Nie wiadomo, czy trdj-
spiralny tropokolagen typu IV, pochodzacy z wymienionych Zzrddet, skta-
da sie z jednakowych, czy z r6znych podjednostek.

Z badan Timpla i wsp. (196) wynika, ze kolagen typu IV, pocho-
dzgcy z bilon podstawnych miesaka mysiego (ESH-sarcoma), skiada sie
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z dwu typéw czasteczek trdjspiralnych o skiadzie podjednostkowym
[aj (IV)]3i [a2(IV)]3 Uzyskano odrebne przeciwciata skierowane przeciw-
ko tancuchom aj (IV) i a2(IV) (203). Kresina i Miller (198) wyka-
zali natomiast, ze kolagen typu IV z bton podstawnych tozyska ludzkiego ma
sktad podjednostkowy C2D, jednak uwazaja, ze podjednostki C i D izolowane
z bton podstawnych z zastosowaniem ograniczonej proteolizy sg produk-
tami czesSciowej degradacji naturalnie wystepujacych wiekszych podjed-
nostek C’ i D\ Podobny poglad reprezentuje Dixit (179). Uwaza on, ze
podjednostki C i D kolagenu kory nerki sg produktami ograniczonej pro-
teolizy tancuchdw, okreslanych przez autora symbolami C-I i D-I. Po-
wyzsze badania wskazujg, ze kolagen bton podstawnych ma rozny skiad
podjednostkowy w zaleznosci od tkanki, z ktérej pochodzi.

Podjednostki kolagenu typu IV sg wieksze od tafcuchéw innych typéw
kolagenu (32, 194). Ich mase czasteczkowg ocenia sie¢ na okoto 140 000—
160 000 daltondw (32, 189, 204, 205), podczas gdy prokolagen typu IV jest
produkowany w formie #tancuchow o masie czasteczkowej 160 000—
185 000 daltonéw (176, 184, 193, 202, 204, 206—209). Przyjat sie poglad,
ze produkt biosyntezy kolagenu typu IV (,,prokolagen IV”), w odrdznie-
niu od innych typéw kolagenu, w wiekszosci przypadkéw nie ulega pro-
teolitycznej konwersji w tropokolagen, lecz jest bezposrednio wbudowa-
ny do struktur kolagenowych bton podstawnych (176, 204, 210, 211).
Zjawisko to wykazano miedzy innymi w hodowlach in vitro komorek
pecherzyka zéttkowego szczura (184), komérek torebki soczewki oka (176,
212), komorek ptynu owodniowego cztowieka (213), a takze in vivo w bto-
nie podstawnej kiebkdéw nerkowych (204).

Kolagen typu IV zawiera fragmenty propeptydowe (192, 193, 214—216)
podobne do tych, jakie wystepujg w strukturze widkien kolagenowych lu-
dzi i zwierzat* z wrodzonym niedoborem peptydazy prokolagenowej (15).
W patologii ludzkiej schorzenie to nosi nazwe zespotu Ehlersa-Danlosa —
typu VII, w patologii zwierzat (kréw i owiec) choroba ta nosi nazwe
dermatosparaktozy (15).

Podczas izolacji kolagenu typu IV z wiekszosci tkanek ssakow obok
tancuchéw roéwnych lub wiekszych od podjednostek a, znajdywano znacz-
ne ilosci produktéw, pochodzenia kolagenowego, o masie czasteczkowej
rzedu kilkudziesieciu tysiecy daltonéw (31, 174, 175, 198, 199). Jest to
prawdopodobnie skutkiem trawienia miejsc podatnych na dziatanie pepsy-
ny w obrebie tréjspiralnej czesci kolagenu typu IV.

W ludzkich granulocytach obojetnochtonnych wykazano obecnos$¢ pro-
teazy trawigcej w spos6b wybidrczy kolagen typu IV. Enzym ten jest
nieaktywny wobec kolagenu typu I, I, I1l. Trawi kolagen w obrebie tréj-
spiralnej czesSci czasteczki. Wielkoczasteczkowe produkty proteolizy
(m. cz. 70 000, 50 000 i 30 000) sa oporne na dziatanie trypsyny w 20°,
co Swiadczy o zachowaniu przez nie trojspiralnej struktury. Po ogrzaniu
roztworu powyzej punktu topnienia produkty te sg trawione kompletnie
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do produktéw drobnoczasteczkowych, zaréwno przez trypsyne, jak i przez
omawiang proteaze. Enzym ten wykazuje optymalne dziatanie w pH od
7 do 9. Jest hamowany przez substancje chelatujagce i surowice krwi
(217).

Na uwage zastuguje spostrzezenie, iz kolagen typu IV nie agreguje
krwinek ptytkowych, jednakze jego obecno$¢ nie hamuje agregacji przez
kolagen innych typéw (39).

YI-1. Kolagen typu ,Col IV”

Interesujacego odkrycia dokonali Timp1l i wsp. (218). Z bion pod-
stawnych miesaka EHS (EHS-sarcoma), pasazowanego na myszach laty-
rycznych (219), wyizolowali odmiane kolagenu typu IV, nazwana przez
nich symbolem ,Col IV”, bardzo odbiegajacag swoim sktadem i wiasci-
wosciami od innych znanych typow kolagenu (218).

Sktad aminokwasowy, pod wzgledem jakosciowym, wskazuje na ko-
lagenowy charakter tego biatka, jednakze zawarto$¢ poszczego6lnych ami-
nokwaséw bardzo rézni ,,Col IV” od kolagenu innych typéw, w tym
takze od kolagendw bton podstawnych. Zawartosé glicyny jest typowa dla
kolagenu, natomiast zawarto$¢ hydroksyproliny jest podobna, jak w ko-
lagenach typu I, Il lub IIl, wynosi bowiem 90 reszt Hyp na 1000 reszt
aminokwasowych. Obecno$¢ 3-hydroksyproliny, tak bardzo typowej dla
kolagenu bton podstawnych, jest jedynie Sladowa. Zawarto$¢ proliny jest
bardzo niska, natomiast ilo§¢ hydroksylizyny odpowiada gérnej granicy
zawartosci tego aminokwasu w kolagenie typu IV. Na szczeg6lna jednak
uwage zastuguje niezwykle wysoka zawarto$¢ cysteiny: 45 reszt Cys na
1000 reszt aminokwasowych. Takiej iloSci cysteiny nie obserwowano
w zadnym kolagenie innego typu. Obecno$¢ tak wysokiej zawartosci reszt
cysteilowych stwarza mozliwo$¢ powstawania wielkiej liczby mostkow
dwusiarczkowych. Obecnos$¢ tych wigzan nadaje kolagenowi typu ,,Col IV”
niezwyktg stabilno$¢, nadaje mu oporno$¢ na dziatanie kolagenazy bakte-
ryjnej i pepsyny.

Badania spektropolarymetryczne wykazaty, ze kolagen typu ,,Col IV”
ma strukture potrojnej spirali, a struktura ta wykazuje niezwyklg trwa-
tos¢. Temperatura denaturacji cieplnej tego biatka wynosi okoto 70°, pod-
czas gdy temperatura denaturacji kolagenéw (194, 220), w tym rowniez
kolagenu wyizolowanego wcze$niej z tego samego guza (32), waha sie
w granicach 35-40°. Pierwotna masa czasteczkowa ,,Col IV” nie zostata
ustalona. Kolagen ten zostat bowiem wyizolowany z produktow trawie-
nia bton podstawnych pepsyna i kolagenazg. Wydaje sie bardzo prawdo-
podobne, ze pewien fragment czasteczki ,,Col IV” ulegt proteolityczne-
mu odtgczeniu. Wyizolowany produkt wykazywat mase czasteczkowg oko-
to 200 000 daltonow (218).

10 Postepy Biochemii 3/82
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Skiad podjednostkowy tego biatka jest trudny do ustalenia. Wpraw-
dzie w wyniku redukcji i alkilacji kolagen typu ,Col IV” rozpada sie
na 3 gtéwne tancuchy: B, C, D o masach czasteczkowych wynoszacych
odpowiednio: 39 000, 28 000 i 14 000 daltonéw oraz kilka innych fragmen-
tow, wystepujacych w mniejszych ilosciach, to jednak nie daje to wgla-
du w skiad podjednostkowy natywnego biatka. Biorgc pod uwage fakt,
iz do izolacji tego biatka z bton podstawnych uzyto pepsyny i kolagenazy,
nalezy sie liczy¢ z mozliwoscig hydrolizy niektorych wigzan peptydowych.
Mostki dwusiarczkowe zespalajg produkty proteolizy. Uwolnione w wy-
niku redukcji i alkilacji polipeptydy nie muszg wiec odpowiada¢ podjed-
nostkom wystepujagcym w natywnym kolagenie typu ,,Col IV” (218).

Oporno$¢ omawianego typu kolagenu na dziatanie kolagenazy bakte-
ryjnej wigze sie niewatpliwie z bardzo trwalg strukturg przestrzenna.
Rozerwanie mostkéw dwusiarczkowych i denaturacja w stezonym roz-
tworze mocznika sprawiajg, iz biatko to ulega pod dziataniem kolagenazy
bakteryjnej catkowitej degradacji do krdtkich peptydéw (218).

VIl. Kolagen typu V (Kolagen AB)

Kolagen typu V, (podobnie jak kolagen typu | i Ill) nie jest zwigzany
z okreslonymi strukturami tkankowymi. Jego obecno$¢ wykazano w wie-
lu tkankach i narzgdach, jak btony ptodowe (35), skéra (198, 201), kos-
ci (221), miazsz ptucny (222), miesien szkieletowy (223), macica (224), tozy-
sko (34, 198, 225, 226), Sciany tetnic (227) oraz w hodowlach in vitro
komorek miesni gtadkich (122). Kolagen typu V towarzyszy kolagenowi
typu I

Na szczeg6lng uwage zastuguje kolagen typu V, wystepujacy w dos¢
duzej iloSci w zrebie rogowki oka (35, 38, 183, 228, 229). Zasadniczym
elementem strukturalnym tej tkanki jest kolagen typu I. Stanowi on
okoto 80°/0 catkowitej zawartosci kolagenu w zrebie rogéwki (161— 163,
230—232), natomiast pozostate 20% stanowi kolagen typu V. Rogéwka
jest jednym z nielicznych narzadéw, gdzie kolagen typu | wystepuje bez
wspotobecnosci kolagenu typu I1l. Jedynie rogéwka bydleca, zamiast ko-
lagenu typu V, zawiera kolagen typu Il (37, 233).

Biatko to jest catkowicie oporne na ekstrakcje roztworami soli i roz-
cienczonych kwasow, co wskazuje na wysoki stopien spolimeryzowania,
wynikajagcy z duzej iloSci wigzan poprzecznych. Przeprowadzenie kola-
genu typu V w stan rozpuszczalny wymaga ograniczonej proteolizy pep-
syng (38).

Sktad aminokwasowy kolagenu typu V jest dos¢ specyficzny. Niska
zawarto$¢ alaniny i duza ilos¢ hydroksylizyny upadabniajg go do kola-
genu bton podstawnych. Z drugiej strony brak cysteiny oraz niewysoka
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zawartosé hydroksyproliny zblizajag go do kolagenu typu | (tabela 2).

Skiad podjednostkowy kolagenu typu V nie zostat dotad w peini wy-
jasniony. Z wstepnych badan wynikato, ze biatko to sktada sie z dwu
rodzajow podjednostek, okreslanych symbolami aAi aB badz krécej A i B.
Od nazwy tych podjednostek wywodzi sie¢ druga nazwa kolagenu typu V.
Niektérzy autorzy nazywajg to biatko kolagenem AB (201, 234, 235).
Z badan Laurain i wsp. (201) wynika, ze stosunek iloSciowy tan-
cuchow aAdo aBwynosi 1:2, stad przypuszczajg, ze tropokolagen typu V
ma sktad podjednostkowy aA(aB2 w skrocie AB2 Podobny poglad repre-
zentujg Hong i wsp. (34), Bentz i wsp. (225) oraz inni (236, 237).
Jednakze w niektorych tkankach wzajemne relacje iloSciowe tafncuchdw
aAi aB nie dadzg sie wyrazi¢ liczbami catkowitymi. Nasuwa to przy-
puszczenie, ze tropokolagen typu V moze wystepowaé takze w sktadzie
podjednostkowym (aA3lub (aB3 (221, 238).

Z badan Browna i wsp. (238, 239) wynika, ze skéra i btony ma-
ziowe stawoOw bydlecych zawierajg ponadto dodatkowe tancuchy kola-
genowe, oznaczane przez nich symbolem ac. Wspomniani autorzy uwazajg,
ze sg to fragmenty kolagenu typu V, o sktadzie podjednostkowym (ac)3
Nie wykluczajg oni mozliwosci, iz tancuchy aA aBi ac powstajg ze wspol-
nego prekursora.

Podobnego odkrycia dokonali Abedin i wsp. (224). Wyizolowali oni
z macicy bydlecej kolagen typu V, o skfadzie podjednostkowym
ai (V) a2(V) a3(V). Odpowiada to symbolice BAC. Wspomniani autorzy
uwazaja, ze podjednostka a3(V) moze uczestniczy¢ w tworzeniu czaste-
czek tropokolagenu w potgczeniu z podjednostkami ai (V) lub a2(V), badz
tworzy¢ czasteczki o sktadzie podjednostkowym [a3(V)]3

Lillle i wsp. (40, 72) wyizolowali kolagen typu V z hodowli
komérek mysich linii MB-4 pochodzacych z blastocysty oraz linii TSD-4
wywodzacych sie z przeszczepialnego potworniakoraka (teratocarcinoma).
Biatko to skiada sie z podjednostek jednakowego rodzaju. Wymienieni
autorzy nazywaja je tancuchami a! (V), a wspomnianemu biatku przypi-
sujg skiad podjednostkowy [aj (V)]3

Wprawdzie kolagen typu V towarzyszy kolagenowi typu I, jednak
do chwili obecnej nie rozstrzygnieto, czy tworzy on oddzielne witdkna,
czy tez jest wkomponowany we widkna kolagenowe utworzone przez ko-
lagen typu I. Badania immunofluorescencyjne przemawiajg raczej za dru-
gag z wymienionych mozliwosci (38).

Kolagen typu V jest oporny na dziatanie kolagenazy z btony mazio-
wej stawow (240). Z hodowli makrofagéow pecherzykéw ptucnych wy-
izolowano proteinaze trawigca wybidrczo kolagen typu V. Enzym ten jest
nieaktywny wobec kolagenu typu I. Wspomniane komorki produkujg réw-
noczesnie kolagenaze trawigcg kolagen typu I. Obydwa enzymy mozna
rozdzieli¢ drogg chromatografii na DEAE-celulozie. Mozna przypuszczaé,
ze degradacja kolagenu typu | i V przez makrofagi pecherzykow ptuc-

10*
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nych zachodzi niezaleznie od siebie (241, 242). Podobny enzym wyizolo-
wano z makrofagéw otrzewnowych myszy (243).

Kolagen typu AB, podobnie jak kolagen typu IV, nie agreguje krwinek
ptytkowych (39).

VIIIL. Inne typy kolagenu

Opisane w poprzednich rozdziatach typy kolagenu, prawdopodobnie
nie wyczerpujg zagadnienia heterogennos$ci tego biatka. Z badan Bur-
gesona i Hollistera (244) wynika, ze chrzgstka szklista cztowie-
ka, oprocz kolagenu typu Il, zawiera pie¢ dodatkowych biatek o charak-
terze kolagenowym. Stanowig one tgcznie okoto 10% kolagenu chrzastki
szklistej. Trzy z nich zostalty wyizolowane i wstepnie scharakteryzowane.
Autorzy (244) proponujg oznakowanie podjednostek tych ,,nowych” typow
kolagenu symbolami la, 2a, 3a. Ro6znig sie one istotnie sktadem amino-
kwasowym od kolagenu innych typow.

Obecnos¢ dodatkowych, dotychczas blizej nie okre$lonych, typéw kola-
genu wykazano ponadto w chrzastce ptakow (245) oraz w embrionalnej
chrzastce jagnigt (246).

Furuto i Miller (190) wyizolowali z tozyska ludzkiego biatko
kolagenowe, ztozone z tafcuchéw o masie czasteczkowej okoto 40 000 dal-
tondw, bogate w cysteing, hydroksylizylopochodne glikozydy i zawiera-
jace znaczne ilosci glukozaminy. Ten ostatni sktadnik nie wchodzi w sk#ad
kolagenu innych typow.

Swann i Sotman (247) wyizolowali z ciatka szklistego oka by-
dlecego odmiane kolagenu bardzo przypominajgca kolagen typu II. Pod
dziataniem bromocyjanu biatko to rozpada sie na peptydy podobne do
produktéw uwalnianych z kolagenu wyzej wspomnianego typu. Jednakze
nizsza zawarto$¢ alaniny i zdecydowanie wyzsza zawarto$¢ glukozy i ga-
laktozy sktaniajg do przypuszczen, ze kolagen ciatka szklistego oka nie
jest typowym kolagenem typu Il, lecz stanowi jego odmiane.

Kolageny wyizolowane z nabtoniaka Guerin (248) i widkniakomiesaka
szczurzego, indukowanego przez metylocholantren (249), réznia sie znacz-
nie sktadem aminokwasowym od kolagenu innych typow. Nie jest wy-
kluczone, iz zostang one okreslone jako nowe typy kolagenu.

IX. Fizjopatologiczne aspekty polimorfizmu kolagenu

Wyzej opisane fakty upowazniajg do stwierdzenia, ze kolagen, uwa-
zany do niedawna za biatko jednorodne, o funkcjach podporowych, jest
w istocie dos$¢ zréznicowang grupg biatek. Roznice w skiadzie podjed-
nostkowym i aminokwasowym poszczegélnych typéw kolagenu ilustruja
tabele: 1i 2.
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Obecno$¢ w tkankach wyspecjalizowanych enzymoéw kolagenolitycz-
nych, trawiacych w sposob wybidérczy kolagen okreslonych typéw, skia-
nia do przypuszczen, ze metabolizm poszczeg6lnych kolagendéw regulo-
wany jest przez odrebne mechanizmy. Zmienno$é typéw kolagenu w za-
leznosci od charakteru tkanki pozwala sadzi¢, iz kazdy z opisanych ko-
lagenéw peini w organizmie wyspecjalizowane funkcje. Wspotistnienie
obok siebie pewnych typdw kolagenu, np. I i Ill, badz | i V nasuwa przy-
puszczenie, iz w pewnych sytuacjach kolageny dwu réznych typéw uzu-
petniajg sie nawzajem pod wzgledem funkcjonalnym.

Wykazano, ze naruszenie wzajemnych proporcji pomiedzy pewnymi
typami kolagenu stanowi molekularne podtoze niektérych choréb tkanki
tacznej. Oto przykiady. W letalnej postaci nieprawidtowego kostnienia
(osteogenesis imperjecta) wykazano niedobor kolagenu typu | w stosunku
do kolagenu typu Il (250—253). W jednej z postaci zespotu Ehlersa-Dan-
losa (typ 1V) wykazano brak kolagenu typu 11l (254). Sg podstawy do przy-
puszczen, iz osobnicza sklonno$¢ do powstawania blizn przerostowych
wigze sie z nadmierng biosyntezg kolagenu typu Il (159).

Byé moze dalszy postep badan nad polimorfizmem kolagenu pozwoli
na wyjasnienie/patomechanizmu wielu chordb tkanki tgcznej.

Zaakceptowano do druku 22.03.1982
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l. Wstep

Karotenoidy wystepuja obok chlorofilow w komorkach wszystkich
fotoautotrofow. Do tej pory do$¢ doktadnie poznano budowe chemiczng

* Mgr, *) Prof, dr hab., Zaktad Biochemii Ro$lin, Instytut Biologii Moleku-
larnej UJ, Al. Mickiewicza 3, 31-120, Krakéw.
Uzywane skroty: PSI —fotouktad I; PS Il —fotouktad 1lI; LHC —kompleks
chlorofil a/b-biatko zbierajacy energie Swietlna (ang. light-harvesting chlorophyll
alb protein complex); Chi —chlorofil; BChl —bakteriochlorofil (obok skr6tu poda-
wane jest potozenie (w nm) gtdwnego pasma absorpcji barwnika w zakresie pro-
mieniowania dtugofalowego); P700 — forma chlorofilu a wystepujgca w centrum
reakcji PSI; P680 —forma chlorofilu a wystepujgca w centrum reakcji PS II;
P800, P870 —formy bakteriochlorofilu; T —wzbudzony stan trypletowy karotenoi-
déw (Kar) lub barwnikéw chlorofilowych
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i najwazniejsze wiasciwosci fizyko-chemiczne wiekszosSci naturalnych
karotenoidéw natomiast wciaz ograniczona jest nasza wiedza na temat
ich wystepowania w btonach tylakoidow oraz roli w procesie fotosyntezy.
Stwierdzono, ze in vivo karotenoidy wykazujg nieco inne witasciwosci
fizyko-chemiczne niz in vitro, np. in vivo gidwne pasma absorpcji w za-
kresie promieniowania widzialnego sg przesuniete o kilkanascie nm w kie-
runku fal dtuzszych w stosunku do analogicznych pasm absorpcji barwni-
kéw w rozpuszczalnikach organicznych (4, 5 6). Wynika to zapewne
ze specyficznego oddziatywania otoczenia na czasteczki karotenoiddéw.
Informacje na temat charakteru tego oddziatywania usituje sie uzyskaé
w badaniach prowadzonych za pomocg réznych technik, m.in. spektrofoto-
metrii absorpcyjnej w zakresie Swiatla widzialnego lub podczerwieni,
spektrofotometrii btyskowej (nano- i pikosekundowej), spektrometrii ma-
sowej, spektroskopii Ramana, *H i 1 jadrowego rezonansu paramagne-
tycznego i mikroskopii fotoelektronowej. Wiele waznych informacji uzy-
skano rowniez z pomiarow' dyspersji optycznej, dichroizmu liniowego
i dichroizmu kotowego. Najwieksze znaczenie w tego typu pracach maja
jednak metody spektroskopowe.

W niniejszym artykule starano sie dokonaé przegladu najwazniejszych
wynikow badan nad wiasciwosciami, naturg i rolg karotenoidéw in vivo.

Il. Ogodlna charakterystyka karotenoidéw wyizolowanych
z chloroplastow i chromatoforéw

Wprowadzenie do badan chromatografii adsorpcyjnej (kolumnowej
i cienkowarstwowej), oraz cieczowej wysokoci$nieniowej doprowadzito
do wydzielenia z materiatu roslinnego ponad 400 réznych karotenoidéw
{1, 7, 8). Niektore z tych barwnikéw lub produkty ich przemian gromadza
sie takze w chromoplastach lub kulach ttluszczowych w organach pozba-
wionych zdolnosci do fosfosyntezy (np. owoce, ptatki kwiatow). Zwykle
kilka ré6znych karotenoidéw wystepuje w komdrkach poszczegdlnych grup
roslin (Tabl. 1). Na przyktad z chloroplastéw roslin wyzszych wyizolo-
wano /"-karoten (Ryc. 1, 1), luteine (Il), wiolaksantyne (IIl), neoksanty-
ne (IV), zeaksantyne (V) i kilka innych w ilosciach $ladowych. Z ko-
madrek bakterii fotoautotroficznych wydzielono okoto 80 réznych karo-
tenoidow (9).

Do karotenoidow zalicza sie karoteny (weglowodory) i ksantofile za-
wierajgce tlen w postaci jednej lub kilku grup hydroksylowych (np. ze-
aksantyna, rodopina), metoksylowych (np. spirilloksantyna, VI), epoksydo-

* Peiny przeglad piSmiennictwa na temat chemii karotenoidéw zostat przed-
stawiony w ostatnich latach w Kkilku artykutach opublikowanych w pracach zbio-
rowych pod redakcjg Islera (1), Goodwina (2), oraz w monografii Good-
wina (3.
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Tabela 1
Przykiady karotenoidéw wystepujacych w réznych roélinach (opracowano na podstawie 2, 9, 175).

Rodliny wyzsze

i paprotniki
Chlorophyta
Rhodophyta
Chrysophyta
Phaeophyta
Pyrrophyta
(Dinophycea)
Cryptophyta
Euglenophyta
Cyanophyta
Fotoautotrofy
| bakteryjne

Mszaki

a-karoten
/J-karoten
y-karoten
e-karoten

Luteina
Wiolaksantyna
Neoksantyna
Anteraksantyna
Zeaksantyna
[?-kryptoksantyna
a-kryptoksantyna
Rodoksantyna b b
2-hydroksy-j8-karoten
2-hydroksy-a-karoten

Loroksantyna

Pirenoksantyna '
Syfonaksantyna

Diadinoksantyna

Diatoksantyna

Waucheriaksantyna

Fukoksantyna

Dinoksantyna

Perydynina a

Alloksantyna a
Krokoksantyna b
Monadoksantyna b
Heteroksantyna a a
Astaksantyna
Echinenon b
Izokryptoksantyna

Mutatochrom

Myksoksantofil

Okenon

Rodopinal

Lykopenal

Sferoidenon

Sferoiden

Spirilloksantyna

Rodopina
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a — wystepuje w duzych ilo$ciach lub we wszystkich gatunkach danej grupy
b — wystepuje w ilo$ciach $ladowych lub tylko w niektérych gatunkach danej grupy

11 Postepy Biochemii 3/82
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Ryc. 1. Struktura chemiczna niektérych karotenoidow.
| — -/?-karoten (/?/?-karoten); Il — luteina (/S,E-karoten-3,3’-diol); 11l — wiolaksantyna (5,6,5",6™
diepoksy-5,6,56-tetrahydro-/?,/?karoten-3,3’-diol); 1V — neoksantyna (56-epoksy-6,7-didehydro-
-5,6,57,6"-tetrahydro-/?,/?-karoten-3,5,3"-triol); V — zeaksantyna (/ff./ff-karoten-S.S’-diol); VI — spiryllo-
ksantyna (I,I’-dimetoksy-3,4,3",4’-tetradehydro-1,2,r,2-tetrahydro-y>,v>-karoteii); VIl — 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);
VIl — alloksantyna (7,8,7°,8-tetradehydro-/?,/S-karoten-3,3’-diol); IX — perydynina (5%6-epoksy-

3,5,3-trihydroksy-6,7-dt-dehydro-5,6,5",6"-tetrahydro-10,11,20-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) aldehydowych (np. likopenal). Najczesciej
omawiane barwniki majg typowa strukture tetraterpenow (C4), czyli
w ich budowie mozna dopatrze¢ sie 8 reszt izoprenowych (Ryc. 2, X).
Szkielet czasteczki karotenoidéw C4 jako cato$¢ jest zwykle strukturg
symetryczna.

cw3

I
ch2=ch-c=ch?2

X

Xl

Ryc. 2. Struktura chemiczna izoprenu (X) i likopenu (XI).

Formalnie za prototyp karotenoidéw uwaza sie likopen (3), zwigzek
acykliczny zawierajagcy system sprzezonych podwdjnych wigzan (XI).
W ciagu ewolucji jedna lub obie potowy czasteczki likopenu mogty ulec
okreslonym zmianom, tzn. uwodorowaniu, odwodorowaniu, cyklizacji,
utlenieniu, wewnetrznej przebudowie (w wyniku czego nastgpito prze-
suniecie podwdjnych wigzan i potozenie grup metylowych) i to w rezul-
tacie mogto przyczynié sie do powstania wystepujacych dzi§ w naturze
karotenoidow. Przyjmuje sie réwniez, ze w niektérych przypadkach
czgsteczka zwigzku macierzystego ulegta wydiuzeniu co doprowadzito do
powstania karotenoidow C4b i CH. Nie oznacza to jednak, ze likopen jest
metabolitem posSrednim w biosyntezie wszystkich karotenoidéw (10).

W bitonach tylakoidéw roélin wyzszych i glonéw wystepuja gtéwnie
karotenoidy C40; zawierajg one na og6t dwa pierscienie oraz 11 lub mniej
podwojnych wigzan w uktadzie sprzezonym (Ryc. 1). Rzadziej w ro$linach
nalezagcych do tych grup spotyka sie karotenoidy acykliczne lub zawie-
rajace tylko jeden uktad pierscieniowy. W niektérych z nich, poza syste-
mem sprzezonych podwojnych wigzan, wystepuja takze wiazania alleno-
we (np. neoksantyna (IV), fukoksantyna (VII)) lub acetylenowe (np. allo-
ksantyna (VIII), diatoksantyna, diadinoksantyna).

Karotenoidy wystepujace w komorkach bakteryjnych posiadaja na
ogot strukture alifatyczng (9, 11), cho¢ znaleziono réwniez takie, w kté-
rych jest obecny jeden lub dwa pier$cienie aromatyczne (np. okenon (12)),
lub jononu (np. /~-karoten, echinenon (13, 14)). W karotenoidach chroma-
toforow bakteryjnych wystepujg podwdjne wigzania 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 wykryto w nich wigzan allenowych i acetylenowych, a takze epoksy-
dow i furanoksydow. Nie spotyka sie u bakterii fotoautotroficznych réw-
niez karotenoidow C4i C3 (7, 9).

u*



336 E. WELOCH, ST. WIECKOWSKI [6]

Na ogdt karotenoidy izolowane sg ze struktur lamellarnych w postaci
wolnej, co oznacza, ze in vivo nie tworzg one trwatych potgczen che-
micznych z innymi zwigzkami. Jedynie w Kilku przypadkach udato sie
wyizolowa¢ odpowiednie glikozydy lub estry. Na przyktad w sinicach
wystepuje myksoksantofil, ktory jest 2-0-ramnozydem myksolu (15, 16).
Natomiast glony nalezace do Derbesidales, Cadiales i kilku innych grup
zawierajg $ladowe ilosci syfoneiny, czyli estru wyzszych kwasow ttuszczo-
wych i syfonoksantyny (17). Rowniez z niektérych szczepow bakterii
Rhodopseudomonas acidophila wyizolowano glikozydy pewnych karo-
tenoidéw, np. /9-glukozylorodopine (18, 19). Dyskutowane sg réwniez
potaczenia karotenoidow z biatkami (patrz str. 339).

I11. Lokalizacja karotenoidéow

Do tej pory uzyskano wiele danych na temat skiadu chemicznego
bton tylakoidéw i zachodzacych tam ciggéw reakcji. Uzyskano rdwniez
pewne informacje na temat przestrzennego rozmieszczenia karotenoidéw
w strukturach lamellarnych chloroplastow. Na przyktad stosujgc techniki
immunologiczne wykazano, ze cze$¢ czasteczek luteiny, wiolaksantyny
i neoksantyny kontaktuje sie z zewnetrzng powierzchnig btony, gdyz do-
danie specyficznych przeciwciat wywotuje aglutynacje ,nieotwartych”
tylakoidoéw (20, 21, 22). Poréwnujac widma liniowego dichroizmu z wid-
mami absorpcyjnymi w obszarze 450-540 nm niektdrzy badacze (23, 24)
doszli do wniosku, ze czgsteczki omawianych barwnikéw sg odpowiednio
zorientowane w btonie. Wedtug danych Reich i wsp. (25 kat na-
chylenia dtuzszej osi czasteczki w stosunku do ptaszczyzny btony wynosi
okoto 16°. Wyniki innych badan wskazujg jednak, ze nie wszystkie karo-
tenoidy sa w jednakowy sposob uporzgdkowane (26). Nalezy jeszcze do-
da¢, ze przypuszczalnie nie sg one rozmieszczone w sposob homogenny,
lecz tworza nietrwate kompleksy z globulami biatkowymi i chloro-
filem.

Z licznych badan wynika, ze lamelle stromy sa wzbogacone w karo-
teny, natomiast wzglednie wiecej barwnikow ksantofilowych znajduje sie
w lamellach gran (27, 28, 29), co zapewne tgczy sie z nierbwnomiernym
rozmieszczeniem obu fotouktadéw: PS Il ma dominowa¢ w lamellach
gran, natomiast PS | wystepuje zarowno w lamellach gran jak i la-
mellach stromy.

Traktujac wyizolowane biony tylakoidéw digitoning, Tritonem X-100,
siarczanem dodecylu sodu lub innym detergentem, a nastepnie stosujac
wirowanie réznicowe lub inne techniki rozdziatu (np. elektroforeze w ze-
lu poliakryloamidowym) wyodrebniono kilka typdw czastek subchloro-
plastowych, przy czym jedne z nich byly wzbogacone w centra reakcji,
natomiast inne — w barwniki anten energetycznych lub LHC. Wykazano
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dalej, ze skilad karotenoidowy wyodrebnionych czastek jest rdézny, np.
we frakcji wzbogaconej w LHC dominujg ksantofile (31), natomiast
/"-karotenu jest wzglednie wiecej we frakcjach wzbogaconych w anteny
energetyczne PS | lub PS Il (32, 33), wzglednie w centra reakcji PS I
(34, 35, 36) lub PS Il (37) *J. Sugeruje sie nawet interakcje pomiedzy /?-ka-
rotenem a chlorofilem a w centrach reakcji PS | roslin wyzszych i glonéw
(38, 39).

W centrach reakcji fotochemicznych bakterii wykryto rézne karote-
noidy, np. z centréw reakcji Rhodopseudomonas viridis wyizolowano di-
hydrolikopen (40), z Rhodopseudomonas sphaeroides szczep 2.4.1— sfe-
roiden (42), a z Rhodopseudomonas sphaeroides szczep Ga — chloroksan-
tyne (42). Dotychczas nie wykryto karotenoidéw w centrach reakcji jedy-
nie w kilku badanych przypadkach m.in. u mutanta Rhodopseudomonas
sphaeroides R 26 (43, 44).

W skiad kazdego centrum reakcji fotoautotroficznych bakterii wcho-
dza: jedna czasteczka karotenoidu, cztery czasteczki bakteriochlorofilu,
dwie czasteczki bakteriofeofityny, trzy tancuchy peptydowe, jeden atom
zelaza i jedna lub dwie czasteczki ubichinonu (42, 43, 44). Z niektdrych
danych doswiadczalnych wynika jednak, ze przynajmniej pewne foto-
autotrofy bakteryjne (np. Rhodospirillum rubrum) zawierajg wiecej niz
jeden typ centrow reakcji (45).

Okreslono dos$¢ doktadnie takze skiad karotenoidowy anten energe-
tycznych bakterii. Na przyktad z Rhodopseudomonas sphaeroides wy-
izolowano jednostki stanowigce kompleksy barwnik-biatko, ktére ozna-
czono jako B800-850 i B875 (46, 47); kazdy kompleks B800-850 ztozony
jest z dwéch polipeptydow, trzech czasteczek bakteriochlorofilu (jednej
czasteczki BChIl 800 i dwoch czasteczek BChl 850) i jednej czasteczki ka-
rotenoidu, natomiast w drugim przypadku z dwoma peptydami zwigzane
sg dwie czasteczki bakteriochlorofilu i dwie czasteczki karotenoidéw (49).
Czasteczki poszczegdblnych barwnikéw sg odpowiednio zorientowane w sto-
sunku do siebie, np. wykazano, ze kat pomiedzy diuzszg osig czasteczki
karotenoidu a momentem przejscia elektronowego Qy bakteriochloro-
filu jest wiekszy niz 70° (50). Dwa kompleksy (B800-850 i B870) wyizolo-
wano takze z Rhodopseudomonas capsulata (51). W skiad B800-850 wcho-

* W fotosyntetycznym tancuchu transportu elektrondw uczestnicza m.in. zespoty
barwnikow wchodzace w skitad centrow reakcji lub anten energetycznych. W chro-
matoforach bakterii fotoautotroficznych z kazdym tancuchem transportu elektro-
now zwigzany jest jeden taki zesp6t barwnikdéw, przy czym na jedno centrum
reakcji przypada 40-200 czasteczek bakteriochlorofilu i nieco mniej karotenoidéw
(30), natomiast w glonach i ro$linach wyzszych wystepuja zespoty tworzace foto-
uktad I, fotouktad Il i LHC. Energia $wietlna zabsorbowana przez barwniki wcho-
dzace w skiad anten energetycznych i LHC przekazywana jest na centra reakcji
PS1 lub PSII. W przypadku glonéw i roslin wyzszych na jedno centrum reakcji
PS | przypada okoto 400 czasteczek chlorofilu i kilkakrotnie mniej czasteczek
karotenoidow.
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dza trzy peptydy o ciezarach czasteczkowych 14 000, 10 000 i 8000 (52);
karotenoidy majg by¢ zwigzane tylko z polipeptydem o ciezarze czastecz-
kowym 8000 (52, 53).

Rozpuszczalny w wodzie kompleks zbierajgcy energie wyizolowano
réwniez z glonéw nalezagcych do Dinoflagellata (Glenodinium sp., Gony-
aulax polyedra, Amphidinium crynocephaleum). W tym przypadku na
jedng czasteczke biatka (o ciezarze czgsteczkowym 30 000-35 000) przypa-
dajg cztery czgsteczki perydyniny (I1X) i jedna czgsteczka chlorofilu a (54,
55). Na podstawie wynikéw analizy widma absorpcyjnego, widma di-
chroizmu kotowego i polaryzacji fluorescencji zaproponowano model uto-
zenia barwnikéw w kompleksie (56, 57, 58); czasteczki perydyniny maja
wystepowa¢ w postaci dimeréw symetrycznie utozonych w stosunku do
czasteczki chlorofilu (Ryc. 3). Caty taki agregat znajduje sie w szczelinie
biatka globularnego, ktére jest zarazem odpowiedzialne za utrzymanie
kompleksu barwnikowego w stanie fotochemicznie aktywnym, gdyz de-
naturacja prowadzi do zahamowania przekazywania energii wzbudzenia
elektronowego z perydyniny na chlorofil a (59).

Wpcigz ograniczone sg nasze wiadomos$ci na temat sposobu powigza-
nia karotenoidéw ze skitadnikami najblizszego otoczenia zar6bwno w cen-
trach reakcji jak réwniez w antenach energetycznych i LHC. Z analizy
widma CD wynika, ze otoczenie karotenoidow w centrach reakcji rézni
sie od otoczenia tych barwnikdw w antenach energetycznych. Do tej pory
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Ryc. 3. Topografia barwnikéw fotosyntetycznych w kompleksie perydynina-chlo-
rofil-biatko (wg. 58, 59).
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nie uzyskano jednak szczeg6towszych informacji na ten temat. Widma
Ramana wskazuja, ze w antenach energetycznych karotenoidy wyste-
puja w konformacji catlkowicie trans, natomiast w centrach reakcji —
jako mono- (60) lub di-cis (61); formy cis sg nietrwate i podczas izolacji
ulegaja przeksztatceniu w forme catkowicie trans (62). Wprowadzenie
karotenoidow do centréw reakcji bezkarotenoidowego mutanta Rhodospi-
rillum rubrum (szczep G9) wywotywato efekt hyperchromowy w widmie
absorpcyjnym P800 i przesuniecie batochromowe — w widmie P870 (60).
Przypuszczalnie wprowadzone karotenoidy oddziatywujg bezposrednio
z czgsteczkami bakteriochlorofilu lub indukujg zmiany konformacyjne
w biatkach, z ktérymi powigzane sg odpowiednie formy bakteriochloro-
filu. Nalezy dodaé, ze podczas wprowadzania do centréw reakcji karo-
tenoidy ulegajg izomeryzacji do form cis (61); formy cis zapewne tatwiej
sg wbhudowywane w hydrofobowe szczeliny biatka.

IV. Karotenoproteiny

Wielu badaczy uwaza, ze karotenoidy in vivo sg niekowalencyjnie po-
wigzane z odpowiednimi biatkami hydrofobowymi (34, 63, 64, 65). Takie
kompleksy wyizolowano dotychczas tylko z niektérych organizmoéw zwie-
rzecych i roslinnych. Na przyktad krustacyjanine, potaczenie astaksanty-
ny z biatkiem, wyizolowano z homara (66, 67) i z6twia (68). Wystepujaca
w jajach zoétwia owowerdyna jest potgczeniem astaksantyny z lipoprotei-
nami (69). Kompleksy luteiny i kantaksantyny z biatkiem wystepujg w po-
zachloroplastowych globulach w cystach glonu Protosiphon botryoides
(70). Ponadto karotenoproteiny wyizolowano z plamki ocznej Euglena
gracilis (71) i z komérek Scenedesmus obliquns (72). Do tej pory nie
poznano jednak natury wigzan pomiedzy chromoforem a biatkiem w wy-
zej wymienionych przykiadach.

Czynione sg réwniez proby wyizolowania komplekséw karotenoid-biat-
ko z bton tylakoidéw. Na przyktad Nishimura i Takamatsu (73)
uzyskali taki kompleks stosujgc selektywng ekstrakcje acetonowym roz-
tworem wodorotlenku amonu. Otrzymane w ten sposéb frakcje czastek
subchloroplastowych o $rednicy 26 nm i ciezarze czgsteczkowym 5,7—
8,3 X 107 (74) zawieraty karoten w ilosci okoto 2°/o w przeliczeniu na suchg
mase (73). Kompleksy te wykazywaty charakterystyczne widmo absorp-
cyjne z gtdbwnymi pasmami absorpcji przy 460, 496 i 537 nm, co ozna-
cza, ze pasma te byty przesuniete o okoto 50 nm w kierunku fal diuz-
szych w poréwnaniu z analogicznymi pasmami absorpcji karotenu w roz-
tworze eteru. Zdaniem Nishimura i Takamatsu (73) tylko oko-
to 1% karotenu wystepuje in vivo w postaci takiego kompleksu i dlatego
jest on trudno wykrywalny. lIstnieja sugestie, iz moze to by¢ ~-karoten
wchodzacy w skitad centréow reakcji (75).
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Podobny kompleks /?-karoten-biatko wyizolowali réwniez Vernon
i wsp. (29) z chloroplastéw szpinaku traktowanych roztworem Tritonu
X-100. Jednakze z pdzniejszych badan wynika (76), ze stosujac chromato-
grafie na DEAE celulozie, zamiast wirowania roznicowego, z chloropla-
stow, traktowanych roztworem Tritonu X-100 mozna wyizolowac¢ frak-
cje "-karotenu o identycznych wiasnosciach spektralnych do opisanego
wczesniej kompleksu /?-karoten-biatko. W kompleksie takim stosunek
barwnika do biatka jest mniej wiecej 10-krotnie nizszy niz wynikatoby
to z danych opublikowanych przez Vernona i wsp. (29). Przypuszczal-
nie mamy tutaj do czynienia nie z kompleksem karoten-biatko lecz
z okre$lonym rodzajem agregatéw /"-karotenu. Préby otrzymania takich
agregatow in vitro jak dotychczas nie powiodty sie (76).

V. Elektrochromizm karotenoidéw in vivo

Po raz pierwszy Duysens (77) stwierdzit, ze oSwietlenie Swiatiem
btyskowym aktywnych fotochemicznie chloroplastow prowadzi do zmian
w widmie absorpcyjnym barwnikéw fotosyntetycznych. Wykazano pdéz-
niej. ze jest to elektrochromizm (78, 79, 80), gdyz wytwarzane pod wpty-
wem S$wiatta pole elektryczne w poprzek btony tylakoidu wywotuje zmia-
ny w widmie absorpcyjnym barwnikéw (81, 82, 83, 84, 85). Zjawisko elek-
trochromizmu dotyczy zar6wno karotenoidéw jak rowniez barwnikéw
chlorofilowych (81, 82, 83, 86, 87, 88), przy czym giéwne zmiany ab-
sorpcji w pasmie 515-520 nm1t) (Ryc. 4) sg zwigzane przede wszystkim
ze zmianami w widmie absorpcyjnym karotenoidéw (94, 95, 96), lub kom-
pleksu ksantofil-chlorofil b np. luteina-chlorofil b **¥) (92, 93). Zjawisko
elektrochromizmu obserwuje sie nie tylko w przypadku chloroplastéw
roslin wyzszych, ale takze w chloroplastach glonéw (87) i chromatoforow
bakterii (97, 98, 99, 100, 101). Wykazano rowniez, ze tylko barwniki na-
lezace do okreslonych pul moga podlegaé temu procesowi (100, 97);
w przypadku bakterii maja to by¢ karotenoidy zwigzane z kompleksem
B800-850 (101, 102).

Teoretycznie wielko$¢ elektrochromizmu jest proporcjonalna do wiel-
koSci momentéw dipolowych (dipoli statych i indukowanych) czasteczek
i do wielkosci pola elektrycznego (103, 104, 105). W przypadku barwni-
kéw fotosyntetycznych in vivo wielko$¢ ta zalezy takze od efektywnosci
rozdziatu tadunkéw elektrycznych w centrach reakcji, efektywnosci trans-
portu elektronéw, natezenia przeptywu protonéw odpowiedzialnych za
fotofosforylacje i od natezenia przeptywu jonow przez bitone tylakoidu

* Zmianom absorpcji w pasmie okoto 515 nm towarzyszy przesuniecie tego
pasma o 7-10 nm w kierunku diuzszych fal (89, 90, 91, 92, 93).

**) Barwniki, ktérych widmo ulega zmianie podczas btyskéw Swietinych w pas-
mie 515-520 nm oznacza sie czasem symbolem P515.
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Ryc. 4. A. Indukowane S$wiattem zmiany w widmie absorpcyjnym wyizolowanych'
chloroplastow, B. Elektrochromizm wyizolowanych barwnikéw fotosyntetycznych:

. chlorofil a, chlorofil b, ------- karotenoidy, ---------- suma wszystkich barw-
nikéw (wg. 96).

(106, 107, 108, 85). Dlatego tez kinetyka powstawania i zaniku zmian
w widmie absorpcyjnym zalezy od obecnosci jonoforéw (np. gramicydyna,
walinomycyna), inhibitoréw transportu elektronow (np. 3-(3,4-dichloro-
fenylo)-1,I-dimetylomocznik), niektérych jonéw (np. K+, Cl-) wzglednie
czynnik6w rozsprzegajacych fosforylacje np. karbonylocyjanek p-trichlo-
rometaksyfenylphydrazonu (81, 109, 110, 111, 112).

Mechanizm oddziatywania pola elektrycznego na barwniki fotosyn-
tetyczne w btonach tylakoidéw nie zostat jeszcze wyjasniony. Jedna z hi-
potez (113) zaktada, ze rozdziat tadunkéw w centrach reakcji indukuje
zmiany konformacyjne w sktadnikach lipidowo-biatkowych btony, co pro-
wadzi do zmian we wzajemnych orientacjach zjonizowanych grup i przez
to kompleks P515 zostaje eksponowany na dziatanie powstajgcego pola
elektrycznego.

Zmiany absorpcji w pasSmie okoto 515 nm zacfiodzg zardwno w przy-
padku o$wietlania chloroplastow S$wiatlem absorbowanym przez barwni-
ki PSI jak rowniez PS Il (112, 113, 114, 115); w temperaturze —170°C
zanikajg zmiany absorpcji w pasmie okoto 520 nm indukowane przez $wia-
tto absorbowane przez PSI1 (116).

Jezeli pierwotny akceptor elektronéw PS Il (Q) znajduje sie w for-
mie zredukowanej to zachodzi réwniez wzrost absorpcji w zakresie
515-545 nm na skutek powstawania metastabilnych stanéw trypletowych
karotenoidoéw (patrz dalej). Kinetyka powstawania i zaniku stanéw tryple-
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towych rozni sie jednak od kinetyki zmian spektralnych zwigzanych
z elektrochromizmem i dlatego przeprowadzajagc pomiary spektroskopo-
we mozna te zjawiska odrozni¢ od siebie (117, 118).

V1. Rola karotenoidow w procesie fotosyntezy

Wyniki dotychczasowych badah wskazujg, ze karotenoidy wystepu-
jace w btonach tylakoidéw petnig kilka funkcji: uczestniczg w absorpcji
energii Swietlnej i przekazywaniu jej na putapki energetyczne (centra
reakcji), ochraniajg barwniki chlorofilowe przed fotooksydacjg, uczest-
nicza w normalnym funkcjonowaniu centréw reakcji i przypuszczalnie
czynne sg jeszcze w kilku innych procesach.

Od dos¢ dawna wiadomo, ze energia Swietlna absorbowana przez
karotenoidy jest wykorzystywana w procesie fotosyntezy. Goedheer
<6, 119), jako jeden z pierwszych wykazal, ze w komérkach glonéw i roélin
wyzszych przekazywanie energii z karotenu na chlorofil a odbywa sie
z wydajnos$cig prawie 100%, natomiast na ogdt ze znacznie mniejszg wy-
dajnoscig — z barwnikow ksantofilowych na chlorofil a. W komérkach
niektérych glonéw, np. Synechococcus cedrorum, Porphyridium cruen-
tum, przekazywanie energii wzbudzenia elektronowego z barwnikéw ksan-
tofilowych na chlorofile jest tak mate, iz jest ono niewykrywalne za
pomocg standardowych metod spektroskopowych.

Wydajnos$¢ przekazywania energii wzbudzenia elektronowego w ko-
mdrkach fotoautotroféw bakteryjnych zalezy od typu karotenoidu i od
gatunku (wzglednie szczepu) bakterii. Na przyktad przekazywanie energii
ze sferoidyny na bakteriochlorofil u Rhodospirillum rubrum odbywa sie
z wydajnoscig 90%, natomiast ze spirylloksantyny — tylko z okoto 20—
30% (120, 121). Wydajnos$¢ ta zalezy zapewne od odlegtosci czasteczek
akceptora od donora energii oraz od ich wzajemnej orientacji (122).

Przekazywanie energii wzbudzenia elektronowego z karotenoidéw na
chlorofile jest typu singlet-singlet (120, 121).

W piSmiennictwie dyskutowanych jest kilka mozliwych mechanizméw
migracji energii pomiedzy barwnikami fotosyntetycznymi. Jedna z hipo-
tez opiera sie na teorii indukowanego rezonansu Forstera (123).
Wedtug tej teorii efektywnoS$¢ przekazywania energii uzalezniona jest
m.in. od wspétczynnika orientacji czasteczek akceptora w stosunku do
donora, odlegtoSci pomiedzy akceptorem a donorem, stopnia nakladania
sie widma fluorescencyjnego donora z widmem absorpcyjnym akceptora
oraz od wydajnosci kwantowej fluorescencji donora. W btonach tylakoi-
dow wystepujg optymalne warunki do efektywnego przekazywania energii
wzbudzenia elektronowego na drodze indukowanego rezonansu pomie-
dzy czasteczkami chlorofilu. Natomiast przekazywanie energii z karo-
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tenoidow na chlorofile odbywa sie przypuszczalnie w inny sposob (124,
125), miedzy innymi dlatego, iz karotenoidy nie wykazujg zjawiska fluo-
rescencji. Ponadto bardzo krotki czas zycia pierwszego wzbudzonego
singletu (ponizej pikosekundy) utrudnia migracje energii zgodnie z teo-
rig Forstera (126). Utrudnienie to wystepuje nawet wowczas, gdy
czas zycia wzbudzonych singletéw nieco wydtuzy sie na skutek dimery-
zacji, jak to ma miejsce w przypadku perydyniny (58). Thrash i wsp.
(127) starali sie jednak udowodnié, ze transport energii wzbudzenia elek-
tronowego z karotenu na chlorofil moze odbywaé sie zgodnie z teorig
indukowanego rezonansu z najnizszego (zabronionego) wzbudzonego stanu
singletowego. Niektdérzy badacze uwazajg, iz migracja energii z karo-
tenoidéw na chlorofil wigze sie z transportem ekscytonéw (58) lub (i) bez-
posrednig wymiang elektron6w pomiedzy wzbudzonym stanem donora
a czasteczkg akceptora (125). Wysunieto rowniez poglad (np. 58), ze jezeli
odlegto$¢ pomiedzy donorem (karotenoid) a akceptorem (chlorofil) jest
bardzo mata (okoto 0,3 nm) to wdwczas nalezy traktowaé te dwie cza-
steczki jako jedna ,superczasteczke” i wdwczas zjawiska fizyczne zwig-
zane z pochtonieciem kwantu energii Swietlnej nie stanowig wypadkowej
zjawisk fizycznych zachodzgcych w kazdej z osobna.

Ochronng funkcje karotenoidéw wykazano badajgc wrazliwo$¢ na Swia-
tto widzialne mutantéw pozbawionych tych barwnikéw (Ryc. 5); chloro-
file form zmutowanych byty znacznie bardziej wrazliwe na nieodwra-
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Ryc. 5. Fotoutlenianie (zmiany absorpcji przy 800 nm) bakteriochlorofilu P800
w centrach reakcji dwoéch typédw Rhodospirillum rubrum: WT —typ normalny,
G9 —typ bezkarotenoidowy (G9-N2—pomiary wykonane na typie bezkarotenoido-
wym w atmosferze azotu). Preparat zawierajacy 2,5 "M centréw reakcji, 50 mM
weglanu (pH 10,0) i 0,1% Tritonu X-100 oS$wietlano silnym Swiattem biatym
(wg. 133).
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calne fotoutlenianie niz chlorofile form normalnych (128, 129, 130, 131,

132, 133). Doktadniejsze badania wykazaty, ze w nieobecnosci karotenoi-

dow energia ze wzbudzonego stanu trypletowego czasteczek bakterio-

chlorofilu lub chlorofilu ulega przekazaniu na tlen czgsteczkowy w wy-

niku czego powstaje bardzo aktywny tlen singletowy (134, 135, 136):
BChIT+ 302-» BChl + J02

W obecnosci karotenoidow reakcja nie zachodzi, gdyz barwniki te bardzo
szybko i efektywnie przejmujg energie od BChI' (lub ChIT) a takze od
J0 2 (137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144):

BChIT/ChIT + Kar BChl/Chl/ + KarT

Energia wzbudzonego stanu trypletowego karotenoidu (Karl) ulega bez-
promienistemu rozproszeniu. Stwierdzono, ze potowiczny czas przeno-
szenia energii z BChIT na karotenoidy wynosi okoto 20 ns, tzn. odbywa
sie okoto 1X103razy szybciej niz dezaktywacja BChITprzez & 2 (143).

Stany trypletowe barwnikéw anten energetycznych i LHC powstaja
z wiekszg wydajnosciag wowczas gdy centra reakcji sg ,zajete” tzn. pier-
wotny akceptor elektronow (Q) PS Il wystepuje w formie zredukowa-
nej (118, 143, 145). Wydajno$s¢ kwantowa powstawania stanow trypleto-
wych wynosi zaledwie 0,02 lub mniej (143), co oznacza, ze tylko nieznacz-
na cze$¢ czasteczek w jednostce fotosyntetycznej ulega rownocze$nie tego
typu wzbudzeniu. By¢ moze tylko czasteczki nalezace do okreslonej puli
karotenoidow ulegajg wzglednie tatwo wzbudzeniom do stanow trypleto-
wych. Ponadto czestotliwo$¢ powstawania standéw trypletowych maleje
wraz ze zwiekszaniem sie intensywnosci btyskow Swietlnych (143, 145).
Réwnoczesny spadek wydajnosci fluorescencji BChl (Chi) moze $wiadczy¢
o tym, ze fluorescencja jest wygaszana nie tylko przez centra reakcji po-
zostajace w stanie utlenionym (143, 147, 148, 149, 150), ale takze przez
wzbudzone stany trypletowe barwnikow chlorofilowych i karotenoidow
(151, 152, 153).

Stany trypletowe karotenoidow tworzg sie gtéwnie w PS Il (118, 147,
153, 154), zwiaszcza po zablokowaniu reakcji Hilla za pomocg takich in-
hibitorow jak karbonylocyjanek p-chlorofenylohydrazon, azydek, hydro-
ksylamina (155, 156); w tych warunkach mozna obserwowaé nawet nie-
odwracalne ,bledniecie” barwnikéw karotenoidowych (157, 158, 156).

Rola karotenoidéw wystepujacych w centrach reakcji nie zostata je-
szcze wyjasniona. Sugestia jakoby uczestniczyty one bezposrednio w trans-
porcie elektronéw (159) nie zostata potwierdzona (37, 160, 161).

W przypadku bakterii pochtoniecie kwantu energii Swietlnej wywo-
tuje ostatecznie przemieszczenie tadunku elektrycznego z pierwotnego
donora elektronéw P (dimer bakteriochlorofilu) na pierwotny akceptor |
(bakteriofeofityna), po czym elektron jest przemieszczany na X (kom-
pleks zelazo-ubichinon). Jezeli X utrzymaé w stanie zredukowanym (np.
przez o$wietlenie silnym Swiattem, lub wprowadzenie odpowiedniego



KAROTENOIDY APARATU FOTOSYNTETYCZNEGO 345

egzogennego reduktora) to woweczas nie tylko wydtuza sie czas zycia P +I~,
ale réwniez bakteriochlorofil przechodzi, przynajmniej czesciowo, w wzbu-
dzony stan trypletowy (143). W obecnos$ci karotenoidéw BChIT jest nie-
wykrywalny, natomiast pojawiajg sie wzbudzenia karotenoiddéw do sta-
néw trypletowych (162). Poréwnanie kinetyki redukcji P+ do P i utle-
niania I~ do | z kinetykg powstawania KarTrowniez wskazuje na mozli-
wos$¢ przenoszenia energii z BChlTna Kar w centrach reakcji (163). Z te-
go wynikatoby, ze karotenoidy znajdujgce sie w centrach reakcji petnig
rowniez funkcje ochronne, tzn. przejmujac energie z BChIT uniemozli-
wiajg powstawanie *02. Wykrycie korelacji pomiedzy wbudowywaniem
réoznych karotenoidéw do centrow reakcji bezkarotenoidowego mutanta
Rhodospirillum rubrum a efektywnos$cig transportu energii i efektyw-
noscig fotoprotekcji (Tabl. 1l) moze réwniez stanowi¢ dowo6d na poparcie
tego stwierdzenia.

Tabela 2

Niektére wihasciwosci karotenoidow wprowadzonych do centréw reakcji z Rhodospirillum rubrum
(wg 133)

Karotenoid Stosu_nek Efektywnos¢ Efektywnos’(_’:_
karotenoid/P800 przenoszenia energii fotoprotekcji

/J-karoten 0
Luteina 0 - — \
Spirylloksantyna 12 0,20 1,0
Sferoiden 1,2 0,90 10
Sferoidenon 1,0 0,35 0,2
Chloroksantyna 0,4—15 0,30 04

Prowadzac badania chloroplastéw roélin wyzszych i glonéw stwier-
dzono, ze w centrach reakcji zachodzi nie tylko przekazywanie energii
z Chi' na Kar, ale odbywa sie rdwniez transport energii wzbudzenia elek-
tronowego typu singlet-singlet z /J-karotenu na chlorofil a (38). Nie
obserwuje sie przejscia wzbudzonych standéw singletowych czasteczek
karotenu we wzbudzone stany trypletowe (146). Z tego wynika, ze cza-
steczki karotenu nie tylko chronig P700 i P680 przed fotooksydacjg lecz
rowniez petnig role barwnikéw anten energetycznych. Trzeba jeszcze do-
da¢, ze stany trypletowe (wzbudzone) chlorofilu sg tatwiej wykrywalne
w centrach reakcji PS Il niz PSI (118, 164).

Wyniki badah Searlea i Wesselsa (161) wskazujg, ze usunie-
cie /M-karotenu z centrow reakcji PS | za pomocg rozpuszczalnikéw nie-
polarnych prowadzi do obnizenia natezenia fotoredukcji NADP+. Moze
to wskazywac, iz /5-karoten jest réwniez niezbedny do utrzymania PS |
w stanie wysokiej aktywnosci fotochemicznej.

Rezonansowe przekazywanie energii w centrach reakcji z barwnikéw
chlorofilowych na karotenoidy wymaga aby czasteczki donora i akcep-
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tora byty odpowiednio do siebie utozone; najefektywniej proces ten od-
bywa sie wowczas, gdy diuzsza o$ czasteczki karotenu (w przypadku ros-
lin wyzszych i glonéw) bedzie przebiegata wzdtuz Qy P700. Z analizy wid-
ma wzbudzenia dichroizmu liniowego i polaryzacji fluorescencji w sub-
chloroplastowych czastkach wynika, ze warunek ten jest spetniony in
vivo (36).

Rola karotenoidéw wystepujacych w btonach tylakoidéw nie ograni-
cza sie zapewne do uczestniczenia w procesach pochtaniania kwantéw
energii Swietlnej i przekazywania ich na putapki energetyczne, oraz do
ochrony barwnikdéw chlorofilowych przed fotoutlenianiem. Przypuszczal-
nie uczestniczg one jeszcze w innych, mniej doktadnie zbadanych pro-
cesach. Na przyktad Mengel i wsp. (165) zasugerowali, ze /5-karoten
bierze udziat w przenoszeniu elektrondw w poprzek btony tylakoidu.
Badacze ci obserwowali bowiem stymulowany S$wiattem transport elek-
tronbw w sztucznej podwdjnej btonie lipidowej, do ktdérej wbudowano
rowniez czasteczki chlorofilu i /~-karotenu. Innym przykiadem moze by¢
t.zw. cykl wiolaksantynowy (166, 167, 168). W cyklu tym wiolaksantyna
ulega odwracalnej deepoksydacji do zeaksantyny poprzez anteraksanty-
ne (Ryc. 6); w normalnych warunkach deepoksydacja zachodzi w Swietle,
natomiast epoksydacja moze odbywaé sie réwniez w ciemnosci (169, 170).
Wykazano roéwniez, ze deepoksydacja przebiega po wewnetrznej stronie
btony tylakoidu (171) i jest katalizowana przez specyficzng deepoksydaze

HO A"<DH HCI Vv OH MO fVI OH

wiolaksantyna anteraksantyna zeaksantyna

Ryc. 6. Reakcje cyklu wiolaksantynowego.

(172, 173). Ciezar czasteczkowy tego enzymu wynosi okoto 60 000 (172)
a w jego sktad wchodzi takze monogalaktozylodigliceryd (173). Zwieksze-
nie kwasowosci wewnatrz tylakoidu powoduje podwyzszenie aktywnosci
enzymu; optymalne pH wynosi okoto 5 (174). Proces epoksydacji zeak-
santyny zachodzi po zewnetrznej stronie biony tylakoidu (171) przy
udziale Oz i przypuszczalnie odpowiedniej epoksydazy. Rola cyklu wio-
laksantynowego w procesie fotosyntezy nie zostata do tej pory wyjasnio-
na. Wedtug niektérych badaczy (171) dzieki procesom epoksydacji i de-
epoksydacji odpowiednich karotenoidow ulegajg zmianie wtasciwosci po-
wierzchni bton tylakoidow, co moze mieé¢ znaczenie w procesie regulacji
transportu elektronéw i protondw.

Przedstawione wyzej informacje na temat roli karotenoidéw w proce-
sie fotosyntezy uzyskano gtéwnie dzieki badaniom spektroskopowym wy-
konanym na wyizolowanych chloroplastach (chromatoforach), tylakoidach
lub odpowiednich fragmentach bton tylakoidéw. Nalezy jednak pamietac,
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iz podobne badania prowadzone sg réwniez na uktadach modelowych, tzn.
odpowiednio zbudowanych liposomach, micelach lub sztucznych btonach
lipidowych. Uzyskane w ten sposdb informacje nie zawsze odnoszg sie
jednak do barwnikéw w jednostkach fotosyntetycznych. Z tego tez po-
wodu wyniki badan modelowych nie zostaty uwzglednione w niniejszym
artykule.

Zaakceptowano do druku 22.03.1982
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I. Wprowadzenie

Hydroksymocznik jest prostym organicznym zwigzkiem chemicznym
(NH2ZONHOH, masa czasteczkowa 76) z grupy zwiagzkéw okreslanych
jako alifatyczne kwasy hydroksamowe (1—5). Po raz pierwszy zostat
zsyntetyzowany w 1869 r. a jego efektywnos$¢ w systemach biologicznych
wykazano 59 lat pdzniej, bo dopiero w 1928 r. (5). Cechuje sie wysoka
polarnoscig (5). Zastosowany w stezeniach niskich jest bardziej lipofilny,
za$ w stezeniach wysokich ma charakter bardziej hydrofilny (6).

Dziatanie HU na komérki zaréwno prokariontéw jak i eukariontéw wy-
wotuje hamowanie syntezy DNA. Efekt ten jest wykorzystywany prak-
tycznie w chemioterapii nowotworéw oraz w eksperymentalnych bada-
niach biologicznych i biochemicznych (patrz artykut przegladowy poz. 7).
Ostatnie lata przyniosty jednakze szereg informacji $wiadczgcych o tym,
ze dziatanie HU nie jest ani tak selektywne, ani tak dobrze poznane,
jak to sie pierwotnie wydawato. Tak wiec peine wyjasnienie mecha-
nizmoéw i skutkéw jego dziatania wymaga jeszcze dalszego opracowania.

Il. Efekty molekularne

11-1. Reduktaza rybonukleotydéw jako enzym docelowy

Wedlug wielu dobrze udokumentowanych badan HU hamuje synteze
DNA poprzez hamowanie aktywnos$ci enzymu reduktazy rybonukleoty-
dowej (8—19). Enzym ten katalizuje zastapienie grup OH w pozycji
2’ rybozy przez atom wodoru z NADPH jako donoru (20, 21). Opisano
dwie formy reduktaz rybonukleotydowych (12, 20, 21): dwufosforandw
rybonukleozydow (E.C.I.17.4.1) obecng w E. coli, drozdzach i organizmach
wielokomoérkowych oraz trojfosforandw rybonukleozydéw (E.C.1.17.4.2)
wystepujacg w Lactobacillus leihmanii i w niektéorych innych mikro-
organizmach.

Pierwsza forma sktada sie z dwu nieidentycznych a komplementarnych
podjednostek, z ktérych jedna zawiera dwa zwigzane atomy zelaza i rod-
nik tyrozylowy jako cze$¢ taricucha polipeptydowego. W E. coli sg to dwa
rozpuszczalne biatka Bl i B2, wystepujace w stosunku stechiometrycz-
nym 1:1, Bl = 160000 i B2 = 78 000. Biatko B2 o spektrum 350-420 nm
cechuje sie ponadto obecnoscig 2Fe+3 zwigzanych niehemowo (10, 21—23).
Enzym z komoédrek ssakéw (grasicy cielecej) skiada sie z podjednostek
okresSlanych jako MI = 84 000, ktérej forma natywna zachowuje sie
w warunkach doswiadczalnych jak bialko monomeryczne, i M2 = 58 000,
wykazujagca cechy oligomeru i spectrum absorpcyjne 404 nm (24, 25).
Prawdopodobnie podjednostki MI i M2 nie wystepujg w stosunku ste-
chiometrycznym (25). Komplementarno$¢ obu podjednostek jest warun-
kiem aktywnosci enzymatycznej tak w E. coli jak i w grasicy (23, 24).
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Druga forma reduktazy, wymagajgca koenzymu w postaci kobamidu,
jest biatkiem monomerycznym o ciezarze czgsteczkowym 76 000, z adeno-
zylkobalaming jako dysocjujagcym kofaktorem (12, 20, 21). Kazda z obu
form tworzy system sktadajacy sie z trzech biatek enzymatycznych: reduk-
tazy rybonukleotydowej (E.C.1.17.4.1. lub E.C.1.17.4.2)), tioredoksyny oraz
reduktazy tioredoksynowej (E.C.1.6.4.5.) (20, 21). Jest to raczej system
funkcjonalny niz jednostka strukturalna. Oba wymienione enzymy allo-
sterycznie reguluja formowanie sie dezoksyrybonukleotydéw z odpo-
wiednich rybonukleotydow (15, 21) i w ten sposob limituja synteze
DNA.

Obecno$¢ HU powodowata hamowanie aktywnos$ci zar6wno oczyszczo-
nego enzymu z E. coli (10) jak i aktywnos$ci enzymatycznej w wyciggach
komérek ssakéw (14). Hamowanie byto odwracalne pod nieobecno$¢ HU
(8—11). Badania in vitro z uzyciem enzyméw z E. coli, Lactobacillus
leihmanii i watrobiaka Novikoffa wykazaty, ze HU powodowat hamowanie
redukcji rybonukleotydéw przez enzymy E. coli (9—12) i watrobiaka
Novikoffa (12—14). Nie mial natomiast wptywu na reakcje katalizowang
przez enzym z Lactobacillus leihmanii (12), ktéry redukuje trojfosforany
rybonukleozydow i jest biatkiem monomerycznym.

Dziatanie HU jest specyficzne wobec biatka B2 systemu reduktazy
dwufosforanéw rybonukleozydéw (10, 17, 21), co stwierdzono stosujac
MUC-HU. Nastepuje przy tym nieodwracalna inaktywacja biatka B2 zwig-
zanego z HU (10, 11). W medium bez HU nastepuje rekonstytucja biatka
B2 z apoproteiny B2 i Fe+2, co obserwuje sie tylko w obecnos$ci tlenu.
Powstaty w wyniku utlenienia jon Fe+S jest niezbedny do pierwotnego
uksztattowania sie centrum aktywnego enzymu (23). W przeciwienstwie
do biatka B2 enzymu z E. coli, biatko M2 enzymu z grasicy cielecej
jest in vitro odwracalnie inaktywowane przez HU (24). Na podstawie
wynikow badan oczyszczonej reduktazy rybonukleotydowej z watrobiaka
szczura przypuszcza sie, ze dziatanie HU polega na odwracalnym wigza-
niu wolnego jonu zelazowego podjednostki M2 (14). Podobne wyniki uzy-
skano w transformantach E. coli fagiem T4. W tym przypadku jednak
dodatkowym dziataniem HU byto uszkodzenie wolnego rodnika w za-
wierajacej zelazo podjednostce B2, co prawdopodobnie powodowato jej
nieodwracalne uszkodzenie (17).

Jak juz wspomniano, HU nalezy do pierwszorzedowych alifatycznych
kwaséw hydroksamowych, ktdre charakteryzujg sie dzialaniem poprzez
wigzanie wolnego jonu zelazowego. Mogg one powodowaé wzrost eks-
krecji jonu zelazowego poniewaz sg silnymi czynnikami chelatujgcymi
(1, 3, 26, 27). Zdolnos$¢ chelatowania stanowi wiec wiasciwos¢ HU typowa
dla tej grupy zwigzkow.

Poréwnanie wptywu 'HU na aktywnos$¢ reduktazowg enzymu E. coli
dla ADP, GDP, CDP i UDP wykazato wieksza wrazliwo$¢ aktywnosci
reduktazowej dla CDP i ADP niz dla GDP i UDP (15). Wynik ten na-
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suwat przypuszczenie, ze przynajmniej w E. coli dzialaja dwa nieza-
lezne systemy redukcji rybonukleotyddéw. Przypuszczenie takie byto jed-
nak sprzeczne z wynikami wczes$niejszych badan wykazujgcych dziatanie
w komérkach prokariotéw tylko jednego systemu redukcji rybonukleoty-
déw (16). Za dziataniem tylko jednego systemu redukcji przemawiaty
rowniez wyniki badania wpltywu HU na aktywno$¢ reduktazy rybo-
nukleotydéw indukowanej w E. coli fagiem T4. Nie stwierdzono bowiem
dziatania rdéznicowego w redukcji czterech substratow (17). Zagadnienie
pozostaje zatem nadal otwarte.

Proby powigzania aktywnos$ci reduktazy rybonukleotydowej z okre-
Slonymi strukturami subkomoérkowymi w bakteriach nie powiodty sie
(21). Stwierdzono natomiast, ze w komorkach watrobiaka Novikoffa re-
duktaza CDP jest zwigzana z gtadkimi blonami siateczki endoplazma-
tycznej, za§ w komorkach miesaka (Sarcoma MI) — z frakcjg mitochon-
drialng i jadrowg (28).

Aktywnos$¢ reduktazy rybonukleotydowej zmienia sie w komorce
podczas cyklu komoérkowego: najnizsza jest w fazie GI, wzrasta stopnio-
wo w ciggu fazy S i G2 (20, 29, 30). Z badan, w ktérych zastosowano
cykloheksimid i aktynomycyne wywnioskowano, ze enzym ulega rozpa-
dowi w komorkach bedacych w fazie Gl i nastepnie jest resyntety-
zowany (29).

Konsekwencjg hamowania aktywnosci reduktazy rybonukleotydowej
przez HU sg zmiany wewnatrzkomorkowej zawartosci dNTP, ktére wa-
runkuja odpowiedZz komorki na dziatanie HU.

11-2. Zmiany wewnatrzkomoérkowej zawartosci dezoksynukleozydotréjfosforanow
pod wptywem hydroksymocznika

W warunkach fizjologicznych wewnatrzkomérkowa zawarto$¢ poszcze-
gélnych dNTP a takze ich rozmieszczenie w komorce ulegaja ciggltym
zmianom w rdznych okresach zycia komérki. W czasie fazy Gl wszyst-
kie dNTP sg obecne tak w cytoplazmie jak i w jadrze, jednakze rozdziat
ich pomiedzy te dwa kompartmenty znacznie si¢ rézni. | tak dATP, dCTP
i dGTP jest wiecej w cytoplazmie za$ dTTP w jadrze. W czasie fazy S po-
ziom wszystkich czterech dNTP wzrasta w jadrze, a dTTP wystepuje
tylko w jadrze (31). Komérki znajdujgce sie w mitozie charakteryzujg
sie duza zawarto$ciag dNTP (32). Po wyjsciu komorek z mitozy dNTP
sq rozktadane, dzieki czemu ich zawarto$¢ w komérkach znajdujgcych
sie w fazie Gl jest niska (33). Przed rozpoczeciem syntezy DNA stezenie
dNTP zaczyna wzrastaé, a wzrost postepuje w ciggu fazy S (18, 21, 33).

Poszczeg6lne dNTP nie wystepuja w stosunkach rownowaznych. Ste-
zenie dNTP purynowych jest zawsze znacznie nizsze niz pirymidyno-
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wych (18, 19, 21, 33—35). Na przykiad fibroblasty chomika badane w $rod-
ku fazy S zawieralty w 10® komérek 10 pmoli dGTP, 27 pmoli dATP,
76 pmoli dCTP i 104 pmoli dTTP (33).

Gdy do podioza, w ktérym wzrastajg komorki zostanie dodany HU,
obserwuje sie spadek stezenia dGTP i dATP a wzrost stezenia dCTP
i dTTP. Zmiany takie notowano w komérkach zarodka myszy (18),
L5178Y (19) i L9 myszy (34), fibroblastach chomika (33), komdrkach
grasicy (35), watrobiaku Novikoffa (36) i E. coli (9). Dodanie HU do
hodowli fibroblastow w fazie G1 cyklu komoérkowego hamowato rozpo-
czecie syntezy DNA, pomimo ze tworzenie dTTP, dCTP i dGTP odbywato
sie nadal tak, jakby komorki miaty rozpoczaé synteze DNA prawidio-
wo. Zahamowane zostato natomiast tworzenie dATP (33).

Obserwacje powyzsze sg podstawa wnioskow, ze hamowanie syntezy
DNA jest konsekwencjg wyczerpania sie wewnatrzkomdrkowych zasobow
przede wszystkim dNTP purynowych lub nawet tylko samego dATP.
Powstawanie selektywnego niedoboru dATP i dGTP jest jednakze trudne
do wyjasnienia w Swietle pogladu, ze dNTP pirymidynowe sg tworzone
z odpowiednich rybonukleotydéw przez ten sam enzym, ktory redukuje
rybonukleotydy purynowe (37). Scott i Forsdyke (35) biorg pod
uwage nastepujace mozliwosci: niejednakowa wrazliwo$¢ reduktazy ry-
bonukleotydowej na dziatanie HU wobec nukleotyddéw purynowych i pi-
rymidynowych; wybiorczy lub tez wiekszy rozpad nukleotydéw puryno-
wych niz pirymidynowych w obecnosci HU, prowadzacy w konsek-
wencji do powstania nadwyzek nukleotydéw pirymidynowych. Podobng
trudno$¢ sprawia interpretacja badan, w ktorych stwierdzono, ze obec-
nos¢ HU nie zmienia aktywnos$ci redukowania fosforanu cytydyny do
dwufosforanu dezoksycytydyny w komoérkach mysiego zarodka (18), lim-
foblastach L5178Y myszy (19) watrobiaka Novikoffa (36). Natomiast ha-
muje te aktywno$¢ w komdrkach ludzkiego czerniaka, raka jelita i szyjki
macicy oraz w megaloblastach szpiku kostnego cztowieka i szczura (38).
Dla wyjasnienia tych obserwacji Plageman i Erbe (36) sugeruja
dziatanie mechanizmu regulacji odpowiedniej aktywnos$ci reduktazowej
przez allosteryczne efektory nukleotydowe.

11-3. Synteza DNA w obecnos$ci hydroksymocznika

Hamowanie syntezy DNA w wyniku dziatania HU nie jest catkowite.
Fakt ten stwierdzili liczni autorzy w komédrkach ssakéw (39—45), ro-
§lin (46), drozdzy (47) oraz wiruséw (48—50). Jednakze inkorporacja zna-
kowanej tymidyny ogranicza sie w obecnosci HU do matych fragmentéw
DNA, ktdére nie tgczg sie w DNA wielkoczgsteczkowy. Moga one ulec
prawidtowemu potgczeniu dopiero po umieszczeniu komdrek w $rodo-
wisku bez HU (39—41, 43, 44, 49, 50). Pomimo zastrzezen sugerujgcych
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ze znakowane w tych warunkach fragmenty DNA moga stanowi¢ arte-
fakty (45), wiekszo$¢ autorow uwaza synteze krotkich fragmentow DNA
w obecnosci HU za dowiedziong. Wielko$¢ syntetyzowanych fragmentéw
jest rézna w réznych rodzajach komérek: w wirusach polyoma (49, 51)
i SV40 (50) 4—5 S, w adenowirusach (48) — 10 S, w komoérkach drozdzy
i mysich L (43, 47) — 7 S. We wszystkich badanych komérkach wielko$¢
syntetyzowanych fragmentéw byta podobna do wielkosci fragmentow
posrednich w syntezie DNA (fragmentow Okazaki), obserwowanych w od-
powiednich komorkach syntetyzujagcych DNA bez obecnosci HU. Losy
fragmentéw DNA syntetyzowanych w czasie i krotko po dziataniu HU
byty doktadnie badane w komaérkach CHO (40). Stwierdzono, ze po usu-
nieciu HU wielko$¢ znakowanego DNA wzrastata linearnie z szybkoscig
0.98+0.12X106 dalton6w/min w ciggu 2,3 godziny co stanowito V3—V2
czasu trwania fazy S. Po zakonczeniu tego etapu DNA o0 masie czastecz-
kowej okoto 1.4X108byt szybko wiaczany w DNA o ciezarze 3.8X108

Dla wyjasnienia dlaczego obecno$¢ HU, zapobiegajac tgczeniu sie ma-
tych fragmentéw DNA, nie hamuje réwnocze$nie syntezy nowych frag-
mentéw, powodujac w konsekwencji ich akumulacje, Laipis i Le-
vin (50) sformutowali na podstawie badan wirusa SV40 hipoteze, ze
polimerazy prowadzace synteze podtancuchéw DNA charakteryzujg sie
nizsza wartoscig Km dla dNTP niz polimerazy odpowiedzialne za tgcze-
nie tych podtaincuchéw. A wiec, gdy w wyniku zahamowania aktywnosci
reduktazy przez HU wewnatrzkomdrkowe stezenie dNTP obniza sie do
krytycznie niskiego poziomu, moze zachodzié¢ jeszcze pewna synteza krot-
kich fragmentéw DNA, ale ich laczenie ulega juz drastycznemu ogra-
niczeniu. Podobny wniosek wyciagneli Martin i wsp. (43) z wynikow
badan komoérek L.

Poréwnujgc stopien hamowania syntezy DNA jadrowego i cytoplaz-
matycznego stwierdzono, ze HU wywiera mniejszy wplyw na synteze
tego drugiego. | tak w komdérkach HelLa (52, 53) oraz w komérkach nor-
malnej i regenerujacej watroby szczura (54, 55) obserwowano znacznie
stabsze hamowanie syntezy DNA w mitochondriach niz w jadrach.
W pierwotniakach HU hamowat synteze jadrowego DNA, nie miat nato-
miast wplywu na synteze DNA w kinetoplascie (56, 57). W grzybach obec-
no$¢ HU powodowata wzrost ilosci mitochondrialnego DNA na komorke
(58, 59). W plasmodium Physarum polycephalum cytoplazmatyczna i ja-
derkowa frakcja DNA komérki syntetyzowane sg prawdopodobnie w fa-
zie G2 cyklu komorkowego. Dziatanie 60 mM HU w tym okresie cyklu
nie powodowato hamowania inkorporacji tymidyny do DNA (60).

W Swietle powyzszych wynik6éw powstaje pytanie czy obserwowana
w obecno$ci HU synteza matych fragmentow DNA nie odnosi sie gtownie
do DNA cytoplazmatycznego, ktory jest z natury mniejszy niz DNA ja-
drowy. Odpowiedzi dostarczajg miedzy innymi doswiadczenia Coy le
i Straussa (44). Po oddzieleniu jader i cytoplazmy komorek wyzna-
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kowanych tymidyng w obecnosci HU stwierdzili oni, ze pomimo pewnego
zwiekszenia proporcji znakowania w DNA cytoplazmatycznym, w ja-
drach pozostawato jeszcze okoto 96°/0 radioaktywnos$ci. A zatem male
fragmenty DNA pochodzity gtdwnie z jader.

W oparciu o liczne prace (61—68), z ktérych wnioskowano, ze HU nie
hamuje reperacyjnej syntezy DNA, zwiazek ten byt szeroko stosowany do
hamowania syntezy replikacyjnej w badaniach proceséw reperacji DNA.
Whniosek wywodzit sie z obserwacji, ze w komérkach poddanych dziata-
niu czynnikéw uszkadzajgcych DNA, obecno$¢ HU nie hamowata ani
wigczania znakowanej tymidyny do DNA, przyjmowanego jako miare
aktywnosci reperacji DNA, ani szybkosci wycinania dimeréw pirymidy-
nowych. Szereg autoréw wykazato jednakze, ze takze i reperacyjna syn-
teza DNA ulega hamowaniu przez HU. Umieszczenie komérek naswie-
tlonych promieniami UV w pozywce z dodatkiem HU prowadzi do aku-
mulacji jednopasmowych peknie¢ DNA, za$ na poziomie komdrkowym
wyraza sie dekondensacjg chromosoméw oraz wzmozeniem efektu letal-
nego (69—76). Uszkodzenia DNA moga ulec zmniejszeniu po dodaniu do
Srodowiska komdrek egzogenych prekursorow DNA (75, 76). Ich reperacja
jest wiec posrednio zalezna od aktywnosci reduktazy rybonukleotyddw.
Pozostaje jednak pytanie jaki jest wobec tego mechanizm indukowanego
przez uszkodzenie DNA pobudzenia wiaczania znakowanej tymidyny do
DNA. Jako wyjasnienie proponuje sie zmniejszenie wewnatrzkomarkowej
puli TdR w obecnosci HU co z kolei powoduje stopniowe podwyzszanie
aktywnosci wiasciwej wewnatrzkomorkowej znakowanej TdR (76).

Badania wptywu HU na powstawanie aberacji chromosomalnych w wy-
niku dziatania innych czynnikbw chemicznych uszkadzajgcych DNA
(thiotepa, bleomycyna), wykazaly, ze HU dodany do $rodowiska komorek
w czasie G2-profazy poteguje czestotliwosé wystepowania aberacji (77).
Wyniki takie sugerujg dziatanie w tej fazie cyklu komérkowego systemu
reperacji wrazliwego na HU.

Trudne do wyjasnienia w $wietle znanych mechanizméw dziatania
HU jest powstawanie peknie¢ matrycowego pasma DNA w obecnosci HU
w wysokich stezeniach. Pekniecia wystepowaty juz po 30 min dziatania
HU na komérki w hodowli, ilos¢ ich osiggata szczyt po 60 min, poczem
stopniowo zanikaty (78). Opierajac sie na spostrzezeniu, ze uszkodzeniom
DNA mozna byto zapobiec wprowadzajac do pozywki réwnoczesnie z HU
mieszanine czterech dNTP, autorzy sugerujg, ze czynnikiem wywotuja-
cym je jest obnizenie wewnatrzkomérkowego stezenia dNTP. Pekniecia
tworzyty sie, zdaniem autoréw, tylko w niewielkiej ilosci czgsteczek DNA,
ktdre byty zaangazowane w procesie replikacji w momencie gdy stezenie
dNTP osiggneto jaki$ krytycznie niski poziom. W miare trwania inku-
bacji z HU coraz mniej czasteczek DNA ulega replikacji, stad powsta-
wanie nowych peknieé¢ stopniowo wygasa a wczesSniej powstate sg stop-
niowo reperowane.
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11-4. Inne miejsca dziatania hydroksymccznika niz reduktaea rybonukleotydow

Badania efektow dziatania HU na inne miejsca w komdrce niz reduk-
taza rybonukleotydéw byty prowadzone tylko wyrywkowo i nie przy-
niosty wynikdéw na tyle znaczacych, aby zmieni¢ poglady na mechanizmy
dzialania tego zwigzku. Nie mniej jednak wydaje nam sie, ze przynaj-
mniej wazniejsze prace z tego zakresu powinny by¢ wymienione w przed-
stawionym artykule choéby z tego wzgledu, aby badahA zakoriczonych wy-
nikiem negatywnym nie powtarza¢, a o wynikach pozytywnych, ktore
dzi§ wydajg sie mato znaczace, w odpowiednim momencie wiedziec.

Badania efektéw dziatania HU na inne niz reduktaza enzymy zwia-
zane z syntezga DNA wykazaty, ze w zasadzie nie wptywat on na aktyw-
no$¢ polimerazy DNA z wyjatkiem stezen bardzo wysokich (okoto 1 M),
w ktorych aktywnos$é tego enzymu stymulowat (79—81).

Wyniki badan skutkow dziatania HU na synteze RNA i biatek ko-
moérkowych nie sg jednoznaczne. Szereg doswiadczen wykazato, ze ha-
mowaniu syntezy DNA nie towarzyszy wczesne obnizenie syntezy RNA
i biatek (54, 79, 82, 83). Nie stwierdzono réwniez hamujgcego wpiywu
HU na wigczanie znakowanego mréwczanu do frakcji rozpuszczalnej
w kwasie ani adeniny do RNA (80). Bakteriostatyczne stezenie HU dla
E. coli, wywotujagce zahamowanie syntezy DNA, nie miato wptywu na
synteze rybosomalnego RNA ani nie zmieniato indukcji /?-galaktozy-
dazy (84). Istniejg jednakze dane dosSwiadczalne wskazujgce na obnizenie
syntezy RNA i biatka przez dziatanie HU. Przyktadem sg prace na limfo-
cytach obwodowych, w ktérych w obecnosci HU wystepowato obnizenie
wiagczania znakowanej leucyny do osadu wytragconego kwasem tréjchloro-
octowym, podczas gdy w obecnosci 5-fluorodezoksyurydyny obnizenia nie
obserwowano (83). Pomiary wiaczania znakowanych aminokwaséw do
biatek komérek raka Ehrlicha (85) oraz limfoblastow L5178Y (86) w ho-
dowli wykazaly, ze po przekroczeniu pewnego stezenia HU wystepuje
wyrazne obnizenie syntezy biatek juz po 30 min. W komoérkach L my-
szy HU wywotywat rozpad polisomow (87). W stosunkowo niskim steze-
niu (10~5 M) hamowat aktywnos$¢ L-ornityno-dekarboksylazy, enzymu
zwigzanego z bhiosyntezg poliamin oraz DNA. Po przeniesieniu komorek
do pozywki bez HU obserwowano powrét prawidtowej aktywnosci orni-
tyno-dekarboksylazy z réwnoczesng replikacja DNA (88). Interferowat
z reakcjami transferaz w btonie komérkowej fibroblastéw zarodka cho-
mika, gdzie hamowat przenoszenie galaktozy, N-acetylo-D-glukozaminy
i kwasu sjalowego, przy nieupo$ledzonym przenoszeniu glukozy. Powo-
dowat takze zmniejszenie wiaczania D-glukozaminy w oligoproteiny i gli-
kolipidy (89).

W komoérkach L5178Y, inkubowanych w obecnosci niskich stezen HU,
obserwowano po uptywie 24-48 godzin wzrost aktywno$ci enzymow
lizosomalnych przy réwnoczesnym obnizeniu aktywnoS$ci enzymu pozali-
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zosomalnego — dehydrogenazy mleczanowej (90). W badaniach in vivo
rowniez stwierdzono, ze po czterach dniach podawania HU szczurom
aktywnos$¢ kwasnej fosfatazy i 5-nukleotydazy w watrobie znaczaco
wzrastata przy tylko niewielkim wzroscie aktywnosci glukozo-6-dehydro-
genazy i oksydazy cytochromowej. W przeciwienstwie do watroby aktyw-
no$¢ kwasnych hydrolaz trzustki nie zmieniata sie a w nerkach ulegata
obnizeniu. Poziom glikogenu i lipidow w watrobie w tym samym czasie
byt obnizony (91).

I1l. Efekty komdrkowe

W 1965 r. ukazata sie klasyczna juz dzi§ praca Sinclaira (92),
w ktdérej wykazat on roznicujgcy efekt letalny HU w zaleznosci od fazy
cyklu komorkowego w komoérkach chomika w hodowli. Gdy komérki
syntetyzujagce DNA w czasie zadziatania HU ulegaly uszkodzeniu letal-
nemu, to przy zastosowaniu tego samego stezenia HU komoérki znajdu-
jace sie w fazie G1 przezywaty, ale nie podejmowaly syntezy DNA az do
umieszczenia komoérek w Swiezej pozywce bez inhibitora, zas komorki
w fazie G2 kontynuowaty dalej cykl komérkowy az do momentu, w kté-
rym powinnyby rozpocza¢ nastepng faze syntezy DNA.

Cytotoksyczne efekty dziatania HU zalezg od trzech czynnikdw: ste-
zenia zwiazku, czasu dziatania i wrazliwosci komorek (39, 93, 94). Stad
tez odpowiedz komdrek na dziatanie HU przy takim samym stezeniu
moze rézni¢ sie znacznie w komodrkach rédznych rodzajéw. Nie okreslajac
zatem S$cisle stezen HU mozna je schematycznie podzieli¢ na dwa zakresy:
stezenia wysokie powodujgce wczesny efekt letalny oraz stezenia wzgled-
nie niskie, ale jeszcze efektywne w hamowaniu syntezy DNA, wywo-
tujace odwracalng akumulacje komoérek w interfazie (stosowane w tech-
nikach synchronizacji wzrostu komorek).

Nie zostato jednoznacznie okre$lone w jakiej fazie cyklu komorko-
wego nastepuje maksymalna akumulacja komorek w obecnosci HU. Cze$¢
autoréw przedstawia dowody na blokade cyklu komdrkowego na grani-
cy faz GI/S (95—102), cze$¢ za$ utrzymuje, ze komorki w fazie Gl
wchodzg w faze S i dopiero na jej poczatku nastepuje blokada (39, 40, 93).
Szczegotowe badania komorkowych efektéw dziatania HU na komorki ro-
§linne (103) wykazaty, ze w warunkach optymalnych dla synchroniza-
cji wzrostu komérek, wystepuje postepujgca akumulacja komérek w fa-
zie S. Wywotane obecnoscia HU hamowanie syntezy DNA zwalnia wcho-
dzenie komdrek w faze S. Ostatecznie jednak komorki z fazy Gl prze-
chodzg do fazy S i ulegajg akumulacji na jej poczatku. Komorki znajdu-
jace sie w pozniejszych okresach fazy S w zwolnionym tempie konty-
nuuja przechodzenie przez dalsze etapy fazy S. Komoérki w fazie G2
wchodzity w mitoze z opdznieniem, co stwierdzili i inni autorzy (104).
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Niektérzy autorzy zwracajg uwage na skrécenie cyklu komérkowego
po pierwszym podziale synchronicznym, ktére wystepowato i w hodo-
wlach komérkowych (99, 105) i in vivo (54, 100, 106). W komdrkach CHO
stwierdzono skrécenie fazy Gl w nastepnej generacji komérek po ustaniu
dziatania HU (107).

W komérkach poddanych dziataniu HU obserwowano rdzne zmiany
morfologii: nieprawidtowe mitozy, fuzje chromatyny z utworzeniem chro-
mocentrow, asocjacje chromocentréw lub DNA z btong jadrowag oraz
tworzenie sie mostkow chromatynowych z chromatyny do btony jadro-
wej (42, 102, 108—111). W badaniach watroby szczura poddanego dzia-
taniu HU in vivo stwierdzono liczne wakuole autofagiczne (92).

Badajagc efekty krdtkotrwatej inkubacji limfoblastow L5178Y w po-
zywce z HU stwierdzono, ze juz po 60 min dziatania wzglednie wysokich
stezen, nastepuje czesciowe zahamowanie proliferacji komoérek, utrzymu-
jace sie pomimo przeniesienia komoérek do Srodowiska pozbawionego HU.
Po okoto 12 godzinach od czasu zakonczenia inkubacji w HU pojawiaja
sie w znacznych iloSciach komdrki olbrzymie, o wielkosciach spotykanych
tylko sporadycznie w hodowlach kontrolnych (112).

Tworzenie komorek olbrzymich zostatlo opisane w wielu liniach ko-
morkowych. Moze ono wystepowaé zardwno spontanicznie, w bardzo nik-
tych ilosciach, jak i pod wptywem czynnikéw uszkadzajgcych ciagtosc
tanicuchow DNA w chromatynie, takich jak promieniowanie jonizujace
(113) lub promienie lasera (114) oraz zwigzki alkilujgce (115). Wydaje sie,
ze powstawanie komorek olbrzymich w wyniku dziatania HU mozna
wigza¢ ze wspomnianym poprzednio (II-3) powstawaniem peknie¢ ma-
trycowego pasma DNA.

HU wywiera dziatanie mutagenne (58, 116—122) oraz teratogenne
powodujgc juz po jednorazowym podaniu powstawanie licznych ano-
malii rozwojowych (123—138). Jako zwigzek drobnoczasteczkowy szybko
dyfunduje przez btony biologiczne, przechodzac przez bariere tozyska (126)
oraz woreczka zéttkowego (130). Okres pottrwania HU w surowicy ludz-
kiej wynosi okoto 55 godziny (7). W zarodku szczura znajdujagcym sie
w organizmie matki czas ten wynosi 15 min, w zarodku malpy okoto
265 min (126).

Z badania myszy wynika, ze 30-50% wstrzyknietego HU przechodzi do
moczu w postaci mocznika a gtéwnym narzadem metabolizujgcym ten
zwiazek jest watroba (139, 140).

IV. Biochemiczne podstawy $mierci komérek po zadziataniu hydroksy-
mocznika i odwracalno$¢ jego cytotoksycznosci

Wszystkie badania skutkéw dziatania HU wykazaty jednoznacznie,
ze wczesny efekt letalny obejmuje wybidrczo komérki znajdujgce sie
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w fazie S w momencie pierwszego kontaktu z tym zwigzkiem. Liczba
zabitych komorek zalezy gtéwnie od stezenia HU a tylko w niewielkim
stopniu od czasu jego dziatania (38, 81, 92—94, 110, 137). Drugim réwnie
waznym czynnikiem jest aktywno$¢ syntezy DNA komorek (93, 94, 142).
Ostatecznie jednak, po dostatecznie diugim czasie, coraz wieksza cze$é
populacji komdrkowej ulega nieodwracalnemu uszkodzeniu. Tak wiec
nalezatoby przyja¢ ze wywotane przez HU uszkodzenia obejmujg stop-
niowo komorki w réznych punktach cyklu komorkowego (93, 143).

Wielu autoréw uwaza, ze przyczyng Smierci komorek w wyniku za-
hamowania syntezy DNA jest ,niezrownowazony wzrost” (unbalanced
growth) manifestujacy sie postepujacym nieprawidtowym wzrostem ob-
jetosci komérek. Jako hipotetyczny mechanizm tego procesu na poziomie
komorkowym postuluje sie stopniowe wchodzenie komorek w ,,poronny
pseudo-cykl komérkowy”, charakteryzujacy sie znaczng intensywnoscia
syntezy biatka i niektérych innych makromolekut bez innych réwno-
legtych proceséw przygotowujgcych komdrke do podziatu, a przede wszyst-
kim bez syntezy DNA (144). Ostatnie obserwacje zdajg sie Swiadczy¢,
ze niezréownowazony wzrost obejmuje nie tylko komoérki aktualnie pro-
liferujgce ale rowniez komoérki spoczynkowe, jezeli tylko nie utracity
potencjalnych mozliwosci podziatu (144). Molekularny mechanizm tego
procesu nie jest jeszcze dobrze poznany. Niezrownowazony wzrost ko-
morek obserwowano réwniez pod dziataniem HU (94, 96, 141, 144, 145).
Wydaje sie jednak, ze jezeli $mier¢ komdrek nastepuje w wyniku nie-
zrownowazonego wzrostu to czas trwania zahamowania syntezy DNA
musi by¢ wzglednie diugi. Tak jak to ma miejsce w przypadku arabino-
zydu cytozyny lub 5-fluorodezoksyurydyny. | rzeczywiscie w wielu ukia-
dach doswiadczalnych stwierdzono, ze efekt letalny HU wystepowat
w czasie jego dziatania nie krotszym od czasu jednej generacji (82, 146).
Coyle i Strauss (44) sprawdzali mozliwg wspoétzaleznos¢ efektow
molekularnych dziatania HU i efektu letalnego w komdérkach HEp-2 in
vitro i stwierdzili, ze zahamowanie syntezy DNA byto odwracalne az do
24 godzin inkubacji z HU. Po przeniesieniu komodrek do pozywki bez
inhibitora nastepowata wtedy szybko konwersja matych fragmentéw
DNA w DNA wielkoczgsteczkowy. Po uptywie diuzszego czasu dziata-
nia HU obserwowano wzrastajgcg iloS¢ matych fragmentéw DNA, kto-
re nie ulegaty juz konwersji w DNA wielkoczasteczkowy w nieobec-
nosci HU. W tym samym czasie zaczynata sie uwidocznia¢ fragmentacja
DNA matrycowego, ktdrej towarzyszyto zmniejszenie zdolnosci komérek
do tworzenia kolonii. Na tej podstawie autorzy wyciagneli wniosek, ze
podstawe nieodwracalnego uszkodzenia komorek stanowita akumulacja
peknie¢ obu pasm DNA. Byt to jednak wynik wielogodzinnego dziatania
inhibitora.

Tymczasem wiele danych wskazuje, ze wybidrcze dziatanie letalne na
komorki w fazie S zachodzi w krétkim czasie. Na przykitad stwierdzono,
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ze letalne uszkodzenie komérek chomika V79 w hodowli wystepowato juz
po 3 godzinach dziatania HU (94, 147), za$ miesaka (Sarcoma 180) w ciggu
poczgtkowych 2-4 godzin i przez nastepne 12 godzin juz sie nie nasila-
to (93). Letalne uszkodzenie limfoblastow L5178Y in vitro obserwowano
juz po 60 min dziatania HU (112). Jeszcze krotszy czas wystarczat dla
wywotania efektéw teratogennych. Patologiczne zmiany na poziomie
ultrastruktury komérek obserwowano w zarodkach juz po uptywie 15-
45 min od momentu wstrzykniecia HU ciezarnym krélikom, szczurom lub
myszom (110, 127, 137, 148), za$ powazne zaburzenia morfologiczne ser-
cowo-naczyniowe po uptywie 3—6 min (149).

Wyniki badan nad teratogennym dziataniem HU staty sie podstawa
hipotezy DeSesso (150), ze HU wywiera dwa rodzaje dziatania far-
makologicznego: hamowanie syntezy DNA oraz szybkie, wybiorcze za-
bijanie komérek w fazie S. Dziatania te miatyby by¢ catkowicie odrebne
i wzajemnie niezalezne. Dla wyjasnienia tego drugiego mechanizmu dzia-
tania DeSesso zaproponowal inicjowanie przez HU niekontrolowa-
nych reakcji taicuchowych wolnych rodnikéw.

Dane dosSwiadczalne wskazujg, ze 1-10% podanego in vivo HU jest
przeksztatcane w kwas acetohydroksaminowy. Zwigzek ten jest nietrwa-
ty i moze spontanicznie lub w wyniku hydrolizy enzymatycznej tworzy¢
wolng hydroksylamine (4, 79, 151). W obecnos$ci tlenu hydroksylamina
ulega oksydatywnej transformacji w rodniki nitroksylowe HNO, nadtle-
nek wodoru oraz rodniki posrednie OH, NH2' OHN-HOO?’ ktére z ko-
lei zwrotnie reagujac z hydroksylaming stajg sie akceleratorami reakcji
w ktdrych same powstajg (152—155). Rodniki moga reagowac¢ z niemal
wszystkimi makromolekutami komoérki, powodujac uszkodzenie DNA i en-
zymoOw, peroksydacje bton organelli komdrkowych itd. Poniewaz tylko
niewielka ilos¢ czasteczek HU ulega tym procesom, przewazajgca ich
cze$¢ speinia swojg podstawowg funkcje inhibitora syntezy DNA przez
zahamowanie aktywno$ci enzymu docelowego.

Za powyzszag hipoteza przemawiaty mato skuteczne proby odblokowa-
nia syntezy DNA i proliferacji komorek w obecnosci HU przez dostarcze-
nie egzogennych prekursorow DNA. Skuteczno$ci takiego postepowania
nalezatoby sie spodziewa¢ w wypadku, gdyby jedynym miejscem dziata-
nia HU w komorce byta reduktaza rybonukleotydéw. Préby takie wy-
konywano w komdrkach w hodowli dodajagc do pozywki dezoksyrybonu-
kleozydy tylko purynowe, tylko pirymidynowe Ilub wszystkie cztery
(3, 8, 156—159). Stopien odwrdcenia dziatania HU byt nie jednakowy
w roznych komorkach, nigdy jednak peiny. W badaniach nad zmniej-
szeniem teratogennego dziatania HU u zwierzat stwierdzono, ze fizjolo-
giczne pirymidyny nieco ten efekt ostabiaty a dCMP podany jednoczesnie
z HU dawat catkowitg ochrone (128). Wyniki te uwaza jednak DeSesso
za jeszcze jeden dowod na poparcie hipotezy rodnikowej, powotujac sie
na prace, w ktorych pirymidynowe zasady w kwasach nukleinowych sta-
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nowity in vitro gtéwng tarcze dla rodnikéw powstatych z hydroksyla-
miny (152—154).

Konsekwencjg hipotezy rodnikowej byto zatozenie, ze zwigzki typu
zmiataczy rodnikéw (scavengers) np. antyoksydanty, powinny stanowié
ochrone przed cytotoksycznym, nieswoistym, szybkim dziataniem HU.
Dla zmodyfikowania dziatania teratogennego HU DeSesso uzyt anty-
oksydantu fenolowego, galusanu propylu, osiggajac pewne zlagodzenie
cytotoksyczno$ci (160). Ziagodzenie osiggnieto dzieki opdznieniu o Kilka
godzin letalnego dziatania HU na komorki zarodka.

Opierajac sie na tym samym zatozeniu wykonano préby ostoniecia lim-
foblastéw L5178Y w hodowli przed toksycznym dziataniem HU stosujac
zmiatacze rodnikéw oraz enzymy oksydoredukcyjne. Jako ,indeks ochro-
ny” przyjeto odblokowanie p6znego zahamowania syntezy DNA, wywo-
tanego krotkotrwatym dziataniem HU w wysokich stezeniach oraz zapo-
biegniecie tworzeniu komdrek olbrzymich. Osiggnieto niemal peine od-
wrocenie efektow cytotoksycznych stosujgc benzoesan sodu, kwas acetylo-
salicylowy, a-tokoferol, katalaze, peroksydaze lub dysmutaze nadtlen-
kowg (161).

Za powstawaniem nadtlenku wodoru z HU i jego udziatlem w wywoty-
waniu uszkodzenn DNA in vivo przemawiajg do$wiadczenia, w ktérych
stwierdzono uszkodzenia DNA w ludzkich komérkach limfoidalnych in-
kubowanych z HU w obecnosci ukiadu aktywujgcego w postaci mikro-
somoéw watroby oraz NADPH. Dodanie katalazy do mieszaniny inkubacyj-
nej niemal catkowicie chronito DNA przed uszkodzeniem (162).

V. Powstawanie komorek opornych na hydroksymocznik

HU okazat sie swietnym czynnikiem selekcjonujagcym oporne mutanty
w hodowlach komérkowych. Wyizolowano 4 linie opornych komoérek CHO
oraz 1 linie komdrek L. Oporno$¢ na HU zachowuje sie jak normalna ce-
cha genetyczna (157, 163). Linie oporne zachowaty swdj oporny fenotyp
przez ponad dwuletni okres hodowli bez inhibitora. Szybko$¢ selekcjono-
wania linii opornych na HU byla podobna do szybkosci selekcjonowania
przez inne leki np. metotreksat. Doswiadczenia z zastosowaniem techniki
hybrydyzacji wykazaly, ze oporno$¢ na HU zachowuje sie jak cecha
dominujgca lub kodominujgca, ktdéra moze by¢ zastosowana jako ge-
netyczny marker hybryd komérek somatycznych. Poréwnanie wiasnosci
kinetycznych czeSciowo oczyszczonej reduktazy rybonukleotydéw z ko-
morek dzikich i opornych wykazato, ze enzymy te rdznig sie warto$ciami
Ki dla trzech badanych substratow (164). Wskazywato to, ze mutanty
oporne zawieraly enzym o zmienionej strukturze, ktérego aktywnos$¢ jest
mniej wrazliwa na dziatlanie HU. Sugerowato to z kolei, ze linie oporne
powstaty z mutacji genu strukturalnego. Ci sami autorzy wyizolowali
linie komérkowe z podwyzszonym poziomem reduktazy wrazliwej na

13 Postepy Biochemii 3/82



366 W. M. PRZYBYSZEWSKI, J. MALEC [14]

HU (165), sa wiec one prawdopodobnie nosicielami zmiany w genie regu-
latorowym. W przypadku E. coli proces adaptacyjny do obecnosci HU
przebiegat réwnolegle ze wzrostem aktywnos$ci nieorganicznej pirofosfa-
tazy (166). Wirusy EHV1, EHV3 (167) i Epstein-Barr (168) kodujg witasng
reduktaze czeSciowo lub catkowicie niewrazliwg na HU.

V1. Uwagi koncowe

Badania nad mechanizmem i efektami dziatania HU majg powazne
znaczenie ze wzgledu na jego zastosowanie jako narzedzia pracy biologa
i biochemika jak i, i to przede wszystkim, ze wzgledu na jego zastosowa-
nia w klinice jako leku przeciwnowotworowego. W ostatnim 10-leciu,
kiedy to nastagpit wyrazny powrét zainteresowania kliniki tym lekiem,
okazato sie, ze gtéwne jego wiasciwosci scharakteryzowane in vitro po-
twierdzity sie in vivo. Niemniej jednak nadal istnieje ogromna luka po-
miedzy informacjami, ktérych dostarczyty laboratoria a zapotrzebowaniem
klinik. Luka ta uwydatnia sie ze szczeg6lng ostroscig w probach okreSle-
nia optymalnych formut t.zw. chemioterapii tgczonej (combination che-
motherapy). Zagadnienie to powinno by¢ opracowywane, jak sie wydaje,
z co najmniej dwoéch punktéw widzenia: 1. wykorzystania swoistych efek-
tow dziatania HU dla pogiebienia efektywnosci innych $rodkéw przeciw-
nowotworowych oraz odwrotnie, 2. ochrona komorek nienowotworowych
przed dziataniem toksycznym terapii przeciwnowotworowej. W zakresie
pierwszym pewne wyniki zostaty juz osiagniete w drodze wykorzystania
swoistych zmian w wewnatrzkomoérkowych zawarto$ciach dNTP pod
wptywem dziatania HU, TdR i arabinozydu cytozyny (169, 170). Pewne
wyniki osiggnieto réwniez wykorzystujac HU do réznicowego manipu-
lowania cyklem komoérkowym komoérek nowotworowych aby nastepnie
podda¢ je dziataniu innego $rodka cytostatycznego np. promieniowa-
nia X (171).

Sprawa nieswoistych mechanizmow dziatania HU zostata przez nas
celowo wyeksponowana. Ostatnie doniesienia zdajg sie wskazywaé na
szerszg i wazng role wolnych rodnikow w toksyczno$ci lekow przeciw-
nowotworowych typu antybiotykéw dziatajacych przez wigzanie sie z DNA.
Przyktadem niech bedg chociazby wyniki badan nad cytotoksycznoscia
adriamycyny (172, 173), mitomycyny C (174) i daunomycyny (175), oraz
proby ostabienia ich toksycznosci in vitro i in vivo.

Optymalne wykorzystanie HU w chemioterapii zalezy w duzym stop-
niu od badan biochemicznych.

Zaakceptowano do druku 22.03.1982

Praca zostatla napisana w ramach badan finansowanych z Programu Rzadowego PR-6 (umowa
Nr 2501)
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Po ztozeniu maszynopisu do druku, ukazata sie praca w ktdrej autorzy
postuluja, ze cytotoksyczno$s¢ HU wynika z zahamowania syntezy DNA,
ktére wywotuje szereg nastepujacych po sobie proceséw: a) czesciowe za-
hamowanie reperacyjnej syntezy DNA w obecnosci wysokiego stezenia
leku, ktérego nastepstwem jest wzrost liczby peknie¢ pojedyrnczego pasma
DNA (ang. gaps) i nastepcze gromadzenie sie krotkich fragmentow poje-
dynczych pasm DNA, b) wzrost ilosci peknie¢ obu pasm DNA wskutek
dziatania nukleaz, c) niepetna reperacja peknie¢ dwupasmowego DNA
objawiajgca sie jako pekniecie chromatyd, d) uszkodzenie chromosomoéw,
ktére powoduje ostatecznie Smieré komorki.

(Radford I. R, Martin R. F, Finch L. R, Hodgson G. S., (1982) Biochim.
Biophys. Acta., 696, 154—162.)
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RECENZIJE

Freeze-etching— Methods and Application in Membrane Research

ed.: H. W. Meyer, XXIIl Suplement czasopisma Acta Histochemica, 1981, 294 strony.

Recenzowany tom zawiera materiaty z miedzynarodowego sympozjum, Kktore-
odbyto sie. w lipcu 1979 roku, w zamku Kapellendorf, w NRD. Poswiecone byto
ono w catosci problemom metodycznym zwigzanym ze stosowaniem techniki mro-
zenia i rytowania (“freeze-etching”) materiatu biologicznego oraz osiggnieciom,
jakie zastosowanie tej techniki przyniosto w dziedzinie badan nad btonami bio-
logicznymi. Takie ustawienie obrad sprawito, ze materiaty sympozjalne sktadajg
sie na rodzaj monografii pozwalajgcej czytelnikowi na og6lne zorientowanie sie
w metodzie, jak rowniez wprowadzajacej go w najbardziej fascynujagce zagadnie-
nia dotyczace najnowszych koncepcji struktury funkcjonalnej bton. Autorami tej-
monografii jest liczne, miedzynarodowe grono specjalistow wysokiej klasy wsréod
ktérych jest wielu pionieré6w tego typu badan.

Wiadomo, ze przy stosowaniu techniki mrozenia-rytowania ostatecznym przed-
miotem badaA jest oglagdana w mikroskopie elektronowym delikatna replika po-
wierzchni btony, przy czym moga to by¢ repliki jej dwéch powierzchni zewnetrz-
nych: od strony $rodowiska zewnatrzkomérkowego i od strony cytoplazmy, oraz —
co najistotniejsze —dwie komplementarne repliki dwéch komplementarnych po-
wierzchni przetupu zamrozonej blony. Juz samo przygotowanie replik nastrecza
biologowi szereg trudnos$ci, dla pokonania ktérych —oprocz zwyktych zdolnosci
manipulacyjnych niezbedna jest ogélna wiedza na temat metod kriogennych i umie-
jetno$¢ postugiwania sie aparaturg pracujagcg w warunkach wysokiej prozni. Ko-
nieczna tu jest wilasciwa kontrola catego procesu, czyli umiejetno$¢ panowania
nad roéznego rodzaju artefaktami, ktore w warunkach wymaganej obrébki mate-
riatu moga wystepowaé. Artefakty pojawia¢ sie¢ moga w wyniku zachodzenia takich
zjawisk, jak kontaminacja powierzchni przetupu krysztatkami lodu pojawiajagcymi
sie w wyniku osadzania sie pary wodnej, deformacje plastyczne wywotane zmia-
nami termicznymi, rozcigganie sie i kurczenie materiatu, przesuniecia i zapadanie
sie niektorych jego obszardw. Problemy te rozpatrywali w trakcie omawianego Sym-
pozjum gtdéwnie "fizycy wspodtpracujacy z biologami.

Metoda mrozenia-rytowania, jak wiadomo, data badaczom mozliwos$¢ przyjrze-
nia sie po raz pierwszy obrazowi wnetrza btony biologicznej. Interpretacja tego
obrazu dostarcza jednakze badaczowi nastepnej serii trudnos$ci, z ktoérych musi
on zdawac sobie sprawe. Przyjmuje sie powszechnie, ze przetupanie wnetrza biony
zachodzi wzdtuz linii rozgraniczajacej reszty hydrofobowe dwuwarstwy lipidowej.
W replikach przetupu lipidy stanowiag raczej homogenne tto, natomiast wyr6zniaja
sie wyraznie struktury globularne, ktére miatyby odpowiada¢ biatkom, zaleznie
od usytuowania w btonie zwigzanym trwale z jedng, lub drugg powierzchnig prze-
tupu. Ot6z ostatnio wysunieto przypuszczenie, poparte wynikami ciekawych prac
doswiadczalnych, prezentowanych réwniez na omawianym Sympozjum, wediug
ktérego obrazy struktur globularnych widoczne na replikach wnetrza roztupanej
btony odpowiadajg nie tylko biatkom, lecz réwniez ,,odwréconym” micelom lipi-
dowym, lub lipopolisacharydowym, tworzacym sie we wnetrzu btony w obecnosci
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jonéw wapnia. Kryterium morfologicznym pozwalajagcym na rozréznienie tak po-
wstatych struktur lipidowych od wewnatrzbtonowych biatek ma byé brak (dla bia-
tek), lub obecnos$¢ (dla lipidéw) odpowiadajacych im zagtebien w replice komple-
mentarnej powierzchni przetupu tejze btony. Opanowanie tej drugiej serii trudnosci
zwigzanej z interpretacjg wynikéw pozwolito badaczom postugujagcym sie tg tech-
nikg na wysuniecie ciekawych wnioskow dotyczacych struktury funkcjonalnej bton
biologicznych. | tak w referatach sympozjalnych, poza wspomnianymi juz proble-
mami, poruszano problem asymetrii w rozmieszczeniu struktur globularnych w bto-
nie, przedstawiono dane morfologiczne $wiadczgce o redystrybucji czastek globu-
larnych miedzy dwiema komplementarnymi warstwami btony erytrocytow oraz
0 mozliwosci zachodzenia w btonie (na przyktadzie btony peczniejagcych tonopla-
stow drozdzy) ruchow czastek biatek zarowno w kierunku poziomym, jak i piono-
wym; przedstawiono takze obrazy termotropowych zmian w strukturze biony pro-
wadzacych do rozdzielenia regionow lipidowych od biatkowych, wydzielenie wsréod
lipidow ,domen” tworzonych przez czasteczki lipidow rdznigce sie od pozostatych
ich aktualng faza, przedstawiono obrazy zmian w strukturze btony plazmatycznej
towarzyszacych fuzji organelli komoérkowych a takze catych komodrek, wywotanej
obecnos$cig jonow wapnia. Juz z tego pobieznego i niepetnego przegladu czytelnik
moze sie zorientowac, ze istotnie recenzowany tom zastuguje na miano monografii
prezentujgcej mozliwosci techniczne metody mrozenia-rytowania oraz najwazniej-
sze osiagniecia jakie zastosowanie tej metody przyniosty naszej znajomosci struk-
tury funkcjonalnej bton biologicznych. Autorami tej ,monografii” jest grupa Kkilku-
dziesieciu prelegentdw Sympozjum — badaczy z r6znych stron Europy. Nalezy réw-
niez podkresli¢ wysoki poziom edytorski i techniczny recenzowanego tomu.

Chciatabym jeszcze zaznaczy¢, ze ksigzka ta ma dla nas jeszcze jedng war-
tos¢. Technika mrozenia-rytowania jest u nas rozpowszechniona w minimalnym
stopniu, znamy jg niemal wytacznie z literatury. W kraju, o ile sie orientuje, sg
jedynie dwa os$rodki, ktoére dysponujag odpowiednig aparaturg i ktérym udato sie
wyjs¢ poza etap trudnosci pietrzacych sie przy jej uruchomieniu i rozpoczaé auten-
tyczne badania naukowe Otéz omawiany tom pozwala na zorientowanie sie gdzie
1 do rozwigzywania jakich zagadnien jest ona stosowana. Nie bez znaczenia jest
fakt, zwtaszcza w naszej obecnej sytuacji ekonomicznej, ze wiele reprezentowa-
nych na omawianym Sympozjum Pracowni znajduje sie blisko nas, w Kkrajach
sgsiadujagcych z nami, zatem mozliwo$¢ korzystania ze wspotpracy z nimi przy
rozwigzywaniu konkretnych zagadnien nie powinna nastrecza¢ wiekszych trud-
nosci.

A. Przetecka

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

Addison-Wesley Publishing Company. Advanced Book Program — World Science Division.
Reading, Massachusetts. London—Amsterdam—Don Mills, Ontario—Sydney—Tokyo. 1981, stron 647.

Tytut ksigzki mozna z pewng swobodg, przetozy¢ jako ,,Wybrane lektury z im-
munologii komorkowej”. Trud wyboru lektur i napisania komentarza podjeli po
latach wyktadow i seminariow z immunologii komorkowej Vicky Sato z Harvard
University i Malcom Gefter z Massachusetts Institute of Technology. Obaj w pew-
nym momencie swej naukowej dziatalnosci porzucili dotychczasowe zainteresowania,
hy swe wysitki, talenty i zapal skoncentrowa¢ na problemach immunologii ko-
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morkowej i wprowadza¢ innych w te —jak pisza we wstepie — ekscytujagcg dzie-
dzinge wspobtczesnej biologii. Wielkg trudno$é, zdawato sie bariere nie do przezwy-
ciezenia, stanowit szczegélny jezyk immunologii, rézny od jezyka stosowanego w ge-
netyce molekularnej czy bioenergetyce. W drodze wspdlnych seminariéw z immuno-
logami Sato i Gefter skompletowali zbiér prac i artykutéw pomocnych w naucza-
niu immunologii komorkowej. Cze$¢ z nich wiaczyli do ,,Wybranych lektur”. In-
tencja obu byt taki dob6r prac, aby wprowadzaty czytelnika stopniowo w podsta-
wowe zagadnienia immunologii komoérkowej, wskazujac specyfike eksperymento-
wania i rozw6j przewodnich idei. Liczbe prac limitowata jednak objeto$¢ ksigzki
a ich dobdér —ograniczona dostepno$¢ prac oryginalnych ze wzgledu na koniecz-
no$¢ uzyskania zgody na przedruk.

Ksigzka sktada sie z 10 rozdziatdw. Kazdy rozpoczyna krytyczny wstep wpro-

wadzajagcy w zagadnienie i rekomendujacy wybrane jako lektury prace doswiad-
czalne. Kolejne rozdziaty omawiajg nastepujace zagadnienia:
Rozdziat | —Wczesne badania kooperacji komoérek w odpowiedzi immunologicz-
nej; Rozdziat Il —Komorki B; Rozdziat 111 — Funkcjonalne zréznicowanie limfocy-
tébw T; Rozdzial IV—Komorki T jak supresory syntezy przeciwciat; Rozdziat V—
Tolerancja; Rozdziat VI— Makrofagi i kwestia prezentowania antygenow; Roz-
dziat VII — Rozpoznawanie antygenow przez komdrki T; Rozdziat VIII —Nadawa-
nie kompetencji przez limfocyty; Rozdzial IX —Regulacja syntezy przeciwciatk:
»NetWork theory” Jernego; Rozdziat X — Biologia molekularna uktadu odpornos-
ciowego.

Sato i Gefter dedykujg ,Wybrane lektury z immunologii komdrkowej” stu-
dentom immunologii i naukowcom innych specjalnosci. Szczegdlnie pozyteczna be-
dzie to lektura dla mitodych adeptéw roéznych dziedzin biologii komorkowej.

Z. Zielinska

Pathobiochemie der Leber.

R. J. Haschen
VEB Verlag Volk una Gesundheit, Berlin, 1981, stron 167, cena 219 M.

Biochemia kliniczna, dyscyplina naukowa mtoda, uzyskata duze wiano i od
biochemii i od medycyny wewnetrznej, jednakze teren jej zainteresowan ciagle
jeszcze jest w trakcie definiowania. Kazda wiec publikacja, ktora zakre$la ten
teren i porzadkuje jest wyczekiwana przez biochemikéw klinicznych a takze przez
analitykow w zakresie diagnostyki laboratoryjnej. Omawiana ksiazka, ktorej tytut
w jezyku polskim brzmie¢ zapewne powinien ,Biochemia kliniczna watroby” na-
lezy do takich wtasnie publikacji. Nie jest to duze dzieto, wszystkiego razem
ok. 150 stron a wiec rzeczywiscie skromnie jak na problemy watroby. Autor
wykazatl duzg dyscypline ograniczajgc niezbedne wprowadzenie z biochemii fizjo-
logicznej, jak i dygresje zwigzane z klinikg watroby. Znakomita wigkszo$¢ ksigzki
poswiecona jest biochemicznym aspektom proceséw patologicznych oraz mozli-
woséciom wykorzystania tej wiedzy w diagnostyce biochemicznej. Biochemik Kkli-
niczny moze wprawdzie odczu¢ niedosyt konkretéw wyrazonych jezykiem bioche-
micznym, ale zapewne autorowi zalezalo bardzo na nie odstraszaniu od ksigzki
réwniez lekarzy klinicystow.

Omawiajac tre$¢ ksigzki nalezy podkresli¢c wiec bardzo skrotowe wprowadze-
nie w biochemie watroby, ograniczone w zasadzie do przypomnienia schematéw, syn-
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tez cukrowcéw, lipidéw i biatek. Doprowadzato to czasami do nadmiernych uproszczen
jak np. zatarcie réznicy miedzy metabolizmem chylomikronéw i VLDL, wzglednie
do pominie¢, jak np. wptywu stopnia ukrwienia narzgdu, bedacego zrédtem enzymu
ekskrecyjnego, na jego aktywnos$¢ we krwi. Skrotowo opisane sg tez przyczyny
uszkodzenia watroby: choroby inwazyjne, hipoksja, intoksykacja, cholestazy, nie-
dobory substratéow.

Rozdzial pigty poswiecony jest biotransformacji (u nas stosuje sie raczej ter-
min detoksykacja) a wiec unieczynnianiu szkodliwych apolarnych zwigzkéw endo-
i egzogennych usuwanych drogag zo6tci. Omoéwione sg etapy utleniania z udziatem
cytochromu Puaso, redukcji i reakcji zwiekszajagcych polarnos¢ tzn. wigzania z kwa-
sem glukuronowym siarkowym itd. Interesujgce jest zestawienie testow oceny
funkcji detoksykacyjnej watroby.

Rozdziat o schorzeniach uktadu krazenia jelitowo-watrobowego kwaséw z64-
ciowych, poza przypomnieniem podstawowych funkcji fizjologicznych, przedstawia
mechanizmy cholestazy wewngatrz- i zewnatrzwatrobowej. PodkreSlona jest przy-
datno$¢ oznaczania kwas6w zdtciowych we krwi dla oceny schorzen drég zoéicio-
wych wewnatrzwatrobowych z zaznaczeniem, ze ich stezenie jest jednak sumg
ekstrakcji kwaséw z krwi i wchtaniania z przewodu pokarmowego. Omowione
zostato tez zachowanie sie enzymdw bion w cholestazie. Wzrost aktywnos$ci tych
enzymow we krwi moze wynika¢ z indukcji (np. fosfataza alkaliczna) albo z solu-
bilizacji przez kwasy zo6tciowe.

Szerzej omowiono rowniez kamice zOtciowg i warunki przesycenia zotci a wias-
ciwie miceli zétci cholesterolem. Wydaje sig, ze autor za mato dobitnie podkresla
réznice miedzy stezeniem bezwzglednym cholesterolu w z6ici a jego zawartoscig
wzgledng w micelach wyrazong wskaznikiem litogennosci.

W rozdziale o polekowych uszkodzeniach watroby omoéwiono kilka grup lekow
stwarzajacych najwieksze zagrozenie. PodkresSlone sg trudnos$ci diagnozowania tych
uszkodzen, ktére w wiekszosci wypadkdw nie powodujg ciezkich, ostrych obja-
wow.

Ksigzke zamyka rozdziat o podstawach racjonalnej biochemicznej diagnostyki
schorzen watroby i drég zo6tciowych. Przedstawia on mozliwosci obiektywizacji
wynikéw testow biochemicznych za pomocg statystyki wielowariantowej. Testom
biochemicznym przyporzadkowane sa, wyrazone liczbowo, oceny ich czuto$ci i spe-
cyficznosci. Kolejno omowione s3a: —diagnostyka podstawowa stwierdzajgca cho-
robe,

— analiza korelacji parametréow rdznicujacych uszkodzenie migzszu, cholestaze,
uposledzenie zdolnos$ci syntezy, reakcje uktadu siateczkowo-$rédbtonkowego,

— dyskryminacyjna analiza wielowariantowa z podziatem na 17 i 5 klas
schorzen,

— rdéznicowanie hepatopatii chronicznych i cholestaz. Wykorzystano w tych
wariantach diagnozowania kilkanascie aktywnos$ci enzymatycznych a takze steze-
nia bilirubiny, cholesterolu, albumin, IgM, I1gG, IgA i in. Autor podkres$la zna-
czenie wielowariantowej analizy dyskryminacyjnej z jednej strony jako pomocy
w diagnozowaniu, a z drugiej strony jako narzedzia do oceny wartosci testow
biochemicznych. Jak wiadomo testéw tych jest duzo: cze$¢ ma juz jednak tylko
znaczenie historyczne a na wiele klinika nadal czeka.

W tekscie nie ma odnosnikéw literaturowych; jedynie na koncu rozdziatow
autor podaje przeglad zalecanej literatury. Nie jest to najwygodniejsze dla zain-
teresowanych okreslonym problemem i szukajacych w tego rodzaju monografiach
doktadnych odsytaczy zrédtowych.

T. Badzto
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Bioenergetics — An Introduction to thc Chemiosmotic Theory

David G. Nicholls.
Academic Press, London—New York, 1982, 190 stron, cena 550 funtéw bryt.

W 1978 r. Peter Mitchell otrzymat nagrode Nobla za swa koncepcje oksyda-
cyjnej fosforylacji (patrz Postepy Biochemii, 25, 247—250; 1979). Wzmogto to zain-
teresowanie teorig ,chemiosmotyczng” takze poza kregiem specjalistéw. Oryginalne
prace Mitchella czyta sie trudno i dlatego nawet ws$réd ludzi pracujagcych w za-
kresie oksydacyjnej fosforylacji odczuwa sie pilng potrzebe bardziej przystepnego
opracowania. Na zapotrzebowanie to odpowiada omawiana ksigzka D. G. Nichollsa.
Jest to niezwykle cenne wprowadzenie w zagadnienia bioenergetyki, a teorii che-
miosmotycznej w szczeg6lnosci. Autor jest miodym, bardzo utalentowanym bada-
czem. Ma zarazem nieprzecietne zdolnosci wyktadowcy. Dzieki temu trudne nawet
problemy omawiane sg w ksigzce jezykiem prostym, przystepnym i zrozumiatym,
ale zarazem w sposob nie trywializujgcy zagadnienia. Zaréwno to jak i urocze
rysunki A. B. Tulpa, znanego ilustratora Trends in Biochemical Sciences, spra-
wiaja, ze ksigzke czyta sie z prawdziwg przyjemnoscia.

L. Wojtczak

Mitochcndrialer Elektronentransport und oxidative Phosphorylierung

Rolf Dargel
VEB Gustav Fischer Verlag Jena, 1981, 210 stron, 3470 marek NRD.

Mineto 50 lat od czasu, gdy Wladimir A. Engelhardt pierwszy zwrocit uwage
na udziat nieorganicznego fosforanu w procesach oddychania komoérkowego, pracy
uwazanej obecnie za poczatek studiow nad oksydacyjng fosforylacjg. Historia badan
nad utlenianiem komo6rkowym jest dluzsza, a nowoczesne jej podstawy stworzyty
prace Ottona Warburga i Heinricha Wielanda na przetomie pierwszego i drugiego
dziesieciolecia XX wieku. Obecna nasza wiedza na temat biologicznych procesow
oksydoredukcyjnych i sprzezonej z nimi syntezy ATP stata sie juz odrebna, ob-
szerng galezig biochemii. Mimo ogromnej ilosci ukazujgcych sie stale z tego za-
kresu prac doswiadczalnych i dos$¢ licznych w literaturze S$wiatowej artykutow
przegladowych mato jest jak dotad dobrych opracowar podrecznikowych. Nalezy
do nich omawiana ksigzka Rolfa Dargela, profesora biochemii na Uniwersytecie
Fryderyka Schillera w Jenie.

Jest to opracowanie bardzo systematyczne i w miare wyczerpujace, o ile te
obszerng wiedze mozna zamkng¢ na 200 stronicach tekstu. Na wstepie omawia Autor
strukture mitochondriéw i ich bion. Przechodzi nastepnie do opisu mitochondrial-
nego fancucha oddechowego. Szczeg6towo charakteryzuje przy tym poszczegdlne
no$niki transportu elektronéw jak rowniez ztozone kompleksy, jakie w tancuchu
oddechowym daje sie wyodrebni¢. W dalszym ciggu omawia oksydacyjng fosfory-
lacje: fakty doswiadczalne i koncepcje teoretyczne sprzezenia energetycznego. Obra-
zu dopetnia opis struktury i wtasciwosci funkcjonalnych mitochondrialnej ATP-azy,
kompleksu enzymatycznego odpowiedzialnego za synteze ATP w ,sprzezonych”
mitochondriach.

Istotnym elementem czynnosci mitochondriow jest transport metabolitow przez
btony mitochondrialne. Temu zagadnieniu, w ktérym zresztg Autor sam pracuje,
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poswiecony jest odrebny rozdziat. Ksigzke konczy rozdziat o regulacji metabolizmu
mitochondriéw.

W sumie jest to cenny traktat o funkcji mitochondriéw. Opracowywanie dzieta
zakonczyt Autor w 1979 r. i do tego czasu uwzgledniona jest literatura przedmiotu.
Nalezy zatowac, ze ksigzka ukazata sie drukiem dopiero w 1981 r.

L. Wojtczak
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajagcych na tre$¢ pracy.

PisSmiennictwo: w artykule nalezy cytowac prace oryginalne z ostatnich kilku
lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajgce przedstawiona dziedzine
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawac¢ jedynie nazwiska badaczy, ktérych prace maja podstawowe znacze-
nie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich
cytowania w teksScie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnosniki bibliograficzne win-
ny mieé¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcow Czasopism Biochemicznych Mieg-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
@) np.:

Pipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac¢ nalezy kolejno: nazwisko(a) inicjaty auto-
ra(bw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom,
pierwszag i ostatnig strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce
wydania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans Green and Co.,

London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D.,
t. 5, str. 1—58; Academic Press, London.

Zakaczniki: kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym numerowi uzytemu w tek$cie, oraz
oznaczy¢ (na gorze stronicy otéwkiem) nazwisko pierwszego autora i poczatkowymi
wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli i nagtowki
rubryk powinny jasno opisywac ich tre$¢ zaznaczajac, z jakich (jakiej) prac(y) po-
chodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja
w kolejnosci ich omoéwienia w teksScie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny by¢é wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé tu-
szem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefisze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac¢ linig ciefiszg niz ninie wtasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzace do opisu rysuku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszag niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie
wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem fatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujgce symbole: OD A B a.
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,gé6ra” i ,,d64” (otéwkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na oddzielnej kartce.
Oznaczenia, ktédrych nie mozna wpisaé na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czar-
nym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie
oryginalnych rysunkoéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie wytgczno$¢ druku prac wraz z ich
dokumentacjg (Copyright). Przed wigczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do
artykutu przeznaczonego do publikacji w Postepach Biochemii nalezy zatem uzyskaé
zgode na przedruk lub wykorzystanie danych i przedtozy¢ jg Redakcji. W razie
modyfikowania rycin zaczerpnietych z opublikowanych prac nalezy takze przedtozyé
Redakcji do wgladu kopie oryginalnych ilustracji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutow, aby zabezpieczyé maszynopisy
1 ilustracje przed pogieciem.
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