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9 K. K. BROZYNSKI, B. KMIEC
WYSTEPOWANIE | ROZMIESZCZENIE TTB

Tkanka ttuszczowa brunatna, zwana Inaczej gruczotem miedzytopat-
kKowym, gruczotem ttuszczowym lub gruczotem snu zimowego, wystepu-
Je u okoto 50 gatunkow ssakow [68]. Szczegolnie obficie wystepuje ona
W organizmach zwierzat zapadajacych w sen zimowy, tj. podlegajacych
tzw. fizjologicznej hibernacji (np. Jez, Swistak) pozwolito to przed-
stawiC hipoteze o je] udziale w termogenezie [9, 27, 41, 43, 81]. Tth wy-
stepuje ponadto u roznych gryzoni nie zapadajacych w sen zimowy
(mysz, szczur, chomik syryjski, swinka morska, krolik), a takze u owcy,
bydta domowego, u matp 1 u cztowieka [18, 30, 43,59,60,94,95]. Warto
odnotowacC fakt, ze chomik syryjski, ktory w Srodowisku naturalnym
podlega fizjologiczne] hibernacji, w warunkach laboratoryjnych nie za-
pada w sen zimowy. Moze wiec byC ciekawym obiektem do badan nad
tkanka ttuszczowa brunatna.

Tkanka ttuszczowa brunatna rozproszona jest niemal w catym orga-
nizmie ssaka, przy czym wystepuje gtownie poza narzadamil wewnetrz-
nymi. Spotyka sie ja takze w niektorych narzadach wewnetrznych, np.
w tarczvcv u leza T421. Mozna wiec na nodstawie dotychczasowych badan

Rye. 1. Rozmieszczenie tkanki ttuszczowe] brunatnej u ptodu ludzkiego wedtug
Merklina [55]

A — strona brzuszna, B — strona grzbietowa, powierzchnie zakreskowane — tkanka ttusz-

czowa brunatna z przewaga komorek wielowakuolarnych, powierzchnie kropkowane — ttbh

Z komorkami wielowakuolarnymi 1 pecherzykowymi, 1 — szyjna, 2 — pachowa, 3 — miedzy-

Zzebrowa, 4 — Srodpiersiowa, 5 — brzuszna, 6 — okotonerkowa, 7 — podbrzuszna, 8 — tonowa,
9 — nadbiodrowa, 10 — miedzytopatkowa, 11 — naramienna, 12 — grzbietowa boczna



TKANKA TLUSZCZOWA BRUNATNA 3

podac wspolny dla wszystkich gatunkdow zwierzat ogdlny schemat roz-
mieszczenia ttbh w organizmie. Najwieksze skupienie te] tkankl wyste-
puje w okolicy miedzylopatkowe], stad tez najczescie] spotykana w pis-
miennictwie je] nazwa — miedzytopatkowa tkanka ttuszczowa brunat-
na [33, 54, 100], Znacznie mniejsze poktady ttb znajduja sie w okolicy
nerek 1 nadnerczy, w Srodpiersiu, w okolicy szyi, w sasiedztwie duzych
pni naczyniowych (okolice aorty, tetnic biodrowych, podobojczykowych,
szyjnych) 1 wielu innych miejscach [43, 55, 59, 95] (rye. 1).

Tkanka ttuszczowa brunatna stanowl do 6% cilezaru clata zwierze-
cla [27].

Ttb znajdowano u cztowieka przede wszystkim w okresie ptodowym
| w pierwszych latach zycia pozaptodowego [59, 60]. Szczegotowe badania
morfologiczne dowiodty wystepowania ttb rowniez w pozniejszych okre-
sach zycla osobniczego |[18, 30, 55, 94, 95]. Zwracaja uwage znaczne roz-
bieznoSci w ocenie czestoscl wystepowania u ludzi: np. wediug Tanumy
| wsp. [94, 95] ttb jest obecna u 74°/o osobnikow, wedtug Feyrtera [18] —
u 35°/0, a zdaniem Heatona [30] — u 94%. Ro&znice te wynikaja prawdo-
podobnie ze stosowania odmiennych 1 mnie] badz bardzie] doktadnych
technik badawczych.

CHARAKTERYSTYKA MORFOLOGICZNA | BIOCHEMICZNA TTB

Tkanka ttuszczowa brunatna ma niemal 1dentyczng budowe u wszyst-
kich badanych gatunkow ssakow [1, 7, 18, 30, 43, 55, 59, 67, 95, 97]. Jej
jednostka morfologiczng jest zrazik. PoszczegoOlne zraziki oddzielone sa
pasmami tkanki tacznej. Wnetrze zrazika wypetniaja komorki otoczone
skapa liczba wiokien tkanki tacznej, w ktorej lezg naczynia krwionosne
| liczne wiokna nerwowe [/, 17].

Klasyfikacje cytologiczng ttb roznych gatunkow ssakow podali: We-
gener — 1951 [97], Karolewicz — 1953 [43], Pawlikowskli — 1955 [59],
Aherne 1 Hull — 1966 [1], Heaton — 1972 [30], Feyrter — 1973 [18],
Tanuma 1 wsp. — 1976 [95] oraz Brzezinski 1 wsp. — 1981 [/]. Brak
do chwili obecnej jednolitego mianownictwa komorek ttb. Wiadomo,
ze gtownymi 1 typowymi komorkami ttb opisywanymi przez wszystkich
autorow sa komorki wielowakuolarne (wielopecherzykowe). Sa to wielo-
katne badz owalne komorki zawierajace w swej cytoplazmie liczne waku-
ole o srednicy kilku mikronow (np. u szczura o Srednicy okoto 4 am) [7].
Ich jadra komorkowe na przekroju okragte badz owalne potozone sa
najczescie] w Srodku komorki, a niekiedy tylko w poblizu btony komor-
kowe] 1 oddzielone od nie] szeregiem drobnych wakuol. Jadro zawiera
wyrazny zrab chromatynowy oraz jedno badz dwa jaderka. Ponadto moz-
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na wyodrebni¢ takze Inne rodzaje komorek w zaleznosSci od gatunku
zwierzecia. | tak np. Brzezinski 1 wsp. [/] w ttb szczura biatego opisali
oprocz komorek wielowakuolarnych, komorki wielkowodniczkowe, ko-
morki pecherzykowe zblizone cechami morfologicznymi do komorek ttz
oraz pojedyncze komorki, na przekroju wielokatne, z jednym badz dwoma
jadrami komorkowymi 1 cytoplazma wybarwiajaca sie intensywnie eo-
zyna lub fuksynag kwasng (rys. 2). Pawlikowski opisat te ostatnie ko-
morki rowniez w ttb noworodkow ptci meskiej 1 nazwat je komorkami
fuksynochtonnymi [59].

Co sie tyczy charakterystyki morfologiczne] komorek ttb cztowieka,
to Pawlikowski wyroznit tutaj cztery typy: 1 tzw. komorki niezrdozni-
cowane o mate] Srednicy 1 barwnikooporne] cytoplazmie, odpowiadajace
prawdopodobnie lipoblastom, 2. komorki o wybitnie fuksynochtonnej cy-
toplazmie, 3. komorki wielowakuolarne oraz 4. zwykte komorki ttuszczo-
we [59]. Natomiast Tanuma 1 wsp. [95] wyodrebnili az szeSC rodzajow
komorek, stosujac jako kryterium Srednice komorek 1 ich wakuol ttusz-
czowych.

W mikroskopie elektronowym typowe komorki ttb, tj. komorki wie-
lowakuolarne, charakteryzuja sie, podobnie jak w mikroskopie swietl-
nym (ryc. 3, 3a), licznymi kroplami lipidowymi otoczonymi gtadka sia-
teczka Srodplazmatyczng w postacit kanatow 1 wakuol. Pomiedzy nimi
rozrzucone sa mitochondria o Srednicy 0,5-1 am z dobrze rozwinietymi
grzebientami oraz lizosomy [/70, 81] (ryc. 4, 4a). Spotyka sie rowniez po-
jedyncze lub utozone w grupy peroksysomy, ktorych liczba wzrasta w
czasle adaptacji zwierzat do niskie] temperatury otoczenia [61].

W ttb szczura wykazano aktywnos¢ enzymow cyklu Krebsa, tan-
cucha oddechowego 1 fosforylacji oksydacyjnej, beta-oksydacji kwa-
sow ttuszczowych, lipogenezy, glikolizy, glukoneogenezy 1 metabolizmu
sterydow [4, 7, 27, 28, 71, 86-88]. Szczegodlnie wysoka aktywnoscig cha-
rakteryzuja sie m. In. dehydrogenaza bursztynianowa, oksydaza cytochro-
mowa, fosfataza kwasna, fosfataza zasadowa, monoaminooksydaza oraz
kinazy biatkowe zalezne od cAMP 1 cGMP [81, 84, 85, 87, 88].

Na uwage zastuguje fakt, ze w ttb szczura, myszy, chomika syryjskie-
go, swinki morskiej 1 cztowieka znaleziono zwiazki chemiczne o budowie
sterydowe] [7, 46, 51, 64-66, 69, 93]. Wsrod nich, w badaniach Dbioche-
micznych 1 histochemicznych, udato sie zidentyfikowacC kortykosterydy
|65, 69, 79] I androgeny [46, 93].

Komorki ttb charakteryzuja sie szczegolnie wysoka zawartoscia
cytochromow, okoto 280 ag/g tkanki, ktore to substancje nadaja je] ma-
kroskopowo brunatna barwe [81].

Tkanka ttuszczowa Dbrunatna jest bardzo dobrze unaczyniona; kaz-
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da komodrka kontaktuje sie z naczyniem wiosowatym typu trzewnego
[17, 40]. Stwierdzono, ze w czasie ekspozycjl Szczurow na zZimno prze-
ptywa przez ttb okoto 25% Kkrwi rzutu skurczowego serca [81]. Poza boga-
tym unaczynieniem, charakterystycznag cecha ttb jest swoiste unerwie-
nie wspotczulne [10, 12, 13, 98]. Derry 1 wsp. [12] wykazali z pomoca mi-
kroskoplii fluorescencyjnej, ze ttb posiada dwojakie unerwienie adre-
nergiczne. Pilerwsze stanowiga witokna zazwojowe neuronow wspotczul-
nych dla naczyn krwionosnych. Drugie to tzw. zwoje wiasne wraz z ich
aksonami zazwojowymil unerwiajacymi kazdag komorke. Warto tu przy-
pomniec, ze tkanka ttuszczowa zotta posiada tylko widokna adrenergicz-
ne dla naczyn krwionosnych.

/Z badan porownawczych wynika, ze cechy morfologiczne ttbh zmienia-
Ja sle wraz z rozwojem osobniczym [27, 59, 81, 95, 94]. Okazuje sie,
ze ttb u cztowieka jest najlepiej rozwinieta w okresie okotoporodowym
| wraz z wiekiem przeksztatca sie w zwykta tkanke ttuszczowa, tj. zotta
[59, 94, 95]. Wskutek tego zraziki, ktore u noworodkow I niemowlat zbu-
dowane sa gtownie z komorek wielowakuolarnych (wielopecherzykowych),
u dzieci sktadaja sie ze srodkowego pola zawierajacego komorki ttb
| z warstwy obwodowe] komorek tkanki ttuszczowej zottej [95]. Wedtug
Tanumy 1 wsp. [95] zjawisko przeksztatcania sie komorek ttbh w komorki
tkanki ttuszczowej] zotte] wystepuje w trzecie] dekadzie zycia cztowieka.
Pawlikowskl uwaza, ze transformacja ttb w ttz odbywa sie na zasadzle
stopniowego przeksztatcania sie komorek ttb wedtug nastepujacego sche-
matu: komorki niezroznicowane — komorki fuksynochtonne -> komorki
wielopecherzykowe -> komorki pecherzykowe [59].

Zjawisko zanikania ttb po okresie okotoporodowym opisano rowniez
u innych gatunkow ssakow, m. in. u owcy [23] | u bydta domowego [2].
Karolewicz [43] opisat przechodzenie tth w ttz w cyklu rocznym u jeza.
Sidman w 1956 r. sformutowat teze o mozliwosci transformacji komorek
ttuszczowych brunatnych w zotte in vitro [83]. Rowniez Dyer [14] w Kil-
kudniowych hodowlach ttb znajdowat komorki o cechach zblizonych do
zottych lipocytow. PoOzniejsze badania wykazaty, ze 11-dniowa hodowla
tkankowa ttb szczura biatego zawiera komorki submikroskopowo niemal
Identyczne z komorkami pecherzykowymi tkanki ttuszczowe] zottej [15].
Transformacja komorek ttb w komorki ttz polega na taczeniu sie drob-
nych wakuol ttuszczowych w jedna duza wakuole, zdolng do zepchniecia
Jjadra komorkowego na obwod cytoplazmy, rozrastaniu sie siateczki srod-
plazmatyczne] 1 na zmianach w wygladzie mitochondriow [14, 15]. Nie-
wiele wiadomo na temat wptywu roznych czynnikOw na roznicowanie
komorek ttb w Kkierunku ttz. Stwierdzono jedynie, ze insulina nie ma
wWptywu na przebileg tego procesu [14, 15, 53, 83].
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/ TKANKA TLUSZCZOWA BRUNATNA A TERMOGENEZA

Gtowna rola fizjologiczna ttb polega na wytwarzaniu ciepta celem
ogrzania organizmu w procesie tzw. niedrzeniowe] termogenezy [9, 22,
33, 34, 41, 56, 81, 89, 90]. Koncepcje o roli ttb w procesach wytwarzania
ciepta sformutowat jako pierwszy Smith w 1961 r. [89]. Zanim przed-
stawimy gtowne je] zatozenia, pragniemy podac kilka uwag na temat
procesu termogenezy w ogole. Otoz zgodnie z pogladem Jansky’ego wy-
twarzanie ciepta u ssakow mozna podzieliCc na dwa rodzaje: nie zwiazane
Zz termoregulacja 1 zwigzane z termoregulacja [39]. Plerwszy rodzaj nie
zalezy od temperatury otoczenia I nie ma zwiazku z ochrona organizmu
przed dziataniem niskich temperatur (podstawowa przemiana materii,
wysitek miesniowy itp). Drugi rodzaj zwiazany jest Scisle z termoregu-
lacja, tzn. jest wysoce swolista odpowiledzig organizmu na niska tempera-
ture otoczenia. Wyroznia sie tutaj tzw. termogeneze drzeniowg (skurcze
miesni szKieletowych) oraz termogeneze niedrzeniowg, czyli proces wy-
twarzania ciepta nie zwigzany z czynnoscia skurczowa miesni.

Tak wiec energia cieplna, ktora powstaje w organizmie przy wy-
stawieniu na niska temperature, moze pochodziC z czynnosci miesni
| z termogenezy niedrzeniowe]. Procento'wy udziat tych dwodch typow
termogenezy w ogolnej 1losci wytworzonego ciepta zalezy od roznych
czynnikow, takich jak masa ciata, temperatura ciata, temperatura oto-
czenia Itp. [31].

W termogenezie niedrzeniowe] uczestnicza gtownie dwa narzady
miesnie poprzecznie prazkowane 1 tkanka ttuszczowa brunatna. Ze wzgle-
du na duzg mase, gtownym miejscem wytwarzania ciepta ta droga sa
u wiekszosci zwierzat miesnie szkieletowe, chociaz np. u noworodkow
krolika ttb spetnia w tym wzgledzie znacznie wieksza role [36].

Termogeneza niedrzeniowa Jest ze zrozumiatych wzgledow nasilo-
na zwitaszcza u noworodkow ssakow, w tym takze u cztowieka oraz zwie-
rzat podlegajacych fizjologicznej hibernacji [27, 36, 81, 90]. Udziat ttb
w wytwarzaniu ciepta tag droga u zwierzat dorostych adaptowanych do
niskie] temperatury jest mniejszy [3, 36]. Wynika to z przejecia te] funk-
cjIl przez kurczace sie miesSnie, tj. wytwarzanie ciepta w procesie tzw.
termogenezy drzeniowej.

MORFOLOGICZNE WYKLADNIKI NIEDRZENIOWEJ TERMOGENEZY W TTB

Specjalizacja ttb w procesie wytwarzania ciepta znalazta swoje po-
twierdzenie m. In. w Je] budowie morfologicznej. Bogate unaczynienie
| unerwienie wspotczulne dwojakiego rodzaju oraz liczne potaczenia mie-
dzykomorkowe stwarzaja dogodne warunki do szybkiego wyzwalania cie-
pta [27]. Ponadto, jak juz wspominalismy, typowe komorki ttb maja licz-
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ne krople lipidowe 1 mitochondria. Krople lipidowe sa magazynem trodj-
glicerydow, ktore pod wptywem lipaz ulegaja hydrolizie do kwasow ttu-
szczowych, czyli substratu oddechowego, a w mitochondriach zachodza
procesy Ich utlenitania w wyniku czego powstaje energia cieplna.

Pod wptywem dziatania zimna na organizm zwierzecia, w ttb ob-
serwuje sie zmiany pod postacia rozszerzenia naczyn krwionosnych wio-
sowatych 1 zaniku ttuszczu w jej komorkach [81]. W komorkach ttb
szczurow adaptowanych do zimna stwierdzono zwiekszenie sie liczby
mitochondriow z gesto upakowanymi grzebieniami oraz zwiekszenie sie
iIch rozmiarow [92]. Wykazano takze wzrost liczby peroksysomow, co
jest zrozumiate w Swietle doniesien o mozliwosci prowadzenia przez te
organelle beta-oksydacji kwasow ttuszczowych [45, 61].

MECHANIZM KONTROLI NIEDRZENIOWEJ TERMOGENEZY W TTB

Pobudzenie ttb do wytwarzania ciepta odbywa sie na drodze nerwo-
wc-hormonalnej [9, 21, 27, 35, 58, 81]. Obnizona temperatura otoczenia
odblerana Jest przez termoreceptory skory. Stad informacja o0 zmianie
stanu Srodowiska zewnetrznego dociera do podwzgorza droga nerwowa,
gdzie znajduje sie osrodek termoregulacji. Podwzgorze, za posrednictwem
czescl wspotczulne); uktadu autonomicznego, powoduje wydzielanie nor-
adrenaliny na zakonczeniach wiokien zazwojowych zwojow witasnych
ttb. Tak prawdopodobnie przedstawia sie klasyczna droga regulacji ter-
mogenezy niedrzeniowe] w organizmie ssaka [5 27]. Noradrenalina jest
gtownym 1 podstawowym hormonem stymulujagcym komorki ttuszczowe
brunatne do wytwarzania ciepta in vitro 1 in vivo [9, 19, 34, 57/, 58].

Wykazano rowniez, ze glukagon 1 kortykotropina (ACTH) moga dzia-
laCc synergistycznie z katecholaminami, aktywujac lipolize w komadrkach
ttb u mtodych szczurow adaptowanych do zimna [26, 47]. Istnieja praw-
dopodobnie gatunkowe roznice w sposobie zapoczatkowania fizjologicz-
ne] odpowiedzi ttb w zakresie wytwarzania cilepta. Wykazano bowiem,
Ze U zwilerzat zapadajacych w sen zimowy, np. u jeza, uruchomienie nie-
drzeniowe] termogenezy w czasie wybudzania z hibernacji podlega gtow-
nie kontroli katecholamin, natomiast w czasie adaptacji do zimna — Kon-
trolowana Jest gtownie przez kortykosterydy (dezoksykortykosteron) [54,

99, 100]. Mechanizm termogenetycznego dziatania tego sterydu nie jest
znany, chociaz wydaje sie, ze chodzi tutaj o tzw. ,,przyzwalajacy efekt”
dziatania hormonow sterydowych w odniesieniu do katecholamin [27].
Interesujace sa dane dotyczace udziatu hormonow tarczycy w proce-
sach niedrzeniowe] termogenezy w ttb. DoSwiadczalnie wykazano, ze nie-
dobor tych hormonow, tyroksyny 1 trojjodotyroniny, w organizmie m+to-
dych szczurow uposledza z jednej strony przebieg lipolizy 1 oddycha-
nia komorkowego w odpowiedzi na noradrenaline, a z drugiej — powoduje
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magazynowanie ttuszczu w komorkach ttb [32]. Stan hipotyreozy u mio-
dych 1 dorostych szczurow pocigga za sobg obnizenie stezenia noradrena-
liny w ttb, a hipertyreozy — jego zwiekszenie [25, 44]. Przypuszcza sie
wiec, ze hormony tarczycy moga rowniez regulowac niedrzeniowa ter-
mogeneze w komodrkach ttb poprzez ich wptyw na metabolizm katecho-
lamin [73].

BIOCHEMICZNY MECHANIZM NIEDRZENIOWEJ TERMOGENEZY W KOMORKACH TTB

Znane sa aktualnie dwie hipotezy probujace wyjasnic mechanizm
wytwarzania ciepta na poziomie komorkowym. Pierwsza z nich, zapropo-
nowana przez Nichollsa, opiera sie na wielu obserwacjach, z ktorych
wynika, ze i1zolowane z ttb mitochondria charakteryzuja sie ,rozprze-
zeniem energetycznym”, tzn. nie wykazuja zdolnosci syntetyzowania
ATP kosztem energil transportu elektrondw w tancuchu oddechowym
19, 56]. Umozliwia to petng zamiane energil utleniania na ciepto. Kon-
cepcja ta zyskata w Swietle najnowszych badan bardzo mocne podstawy.
Zanim Jednak przedstawimy je] gtdwne zatozenia, przypomnijmy po-
krotce mechanizm fosforylacji oksydacyjne] w Swietle teorii chemio-
smotyczne] Mitchella [37]. Otéz rownowazniki redukcyjne, czyli zredu-
kowane koenzymy dehydrogenaz (gtownie NADH + H+), powstate przede
wszystkim w wyniku cyklu Krebsa czy beta-oksydacji kwasow ttusz-
czowych, ale 1 Innych procesow katabolicznych, uruchamiaja tancuch
oddechowy. W trakcie tancucha oddechowego nastepuje translokacja
protondw z matriks mitochondrialnej, wytwarzajac tym samym gradient
elektrochemiczny jonow H+ po obu stronach btony. Gradient ten mozna
uwazaC za pierwotna forme akumulacji energii wydzielonej w tancuchu
oddechowym. Synteza ATP katalizowana przez kompleks enzymatyczny
ATP moze zachodzi¢ tylko wowczas, gdy jednoczesnie nastepuje prze-
mieszczenie protonow do matriks, a jonow OH- w kierunku przeciwnym.
Inacze] mowigc, ATP powstaje kosztem energil zmagazynowane] pod
postacig gradientu elektrochemicznego, gtownie jondw H+, po obu stro-
nach wewnetrznej btony mitochondrialnej.

Jak juz wspominalismy, gtowna 1 swoista cecha mitochondriow ttb
jest niski stopien sprzezenia oddychania z oksydacyjna fosforylacja [9].
Wedtug Nichollsa zjawisko to zwiazane jest z obecnoscig alternatywnej,
tzw. ,krotkie}”, drogi transportu protonow do wnetrza mitochondrium,
przebiegajacej z pominieciem syntetazy ATP (ktorej podjednostka FO jest
w iIstocie kanatem dla protondow) [57]. Zaobserwowano, ze dwu- 1 troj-
fosforany nukleozyddow purynowych, a zwtaszcza GDP, dziatajagc na mito-
chondria ttb In vitro hamuja te dodatkowa droge przenoszenia protonow
do matriks. Tym samym podczas tancucha oddechowego tworzy sie
| utrzymuje gradient stezen protonow warunkujacy dziatanie ATP syn-



Rye. 2. Typowe utkanie zrazika tkanki ttuszczowej brunatnej szczura biatego. Wi-

doczne cztery rodzaje komorek: komorki wielowakuolarne (k,), komorki wielko-

wodniczkowe (k2, komorki pecherzykowe (k3 1 komorka wybarwiona intensywnie

fuksynag kwasng (k4), naczynie krwionoSne mate (nd craz naczynia krwionosne
witosowate (n2. Barwienie metoda Massona; pow. okoto 250X

Ryc. 3. Intensywna 1 bardzo intensywna sudanochtonnos¢ komorek tkanki ttusz-

czowe] brunatne] szczura biatego. Widoczne komorki pecherzykowe (strzatki). Bar-
wienie Sudanem czarnym B metoda Lisona; pow. okoto 100X

Ryc. 3a. Jak na ryc. 3; pow. okoto 160X



Rye. 4, Ultrastruktura typowej komorki tkanki tituszczowej brunatnej szczura bia-
tego; pow. 12 000X

Ryc. 4a. Fragment komorki tkanki ttuszczowe] brunatnej szczura biatego; pow.
39 000X

NU — jadro komodérkowe, Ga — strefa Golgiego, L — krople lipidowe, MiI — mitochondria,
strzatka —ziarnisty obszar w mitochondrium o duzej gestosci elektronowe]j
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tetazy, a przez to wytaczajacy Intensywng termogeneze |[56]. Ricquier
| wsp. wykorzystujac to zjawisko zlokalizowali we frakcji btonowe] mi-
tochondriow ttb szczura 1 znacznie oczyscili biatko o clezarze czastecz-
kowym 32 000. W tym celu zastosowali oni rozdzielanie mieszaniny bia-
tek solubilizowanych z mitochondriow dziataniem detergentow za pomoca
chromatografii powinowactwa (affinity chromatography) na kolumnie

z GDP sprzezonego z sefaroza [75]. lloSC tego wiazacego GDP ,biatka
32 0007, zwiekszajacego przepuszczalnosc btony wewnetrzne] mitochon-
driow ttb dla protonow znacznie wzrasta podczas ekspozycji zwierzat
na niska temperature [74, 76]. Rownolegte badania, gtownie w pracowni

Nichollsa, wykonywane na mitochondriach ttb chomikow rowniez wy-
kazaty obecnos¢ biatka o analogicznych witasciwosciach 1 tym samym cie-

zarze czasteczkowym [56]. Pewne wstepne doSwiadczenia sugeruja, ze
biatko to, czy tez polipeptyd, jest glikoproteidem |[/5].

Lin 1 Klingenberg w 1980 r. doniesli o prawie catkowitym oczyszcze-
niu ,,biatka 32 000” (osiggnieto czystosc powyzej 90°/0) z mitochondriow
ttb szczura 1 chomika za pomocag prostych 1 wydajnych metod uprzednio
przez nich zastosowanych do izolowania nosnika ATP/ADP, zwanego
tez niekiedy translokaza nukleotydow adeninowych [49]. Oba te niezwy-
kle wazne dla energetyki komorki ttb biatka wykazuja podobne wias-
ciwosci: 1 podobna mase czasteczkowa — 32 000 wobec 30 000 dla nos-
nika ATP/ADP, 2. tatwosC w wigzaniu Tritonu X-100 1 fosfolipidow

oraz 3. oba tworzg dimer o masie odpowiednio 62 000 1 60 000. Ta osta-
tnia sugestia zostata udowodniona doSwiadczalnie w pracy Lin 1 wsp. [50].
Autorzy sugeruja, ze oba biatka sa w podobny sposob ,,gteboko zanurzo-
ne” w strukturze btony wewnetrznej. Okazato sie, ze wiagzanie GDP
przez ,biatko 32 000” jest silnie Inhibowane przez wysokie stezenie soll,
podobne do tego, Jakie istnieje w mitochondriach [49]. Wykazano ponadto,
ze Jest ono wrazliwe na wzrost pH, a powinowactwo do GDP obniza sie
bardzo przy pH powyze] 7,2 [49].

Obecnosc ,biatka 32 0007, zdaniem Nichollsa, warunkuje istnienie
alternatywnej tzw. ,krotkiej” drogi dla protonow w mitochondriach ttb,
a tym samym likwidacje gradientu stezen jondw H+, a co za tym idzie
rozproszenie energit w formie ciepta [56]. GDP, a w mniejszym stopniu
Inne nukleozydo-dwu- 1 trojfosforany puryn wiazac sie z ,biatkiem
32 000” modyfikuja prawdopodobnie jego strukture, czyniac go ,hieprze-
puszczalnym” dla protonow, a tym samym przywracaja sprzezenie tan-
cucha oddechowego z oksydacyjna fosforylacja. Ostatnie doswiadczenie
Locke 1 Nichollsa wskazuja, ze czynnikiem odblokowujacym alternatywny
kanat protonowy na ,blatku 32 000” sa endogenne Kkwasy ttuszczowe
w formie niezaktywowane] [52]. Wiadomo wiec, ze kwasy ttuszczowe
dziatajac przeciwstawnie do GDP na alternatywny kanat protonowy
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w rmtochondriach ttb sa czynnikiem odpowiedzialnym za termogeneze,
Jednakze autorom nie udato sie wykazac, jaki jest mechanizm tego dzia-
tania, gdyz nie wiadomo nawet czy wolne kwasy tituszczowe wigza sie
z ,bratkiem 32 000”. Warto dodaC w tym miejscu, ze role wolnych kwa-
sow ttuszczowych jako czynnikdw rozprzegajacych przedstawili w 1973 r.
autorzy historycznej juz dzis hipotezy regulacji termogenezy w mito-
chcndriach ttb na poziomie translokazy nukleotydow adeninowych [8],
Sekwencja zdarzen jaka zachodzi w komodrkach ttb pod wptywem inter-
akc]l noradrenaliny z btonowym receptorem beta-adrenergicznym, a pro-
wadzgca do uruchomienia termogenezy, zostata przedstawiona na ryc. 5.

Druga hipoteze molekularnego mechanizmu wytwarzania ciepta
w komorkach ttb w odpowiedzi na dziatanie noradrenaliny przedstawit
Horwitz |[35]. Je] podstawa staty sie badania Edelmana [16] nad rola
btonowe] ATP-azy Na+/K+ — zalezne] w wytwarzaniu ciepta pod wpty-
wem hormonow tarczycy. Wedtug Horwitza interakcja noradrenaliny
Z btonowym receptorem adrenergicznym powoduje wzrost przepuszczal-
nosci btony komorkowej dla jonow Na+ 1 K+, ktore przemieszczaja Sie
wraz z gradientem ich stezen. W wyniku tego wzmaga sie aktywnosc
btonowe] pompy sodowo-potasowe], ktora dazy do przywrocenia plerwo-
tne] koncentracji jonow po obu stronach btony komodrkowej. Dziatanie
pompy Na+/K+ jest mozliwe dzieki aktywnosci je] ATP-azy, ktora droga
hydrolizy ATP do ADP dostarcza energie potrzebng do aktywnego trans-
portu jonow. W ten sposob powstaje ,wewnatrzkomorkowy sygnat” do
wzmozone] syntezy ATP, dla ktorej substratem sa w tym przypadku kwa-
sy ttuszczowe zawarte w trojglicerydach kropel lipidowych. W zaleznos-
cl od tego, czy mitochondria komorek ttbh aktywowanej fizjologicznie dzia-
taniem noradrenaliny sa faktycznie ,,sprzezone”, ,luzno sprzezone” czy

Ryc. 5. Schemat wytwarzania ciepta w komorce ttuszczowe] brunatnej] w odpowie-
dzi na noradrenaline wedtug koncepcji Nichollsa. Opis w tekscie

Jjasna strzatka — aktywacja, jasna strzatka przerywana — blokowanie, — reakcja chemicz-
na, — transport przez wewnetrzng btone mitochondrialng, BK — Dbtona komorkowa,
BW — Dbtona wewnetrzna mitochondrium, NA — noradrenalina, RB — receptor btonowy,
TG — trojglicerydy, FA — wolne kwasy ttuszczowe, GDP — symbolizuje dwu- 1 trojfosfora-
nowe nukleozydy purynowe, [H] — rownowazniki redukcyjne, a — adenylocyklaza, b — uktad
transacylaz karnitynowych przenoszacy reszty acylowe przez wewnetrzng btone mitochon-
drialng, ¢ — Dbeta-oksydacja kwasow ttuszczowych, d — cykl Krebsa, e — tancuch oddecho-
wy — ujecie graficzne nawigzuje do faktu, ze poszczegolne kompleksy tancucha oddechowego
sg wyeksponowane na zewnetrznag Ilub wewnetrzng powlierzchnie wewnetrzne] btony mito-
chondrialnej, f — zalezna od tancucha oddechowego translokacja protonow 2z matriks, czyli
pompa protonowa wytwarzajgca gradient H+, g — tzw. alternatywna ,krotka” droga prze-
noszenia protondow do matriks, czyli kanat utworzony przez ,,biatko 32 000”, ktory jest bloko-
wany przez GDP 1 inne nukleotydy purynowe (—), a prawdopodobnie ,,otwierany” przez
wolne kwasy ttuszczowe (+), h — synteza ATP zalezna od gradientu H4-, czyli tzw. wek-

tortalna ATP-aza mitochondrialna
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Ryc. 6. Hipotetyczny mechanizm dziatania btonowej pompy Na+/K+ stymulowanej
przez noradrenaline na szybkosc fosforylacji oksydacyjnej 1 wytwarzanie ciepta
w komorce ttbh wedtug Horwitza [35]. Opis w teksScie

NA — noradrenalina, M — matriks mitochondrialna, BZ — zewnetrzna btona mitoehondrialna,

P — biatko regulujace przenoszenie protondow Kkrotka droga alternatywna, a — tancuch od-

dechowy, b — alternatywna ,krotka” droga przenoszenia protonow do matriks niezalezna od
fosforylacji oksydacyjnej, ¢ — synteza ATP przenoszaca protony do matriks

catkowicle ,rozprzezone energetycznie, autor proponuje trzy modele wy-
twarzania ciepta, z ktorych najbardziej prawdopodobny wydaje sie mo-
del mitochondriow ,,sprzezonych” (ryc. 6).

Koncepcja ta probuje wyttumaczyc wytwarzanie duzych ilosci ener-
gil cieplne] przez istnienie procesow Intensywnie zuzywajacych ATP
powstajacy w mitochondriach. W modelu tym ATP-aza pompy jonowe]
zabezpiecza szybka hydrolize ATP, czyli odpowiednio duzag ilosc ADP
koniecznego do oksydacyjnej fosforylacji, zwiekszajac w ten sposob
szybkosC utleniania substratow 1 wytwarzania ciepta [26].

TKANKA TtUSZCZOWA BRUNATNA JAKO REGULATOR TERMOGENEZY

Smith 1 Roberts wykazali istnienie potaczen anatomicznych pomiedzy
naczyniami krwionosnymi miedzytopatkowe] tkanki ttuszczowe] brunat-
nej 1 zytami rdzenia kregowego [91]. Dzieki obecnoSci anastomoz mie-
dzy uktadem zyt szyjnych 1 miedzytopatkowych tth a zytami splotu kre-
gowego wewnetrznego istnieje mozliwosC przeptywu ciepta z tkanki do
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rdzenia kregowego. Spostrzezenie to stato sie podstawag do sformutowania
hipotezy o regulacyjnej roli miedzytopatkowe] tkanki ttuszczowe] brunat-
nej w odniesieniu do termogenezy drzeniowe] w miesniach szKieletowych
|6]. Wedtug te] hipotezy ttb wytwarza ciepto w odpowiedzi na niska tem-
perature otoczenia. Krew o podwyzszone] temperaturze ptynie z zyt mie-
dzytcpatkowych m. In. do zyt splotu kregowego wewnetrznego, sasiadu-
jacych z metamerami rdzenia kregowego C6Th2 na powierzchni Kkto-
rych zlokalizowane sa termodetektory. Stad sygnaty wysytane sa do
osrodka termoregulacji w podwzgorzu, kontrolujacego dalsze wytwarza-
nie energil cieplne] w ttb. Jezeli 1loSC ciepta powstajacego w tth jest za
mata w stosunku do potrzeb, nie dochodzi do pobudzenia termodetekto-
row, sygnaty nie docieraja do podwzgodrza | uruchomiona zostaje termo-
geneza drzeniowa w miesniach szkieletowych.

/Z kolel Hayward 1 Davies [29], na podstawie witasnych badan, wy-
sunell przypuszczenie, ze ttb myszy moze odgrywac role mediatora dla
reakcji termogenetycznych innych tkanek, ale za posrednictwem me-
chanizmu humoralnego [29]. Komorki ttb miatyby wydzielac jakis
czynnik lub czynniki, ktore regulowatyby wytwarzanie ciepta w innych
tkankach. Sa jednak obserwacje wskazujace na minimalny wptyw dos-
wiadczalnego wytaczenia czynnosci miedzytopatkowe] tkanki ttuszczo-
we] brunatnej za pomocg hibernektomii na i1losC wytwarzanego ciepta
pod wptywem noradrenaliny u ssakow adaptowanych do zimna [20].

TKANKA TLUSZCZOWA BRUNATNA JAKO NARZAD DOKREWNY

Cramer [11] jako pilerwszy zasugerowat, ze tkanka ttuszczowa bru-
natna moze byC gruczotem wewnatrzwydzielniczym. Poparciem dla te]
tezy staty sie klasyczne juz dzisiaj badania Fawcetta z 1949 r. [17]. Mia-
nowicie wykazat on, ze usuniecie przysadki moézgowe] badz adrenale-
ktomia powoduja u szczura m. In. zanik lipidow w komorkach tth 1 ze
zmiany te cofajg sie po podaniu egzogennych hormonow kory nadnerczy
badz kortykotropiny.

Na podstawie obrazoéw morfologicznych 1 zachowania sie niektorych
odczynow histochemicznych 1 histoenzymatycznych mozna wnosiC 0 czyn-
nosci dokrewnej ttb [7, 80]. Miedzy innymi stwierdzono, ze w pierwszych
dniach regeneracjli nadnerczy po ich obustronnej enukleacji u szczura
biatego, a wiec po wypadnieciu czynnosci kory nadnerczy, pojawiaja sie
morfologiczne 1 morfochemiczne wyktadniki pobudzenia tth swiadcza-
ce prawdopodobnie o syntezie 1 wydzielaniu przez nig kortykostery-
dow [7].

RoOzni autorzy postugujac sie metodami biochemicznymi 1 histoche-
micznymi wykryli obecnosC hormonow z grupy kortykosterydow w Kko-
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morkach ttb szczura bilatego [/, 62, 69, 79], myszy [65], chomika [5]1, 65]
| Swinkl morskiej [63]. Stwierdzono ponadto w ttb znaczne iloSci andro-
genow [46, 93]. Z badan tych wynika, ze tkanka tituszczowa brunatna za-
wiera hormony sterydowe. Dyskusyjna jest jednak kwestia ewentualnej
ich syntezy w tth. Linek 1 Petrovic [b51], na podstawie witasnych badan,
wykazall, ze ttb chomika syryjskiego nie jest zdolna do syntezy korty-
zolu, kortyzonu, kortykosteronu, dezoksykortykosteronu czy tez aldo-
steronu, ale moze syntetyzowacC reszty octanowe, cholesterol 1 blize] nie
znany zwiazek sterydowy, ktory, ich zdaniem, powstaje droga syntezy
z kwasu mewalonowego. Z koler Zizine 1 wsp. [101] wykazali powsta-
wanie radioaktywnego dezoksykortykosteronu ze znakowanego 14C-4-
-progesteronu w obecnosci skrawkow ttbh. Na podstawie tych badan wy-
daje sle, ze ttb nie jest wyposazona w uktady enzymatyczne konieczne
do syntezy sterydow de novo, ale nie mozna jednoczesnie wykluczyc,
ze Jest ona zdolna przeksztatcaC zwiazki posrednie syntetyzowane w In-
nych gruczotach dokrewnych, np. w korze nadnerczy lub gonadach.

Selye [82], a potem Ptak [64] wykazali, ze w fazie reakcji alarmowe]
zespotu ogolnego przystosowania (GAS) ttb odpowiada w sposob podobny
do kory nadnerczy zarowno pod wptywem gtodu, jak 1 stresu zimna,
gwattownie uwalniajac duze 1losci kortykosterydow. Zaobserwowano
jednoczesnie zjawisko hipertrofii ttb w chorobie Addisona, czyli w stanie
znaczne] niedomogi kory nadnerczy [67]. Wykazano rowniez, ze zmiany
morfochemiczne zachodzace w miedzytopatkowe] tkance ttuszczowe]
brunatnej szczura Dbilatego w przebiegu regeneracjli nadnerczy po Ich
enukleacjl, a wiec po ,,wypadnieciu” czynnosci kory nadnerczy, Swiadcza
0 syntezie 1 wydzielaniu przez nig hormonow sterydowych [7]. Spo-
strzezenia te moga wskazywac, ze tkanka ttuszczowa brunatna peini
role gruczotu dokrewnego, a przynajmniej gruczotu pomocniczego w sto-
sunku do kory nadnerczy [/, 69, 80]. Przeymowanie tej funkcji dokrew-
nej] kory nadnerczy odbywa sie przede wszystkim w stanach jeJ ,,wyczer-
pania” czynnosciowego (uszkodzenia), a jest problematyczne w warun-
kach fizjologicznych.

Pawlikowskl opierajac sie na badaniach nad tkanka ttuszczowa bru-
natng u niemowlat, wysunat jeszcze inng hipoteze dotyczacg jej] czyn-
nosci dokrewnej. Otoz, jezeli ttb rzeczywiscie zawiera androgeny, to
Istnieje mozliwosC, ze przejmuje ona czynnoSC strefy przejsciowe] nad-
nerczy zaraz po urodzeniu, czyli ze petni funkcje ochronng w stosunku
do estrogenow 1 gonadotropin pochodzenia matczynego [59].

Spornym zagadnieniem jest w dalszym ciagu kontrola czynnosci do-
krewnej ttb. Jak juz wspominaliSmy, Fawcett udowodnit wptyw hormo-
now przysadki mdzgowe], nadnerczy 1 tarczycy na te tkanke. Pozniejsze
obszerne badania nad wptywem adrenalektomii [17, 79], enukleacji nad-
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nerczy [/7], kastracji [80] oraz podawania niektorych hormondow, takich
Jak kortykotropina [77, 79], follitropina [78, 80], choriogonatropina |78,
80] 1 hydrokortyzon [79] na ttb szczurow biatych wykazaty, ze je] czyn-
nosC dokrewna znajduje sie pod kontrola hormonow gonatropowych
1I/badz kortykotropiny [/7, 80]. Kontrola gonatropowa wydaje sie bar-
dzie] prawdopodobna, bowiem jesli ttb ma speiniC role gruczotu wspo-
magajacego czynnoSC kory nadnerczy, to jest zrozumiate, ze powinna
ona podlegaC¢ iInnym mechanizmom regulacyjnym niz nadnercza [80].

W zwiagzku z tym, ze udowodniono udziat egzogennych katecholamin
w regulacji czynnosci ttb zwigzane] z wytwarzaniem ciepta, pojawit
sie problem ewentualnego udziatu katecholamin pochodzenia nadnerczo-
wego W bezposredniej regulacji czynnosci dokrewnej ttb. Na podstawie
witasnych badan wysunelismy hipoteze, ze pobudzenie czynnoscl dokrew-
nej ttb uwarunkowane jest wytaczeniem czynnosci uktadu adrenalno-
-wspotczulnego [7].

Petne wyjasnienie mechanizmow regulujacych wewnatrzwydzielni-
czg czynnoSC ttb pozwoli zapewne lepiej zrozumieC jej] podwoOjna role
fizjologiczna w organizmie ssakow, polegajaca na wytwarzaniu ciepta
W procesie niedrzeniowe] termogenezy I na wydzielaniu hormondow ste-
rydowych.

UWAGI KONCOWE

Okazuje sie Jednak, ze ttb posiada jeszcze Inne, mnie] znane wias-
ciwoscl. Wykazano na przyktad, ze homogenat ttb noworodkow 1 zwie-

rzat adaptowanych do zimna wykazuje aktywnoSC Immunodepresyjna,
szczegolnie w odniesieniu do odpowiedzi immunologicznej typu komarko-

wego [38]. ByC moze wiasciwosCc ta zwigzana jest z Je] czynnoscia do-
krewna, tj. z dziataniem hormonow sterydowych zawartych w ttb na
uktad immunologiczny.

Tkanka ttuszczowa brunatna moze byc takze przyczyna rzadko spo-
tykanego tagodnego nowotworu o nazwie hibernoma [48], Dotychczas
opisano w pismiennictwie swiatowym niewiele ponad 40 przypadkow te-
go guza u ludzi. Najczestszym jego umiejscowieniem jest okolica mie-
dzytopatkowa, pachowa I szyjna, a utkanie histologiczne przypomina bu-
dowa normalng tkanke ttuszczowa brunatng [48].

W podsumowaniu nalezy stwierdzic, ze:

1. Tkanka ttuszczowa brunatna jest narzadem uczestniczacym w tzw.
niedrzeniowe] termogenezie u matych ssakow oraz u zwierzat podlega-
Jjacych fizjologicznej hibernacji.

2. Wytwarzanie ciepta w komorkach ttuszczowych brunatnych znaj-
duje sie pod kontrola uktadu wspotczulnego.
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3. Biochemiczny mechanizm niedrzeniowe] termogenezy w komor-
kach ttb polega prawdopodobnie na tzw. ,,rozprzezeniu energetycznym?”
je] mitochondriow.

4, Ttb moze spetniaC role gruczotu dokrewnego 1/badz wspomagaja-
cego czynnosC kory nadnerczy w przypadku jej niedomogi badz uszko-
dzenia.

5. Pomimo tego, ze ttb spetnia zupetnie inng role fizjologiczng u ssa-
kow niz ttz, jej komorki moga w pewnych warunkach ulegaC transfor-
macji w zwykte komorki ttuszczowe pecherzykowe.

6. Tkanka ttuszczowa brunatna posiada blizej nie wyjasnione wtas-
ciwosScl Immunodepresyjne, szczegodlnie w odniesieniu do odpowiedzi Im-
munologiczne] typu komorkowego.
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Streszczenie. Pobieranie roznorodnych substancji z otoczenia przez komorki oraz
iIch Srodkomorkowy transport okresla sie terminem endocytozy. Obecnie rozroznia
sie dwa rodzaje endocytozy. Pobieraniu ptynow fizjologicznych 1 substancji w nich
rozpuszczalnych, ktore po wewnatrzkomorkowym strawieniu przez enzymy lizoso-
raowe sa zrodtem elementarnych sktadnikow do syntez komorkowych, stuzy tzw.
endocytoza ptynnej fazy. Drugl rodzaj endocytozy to endocytoza adsorpcyjna. Pro-
ces ten dotyczy gtownie makroczasteczek, takich jak: hormony biatkowe, czynniki
wzrostowe, niektdore enzymy, a takze toksyny bakteryjne 1 czastki wirusow. Makro-
czasteczkl takie sa w pilerwszym etapie adsorbowane na specyficznych ruchomych
receptorach zlokalizowanych na powierzchni komorki, a nastepnie receptory 1| przy-
lagczone do nich ligandy przemieszczaja sie w ptaszczyznie btony 1 sa agregowane
w charakterystycznych dotkach btony komorkowe] optaszczonych biatkiem Kklat-
ryna. Agregaty kompleksow ligand—receptor sa nastepnie wnoszone do wnetrza
komorki w pecherzykach zwanych receptosomami. Receptosomy, unikajac potacze-
nia z lizosomami, przenosza swa zawartoS¢ do aparatu Golgiego, skad nastepuje
prawdopodobnie przeniesienie czescli czynnych biologicznie ligandéw do innych
organelli komorkowych. Roztozenie ligandow przez enzymy lizosomowe nastepuje
dopiero po Kkilkudziesieciu minutach, co sugeruje, ze substancje te przebywajac
przez dtugi czas w komorce moga odgrywacC waznag role w regulacji jej] szlakow
metabolicznych. Endocytoza adsorpcyjna jest waznym ogniwem W procesie obiegu
| recyrkulacji jednostek btoniastych w komorce oraz reguluje stezenie receptorow
powilerzchniowych dla wielu hormonow, czynnikow wzrostowych 1 innych substan-

cjl czynnych biologicznie.

Summary. Endocytosis Is a process that regulates the uptake and transport of
different substances into and through cells. Two major types of endocytosis have

been distinguished. Physiological fluids and solutes being the main sources of
elementary components for cellular synthesis are taken up by so called fluid phase

endocytosis. It Is established that cells contain also the other specific Internaliza-

* Czesciowo finansowane z programu MR II. 1
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tion pathway called adsorptive endocytosis, that caries hormones as well as some
proteins and viruses from the cell surface to the cell iInterior. Initially such lig-
ands bind to the mobile receptors randomly distributed on the cell surface. Next
endocytosis of receptor—Iligand complexes Is mediated through theirs clustering
In certain regions on the cell surface — clathrin coated pits. Following this clus-
tering event the complexes ligand—receptor are iInternalized Into a noncoated
Intracellular visicles- the receptosomes, which selectively avoid fusion with lysoso-
mes and move toward the Golgi region of the cell by saltatory motion. It seems
that some of the ligands may be send later to other cellular organelles. It 1s belived
that adsorptive endocytosis play i1mportant role in the regulation of cellular
metabolic pathways and In the turnover and recirculation of plasma membrane
constituents iIncluding receptors for many hormones, growth factors and other

biologicaly active substances.

Sprawny przebieg szlakdow metabolicznych warunkujacych prawi-
dtowe funkcje komodrek zalezy od wielu egzo- 1 endogennych substancii,
ktore komorki pobierajag z otoczenia. Wiaczanie takich substancji do ko-
morkli w formie otoczonych btona pecherzykow 1 wakuoli nosi nazwe
endocytozy [8]. Substancje pobrane w ten sposob przez komorke moga
byC przez nig wykorzystywane catkowicie, czesciowo lub moga bycC prze-
noszone przez je] cytoplazme tranzytem. W procesie endocytozy do Ko-
morki witaczane sa rowniez pewne hormony, czynnikli wzrostowe, enzy-
my oraz szereg innych substancji mogacych mie¢ wptyw na okreSlone
przemiany metaboliczne komorki [8, 14, 30, 31, 33, 44].

Endocytoza nie jest jednak procesem jednorodnym. Witaczanie I we-
wnatrzkomorkowy transport roznych substancji odbywa sie dzieki istnie-
niu zréznicowanych mechanizmow, Kktorych sprawne dziatanie zalezy
od poszczegolnych elementow cytoszkieletu oraz prawidtowego obiegu
jednostek btoniastych bioracych udziat w wytwarzaniu pecherzykow

endocytarnych [30, 43, 44, 50, 51, 63].

FAGOCYTOZA

Witaczanie do komorki statych czastek, takich jak: bakterie, frag-
menty rozpadtych komodrek, elementy substancji miedzykomorkowe] czy
duze czastki egzogenne, okresla sie terminem fagocytozy. Najwieksza
zdolnoScia do fagocytozy odznaczaja sie komorki nalezace do ukta-
du makro- 1 mikrofagow, ale proces ten dotyczy rowniez innych komorek
takich jak fibroblasty, komorki srodbtonka, komorki siateczki, miocyty
gtadkie czy chondrocyty [8]. Wtaczanie statych czastek do wnetrza ko-
morki odbywa sie dzieki fatdowaniu 1 wpuklaniu okolic btony komorko-
wej, do ktorych przylegaty obecne w srodowisku czastki, lub dzieki ak-
tywnemu otaczaniu tych czastek przez pseudopodia 1 wypustki btony
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komorkowej. Po potaczeniu ze soba brzeznych fragmentow takich wpu-
klen btony komodrkowe] wytwarzaja sie wakuole, ktorych Srednica wy-
nosi zwykle Kkilkaset nanometrow, ale w niektérych komodrkach moze
dochodzi¢ do kilku mikrometrow. Wakuole te zwane fagosomami otoczo-
ne sa pojedyncza btonag, a w ich Swietle widoczny jest czesto sfagocyto-
wany materiat. Fagosomy zwykle szybko tacza sie z lizosomami pierwot-
nymi tworzac fagolizosomy, we wnetrzu ktorych mozna wykryC histo-
chemicznie obecnosc kwasnych hydrolaz. Jezeli sfagocytowany materiat

nie zostanie do konca roztozony, widoczne sg tzw. cilatka resztkowe [8,
43, 44, 55].

PINOCYTOZA

Witaczanie substancji rozpuszczalnych w ptynach fizjologicznych
okresSla sie terminem pinocytozy. Formowanie sie pecherzykOw pinocy-
tarnych — pinosomow odbywa sie, podobnie jak to ma miejsce w przy-
padku fagocytozy, przez odsznurowywanie sie fatdowan 1 wpuklen frag-
mentow btony komodrkowej [48]. W niektorych komorkach proces pino-
cytozy ma charakter cykliczny, a poszczegolne cykle wigczania do komaor-
KI rozpuszczonych substancji przedzielone sa Kkilkunastominutowymi
przerwami [8, 30, 48]. Pecherzyki pinocytarne maja zwykle 150-250 nm
Srednicy, choC w niektorych komodrkach obserwuje sie tzw. makropinoso-
my o Srednicy przekraczajacej 1 firn. Oprocz pecherzykdow o tych wy-
miarach w wielu komorkach, takich jak: komorki srodbtonka, komorki
miesniowe gtadkie, glejowe komorki satelitarne czy astrocyty obserwuje
sie pecherzyki o Srednicy 65—120 nm. Sa to pecherzyki plazmolemalne,
zwane tez mikropinosomami, a ich gtownym zadaniem jest transport
tranzytowy substancji rozpuszczalnych przez komorke bez wykorzysty-
wania zawartosci tych pecherzykow dla witasnych potrzeb metabolicz-
nych komorki [8, 30].

Przytoczony podziat procesow endocytozy jJest jednak pewnym
uproszczeniem. W ostatnich latach udowodniono bowiem, ze wielkosScC
witaczanych czastek lub i1ch zdolnoS¢ do rozpuszczania sie w ptynach
tkankowych nie jest najbardziej istotna cecha regulujaca sposob 1 sto-
pien ich endocytozy. Wykazano, ze procesy witaczania do komorek roz-

nych substancji — nawet zblizonych do siebie wymiarami czasteczek
lub 1ch agregatow, ale roznigcych sie aktywnoscia biologiczng lub tadun-
kiem elektrycznym — moga przebiegaC Inaczej, co jest wynikiem dzia-

tania odrebnych mechanizmow komorkowych [30, 50-52]. Dlatego w wie-
kszoscl nowych opracowan procesy endocytozy dzieli sie na tzw. endocy-
toze ptynnej fazy (fluid phase endocytosis) 1 endocytoze adsorpcyjna
(adsorptive endocytosis).
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ENDOCYTOZA PLYNNEJ FAZY

Takim terminem okresla sie wiaczanie do komadrek substancji o cha-
rakterze anionowym lub obojetnych elektrycznie w Srodowisku fizjolo-
gicznym. W badaniach mikroskopowo-elektronowych wykazano, ze obo-
Jetne elektrycznie markery egzogenne, takie jak: peroksydaza chrzano-
wa (HRP), czy natywna ferrytyna, zaraz po zetknieciu sie z powlerzch-
niag btony komorkowe] sa otaczane przez mikrofatdy 1 pseudopodia bto-
ny komorkowej, a nastepnie wcielane do wnetrza komorki. Wydaje sie,
Zze endocytoza takich substancji odbywa sie przez sfatdowanie przypad-
kowych obszarow btony komorkowej, w poblizu ktorych doszto do lo-
kalnego zageszczenia czasteczek okreSlonych substancji [15, 16, 52]. Cza-
steczki obojetnych elektrycznie markerow mozna po ich endocytozie
uwidoczni¢ w pecherzykach otoczonych pojedyncza btona. Pecherzyki ta-
kie Jjuz po Kilku minutach przebywania w komorce tacza sie zwykle z li-
zosomaml, gdzie nastepuje strawienie ich zawartosci, a tylko nieliczne

Rye. 1. Endocytoza ptynnej fazy. Powstawanie pecherzykow endocytarnych 1 ich
droga Ssrodkomoérkowa; MF — mikrofatdy btony komdrkowej, MA — mikrofila-
menty aktynowe, PE — pecherzyk endocytarny, L — lizosom, AG — aparat Gol-

giego
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czastki markerowe mozna wykryc poédzniej w cysternach-trans aparatu
Golgiego [11, 49, 51, 52]. Pecherzyki takie sa czesto otoczone licznymi
mikrofilamentami aktynowymi [10], a potraktowanie komorek cyto-
chalazyng B — zwigzkiem uszkadzajacym strukture mikrofilamentow —
uposledza ruch tych pecherzykow w cytoplazmie 1 opdznia ich spotkanie
z lizosomami [51]. Wydaje sie, ze endocytoza ptynne] fazy jest sposobem
wiaczania do komorek substancji, ktore po ich szybkim roztozeniu przez
enzymy lizosomowe dostarczaja sktadnikow elementarnych potrzebnych
do syntez komorkowych [57].

ENDOCYTOZA ADSORPCYJNA

Od dawna wiadomo Juz, ze pewne substancje sa wcielane do Kko-
morek dwuetapowo. W pierwszym etapie substancje takie sg adsorbo-
wane na powilerzchni komorki, a dopiero poznie] podlegaja procesowl
wiasciwe] endocytozy, ktory zachodzi tylko w pewnych okolicach btony
komorkowe]. Przyktadem takiego procesu jest immunoendocytoza w ma-
krofagach 1 pewnych limfocytach, ktore maja na swej powierzchni re-
ceptory dla rmmunoglobulin. Przyczepianie sie obce] dla komorki cza-
stki do je] powierzchni nastepuje tu za posSrednictwem przeciwciata
skierowanego przeciwko te]J czastce, a nastepnie kompleks antygen—
przeciwciato wcielany jest do komorki [25, 29].

W ostatnich latach wykazano jednak, ze wiele substancji, zwitaszcza
o0 charakterze kationowym, moze byC adsorbowanych na powierzchni
komorek bez wspotudziatu czynnikow zawartych w surowicy czy ptynach
tkankowych. Adsorpcja substancji takich zachodzi nawet w temperatu-
rze 4°C, a witaczanie ich do wnetrza komorki rozpoczyna sie w tempera-
turze Kkilkunastu stopni C. Proces endocytozy jJest najbardzie] stabilny
w temperaturze 37°C |30, 36, 51-53], Proces adsorpcji substancji ka-
tionowych nie jest swoisty, ale nie jest tez roOwnomiernie nasilony we
wszystkich typach komadrek. Jego intensywnoSC zalezy od wielkoSci ujem-
nego tadunku elektrycznego powierzchni komadrkowej [7, 24, 47, 49, 53,
55].

Szczegolnie przydatnym markerem do badania procesow endocytozy
substancji kationowych okazat sie 1zoenzym peroksydazy chrzanowe]j
0 punkcie i1zoelektrycznym 9-9,5 [35]. Jezeli taka kationowa forme pe-
roksydazy (k-HRP) doda sie do zawiesiny makrofagow, to — w przeci-
wienstwie do obojetnych elektrycznie czastek tego enzymu — zostaje
ona najpierw dosc rownomiernie zaadsorbowana na powierzchni komorek,
a dopiero poznie] pojawia sie w pecherzykach, ktore nie tacza sie z li-
Zzosomaml, a swa zawartosc przenoszg do cystern aparatu Golgiego [50],
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Rye. 2. Endocytoza adsorpcyjna. Formowanie sie receptosomow, ich droga S$rod-

komorkowa 1 recyrkulacja bton; A — ruchome receptory powierzchniowe 2z za-

adsorbowanymi ligandami, B — agregacja kompleksow Iligandow z receptorami

w dotkach optaszczonych klatryna, C — formowanie sie receptosomow, LG — li-

gandy, R — receptory, RC — receptosom, MT — mikrotubule, L — lizosom, ER —
siateczka srodplazmatyczna
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Podobne obrazy mikroskopowo-elektronowe uzyskano po podaniu do
zawlesiny komorek kationizowanej ferrytyny czy czerwieni rutenowe]

52, 62]

MECHANIZM WIAZANIA SIE LIGANDOW Z POWIERZCHNIA BLONY KOMORKOWE]J

Na podstawie doswiadczen wykazujacych rdznice w wiazaniu obo-
jetnych elektrycznie 1 kationizowanych markerow przypuszczano, ze row-
niez kationowy charakter wielu wielkoczgsteczkowych substancjli czyn-
nych biologicznie, takich jak: somatomedyna, nerwowy czynnik wzrosto-
wy — NGF, ptytkowy czynnik wzrostowy — PDGF, nabtonkowy czynnik
wzrostowy — EGF, toksyny cholery 1 Pseudomonas oraz niektore wi-
rusy, utatwia im adsorpcje na ujemnie natadowane] powierzchni komor-
kowe]. Po wykazaniu jednak, ze substancje te tacza sie tylko z pewnymi
typami komorek, zatozono, ze sg one adsorbowane na swoistych recepto-
rach powierzchniowych obecnych tylko w pewnych komorkach. Recep-
tory takie wyizolowano 1 okreslono ich charakter chemiczny [1, 4, 12,
13, 17, 30, 40]. Wczesnie] jeszcze udowodniono, ze adsorpcja hormonow
bratkowych — insuliny, kortykotropiny, glukagonu, gonadotropin, tyreo-
tropiny — ma charakter swoisty 1 odbywa sie tylko na tych komorkach,
ktore na swej btonie komorkowe] maja miejsca receptorowe [2, 5, 6, 41,
42]. Receptory dla wspomnianych czynnikow wzrostowych, toksyn 1 hor-
monow maja charakter lipoproteidow, glikoproteidow 1 glikolipoprote-
idow [24, 45]. Stopien adsorpcji tych ligandow na powierzchni komorek
mozna bowiem modyfikowac przez dziatanie fosfolipazami Aj, A21 C, de-
tergentami, filiping czy neuraminidaza.

Metodami radioimmunologicznymi wykazano, ze receptory dla wielu
wielkoczgsteczkowych substancji biatkowych czynnych biologicznie wy-
stepuja rowniez we wnetrzu komorek, w cytoplazmie, na btonach sia-
teczki srodplazmatycznej ziarnistej 1 gtadkiej, w mitochondriach, w oto-
czce Jadrowe] | w aparacie Golgiego (wedtug [45]), co sugerowato, ze
same receptory powierzchniowe lub w kompleksach z zaadsorbowanymi
na nich ligandami moga wnikac do wnetrza komorki. Wyjasnieniu me-
chanizmow wiaczania wielkoczasteczkowych biatek czynnych biologicz-
nie do wnetrza komorek poswiecono w ostatnich latach wiele prac [30,
31, 40, 41, 44, 56, 61].

Willingham 1 Pastan [58] — inkubujac komorki z roznymi czynny-
mi1 biologicznie ligandami znakowanymi fluorochromami 1 obserwujac je
przy uzyciu mikroskopu laserowego ze specjalnym telewizyjnym wzma-
cniaczem I magnetowidem (Video Intensification Microscopy — VIM) —
wykazali, ze ligandy te, podobnie jak wspomniany kationowy marker
percksydaza, przytaczaty sie do bardzo wielu miejsc na powierzchni ko-
morkowej], co powodowato w pierwszym etapie dyfuzyjna fluorescencje,
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tym intensywniejsza, iIm wiecej receptorow dla danego ligandu zawierata
powierzchnia okreslonej komorki [58, 60]. Bardzo wygodnym ligandem,
ktdrego czesto uzywano w tego typu badaniach, jest alfa2makroglobu-
lina (a2M), do ktore] mozna przytaczyC 15-20 czasteczek rodaminy bez
uposSledzenia funkcji wigzania tego biatka z komorka [30, 59, 60]. Cza-
steczki innych biatkowych ligandow przytaczaja mniej czasteczek fluoro-
chromu, co powoduje ich stabsze swiecenie. llosciowe okreslenie stopnia
wigzania tego biatka z komorkami byto mozliwe po podaniu znakowanej
jodem J15 a2M. Wykazano np., ze fibroblasty zawieraja dwie klasy re-
ceptorow o roznej state] powinowactwa do aZ2M, ktore moga przytaczyc
1,5 X 106 czasteczek tego ligandu na minute |9, 30, 31].

Jezelt komorki, na powierzchni ktorych w temp. 4°C zaadsorbo-
wane zostaty czasteczkl ligandu, przeniesie sie do temp. 37°C, to — Juz
po kilku minutach — obserwuje sie przesuwanie fluoryzujacych ligandow
w ptaszczyznie btony komorkowej 1 ich punktowe zageszczanie. W mia-
re uptywu czasu obserwuje sie nastepnie stopniowe znikanie fluores-
cencji z powierzchni komorki 1 pojawianie sie je] w centralne] czesci
cytoplazmy [30, 60]. Mozna byto ustalic, ze w temp. 23°C ruchliwosc
kompleksow ligand—receptor w ptaszczyznie btony komorkowej, gdy
ligandami byta Insulina, a2M, nabtonkowy czynnik wzrostowy — EGF
| trojjodotyronina, wynosi 3-9 X10-10 cm2s, a wiec jest taka sama jak
ruchliwosc¢ biatek integralnych zanurzonych w lipidach btony komorkowej
126, 30, 41].

Na podstawie rownolegtych obserwacji komorek za pomoca VIM
oraz obserwacjl mikroskopem elektronowym materiatu utrwalonego
w roznych okresach od rozpoczecia inkubacji z ligandami ustalono, ze
obserwowane w VIM miejsca punktowego zageszczenia fluoryzujacych
ligandow odpowiadaja pewnym okolicom btony komdrkowej majacym
geste elektronowo optaszczenia od strony cytoplazmy [36, 60]. W od-
dzielnych badaniach wykazano, ze za optaszczenia tych okolic btony ko-
morkowe] odpowiedzialne jest biatko o ciezarze czagsteczkowym 185 000
zwane klatryna [32, 33, 64].

Jezeli do Srodowiska zawierajacego komorki poda sie jednoczesnie
kilka roznych ligandow znakowanych roznymi substancjami fluoryzuja-
cymi, np. a2M znakowang fluoresceing 1 EGF znakowany rodamina,
mozna zauwazycC krotkotrwata réznobarwng dyfuzyjna fluorescencje po-
wierzchni komorkowej, co odpowiada adsorpcji ligandow na receptorach.
Nastepnie obserwuje sie mieszane Swiecenie skupiajace sie w okreslonych
punktach btony komorkowej, co Swiadczy, ze kompleksy rdznych li-
gandow z witasciwymi dla nich receptorami zostaja przesuwane do tych
samych miejsc, w Kktorych zostana nastepnie witaczone do komorki.
Stwierdzono wiec, ze nie ma specyficznych miejsc internalizacji dla po-
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szczegOlnych kompleksdw ligand—receptor, a istnieja wspolne ,furtki”
do wnetrza komorek, ktorymi sa optaszczone klatryna okolice btony ko-
morkowe] [3, 14, 23, 26, 41, 65]. Ustalono nastepnie, ze te same peche-
rzyki endocytarne znajdujace sie juz we wnetrzu komodrek moga za-
wieraC Jednoczesnie kilka roznych ligandow. W procesie endocytozy
adsorpcyjne] tylko etap adsorpcji wydaje sie bycC specyficzny 1 zalezec
od obecnosci, rozmieszczenia 1 1losci swoistych receptorow dla poszczegol-
nych ligandow. Drugi etap, internalizacji 1 transportu srodkomaérkowego,
wydaje sie byC pozbawiony cech specyficznosci 1 moze by¢ wspolny dla
wielu biatkowych substancji czynnych biologicznie.

MORFOLOGIA | FUNKCJA REJONOW OPLASZCZONYCH KLATRYNA

Zanim zwrocono uwage na optaszczone gesta elektronowg klatryna
rejony btony komorkowej opisywano w wielu komdrkach wystepowanie
tzw. pecherzykow optaszczonych (coated vesicles) [23, 32, 33, 65]. Opisy-
wano Je tuz pod btong komodrkowa oraz w okolicy aparatu Golgiego,
a w komorkach nerwowych takze w kolbkach synaptycznych [8]. W osta-
tnich latach zebrano wiece] wiadomosci na temat charakteru 1 roli tych
struktur. Wykazano, ze struktury te sg zaangazowane w procesach endo-
cytozy, procesie recyrkulacji bton oraz w procesie formowania lizosomow
pierwotnych [30, 31, 62, 63]. Optaszczone pecherzyki to struktury o Sred-
nicy okoto 150 nm otoczone pojedyncza btona, ktora otoczona jest jak
koszyczkiem splatajacymi sie gesto ze soba beleczkowymi tworami zbu-
dowanymi z piecio- 1 szesciokatnych agregatow klatryny [19, 30, 32,
58, 62, 64, 65],

Willingham 1 wsp. [58, 64] wykazali, ze struktury te nie sa jednak
sensu stricte pecherzykami, ale ze mozna tu raczej] mowiC 0 optaszczo-
nych klatryna dotkach (coated pits) w btonie komdrkowej. Takie dotki
moga wnikac dos¢ gteboko w obreb cytoplazmy, ale pozostaja potaczone
Zz powierzchnia komorki za pomoca dtugiej szyjki. Obserwowane wiec
pod powierzchnig komorki optaszczone klatryna pecherzyki wydaja sie
byC stycznymi przekrojami tych uszyputowanych wpuklen btony komor-
kowe]. Wykazano, ze pojedyncza komorka (fibroblast) ma okoto 1000
dotkdw optaszczonych klatryna [30]. Na role tych struktur w procesie
endocytozy wskazuje rowniez fakt, ze witasnie w ich Swietle gromadza
sie wirusy przed wniknieciem do komorki [9, 18, 30, 63]. W optaszczonych
klatryna dotkach lokalizowano rowniez agregaty znakowanych ferrytyna
lipoproteidow LDL, a2M, EGF, toksyny pseudomonas | beta-glikozydazy
[12, 30, 58, 60], a badania ze znakowanymi hormonami — insuling, troj-

jodotyroning, LH 1 gonadotroping tozyskowa — potwierdzity te obser-
wacje [24, 45, 62, 63]. Przyjeta dzis teoria zaktada wiec, ze optaszczone
klatryna dotki sa miejscami zageszczania kompleksow ligand—receptor
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oraz miejscami wnikania tych kompleksow do komaorki. Nastepnym eta-
pem badan dotyczacych tego problemu byto poszukiwanie mechanizmu
dziatajacego w czasie agregacji kompleksow ligand—receptor w opta-
szczonych dotkach. Stwierdzono wtedy, ze dodanie do srodowiska, w kto-
rym inkubowano badane komorki z roznymi ligandami, zwiazku z gru-
py poliamin — dansylkadaweryny hamowato formowanie sie agregatow
receptorow z ligandami. Dansylkadaweryna nie hamowata jednak po-
przedzajace] agregacje adsorpcji takich ligandow jak: insulina, LDL,
a2M 1 trojjodotyronina na swoistych receptorach powierzchniowych. Dan-
sylkadaweryna jako analog lizyny jest kompetycyjnym inhibitorem trans-
glutaminazy — enzymu, ktory katalizuje powstawanie mostkOw 1zope-
ptydowych R—NH—CO—R pomiedzy grupami £-aminowymi lizyny 1 gru-
pami karboksylowymi kwasu glutaminowego. Powstanie mostkow 1z0-
peptydowych pomiedzy czasteczkami roznych biatek zawierajacych te
aminokwasy moze powodowacC Ich agregacje. Powstata wiec koncepcja,
ze formowanie sie agregatow kompleksow ligand — receptor w opta-
szczonych klatryng dotkach odbywa sie dzieki dziataniu obecnego tam en-
zymu transglutaminazy. Zahamowanie tworzenia sie takich agregatow
| znaczne zmniejszenie stopnia endocytozy wielu biatkowych ligandow
| czastek wirusow obserwowano rowniez po Inkubacji komorek z iIn-
nymi analogami lizyny 1 glutaminy, takimi jak: bacitracina, amantadina,
rtamantadina, ktore sa rowniez inhibitorami transglutaminazy [9, 12, 27,
31, 43]. Fakt, ze dla zahamowania tworzenia agregatow 1 endocytozy
EGF trzeba byto zastosowaC znacznie wieksze stezenie dansylkadawe-
ryny niz w przypadku innych wspomnianych ligandow, a podanie baci-
traciny nie hamowato zageszczania I endocytozy EGF 1 LDL wydaje sie
wskazywac na znaczne mozliwosci regulowania stopnia endocytozy roz-
nych biatek w zaleznoSci od ilosci lizyn 1 glutamin obecnych w ich cza-
steczkach |27, 30, 31]. Wykazano ponadto, ze dansylkadaweryna blokuje
20 razy silnie] zageszczenie 1 endocytoze czastek takich wirusow, jak wi-
rus pecherzykowego zapalenia jamy ustne] (VSV), wirus miesaka Rousa
| Semlikl forest wirus niz znany lek przeciwwirusowy riamantadina,
przez co dansylkadaweryna moze byC w przysztosci rozpatrywana jako
lek przeciwwirusowy |18, 30, 63].

Optaszczone klatryng dotki wystepuja rowniez w cysternach trans
aparatu Golgiego. Sa one mniejsze od dotkdw opisywanych na powierzch-
ni komorki. Ich srednica wynosi zwykle 60-70 nm [30, 58, 64]. W obrebie
tych optaszczonych dotkow wpuklajacych sie w obreb cytoplazmy wy-
kazano histochemicznie obecnosc kilku enzymow lizosomowych [38]. Su-
geruje sie, ze na wewnetrznej powilerzchni cystern aparatu Golgiego na-
lezacych do GERL obecne sa receptory wigzace nowo syntetyzowane
enzymy lizosomowe oraz ze takie kompleksy receptor—enzym moga
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byC przesuwane w ptaszczyznie bton do optaszczonych klatryna dotkow
bedacych miejscem ich opakowania 1 wysytkli w Kierunku cytoplazmy
podstawowe]. Jako czynnik wigzacy te enzymy do btony wymienia sie
fosforan mannozy [8, 46]. Uzywajac gestych elektronowo markerow wy-
kazano, ze w obrebie tych samych dotkdw grupuja sie czasteczki enzy-
mu lizosomowego beta-galaktozydazy oraz uprzednio wigczonego do ko-
morki NGF [30]. Wyjasnia to mechanizm w jakim degradowane moga
byC czasteczki niektorych ligandow wiaczanych do komorki na drodze
endocytozy adsorpcyjnej 1 przenoszonych bezposrednio do aparatu Gol-
giego. W obrebie dotkow optaszczonych klatryng wystepujacych na bto-
nach aparatu Golgiego nie obserwuje sie jednak biatek, ktore komorka
produkuje na eksport. Sa one widoczne tylko w Swietle cystern oraz

w niektorych pecherzykach sekrecyjnych oddzielajacych sie od czesci
trans tego organellum komadrkowego.

RECEPTOSOMY

Badania w mikroskopie elektronowym przy uzyciu liganddw znako-
wanych roznymi nieprzenikliwymi dla elektronow substancjami pozwo-
lity ustaliC dalsza droge witaczanych do komorki kompleksow ligand—re-
ceptor [58]. Znakowana koloidalnym ztotem a2M, ktora dodawano do
zawliesiny komorek inkubowanych z wirusem stomatitis byta zageszczona
w tych samych co czastki wirusa dotkach optaszczonych klatryng, a po
30 min iInkubacji oba te ligandy byty widoczne juz w pecherzykach
wewnatrz komorki [30]. Pecherzyki te miaty srednice 250-400 nm, byty
otoczone pojedyncza btong, ktora na jednym z biegunow pecherzyka
wykazywata blaszkowate geste elektronowo zgrubienie. Struktury takie
nazwano receptosomami. W swietle wiekszosci receptosomow widoczny
byt jeszcze dodatkowy pecherzyk o Srednicy 60 nm [30, 61, 62]. Recep-
tosomy opisano w wielu typach komorek, a w ich swietle wykazano obec-
nosc roznych znakowanych ligandow pobieranych na drodze endocy-
tozy adsorpcyjnej po ich uprzednim przytaczeniu sie do swoistych recep-
torow powierzchniowych [26, 31, 51, 52, 59, 61, 62, 65].

Elektronogramy cytoplazmy roznych typow komorek wykazywaty
zawsze Dbliskie sasiedztwo receptosomow I mikrotubul, co sugeruje udziat
tych komponentow cytoszkieletu w transporcie receptosomow poprzez
cytoplazme. Do niedawna zaktadano, ze receptosomy powstaja przez oder-
wanie sie od powierzchni komodrkowe] optaszczonych klatrynag dotkow,
ktore traca swoj ptaszcz klatrynowy, a uwolniona klatryna wraca 1 przy-
czepla sie do nowo formujacych sie dotkow w btonie komodrkowe] [32].
Obecnie sadzi sie, ze optaszczone dotkl sg statg struktura powilerzchniowa
komorek 1 nie odrywaja sie one od ich powierzchni. Za taka interpreta-
cja przemawilaja obrazy mikroskopowe uzyskane po znakowaniu komorek

3 — Postepy Biol. Kom. 1/83
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peroksydazg, gdzie udato sie wykazaC na seryjnych skrawkach obecnosc
dtugich szyputek taczacych wpuklajagce sie w obreb cytoplazmy dotki
klatrynowe z powierzchnig komorek [61, 62]. Nastepnie wykazano, ze po-
danie przeciwclat znakowanych fluorochromem przeciwko klatrynie po-
wodowato swiecenie tylko zwrdoconej do cytoplazmy powierzchni dotkow
oraz ze potaczenie Kklatryny z przeciwclatem antyklatrynowym nie ha-
mowato endocytozy [54]. Przemawia to wiec rowniez na korzysC twier-
dzenia, ze dotkl klatrynowe sg statg strukturg powierzchniowa, a nie sa
formowane w czasie endocytozy. Formowanie sie receptorow odbywa
sie prawdopodobnie przez paczkowanie btony komorkowej na dnie opta-
szczonych klatryna dotkow powierzchniowych. Beleczki klatrynowe two-
rza slatke oplatajaca dotek powierzchniowy, zabezpieczajaca go przed
zapadnieciem sie, ale przez oczka tej siatki moze nastepowacC wpuklanie
sie btony komorkowe] w obreb cytoplazmy, co doprowadza do formowa-
nia sie receptosomow. Uwypuklenie sie btony dotka, do ktorej przycze-
pione sg agregaty kompleksow ligand—receptor moze nastepowacC row-
niez na granicy optaszczonego klatryng dotkall taczace] go z powierzch-
nig komorkowa szyputki. Proces uwypuklania sie btony komorkowe] do-
prowadzajacy do formowania sie receptosomoOw Jest procesem energo-
chtonnym, hamowanym przez Inhibitory ATP-azy [62]. Uwypuklenie
takie, powstajace przez petle rusztowania klatrynowego, przypominac
moze powstawanie baniek mydlanych na petli drucianej, a odbywac¢ mo-
ze sle na skutek clagtego powiekszania sie powierzchni btony komorkowej
pod wptywem dotgczania sie coraz to nowych jednostek — nowo syntety-
zowanych lub recyrkulujacych. Salisbury 1 wsp. [39] sugeruja Jednak,
Ze za samo odsznurowywanie sie uwypuklonych juz receptosomow odpo-
wiedzialne sa zgromadzone pod btona komorkowa mikrofilamenty aktyno-
we, ktore reagujac z miozyna powoduja naprzemienne napinanie 1 roz-
kurcz tych fragmentow btony komorkowej, ktore wytwarzaja szypute
receptosomu. Aktywacjl procesu reagowania aktyny z miozyng ma sprzy-
jac wysokie stezenie kalmoduliny, ktora — po zwiazaniu naptywajace-
go do komorki wapnia — aktywuje kinaze lekkich tancuchow miozyny.

SrODKOMORKOWA droga receptosomoéw i recyrkulacja b+on

Srodkomorkowa droge receptosomow obserwowano za pomoca VIM,
po witaczeniu do nich znakowanych fluorochromami ligandow. Struktu-
ry te po oderwaniu sie od powierzchni btony komorkowe] przesuwaja
sie ruchami zygzakowatymi Ilub tanecznymi (saltatory motion), a po
20-30 min zostaja witaczone w obreb aparatu Golgiego. Taka droga re-
ceptosomow zostata potwierdzona w badaniach mikroskopowo-elektro-
nowych [34, 50-52, 58, 61]. Wykazano ponadto, ze po dalszych 15-60 min
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pewna 1los¢ znakowanych ligandow obecnha jest juz w lizosomach. Nie
obserwowano jednak wczesniejszego taczenia sie receptosomow z lizo-
somamil zanim o0siggna one cysterny aparatu Golgiego.

Po wiaczeniu znakowanych ligandow do komorki, powierzchnia Kko-
morkowa przez okres co najmniej kilkudziesieciu minut nie moze za-
adsorbowac nowej porcji ligandow, co Swiadczy, ze do wnetrza komarki
W procesie endocytozy adsorpcyjnej zostaty wchtoniete rowniez 1 te re-
ceptory, ktore nie zwiazaty ligandu. Thyberg 1 wsp. [52] inkubujac ma-
krofagl otrzewnowe z Kkationizowang peroksydaza zauwazyll, ze po en-
docytozie tego ligandu komorki te nie moga przez okres 2-3 godzin wig-
zaC nowych porcji k-HRP oraz ze pewna liczba czasteczek tego gestego
elektronowo markera pojawia sie ponownie na powierzchni komadrek po
uptywie 3-4 godzin od czasu rozpoczecia doSwiadczenia, pomimo prze-
niesienia makrofagow do Srodowiska nie zawierajacego peroksydazy. Byl
to dowod na istnienie procesu recyrkulacji fragmentow btony komorko-
we] zaangazowanych uprzednio w procesie endocytozy adsorpcyjnej,
a Z nimi 1 receptorow powierzchniowych wigzacych ten marker. Szyb-
kie pojawianie sie kompleksow ligand—receptor w aparacie Golgiego
oraz ponowne pojawianie sie takich kompleksdw na powierzchni komo-
rek byto dalszym dowodem na postulowany juz wczeSniej udziat apa-
ratu Golgiego w segregacji 1 recyrkulacji bton w komodrce [11, 12, 20,
22, 42, 47, 50].

Fakt, ze ligandy wcielone do komorek na drodze endocytozy adsorp-
cyjne] sa przenoszone do aparatu Golgiego, a tylko niewielka ich 1losc
jest widoczna w lizosomach odroznia droge receptosomow w komorce
od drogi pecherzykow endocytarnych ptynnej fazy, ktore bardzo szybko
po wniknieciu do komorki tacza sie z lizosomami, a ich zawartoSC zosta-
Je strawiona przez kwasne hydrolazy [50]. Ligandy wigaczone na drodze
endocytozy adsorpcyjnej przebywaja znacznie diuzej w komaorce w nie
Zzmienionej postacl, przez co — jak sie sugeruje — przynajmniej niektore
Z nich mogtyby wywiera¢ pewien biologiczny wptyw rowniez srodkomor-
kowe. Zagadnienie to jest szczegodlnie ciekawe w odniesieniu do hormo-
now biatkowych [30, 52, 58, 61, 62]. Wydaje sie, ze niektore z tych biat-
kowych ligandow zanim trafiga do lizosomow moga byC rozestane do iIn-
nych organelli komorkowych. Jednostkami transportowymi mogtyby
tu byC nowo powstate fragmenty bton cytoplazmatycznych, za ktorych
dystrybucje Jest odpowiedzialny aparat Golgiego [38]. Dotychczas nie
przedstawiono jednak morfologicznych dowodow na istnienie takiej dro-
gl transportowe] dla wtaczonych do komorki ligandow.

Badajac problem obiegu receptorow dla poszczegolnych czynnych
biologicznie ligandow, stwierdzono, ze zwykle ulegaja one degradacjli



36 A. HINEK

wraz z czasteczkami ligandow, a tylko niewielka ich liczba moze powro-
cic na powierzchnie komorki wraz z recyrkulujacymi fragmentami bton.
Ale nie jest to reguta. Wykazano np., ze receptory wigzace EGF sg cat-
kowicie degradowane przez aparat lizosomowy komorki razem z niesio-
nym przez nie czynnikiem wzrostowym. Proces endocytozy nowej porcjl
EGF jest mozliwy dopiero po syntezie nowej porcji swoistych recepto-
row przez komorke, a proces syntezy de novo 1 transportu na powierzch-
nie komorki tych receptorow wymaga zwykle kilku godzin czasu [30].
W przypadku insuliny 1 LDL wigzace je receptory tylko czesciowo po-
wracaja na powierzchnie komorki [1, 4, 5. Nie wiadomo jednak czy s3
to receptory, od ktdorych zostat odtrawiony ligand czy tez receptory za-
pasowe, ktore poprzednio nie wiazaty ligandu, a zostaty rowniez wia-
czone do komorki. Nie stwierdzono natomiast istotnego ubytku liczby
receptorow wiazacych a2V przebiegu catego cyklu cyrkulacji, co ttuma-
czy¢c mozna faktem, ze ligand ten jest inhibitorem proteaz [9, 21]. Wy-
dajnosSC procesow recyrkulacji fragmentow 1 receptorow powierzchnio-
wych jest jednak zalezna od fazy cyklu komorkowego, wieku komorki
| wielu innych czynnikow obecnych w Srodowisku lub we wnetrzu Kko-
morki [11, 12, 21], Recyrkulacja ulega np. znacznemu uposledzeniu przy
wprowadzeniu do komorek substancji, ktore nie moga byC strawione
przez enzymy lizosomowe 1 zalegaja w fagolizosomach. Wprowadzenie
do komodrek lateksu lub thorotrastu sprawia, ze komorka duzy procent
swe] pull bton zuzywa na opakowanie tych egzogennych czastek I nie
obserwuje sie w takich przypadkach przechodzenia fragmentow btony
komorkowe] uprzednio oznakowane] ferrytyna do aparatu Golgiego [51].
Potraktowanie komodrek konkanawalina A-lektyna, ktdora wigzana jest
przez reszty alfa-D-mannopyrazowe wielocukrowcow obecnych na po-
wierzchni btony komorkowe] powoduje znaczne nasilenie endocytozy za-
rowno w komorkach normalnych, jak 1 nowotworowych. Po uptywie
20-30 min od potraktowania komorek lektyna pojawiaja sie w je] cy-
toplazmie duze, liczne wakuole otoczone btong wyznakowang konkana-
waling. Wakuole takie dtugo pozostaja w komorce, nie tacza sie z lizo-
somami, a otaczajace Je fragmenty btony tylko w minimalnym stopniu
pojawliaja sie ponownie na powierzchni komorki po uptywie Kilku godzin
[28, 50]. Odpowiedzia komorki na takie zablokowanie bton, ktdre nie
moga podlegaC recyrkulacji, jest wzmozona biogeneza nowych fragmen-
tow btoniastych [37].

Transport receptosomow poprzez komorke oraz proces recyrkulacji
fragmentow btony zaangazowanych w procesie endocytozy adsorpcyjnej
wydaje sie zalezeC od obecnosci nie uszkodzonych mikrotubul. Kolchi-
cyna, ktora powoduje dezorganizacje mikrotubul 1 uposledzenie prze-
strzenne] organizacjl aparatu Golgiego, hamuje w znacznym stopniu oba
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te procesy. Lumikolchicyna 1 cytochalazyna B nie maja wedtug Thy-
berga 1 wsp. [50, 52] zadnego wptywu na procesy transportu receptoso-
mow przez komorke. Cytochalazyna B upoSledza natomiast w znacznym
stopniu procesy fagocytozy czastek, takich jak lateks 1 thorotrast oraz
endocytoze ptynnej fazy wiaczajaca do komorki takie markery jak: na-
tywna peroksydaza czy ferrytyna [52]. Wyniki te podkreslaja jeszcze
bardzie] roznice pomiedzy procesami endocytozy ptynne] fazy 1 endocy-
tozy adsorpcyjnej, sugerujac, ze w srodkomorkowy transport pecherzy-
kow endocytarnych ptynne] fazy 1 receptosomOw zaangazowane S3a In-
ne elementy cytoszkieletu.

Podsumowujac przytoczone w niniejszym opracowaniu wyniki do-
Swiadczen Kilku grup badaczy nalezy zaznaczycC, ze w chwili obecne] nie
wystarcza juz prosty podziat procesow endocytozy ze wzgledu na wiel-
kosSC czy zdolnosC rozpuszczania sie pobieranych przez komodrke substan-
cji. Terminy fagocytoza I pinocytoza nie wystarczaja do opisania wybior-
czego 1 regulowanego 1loSciowo I jakosciowo procesu pobierania przez ko-
morke szeregu wielkoczasteczkowych substancji, ktorych role biologiczna
upatrywano do niedawna tylko w pobudzaniu receptorow powierzchnio-
wych aktywujacych system cyklazy adenylowej 1 guanylowe]. Opisanie
mechanizmow, w wyniku dziatania ktorych duze czasteczki hormondow
biatkowych, czynnikow wzrostowych czy pewnych enzymoOw sa wiacza-
ne do wnetrza komorki oraz ich drog wewnatrzkomorkowych pozwala
na snuclie szeregu hipotez dotyczacych rowniez Srodkomorkowej roli
tych substancji.

Proces endocytozy kompleksow hormon—receptor lub samych re-
ceptorow moze stuzyc alternatywnie jako mechanizm eliminowania z po-
wierzchni komorki receptorow dla okreslonego hormonu. Taka interna-

lizacja receptorow moze sprawiac, ze przez pewien czas komodrka jest
niewrazliwa na nowe porcje lub nadmiar hormonu pobudzajacego do
wytwarzania cyklicznych nukleotydow. Istnienie takiego komorkowego
mechanizmu regulacyjnego opisano w komdrkach tarczycy, gdzie indu-
kowany dziataniem tyreotropiny wysokl poziom c¢-AMP przyspiesza
znacznie agregacje kompleksow czasteczek tyreotropiny z receptorami
oraz samych wolnych receptorow w optaszczonych klatryna dotkach oraz
zwieksza stopien ich endocytozy [2]. Nowa porcja hormonu nie moze wWiec
wywotac dalsze] aktywacji cyklazy adenylowej.

Poznanie substancji hamujacych lub nasilajacych procesy endocy-
tozy adsorpcyjnej 1 endocytozy ptynne)] fazy moze dostarczyC nowych

mozliwoscl Ingerencji w procesy metaboliczne komorki regulowane przez
witaczane do niej makroczasteczki, a nawet moze przyczyni¢c sie do
usprawnienia terapii pewnych chorob metabolicznych 1 inwazyjnych.
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FIZJOLOGICZNE INHIBITORY KATEPSYNY B

PHYSIOLOGICAL INHIBITORS OF CATHEPSIN B

Marita WARW AS

Zaklad Biochemii Farmaceutycznej, Instytut Bioanalizy i Badania Srodowiska
AM we Wroctawliu

Streszczenie. Na podstawie danych z pismiennictwa zestawiono witasciwosci fizjo-
logicznych inhibitorow katepsyny B wyizolowanych z tkanek oraz surowicy Krwi.
Przedyskutowano problemy zwigzane z fizjologiczna rolg katepsyny B 1 je]J Inhi-
bitorow.

Summary. The characteristics of physiological Inhibitors of cathepsin B Isolated
from tissues and serum have been described on the basis of published reports.
Some problems concerning the physiological role of cathepsin B and its inhibitors
are discussed.

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

m.cz. — masa czasteczkowa
of — punkt 1zoelektryczny
Hp — haptoglobina

WSTEP

Katepsyna B (E. C. 3.4.22.1) jest najlepiej poznang lizosomalng
proteinaza tiolowa |5 28, 29]. Terminu katepsyna B uzywano pierwotnie
dla okreslenia enzymu wyizolowanego ze Sledziony wotowej, hydrolizu-
jacego amid benzoilo-argininy [15]. Otto 1 wsp. [39] rozazielili te aktyw-
nosC na dwie komponenty. Jedna z nich o m. cz. 26 000 daltondw, hy-
drolizujaca rowniez (3-naftyloamid 1 p-nitroanilid benzoilo-argininy naz-
wali katepsynag B 1, drugg o m. cz. 52 000 daltonow — katepsyna B 2. Po
stwierdzeniu, ze katepsyna B 2 jest karboksypeptydaza aktywng w sto-
sunku do benzoilo-glicylo-argininy 1 benzoilo-glicylo-fenyloalaniny |35,
36], dla uproszczenia katepsyne B 1 zaczeto okresSlac terminem katepsy-
na B. Obecnie wiadomo rowniez, ze preparat katepsyny B 1 otrzymany
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przez Otto 1 wsp. [39] zawierat oprdocz katepsyny B inne proteinazy
tiolowe, a mianowicie Katepsyne L [26, 59] 1 H [27]. Katepsyna B jest
szeroko rozpowszechniona, wystepuje w wielu tkankach, takich jak: wa-
troba, sledziona, mozg, tozysko i1td. Masa czasteczkowa enzymu wyizolo-
wanego z roznych organizmow 1 tkanek wynosi od 24 000 do 28 000
daltonow, optimum pH dla substratow syntetycznych 6,0, a dla biatko-
wych 4,3, pI waha sie od 45 do 6,5 Jako ze enzym wystepuje pod
postacig kilku form molekularnych. Katepsyna B posiada aktywnoSC en-
dopeptydazowa w stosunku do licznych substratow biatkowych, takich
Jak: hemoglobina, kazeina, kolagen, zelatyna, miozyna, immunoglobuli-
na G I innych oraz aktywnosc peptydylo-dwupeptydazy niedawno za-
obserwowang dla glukagonu [2] I aldolazy fruktozo-Il,6-dwufosforanowej
[6], polegajaca na kolejnym odcinaniu C-terminalnych dwupeptydow.
W lizosomach, gdzie stezenie enzymu jest milimolowe, a niskie pH moze
powodowacC denaturancje lub zmiany konformacyjne wiekszosci substra-
tow bilatkowych, katepsyna B dziata gtownie jako endopeptydaza. Na-
tomiast w stezeniach nizszych (mikromolowych), jak to ma zwykle miej-
sce w badaniach In vitro, 1 prawdopodobnie w przestrzeni pozalizosomal-
ne] komorki powoduje ograniczona proteolize. W badaniach in vitro
stwierdzono, ze w wyniku ograniczone] proteolizy katepsyna B powo-
duje aktywacje szeregu hormonow, takich jak: proinsulina [1], progluka-
gon [2], proparathormon [16] oraz inaktywacje szeregu enzymow: glu-
kokinazy, aldolazy, kinazy pirogronianowej, aminotransferazy tyrozy-
nowej] 1 heksozo-dwufosfatazy [4].

WiekszoSC sugestii co do fizjologicznej roli katepsyny B oraz innych
proteinaz tiolowych opiera sie na wynikach badan prowadzonych In Vi-
tro z uzyciem 1izolowanych enzymow 1 substratow, czesto w warunkach
niefizjologicznych. Nie ulega watpliwosci, ze katepsyna B wraz z inny-
mi proteinazami lizosomalnymi bierze udziat w degradacji wewnatrzli-
zosomalne] biatek pochodzenia komorkowego 1 endocytarnego, zaopatru-
jac komorke w aminokwasy potrzebne do resyntezy biatek komorko-
wych. Odnosnie funkcji zewnatrzlizosomalnej, bardzo wazne] w selek-
tywne] proteolizie (np. degradacji kolagenu, ktory nie ulega endocyto-
zle), sugeruje sie dwie mozliwosci: kontrolowane uwalnianie katepsyn
Zz lizosomow 1 komorek lub rozmieszczenie tych enzymoOw po zewnetrz-
nej stronie bton lizosomalnych [28].

Regulacja aktywnosSci katepsyny B, podobnie jak innych enzymow,
zachodzic moze poprzez inhibitory. WSsrod naturalnych inhibitorow wy-
roznia sie Inhibitory fizjologiczne, wystepujace w komorkach, przestrze-
nitach komorkowych, osoczu krwi 1 ptynach ustrojowych oraz inhibitory
niefizjologiczne wyizolowane z drobnoustrojow, roSlin oraz zwierzat niz-

szych. Te ostatnie zostaty opisane w artykule Worowskiego [63].
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INHIBITORY TKANEK ZWIERZECYCH

W ostatnim Cwiercwieczu ukazato sie niewiele prac dotyczacych en-
dogennych inhibitorow proteinaz tiolowych, do ktérych zalicza sie ka-
tepsyne B. CzesC tych danych jest w dodatku niezbyt scista z powodu
niedostatecznej charakterystyki uzytych enzymow. Na przyktad, jezell
uzywa sie p-nitroanilidu-benzoilo-argininy do oznaczania aktywnosci,
enzymem rozktadajacym substrat moze byC nie tylko katepsyna B, ale
rowniez katepsyna H lub ich mieszanina. Katepsyna H bowiem, podob-
nie Jjak katepsyna B, rozktada N-podstawione syntetyczne substraty, np.
benzoilo-L-arginino-(3-naftylamid [29].

Po raz pierwszy Finkenstaedt [9] w roku 1957 donidst o obecnosci
termostabilnego 1 dializujgcego Inhibitora katepsyny B 1 C w superna-
tande homogenatu watroby szczura. W nastepnych latach ukazato sie
szereqg prac dotyczacych niskoczasteczkowych inhibitorow proteinaz tio-
lowych, a wiec I katepsyny B. Inhibitory te stwierdzono m. in. w bilatku
Jjaja kurzego [25], skorze [20, 21], ekstrakcie z mieSni szczura [49], leuko-
cytach 1 Sledzionie [32], ptucach [38, 51] oraz chrzastce nosowe] wotu
[45].

W roku 1979 Lenney 1 wsp. [33] znalezli niskoczgsteczkowe inhibi-
tory katepsyny B 1 H w 12 badanych tkankach szczura 1 cztowleka, jak
rowniez u kur, ryb, zab oraz organizmow nizszych (protozoa). U ludzi
najwiece] inhibitorow wystepuje w watrobie 1 nerkach, a takze w ery-
trocytach, natomiast nie stwierdza sie ich obecnoSci w surowicy Kkrwi.
Autorzy oczyscili czeSsciowo inhibitor katepsyny B oraz inhibitor katep-
syny H 1 stwierdzili, ze obydwa wystepuja pod postacig kilku form mo-
lekularnych. Stosunek i1losciowy obu inhibitorow jest rozny w poszcze-
golnych tkankach, z czego wyciagnieto wniosek, ze sa to dwa odrebne
biatka. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze moga to byC rozne formy tego
samego Inhibitora, roznigce sie powinowactwem do poszczegolnych Kka-
tepsyn. Zarowno inhibitory katepsyny B, jak 1 H z nerki wieprzowe]j
maja m. cz. 11 000 daltonow, inhibitory z ptuc szczura zasS 14 000.

Kominami 1 wsp. [31] wyizolowali inhibitor proteinaz tiolowych zwa-
troby szczura hamujacy katepsyny: B, H 1 L oraz papaine. Inhibitor ten
0 m. cz. 11 500 daltondw wystepuje pod postacig trzech form molekular-
nych o pit 4,9, 52 1 56. Wspotczynnik aktywnosci specyficznej inhibitora
do okreslonej proteinazy tiolowe] pozostaje nie zmieniony na poszczegol-
nych etapach oczyszczania, co wedtug autorow wskazuje na jedno biat-
Ko o0 szerokim spektrum hamowania. Jest takze prawdopodobne, ze po-
szczegolne formy molekularne pochodza z roznego typu komorek.

Ostatnio Hirado 1 wsp. [18] stwierdzili obecnoSc inhibitora katepsy-
ny B w cytozolu homogenatu tkanek szczura. Najwieksza aktywnoSc



406 M. WARWAS

Inhibitorowa wykazywat cytozol tarczycy, grasicy I zotadka, nizsza watro-
by, nerek, ptuc i1tp. Surowica zawiera tylko sladowe 1losci inhibitora. In-
hibitor wyizolowany z watroby o m. cz. 12 400 daltonow 1 pi1 5,04 jest
termostabilny. Nie stwierdzono obecnosci form molekularnych. Inhibi-
tor ten hamuje katepsyny: B, B2 H, L, C | papaine, nie hamuje katepsyn
A 1 D ani trypsyny 1 chymotrypsyny. W wyclagach z tkankil tozyska
ludzkiego (9-tyg. 1 dojrzatego) oraz warstwy kosmowkowo-doczesnowej
bton ptodowych wystepuje takze Inhibitor hamujacy katepsyne B wy-
Izolowana z tozyska ludzkiego oraz papaine [61]. Podczas oczyszczania
stwierdzono obecnosc zarowno inhibitora dializujacego, jak 1 niediali-
zujacego. Prawdopodobnie Inhibitor dializujacy jest produktem degrada-
cji Inhibitora niedializujacego.

Fizjologiczne znaczenie inhibitorow proteinaz tiolowych nie zostato
do te] pory poznane. Prawdopodobnie odgrywaja one duza role w ochro-
nie przed niekontrolowanym dziataniem proteinaz tiolowych. Przyktado-
wo w stanach patologicznych, lizosomalne proteinazy leukocytow 1 ma-
krofagow biorg udziat w destrukcji tkanki ptucne] prowadzace]j do ro-
zedmy ptuc [19, 44]. Badania nad rolg proteinaz w tym procesie skupity

sie gtownie na enzymach trypsyno- 1 chymotrypsyno-podobnych oraz ko-
lagenazie, niemnie] 1 katepsyna B zostata wylizolowana z tkankl ptuc

I51]. Wedtug Ortowskiego 1 wsp. [38] jest ona zlokalizowana w makro-
fagach ptuc. Wiadomo, ze katepsyna B jJest zdolna nie tylko do degra-

dacji kolagenu In vitro [/7], ale takze do aktywacji latentnej kolagenazy
|8]. Procesy proteolizy w ptucach znajduja sie pod kontrolg cag-antytryp-
syny endogennego Inhibitora proteinaz. Johnson 1 Travis [23] stwierdzili,
ze katepsyna B moze takze inaktywowac cti-antytrypsyne 1 tym samym
ostabic odpornosC¢ ptuc na dziatanie proteinaz. Mozna wiec zatozyC, ze
komorkowe iInhibitory katepsyny B 1 innych proteinaz stanowia druga
linie obrony tkanki ptuc.

Istniejg takze dane, ze pewne stany patologiczne miesni, takie jak
dystrofia 1 nieprawidtowy wzrost, sa wynikiem zwiekszonego kataboliz-
mu biatek w miesniach. Sugeruje sie udziat enzymow lizosomalnych
w tym procesie [34, 49]. W badaniach in vitro stwierdzono, ze leupeptyna,
Inhibitor katepsyn B 1 H, zmniejsza stopien degradacji biatek w mies-
niach szkieletowych 1 miesniu sercowym [34]. Tym samym inhibitory
komorkowych enzymow tiolowych moga petni¢c funkcje ochronna.

Katepsynie B przypisuje sie rowniez udziat w inwazji procesu no-
wotworowego 1 tworzeniu sie przerzutow [43, 52, 57], a Inhibitory ze

Sledziony oraz leukocytow hamuja tworzenie sie przerzutow u myszy
z doswiadczeniami nowotworowymi ptuc [13, 14].
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INHIBITORY SUROWICY KRWI

W warunkach fizjologicznych katepsyna B wystepuje w surowicy
krwi w ilosciach Sladowych. Pietras 1 wsp. [41, 42] zaobserwowali wzrost
Jje] poziomu w dwu ostatnich trymestrach clazy, a takze je]J pojawienie
sie u kobiet w czasie cyklu miesiecznego, skorelowane z poziomem estro-
gendw. Stwierdzili takze wzrost poziomu katepsyny B w pewnych sta-
nach chorobowych, jak: gruczolaki, gruczolaki z towarzyszaca dysplazja
oraz w nowotworach zaleznych od dwuetylostilbestrolu. Co ciekawe,
autorzy nie zaobserwowali wzrostu aktywnosci w wielu badanych cho-
robach zapalnych 1 metabolicznych o charakterze nienowotworowym,
pomimo podwyzszonego poziomu innych enzymow lizosomalnych [42].
Poziom katepsyny B w surowicy, wedtug nich jest SciSle skorelowany
ze wzrostem komorek, niezaleznym od ich typu.

Regulacja aktywnosci katepsyny B w surowicy krwi moze zacho-
dziC poprzez obecne w niej Inhibitory. WiekszoS¢C dobrze poznanych iIn-
hibitorow surowicy krwi, z wyjatkiem azmakroglobuliny, to inhibitory
proteinaz serynowych [17, 50]. W surowicy wystepuja jednak rowniez
Inhibitory proteinaz tiolowych.

Snellman 1 Sylven [53, 54] donosili, ze haptoglobina (Hp) jest In-
hibitorem katepsyny B. Natomiast Starkey 1 Barrett [55] podaja, ze
gtownym inhibitorem katepsyny B w surowicy jest aZzmakroglobulina,
stabsze hamowanie wykazuje immunoglobulina G, zas Hp jest nieak-
tywna jako inhibitor katepsyny B przy uzyciu do badan substratow
niskoczasteczkowych. Pagano 1 wsp. [40] potwierdzili hamujace dziata-
nie Hp na aktywnosc katepsyny B. Procent hamowania, majacego cha-
rakter kompetycyjny, rosnie wraz z ciezarem czasteczkowym uzytego
substratu. Z drugiej za$ strony, katepsyna B nie ma wptywu na zmianeg
ruchliwosci elektroforetyczne] Hp czy tez jej kompleksu z hemoglobina.
Ostatnio Kalsheker 1 wsp. [24] stwierdzili, ze hamowanie katepsyny B
przez Hp jest odwracalne w obecnosci monospecyficznych przeciwciat
antyhaptoglobinowych. Pagano' 1 wsp. [40] wskazuja na ewentualne fi-
zjologiczne znaczenie hamowania katepsyny B przez Hp w przebiegu
procesOw zapalnych, przebiegajacych, jak wiadomo, ze zwiekszona prze-
puszczalnoscig bton lizosomalnych [12, 44]. W mysl hipotezy Koja [30],
w odpowiedzl na pojawienie sie lizosomalnych katepsyn, hepatocyty pro-
dukuja 1 zwalniaja biatka ,,ostrej fazy”, do ktdorych nalezy Hp. Biatkom
,ostre] fazy” przypisuje sie role adaptacyjna 1 regulatorowa w przebie-
gu proteolizy tkankowe].

Jak juz wspomniano, gtownym inhibitorem katepsyny B wystepu-
Jacym w surowicy krwi jest aZmakroglobulina. Inhibitor ten wykazuje
bardzo szerokie spektrum dziatania [17], hamuje zarowno endopeptydazy
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pochodzenia zwierzecego, roslinnego oraz bakteryjnego (proteinazy se-
rynowe, tiolowe, karboksylowe 1 metalopeptydazy), jak rowniez egzo-
peptydazy (karboksypeptydaze) taczac sie z nimi nieodwracalnie. In-
terakcja azmakroglobuliny z proteinazami moze byC sklasyfikowana
Jako cos posredniego pomiedzy reakcja antygen—przeciwciato a typo-
wa reakcja inhibitor-proteinaza |[17]. Proteinazy odszczepiaja fragment
peptydowy od azmakroglobuliny, w wyniku czego ulega ona zmianom
konformacyjnym umozliwiajagcym wiazanie Sié z enzymem poza Jego
centrum katalitycznym. Inhibitor stanowi w ten sposob jedynie przeszko-
de przestrzenng dla substratow wieloczasteczkowych, gdyz kompleks
aZmakroglobulina—proteinaza posiada zdolnosc hydrolizowania sub-
stratow niskoczasteczkowych. Kompleks ten jest traktowany przez u-
stro] jako obce biatko 1 szybko eliminowany z krwiobiegu [37].

Stan rownowagl pomiedzy proteinazami a ich inhibitorami jest szcze-
golnie wazny w przebiegu procesdw wzrostu. | tak w przypadku azma-
kroglobuliny stwierdza sie je] wyzszy poziom u dziecl niz u dorostych
|11] oraz 20% wzrost poziomu podczas clagzy [10], Kobiety nieciezarne
maja 20% wyzszy poziom aZzmakroglobuliny we Kkrwi w pordéwnaniu
Z mezczyznami [11]. Catkowita zdolnos¢ hamowania proteinaz tiolo-
wych (uzywajac papainy jJako enzymu) wzrasta odczas normalnej ciazy,
Zz maksimum pomiedzy 13 a 24 tygodniem, czyli w okresie wzrostu
| rOznicowania sie zarowno tozyska, jak 1 ptodu [62]. ByC moze wzrost ten
pozostaje w zwiazku z zaobserwowanym przez Piletrasa 1 wsp. [42]
wzrostem aktywnosci katepsyny B w cigzy skorelowanym z poziomem
estrogenow. Za aktywnoSC antypapinowa surowicy Krwi odpowiedzialne
sg gtownie aZmakroglobulina oraz nizejczasteczkowe inhibitory proteinaz
tiolowych. Valeri 1 wsp. [60] donosza, ze antytrombina ma takze zdolnosc
hamowania papainy.

W roku 1977 Sasaki 1 wsp. [47] wyizolowali z surowicy krwi ludz-
kiej inhibitor hamujacy proteinazy tiolowe o m. cz. 90 000 1 ruchliwoscl
elektroforetycznej azglobulin. Inhibitor ten hamuje papaine, ficyne, bro-
meline 1 katepsyne B, nie hamuje zas trypsyny ani chymotrypsyny.
Ostatnio ukazata sie praca tych samych autorow [48] wykazujaca, ze In-
hibitor ten wystepuje pod postacig trzech form molekularnych (P-I,
P-2, P-3). Dwie z tych form, P-I 1 P-2, wedrujace w rejonie azglobulin,
maja bardzo podobne witasciwosci, ale roznia sie od formy P-3 wedrujace]
w rejonie al-globulin ciezarem czasteczkowym 1 pi. Fakt, ze formy te wy-
kazuja zgodnosC immunologiczng oraz ze wszystkie w jednakowym stop-
niu sg hamowane przez przeciwclata otrzymane przeciwko formie P-3 su-
geruje, ze sktadaja sie one z i1dentycznych podjednostek, a formy P-I
| P-2 sa posrednimi producentami dysocjacji formy P-3. Mozliwosc taka
potwierdza takze obecnosC inhibitorow proteinaz tiolowych w moczu [58].
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Formy molekularne inhibitora proteinaz tiolowych wyizolowane z moczu
w porownaniu do surowiczych maja nieco nizszag m. cz., ale podobne wta-

sciwoscl antygenowe. Autorzy przypuszczaja, ze sa to produkty degra-
dacji inhibitorow surowiczych. W przeciwienstwie' do azmakroglobuliny,
ktora hamuje aktywnoSC proteinaz tylko wobec substratow wielkocza-
steczkowych, Inhibitory wyizolowane przez Sasakl 1 wsp. [47, 48] hamu-
Ja aktywnoSC proteinaz takze wobec substratow niskoczasteczkowych, co

Swiadczy o Innym mechanizmie inhibicji. aZMakroglobulina zbudowa-
na jest z 4 podjednostek o m. cz. 180 000 daltonow kazda [3, 56]. Po-
dobna m. cz. ma forma P-3, ale do te] pory brak jest danych o ewentu-
alne] aktywnosci inhibitorowej poszczegdolnych podjednostek aZmakro-
globuliny czy tez o ich reaktywnosci immunologicznej. Wyklucza to
mozliwos¢c powstawania niskoczasteczkowych proteinaz tiolowych na
drodze degradacji azmakroglobuliny.

Takze iInni autorzy donosili juz wczeSnie] o wystepowaniu inhibi-
torow proteinaz tiolowych w osoczu lub surowicy krwi ludzkiej. Wy-
1zolowany przez Ryley’a [46] heterogenny w elektroforezie Inhibitor jest
glikoproteidem zawierajacym 10% cukrow, charakteryzuje sie wysoka
zawartoscla aminokwasow kwasnych. Inhibitor ten hamuje catkowicie
papaine, katepsyne B zaS tylko w 70% przy 10-krotnym nadmiarze
molowym Inhibitora w stosunku do enzymu. Stezenie tego Inhibitora
oznaczone metoda 1mmunologiczng w surowicy Kkrwi ludzi dorostych
niezaleznie od ptclt wynosi 42,8 £ 6,8 mg/100 ml, a w surowicy pepowil-
nowe] 24,1 + 3,5 mg/100 ml. Jarvinen [22] natomiast oprocz inhibitora
o ruchliwosci azglobulinowej wyizolowat z surowicy krwi ludzkie] In-
hibitor proteinaz tiolowych z frakcji ai-globulinowej. Oba Inhibitory po-
sitadaja podobne spektrum hamowania oraz zgodnosC immunologiczna,
lecz roznig sie m. cz. 1 tadunkiem.

Jak wynika z przedstawionych w referacie danych, wiedza na temat
fizjologicznych inhibitorow proteinaz tiolowych (z wyjatkiem aZmakro-
globuliny) jest ograniczona. Doktadniejsze poznanie wiasciwoscl tych
Inhibitorow, ich mechanizmow dziatania oraz zachowanie sie w stanach
patologicznych pozwoli by¢ moze w przysztosci na ich zastosowanie w
medycynie, to jest w diagnostyce 1 leczeniu.

Praca byta finansowana z Problemu MR-I-9.
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KOMUNIKAT

W SPRAWIE BIBLIOGRAFII PRAC BIOCHEMICZNYCH

W 1982 r. ukazata sie ,Bibliografia polskich prac biochemicz-
nych 1945 - 1975”7, Z mysla o kontynuowaniu wydawnictwa w mniej-
szych przedziatach czasowych, Komitet Biochemii 1 Biofizykil oraz

Polskie Towarzystwo Biochemiczne pragna rozpoczaC prace nad ze-
braniem bibliografiit za lata 1976 - 1980. W zwiazku z tym zrwociliSmy

sie do kierownikow placowek biochemicznych w kraju z prosha oprzy-
stanie spisu publikacji za ten okres. Poniewaz Jednak wiele prac
biochemicznych powstaje w innych placowkach, prosimy autorow
0 przystanie spisu prac bezposSrednio pod adresem:

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

Prace nad bibliografia bardzo utatwi sporzadzenie notek doktad-
nie wedtug nastepujacego wzorca: nazwiska 1 Inicjaty autorow, petna
nazwa Instytucji (jezeli autorzy pochodza z kilku iInstytucji krajowych
lub zagranicznych, prosimy o wymienienie wszystkich placowek), ty-
tut pracy w jezyku, w jakim ja ogtoszono, skort nazwy czasopisma,
rok, tom, strona. Prace przegladowe prosze oznaczycC literag B na mar-
ginesie wykazu. W spisie nie nalezy umieszcza¢c komunikatow zjaz-

dowych.
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CYTOLOGICZNE EFEKTY DZIALANIA REZERPINY

CYTOLOGICAL EFFECT OF ACTION OF RESERPINE

Stanistawa GLOWACKA

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN Warszawa

Streszczenie. Rezerpina, lek o dziataniu hipotensyjnym, ma zdolnosC wypierania
jonow wapnia z fosfolipidow struktur komodorkowych. Powoduje to zmiany konfor-
macyjne 1 funkcjonalne bton komorkowych oraz naruszenie homeostazy wapnia

| rownowagl elektrolitycznej, co w nastepstwie prowadzi do zaburzenia aktyw-

noscli szeregu enzymoOw. Ponadto rezerpina, zaburzajac rownowage substancjli neu-
roprzekaznikowych poprzez wuwalnianie ich z zakonczen nerwowych, uszkadza

przewodnictwo nerwowe, a takze zaburza funkcje uktadu neuroendokrynalnego.
Przejawem tego sa np. obserwowane zarowno u kregowcow, jak 1 bezkregowcow
nieprawidtowosci w przebiegu cyklu rozrodczego po zastosowaniu rezerpiny.

Summary. Reserpine, a psychotropic drug, can interact with phospholipids of intra-
cellular membranes displacing calcium thereform. In consequence, there may occur
conformational and functional alterations In the cell membranes leading to disturb-
ances In the homeostasis of intracellular calcium and 1In electrolytes balance,
which reflect on the enzymatic activity of the cell. Moreover, by releasing neuro-
transmitters from the nerve terminals reserpine impairs transmission of signals
and the function of the neuroendocrinal system. The latter may result In abnorma-
lities of the reproductive cycle what was observed both In vertebrates and iInver-

tebrate treated with reserpine.

WSTEP

Rezerpina jest alkaloidem wystepujacym w korzeniach wezodrzewu
Indyjskiego (Rauwoljia serpentina). RoSlina ta miata szerokie zastosowa-
nie w ludowe] medycynie na terenach Indii 1 Afryki, gdzie juz przed wie-
kami leczono nig niektore choroby psychiczne. Rezerpina zostata wyizolo-
wana z korzenl wezodrzewu po raz plerwszy w 1952 r. przez Schittera
| Jego wspotpracownikow [11]. Od tamte] pory zaczeto stosowac ja W me-
dycynie jako: (a) srodek obnizajacy cisnienie tetnicze krwi. (b) lek o swol-
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stym dziataniu uspokajajacym, (c) lek przeciwalergiczny. Obecnie rezer-
pina 1 Je] pochodne (deserpidine, syrasyngopine, rescinnamine) stosowa-
ne sg powszechnie w medycynie, stanowiac jeden ze skiadnikOw mie-
szanek hipotensyjnych. Jak wykazaty badania radioimmunologiczne, re-
zerpina moze wigzacC sie z albuminami krwi [29, 31] oraz wbudowywac

sie w tkanke nerwowa [13].
Celem niniejsze] pracy Jest przedstawienie witasciwosci fizykoche-

micznych rezerpiny oraz cytologicznych efektow dziatania tego leku.

OGOLNE WLASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE REZERPINY

Rezerpina jest esterem metylorezerpinowym kwasu 3, 4, 5-trojmeto-
ksybenzeosowego. Chemiczny wzor czasteczki rezerpiny oraz gtownych

Je] pochodnych przedstawiono w tab. 1.

TABELA 1

Chemiczna struktura rezerpiny 1 je] pochodnych [31]

Nazwa leku Rn R 18
Rezerpina c h 3o 3,4,5-trojmetoksybezoll
Deserpidine H 3,4,5-trojmetoksybezoil
Syrosingopine c h 3o 3,5-dwumetoksy-4-etylkarbonatobenzoil

Czasteczka rezerpiny posiada bardzo reaktywng kationowag grupe
Iminowa (-NH-), dzieki ktorej ma zdolnosC reagowania miedzy innymi
Z czasteczkami ttuszczow [7].

ODDZIALYWANIE REZERPINY NA FOSFOLIPIDY STRUKTUR KOMOR-
KOWYCH

Badania nad transportem jondow Caz2+ prowadzone przez Mule [37]
wykazaty, ze narkotyki 1 inne leki dziatajgce na centralny uktad nerwo-
Wy — zawilerajace w czasteczce grupy imidowe — moga wypierac jony
wapnia z fosfolipidow zawartych w btonach komorek nerwowych, uposSle-
dzajac jednoczesnie transport Caz2+. Anionowe grupy fosforylowe w fosfo-



Rye. 1-10. Oocyty Galleria mellonella
Rye. 1 Fragment prewitellogenetycznego oocytu poddanego dziataniu rezerpiny.

X9600; g — ztogi glikogenu w ooplazmie (op), | — Jadro oocytu z otoczka tworzaca
liczne fatdy (oj)

Ryc. 2. Fragment prewitellogenetycznego oocytu normalnie rozwijajacego sie owa-
da. X9000. Oznaczenia jak na ryc. 1

Ryc. 3. Fragment otoczki jadrowe] zmienione] patologicznie pod wptywem dziata-
nia rezerpiny. X60 000; k — karyoplazma, op — ooplazma, 0] — otoczka jadra

Ryc. 4. Fragment otoczki jadrowe] normalnie rozwijajagcego sie oocytu. X60 000;
k — karyoplazma, op —looplazma,, 0} +— [otoczka jadra



Ryc. 5. Fragment szorstkie] siateczki Srodplazmatyczne] (rER) w komorce nabtonka
folikularnego owada traktowanego rezerping. X24 000

Ryc. 6. Fragment rER z komodrki folikularnej normalnie rozwijajacego sie owada.
X24 000

Ryc. 7. Fragment cytoplazmy komorki folikularnej ze znaczng liczba rozrzuconych
w nie] mikrotubult (t). X24 000



Ryc. 8. Fragment ooplazmy z patologicznie rozszerzonymli kanatami szorstkie] sia-
teczki Srodplazmatycznej (rER). X12 000; L — lipidowe kule zodttka

Ryc. 9. Fragment normalnie rozwijajacego sie oocytu z odktadajgcymi sie w oopla-
zmie kulami zottka lipidowego 1 biatkowego. X12 000; L — lipidowe kule zottka,
p — bilatkowe kule zottka



Rye. 10. Fragment Sciany rurki jajnikowej owada poddanego dziataniu rezerpiny

X 12 000; Wiokna miesniowe (wm) rozszczepione sg niejednokrotnie na drobne pa-

semka, Z — strefa ,,Z” mieSnia, m — mitochondria, t — tchawki, bk — btony ko-
morek mioepitelialnych, bz — blaszka zewnetrzna Sciany rurki jajnikowej
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lipidach posiadaja duze powinowactwo do wapnia |1 moga dziataC jako wy-
mienniki jonowe w kontroli przeptywu jonow przez btony. Wiazanie
czasteczek rezerpiny z fosfolipidami powoduje uwolnienie wapnia z bton
komorek nerwowych [37], komdrek miesnia sercowego [8], a takze komo-
rek tkanki naczyniowe] [5 8]. Przyczynia sie to zarowno do zmian
w strukturze bton, jak 1 zaburzen metabolizmu 1 funkcji fosfolipidow.
Zmilany w zawartosci wapnia prowadza do zmian elektrofizjologicznych
wiasciwosci bton [34]. Wytwarza sie silna depolaryzacja bton powodujaca
wzrost selektywnej przepuszczalnosci dla jonow Na+, a w nastepstwie
zwiekszenie wewnatrzkomorkowego stezenia jonow sodu [6, 27, 37]. Ta-
kie uszkodzenie struktury 1 funkcji btony przejawiacC sie moga np. w upo-
Sledzeniu przewodzenia jonow w neuronie [37] lub w zaburzeniu wchita-
niania komorkowego, co wptywa bezposrednio na procesy roznicowania
sie komorek [38, 42].

Przytoczone wyniki badan dotyczacych oddziatywania rezerpiny na
btony komorkowe zostaty uzupetnione w ostatnich latach analiza ultra-
strukturalna komorek tworzacych pecherzyki jajowe mola woskowego,
Galleria mellonella L. [16]. Pod wptywem dziatania rezerpiny obserwo-

wano znaczne zwiekszenie przestrzeni miedzykomorkowych, co prawdo-
podobnie spowodowane zostato zmianami w strukturze bton komorko-
wych oocytow, trofocytow 1 komorek nabtonka folikularnego. Zmiany
obserwowano takze w otoczce jadrowe] rozwijajacego sie oocytu. Otocz-
ka ta byta silnie pofatdowana (rye. 1, dla poroOwnania ryc. 2) 1 tworzy-
ta liczne wypustki, a niekiedy cate je] fragmenty ulegaty destrukcji

(ryc. 3, dla porownania ryc. 4). Obserwowano rowniez znieksztatcenia in-
nych struktur btoniastych np. siateczki srodplazmatycznej, ktorej kanali-
ki ulegaty silnym rozszerzeniom (ryc. 51 7; dla porownania ryc. 6 1 8).

WPLYW REZERPINY NA HOMEOSTAZE WAPNIA

Uwolnienie jonow wapnia z ich charakterystycznych wigzan naru-
sza homeostaze wapnia oraz rownowage elektrolityczna. U ssakow (ko-
ty, psy, kroliki, szczury) poddanych dziataniu rezerpiny obnizat sie po-
zlom wapnia |1 potasu w Krwi, podczas gdy poziom jondw sodu I magne-
ZUu wzrastat [6, 27], Opisano takze wzrost poziomu jonow wapnia W eks-
krementach szczurow traktowanych rezerpina [8]. Obecnosc jonow wap-
nia niezbedna jest dla prawidtowego przebiegu cyklu mitotycznego. Ba-
dania Lewisa 1 wsp. [30] ujawnity, ze rezerpina obniza znacznie aktyw-
nosC mitotyczna komorek w rozwijajacych sie mozgach szczurow. Na-
tomiast w komorkach niektorych roslin, niedobory jonow wapnia zwie-
kszaja czestoSC wystepowania spontanicznych mutacji w chromosomach
[12]. Ponadto, niektore srodki chemiczne z grupy tzw. zwiazkow alki-
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lujacych, np. etylenoiminy, moga wywotywacCc mutacje typu peknieC chro-
mosomow [12]. Na temat ewentualnego bezpoSredniego oddziatywania
grupy iminowej rezerpiny z genomem komorki trudno jest w tej chwili

snucC jakiekolwiek przypuszczenia.

WPLYW DZIALANIA REZERPINY NA AKTYWNOSC ENZYMATYCZNA

Rezerpina moze powodowacC rowniez zmiany w uktadzie enzyma-
tycznym komorek. Lek ten nalezy do grupy lekow zwanych neurolepty-
kami, wsrod ktorych najbardziej znanymi sa. fenotiazyna, chlorproma-
zyna, flufenazyna, tioksantyna 1 chlorprotiksen. Rezerpia tak, Jjak pozo-
state z wymienionych lekdw, moze wptywac na aktywnosSC niektorych
enzymow [34] poprzez usuniecie jonow wapnia z bton 1 unieczynnienie
cyklazy adenylowe], w wyniku czego nastepuja zaburzenia w funkcjono-
waniu cyklicznego AMP [34, 51]. W podobny sposob ttlumaczono wyste-
powanie zaburzen w przebiegu procesow fosforylacji oksydacyjne] w mi-
tochondriach komorek moéozgu [38] oraz miesnia sercowego [40] u zwie-
rzat poddanych dziataniu rezerpiny. Poza tym, neuroleptyki 1 niektore
leki psychotropowe hamuja aktywnosc fosfodwuesterazy cyklicznego
AMP [26, 49, 51]. Jak sugeruja Wolff 1 Brostrom [51], mechanizm dzia-
tania lekow neuroleptycznych na uktad enzymatyczny polega na bloko-
waniu kalmoduliny — czynnika zaleznego od jonow wapnia 1 reguluja-
cego aktywnoSC szeregu enzymow. Leki psychotropowe hamuja rowniez
Ca2+—Mg2+—ATPaze erytrocytow ludzkich [26]. Na podstawie przepro-
wadzone] analizy kinetycznej wysunieto hipoteze, ze mechanizm takiego
hamujacego dziatania leku polega na uszkadzaniu kompleksow typu
biatko—Dbiatko pomiedzy Caz2+—Mg2+—ATPazg 1 aktywna czasteczka
kalmoduliny. Potwierdzity to badania Weisali wsp. [49], ktorzy wykazali,
Ze rezerpina posiada wysoka zdolnoSCc wigzania sie z kalmoduling w miej-
sce wapnia. Zatem szereg procesow komorkowych regulowanych przez
biologicznie czynna kalmoduline (zwiazang z wapniem) moze zostaC U-
szkodzonych w wyniku dziatania rezerpiny. W badaniach nad wptywem
dziatania rezerpiny na strukture rozwijajacych sie oocytow owadow [15,
16] obserwowano miedzy innymi znaczne nieprawidtowoscli w wystepo-
waniu mikrotubuli (ryc. 9) oraz odktadania sie glikogenu (ryc. 1, 2).
Uzyskane wyniki sugeruja, ze rezerpina, dzieki zdolnosci wypierania
wapnia z potaczen z kalmoduling, a wiec blokowania aktywnosci bio-
logiczne] tego biatka, mogta w danym przypadku zaburzyc¢ procesy gli-
kogenolizy, a takze procesy depolimeryzacji dimeru tubuliny. Podobnie,
zmiany w uktadzie wiokien miesniowych w komorkach mioepitelialnych
rureczek jajnikowych tego owada rowniez wydaja sie wskazywacC na za-
ktocenia w regulacji enzymatycznej ich cyklu skurczowo-rozkurczowe-

go (ryc. 10).
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INNE EFEKTY DZIALANIA REZERPINY

DZIALANIE REZERPINY NA SUBSTANCJE NEUROPRZEKAZNIKOWE

Jak wspomniano we wstepie, gtownym efektem dziatania rezerpiny
na organizmy kregowcow Jest obnizenie cisnienia tetniczego krwi. Efekt
ten uzyskiwany jJest nie tylko na skutek zaburzen rownowagi elektro-
lityczne] 1 homeostazy wapnia, lecz takze w wyniku stymulowanego
przez rezerpine uwalniania katecholamin (dopaminy, noradrenaliny, adre-
naliny) oraz iIndoloaminy (serotoniny) zmagazynowanych w zakoncze-
niach nerwowych [18, 43, 44], Ponadto, rezerpina wptywa na aminy Dblo-
genne zmagazynowane w pecherzykach ziarnistych w przestrzeniach
miedzyneuronalnych [17, 44], CzasteczKkl leku wiaza sie z btonami tych
pecherzykow powodujagc w nich konformacyjne zmiany [41]. Efektem
dziatania rezerpiny jest takze uaktywnienie enzymow: oksydazy monoa-
minowe] (MAO) 1 katecholo-O-transferazy (COMT), rozktadajacych ka-
techolaminy |1, 18]. Rezerpina wywiera wptyw na poziom katecholamin
zarowno w centralnym uktadzie nerwowym, jak I w obwodowym, co
wykazaty badania prowadzone przy zastosowaniu metod: fluorescencji
|17, 18], autoradiografii [1] oraz analizy ultrastrukturalnej [19, 22, 53].

W prowadzonych w ostatnich latach badaniach nad lokalizacjg ko-
morek zawierajacych aminy biogenne w mozgu mola woskowego, Gal-
leria mellonella L. [45], oraz funkcjonalna wspotzaleznosScia pomiedzy
tymi komorkami a komorkami neurosekrecyjnymi [46-48], jedna serie
doswiadczen wykonano po zastosowaniu rezerpiny. Wptyw dziatania re-
zerpiny obserwowano zarowno w ultrastrukturze komorek aminoergicz-
nych, jak 1 neurosekrecyjnych. (Dziatanie rezerpiny na komorki neuro-
sekrecyjne owadow omoéowiono W jJjednym z nastepnych rozdziatow).
Wstrzykniecie 125 ag lub 250 ag rezerpiny (na gram wagl cilata) do
Jamy cilata gasienic ostatniego stadium larwalnego badanego owada po-
wodowato znaczne zmniejszenie liczby pecherzykow zawierajacych ami-
ny (dense-cored vesicles) tak w perikaryonach, jak 1 w wypustkach ko-
morek aminoergicznych. Zmiany te utrzymywaty sie przez dtugi czas
| obserwowane byty nawet po 48 godz. od chwili wstrzykniecia leku.
Dtugotrwate dziatanie rezerpiny stwierdzone byto takze przez Innych
badaczy [28, 30, 32, 41].

EFEKTY DZIALANIA REZERPINY NA ORGANIZMY KREGOWCOW

Poprzez zaburzenie rownowagl substancji neuroprzekaznikowych
oraz uszkodzenie wchtaniania komorkowego, rezerpina moze wywierac
bezposredni wptyw na proliferacje 1 aktywnos¢c komorek, co stwierdzono
np. w mozgach nowo narodzonych zwierzat [30, 38]. Po diugotrwatym
stosowaniu rezerpiny obserwowano ponadto wystepowanie wtdrnych
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Zmian w miesniu sercowym, watrobie, korze nadnerczy [52]. Zmiany te
powstaty w wyniku ostrej niewydolnosci krazenia, spowodowane] uszko-
dzeniem rownowagl substancji neuroprzekaznikowych.

Wieloletnie badania prowadzone na zwilerzetach oraz obserwacje
kliniczne kobiet ujawnity oddziatywanie rezerpiny na uktad endokry-
nalny. Rezerpina hamuje niektore funkcje podwzgdrza (Hypothalamusa),
W wyniku czego zaburzone zostaje funkcjonowanie przysadki mozgowe],
ZWtaszcza |e] przedniego ptata [25 35, 36, 41]. W nastepstwie tego
obserwowano miedzy innymi zaktocenia w funkcji tarczycy 1 gonad.
Stwierdzono rowniez, ze diugotrwate stosowanie rezerpiny powoduje
silne zaburzenia cyklu rozrodczego ssakow, np. wstrzymanie owulacji
| przyspieszenie laktacji |2, 3, 10, 25, 35, 36].

EFEKTY DZIALANIA REZERPINY NA ORGANIZMY OWADOW

Wpdyw rezerpiny na gonady owadow. Wynlkl przytoczonych badan

nasunety przypuszczenie, ze rezerpina moze byc czynnikiem skutecznie
ostabiajacym zdolnosci rozrodcze owadow. Totez wptyw tego leku na
gonady owadow stat sie przedmiotem zainteresowania wielu badaczy.

Po podaniu w pozywieniu roznych dawek rezerpiny stwierdzono
znaczne zmniejszenie lub catkowite zahamowanie owulacji u Tribolium
confusum [23]. Pozniejsze badania prowadzone na Tribolium confusum
| Musca domestica [20, 21, 24] wykazaty, ze rezerpina moze powodowac
zmniejszenie liczby sktadanych jaj na skutek zahamowania procesow ich
dojrzewania. Banschotor [4] zaobserwowat, ze zastosowanie diety rezer-
pinowej z roznag zawartoscia leku powodowato u Anastrepha ludens nie
tylko zahamowanie rozwoju 1 sktadania Jaj, ale takze zmniejszenie
| znieksztatcenie gonad zenskich, natomiast w gonadach meskich tego
owada nie stwierdzono zadnych zmian. W gonadach meskich T. confu-
sum rezerpina hamowata wzrost gruczotow dodatkowych (accessory
glands) [33], podczas gdy w gonadach zenskich tego owada obserwowano
zahamowanie wzrostu objetosci germarium 1 oocytow, a takze zmniej-
szenie ogolnej liczby produkowanych jaj.

Badania nad wptywem dziatania rezerpiny na rozwoj pecherzykow
Jjajowych Galleria mellonella L. dostarczyty dalszych informacji [14-16].
Okazato sie, ze podanie rezerpiny gasienicom ostatniego stadium larwal-
nego mola woskowego spowodowato' nie tylko zmniejszenie liczby pro-
dukowanych pecherzykow jajowych [14], ale takze szereg zmian morfo-
logicznych [15] 1 ultrastrukturalnych [16], Nieprawidtowosci struktural-
ne obserwowano w oocytach, trofocytach 1 w komorkach nabtonka foli-
kularnego. Gtowne z nich, to wspomniane znieksztatcenia bton komor-
kowych, otoczKki jadrowej 1 Innych struktur btoniastych (np. szorstkie]
siateczki Srodplazmatyczne]) oraz wystepowanie mikrotubuli 1 nadmier-

ne odktadanie sie glikogenu.
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Wpt+yw rezerpiny na ukt+ad endokrynalny 1 nerwowy owadow. AUto-

rzy przytoczonych w poprzednim rozdziale prac sugerowall, ze rezerpina
dziata na uktad neuroendokrynalny owadow [9, 14, 24, 33], analizy prze-
prowadzone przy uzyciu mikroskopu swietlnego wykazaty bowiem nad-
mierne nagromadzenie materiatu neurosekrecyjnego w komorkach neu-
rosekrecyjnych potozonych w pars intercerebralis. Wystepowanie ta-
kKiego zjawiska stwierdzono u Tenebrio molitor 1 Tribolium confusum
Zz rzedu Coleoptera [33] oraz Galleria mellonella z rzedu Lepidoptera [9].
Badania ostatnich lat przeprowadzone przy zastosowaniu mikroskopu
elektronowego potwierdzity te hipotezy [46-48]. Po podaniu (droga Iniek-
cji) 1,25 pg rezerpiny na 1 g wagl clata owada obserwowano niewilelkie
zwiekszenie 1losci neurosekretu w komorkach pars intercerebralis, wi-
doczne jednak dopiero po uptywie okoto 48 godz. Znacznie wczesniej
| bardzo wyraznie ujawnit sie wptyw rezerpiny, gdy zastosowano 100-
Krotnie wieksza dawke (125 pg/g wagi cilata). Juz po 9-16 godz. od chwi-
lI wstrzykniecia leku obserwowano proces nadmiernego gromadzenia sie

neurosekretu, a po 24-48 godz. zmlany te ujawnlaty sie jeszcze bardziej.
Autorzy tych prac sugerowall, ze przyczynag obserwowanego zjawiska
jest przemijajace, aczkolwiek diugotrwate, uszkodzenie mechanizmow
odpowiladajacych za transport materiatu neurosekrecyjnego wzdtuz ak-
sonow. Przypuszcza sie, ze zaburzenia w uktadzie neuroendokrynalnym
owadow, obserwowane po podaniu rezerpiny, byty powodem znacznego
przedtuzenia czasu trwania ostatniego stadium larwalnego mola wosko-
wego |9, 14].

Inne rzejawy dziatania rezeriny na ukitad nerwowy owadow ba-
dano u Formica rufa [28], Musca domestica [50], Tribolium confu-
sum [39]. Polegaty one na obnizonej aktywnosSci ruchowej, niezdolnosci
do lotu, zahamowaniu reakcji fototropowej oraz na utracie kontaktu po-
miedzy owadami zyjacymi w spoteczenstwach [28]. Efekty te mogty bycC
spowodowane jednak nie tylko zaburzeniem rownowagi neurotransmi-
terow, lecz takze zmiang poziomu elektrolitow w hemolimfie, Kktora
obserwowano np. u G. mellonella. Po podaniu rezerpiny w hemolimfie
tego owada nastepowat znaczny wzrost poziomu jonow sodu I potasu [9].

Na zakonczenie nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze zastosowanie re-
zerpiny do badan nad morfologia 1 funkcjonowaniem uktadu neuro-
endckrynalnego owadow [45-48] oraz wptywem zaburzen hormonalnych
na rczwoj [14] 1 zdolnoSci rozrodcze owadow [15, 16], nie tylko uzupet-
nito dotychczasowe informacje o wielopoziomowym dziataniu rezerpiny,
ale takze pozwolito przesledzic efekty tego dziatania na organizm jed-
nego gatunku owada. Wydaje sie, ze wyniki tych badan moga byc wy-
korzystane do opracowania metody Dbiologiczne] walki z owadami szko-
dliwymi. Poza tym, poznanie cytologicznych efektow dziatania rezerpiny
moze byC przydatne dla medycyny.
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