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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 10, NR 1, 1083 (1-22)

BUDOWA I CZYNNOŚĆ TKANKI TŁUSZCZOWEJ BRUNATNEJ

STRUCTURE AND FUNCTION OF BROWN ADIPOSE TISSUE

Krzysztof K. BROZYNSKI, Bogumił L, KMIEĆ

zakład Histologn i Embriologii, Instytut Biologiczno-Morfologiczny Akademii 
Medycznej w Łodzi

Streszczenie, Na podstawie badań własnych i przeglądu piśmiennictwa przedsta­
wiono poglądy na temat budowy i czynności tkanki tłuszczowej brunatnej u róż­
nych gatunków ssaków, w tym także u człowieka. Podano jej charakterystykę mor­
fologiczną, histochomiczną i biochemiczną. Omówiono mechanizmy metaboliczne 
procesu wytwarzania ciepła w komórkach tkanki tłuszczowej brunatnej. Zwrócono 
uwagę na ewentualną regulacyjną czynność tkanki tłuszczowej brunatnej w odnie­
sieniu do procesów termogenezy w organizmie ssaków. Podano również poglądy 
dotyczące jej czynności dokrewnej.

Summary. On the basis of the literaturę and own investigations the views on struc­
ture and function of brown adipose tissue in different mammalian species, including 
man, aro prcsented. The morphological, histochemical and biochemical character- 
istics are given. The metabolic mechanisme of cellular heat production arc discuss- 
ed. Attention is also paid on regulatory function of the brown adipose tissue in 
connection with the thermogenetic processes in mammalian organism. The opinions 
on endocrine function of the brown adipose tissue are presented.

Od przeszło trzystu lat wiadomo, że u ssaków istnieją dwa rodzaje 
tkanki tłuszczowej, tzw. tkanka tłuszczowa zwykła, czyli żółta (textus 
adiposus) (ttż), oraz tkanka tłuszczowa brunatna (textus adiposus fuscus) 
(ttb) [24, 96], Termin „tkanka tłuszczowa brunatna” został wprowadzo­
ny dopiero przez Hammara w 1895 r. (według [59]). Od tego też czasu 
ttb była obiektem wielu badań anatomicznych, histologicznych, bioche­
micznych i fizjologicznych, które wyjaśniły wiele zagadnień dotyczą­
cych jej występowania, budowy, metabolizmu i roli w organizmie. Ni­
niejsza praca jest próbą syntetycznego ujęcia aktualnych poglądów na 
ten temat opartą na badaniach własnych oraz przeglądzie piśmiennictwa.
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2 K. K .  B R O Ż Y Ń S K I ,  B .  K M I E Ć

W Y STĘPO W A N IE I R O Z M IE SZ C Z E N IE  TTB

Tkanka tłuszczowa brunatna, zwana inaczej gruczołem międzyłopat- 
kowym, gruczołem tłuszczowym lub gruczołem snu zimowego, występu­
je u około 50 gatunków ssaków [68]. Szczególnie obficie występuje ona 
w organizmach zwierząt zapadających w sen zimowy, tj. podlegających 
tzw. fizjologicznej hibernacji (np. jeż, świstak) pozwoliło to przed­
stawić hipotezę o jej udziale w termogenezie [9, 27, 41, 43, 81]. Ttb wy­
stępuje ponadto u różnych gryzoni nie zapadających w sen zimowy 
(mysz, szczur, chomik syryjski, świnka morska, królik), a także u owcy, 
bydła domowego, u małp i u człowieka [18, 30, 43,59,60,94,95]. Warto 
odnotować fakt, że chomik syryjski, k tóry w środowisku naturalnym 
podlega fizjologicznej hibernacji, w warunkach laboratoryjnych nie za­
pada w sen zimowy. Może więc być ciekawym obiektem do badań nad
tkanką tłuszczową brunatną.

Tkanka tłuszczowa brunatna rozproszona jest niemal w całym orga­
nizmie ssaka, przy czym występuje głównie poza narządami wewnętrz­
nymi. Spotyka się ją także w niektórych narządach wewnętrznych, np. 
w tarczvcv u ieża T421. Można wiec na nodstawie dotychczasowych badań

Rye. 1. Rozmieszczenie tk a n k i  tłuszczow ej b ru n a tn e j  u p łodu ludzkiego w ed ług
M erk lin a  [55]

A  — s t r o n a  b r z u s z n a ,  B — s t r o n a  g r z b i e t o w a ,  p o w i e r z c h n i e  z a k r e s k o w a n e  — t k a n k a  t ł u s z ­
c z o w a  b r u n a t n a  z p r z e w a g ą  k o m ó r e k  w i e l o w a k u o l a r n y c h ,  p o w i e r z c h n i e  k r o p k o w a n e  — t t b  
z k o m ó r k a m i  w i e l o w a k u o l a r n y m i  i  p ę c h e r z y k o w y m i ,  1 — s z y j n a ,  2 — p a c h o w a ,  3 — m i ę d z y ­
ż e b r o w a ,  4 — ś r ó d p i e r s i o w a ,  5 — b r z u s z n a ,  6 — o k o ł o n e r k o w a ,  7 — p o d b r z u s z n a ,  8 — ł o n o w a ,  

9 — n a d b i o d r o w a ,  10 — m i ę d z y ł o p a t k o w a ,  11 — n a r a m i e n n a ,  12 — g r z b i e t o w a  b o c z n a
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T K A N K A  T Ł U S Z C Z O W A  B R U N A T N A 3

podać wspólny dla wszystkich gatunków zwierząt ogólny schemat roz­
mieszczenia ttb  w organizmie. Największe skupienie tej tkanki wystę­
puje w okolicy międzylopatkowej, stąd też najczęściej spotykana w piś­
miennictwie jej nazwa — międzyłopatkowa tkanka tłuszczowa brunat­
na [33, 54, 100], Znacznie mniejsze pokłady ttb znajdują się w okolicy 
nerek i nadnerczy, w śródpiersiu, w okolicy szyi, w sąsiedztwie dużych 
pni naczyniowych (okolice aorty, tętnic biodrowych, podobojczykowych,
szyjnych) i wielu innych miejscach [43, 55, 59, 95] (rye. 1).

Tkanka tłuszczowa brunatna stanowi do 6% ciężaru ciała zwierzę­
cia [27].

Ttb znajdowano u człowieka przede wszystkim w okresie płodowym 
i w pierwszych latach życia pozapłodowego [59, 60]. Szczegółowe badania 
morfologiczne dowiodły występowania ttb również w późniejszych okre­
sach życia osobniczego [18, 30, 55, 94, 95]. Zwracają uwagę znaczne roz­
bieżności w ocenie częstości występowania u ludzi: np. według Tanumy 
i wsp. [94, 95] ttb jest obecna u 74°/o osobników, według Feyrtera [18] — 
u 35°/o, a zdaniem Heatona [30] — u 94%. Różnice te wynikają prawdo­
podobnie ze stosowania odmiennych i mniej bądź bardziej dokładnych 
technik badawczych.

C H A R A K T ER Y STY K A  M O RFO LO G ICZN A  I BIO CH EM ICZN A  TTB

Tkanka tłuszczowa brunatna ma niemal identyczną budowę u wszyst­
kich badanych gatunków ssaków [1, 7, 18, 30, 43, 55, 59, 67, 95, 97]. Jej 
jednostką morfologiczną jeśt zrazik. Poszczególne zraziki oddzielone są 
pasmami tkanki łącznej. Wnętrze zrazika wypełniają komórki otoczone 
skąpą liczbą włókien tkanki łącznej, w której leżą naczynia krwionośne 
i liczne włókna nerwowe [7, 17].

Klasyfikację cytologiczną ttb różnych gatunków ssaków podali: We­
gener — 1951 [97], Karolewicz — 1953 [43], Pawlikowski — 1955 [59], 
Aherne i Hull — 1966 [1], Heaton — 1972 [30], Feyrter — 1973 [18], 
Tanuma i wsp. — 1976 [95] oraz Brzeziński i wsp. — 1981 [7]. Brak 
do chwili obecnej jednolitego mianownictwa komórek ttb. Wiadomo, 
że głównymi i typowymi komórkami ttb opisywanymi przez wszystkich 
autorów są komórki wielowakuolarne (wielopęcherzykowe). Są to wielo- 
kątne bądź owalne komórki zawierające w swej cytoplazmie liczne waku- 
ole o średnicy kilku mikronów (np. u szczura o średnicy około 4 ąm) [7]. 
Ich jądra komórkowe na przekroju okrągłe bądź owalne położone są 
najczęściej w środku komórki, a niekiedy tylko w pobliżu błony komór­
kowej i oddzielone od niej szeregiem drobnych wakuol. Jądro zawiera 
wyraźny zrąb chromatynowy oraz jedno bądź dwa jąderka. Ponadto moż­
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4 K . K .  B R O Z Y Ń S K I ,  B .  K M I E Ć

na wyodrębnić także inne rodzaje komórek w zależności od gatunku 
zwierzęcia. I tak np. Brzeziński i wsp. [7] w ttb szczura białego opisali 
oprócz komórek wielowakuolarnych, komórki wielkowodniczkowe, ko­
mórki pęcherzykowe zbliżone cechami morfologicznymi do komórek ttż 
oraz pojedyncze komórki, na przekroju wielokątne, z jednym bądź dwoma 
jądrami komórkowymi i cytoplazmą wybarwiającą się intensywnie eo- 
zyną lub fuksyną kwaśną (rys. 2). Pawlikowski opisał te ostatnie ko­
mórki również w ttb  noworodków płci męskiej i nazwał je komórkami
fuksynochłonnymi [59].

Co się tyczy charakterystyki morfologicznej komórek ttb człowieka, 
to Pawlikowski wyróżnił tu ta j cztery typy: 1. tzw. komórki niezróżni- 
cowane o małej średnicy i barwnikoopornej cytoplazmie, odpowiadające 
prawdopodobnie lipoblastom, 2. komórki o wybitnie fuksynochłonnej cy­
toplazmie, 3. komórki wielowakuolarne oraz 4. zwykłe komórki tłuszczo­
we [59]. Natomiast Tanuma i wsp. [95] wyodrębnili aż sześć rodzajów 
komórek, stosując jako kryterium średnicę komórek i ich wakuol tłusz­
czowych.

W mikroskopie elektronowym typowe komórki ttb, tj. komórki wie­
lowakuolarne, charakteryzują się, podobnie jak w mikroskopie świetl­
nym (ryc. 3, 3a), licznymi kroplami lipidowymi otoczonymi gładką sia­
teczką śródplazmatyczną w postaci kanałów i wakuol. Pomiędzy nimi 
rozrzucone są mitochondria o średnicy 0,5-1 ąm z dobrze rozwiniętymi 
grzebieniami oraz lizosomy [70, 81] (ryc. 4, 4a). Spotyka się również po­
jedyncze lub ułożone w grupy peroksysomy, których liczba wzrasta w 
czasie adaptacji zwierząt do niskiej temperatury otoczenia [61].

W ttb szczura wykazano aktywność enzymów cyklu Krebsa, łań­
cucha oddechowego i fosforylacji oksydacyjnej, beta-oksydacji kwa­
sów tłuszczowych, lipogenezy, glikolizy, glukoneogenezy i metabolizmu 
sterydów [4, 7, 27, 28, 71, 86-88]. Szczególnie wysoką aktywnością cha­
rakteryzują się m. in. dehydrogenaza bursztynianowa, oksydaza cytochro- 
mowa, fosfataza kwaśna, fosfataza zasadowa, monoaminooksydaza oraz 
kinazy białkowe zależne od cAMP i cGMP [81, 84, 85, 87, 88].

Na uwagę zasługuje fakt, że w ttb szczura, myszy, chomika syryjskie­
go, świnki morskiej i człowieka znaleziono związki chemiczne o budowie 
sterydowej [7, 46, 51, 64-66, 69, 93]. Wśród nich, w badaniach bioche­
micznych i histochemicznych, udało się zidentyfikować kortykosterydy
[65, 69, 79] i androgeny [46, 93].

Komórki ttb  charakteryzują się szczególnie wysoką zawartością 
cytochromów, około 280 ąg/g tkanki, które to substancje nadają jej ma­
kroskopowo brunatną barwę [81].

Tkanka tłuszczowa brunatna jest bardzo dobrze unaczyniona; każ­
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T K A N K A  T Ł U S Z C Z O W A  B R U N A T N A 5

da komórka kontaktuje się z naczyniem włosowatym typu trzewnego 
[17, 40]. Stwierdzono, że w czasie ekspozycji szczurów na zimno prze­
pływa przez ttb  około 25% krwi rzutu skurczowego serca [81]. Poza boga­
tym unaczynieniem, charakterystyczną cechą ttb jest swoiste unerwie­
nie współczulne [10, 12, 13, 98]. Derry i wsp. [12] wykazali z pomocą mi­
kroskopii fluorescencyjnej, że ttb posiada dwojakie unerwienie adre- 
nergiczne. Pierwsze stanowią włókna zazwojowe neuronów współczul- 
nych dla naczyń krwionośnych. Drugie to tzw. zwoje własne wraz z ich 
aksonami zazwojowymi unerwiającymi każdą komórkę. Warto tu przy­
pomnieć, że tkanka tłuszczowa żółta posiada tylko włókna adrenergicz- 
ne dla naczyń krwionośnych.

Z badań porównawczych wynika, że cechy morfologiczne ttb zmienia­
ją się wraz z rozwojem osobniczym [27, 59, 81, 95, 94]. Okazuje się, 
że ttb  u człowieka jest najlepiej rozwinięta w okresie okołoporodowym 
i wraz z wiekiem przekształca się w zwykłą tkankę tłuszczową, tj. żółtą 
[59, 94, 95]. Wskutek tego zraziki, które u noworodków i niemowląt zbu­
dowane są głównie z komórek wielowakuolarnych (wielopęcherzykowych), 
u dzieci składają się ze środkowego pola zawierającego komórki ttb 
i z warstwy obwodowej komórek tkanki tłuszczowej żółtej [95]. Według 
Tanumy i wsp. [95] zjawisko przekształcania się komórek ttb w komórki 
tkanki tłuszczowej żółtej występuje w trzeciej dekadzie życia człowieka. 
Pawlikowski uważa, że transformacja ttb w ttż odbywa się na zasadzie 
stopniowego przekształcania się komórek ttb według następującego sche­
matu: komórki niezróżnicowane —>• komórki fuksynochłonne -> komórki 
wielopęcherzykowe -> komórki pęcherzykowe [59].

Zjawisko zanikania ttb po okresie okołoporodowym opisano również 
u innych gatunków ssaków, m. in. u owcy [23] i u bydła domowego [2]. 
Karolewicz [43] opisał przechodzenie ttb w ttż w cyklu rocznym u jeża. 
Sidman w 1956 r. sformułował tezę o możliwości transformacji komórek 
tłuszczowych brunatnych w żółte in vitro [83]. Również Dyer [14] w kil­
kudniowych hodowlach ttb znajdował komórki o cechach zbliżonych do 
żółtych lipocytów. Późniejsze badania wykazały, że 11-dniowa hodowla 
tkankowa ttb szczura białego zawiera komórki submikroskopowo niemal 
identyczne z komórkami pęcherzykowymi tkanki tłuszczowej żółtej [15]. 
Transformacja komórek ttb  w komórki ttż polega na łączeniu się drob­
nych wakuol tłuszczowych w jedną dużą wakuolę, zdolną do zepchnięcia 
jądra komórkowego na obwód cytoplazmy, rozrastaniu się siateczki śród- 
plazmatycznej i na zmianach w wyglądzie mitochondriów [14, 15]. Nie­
wiele wiadomo na temat wpływu różnych czynników na różnicowanie 
komórek ttb w kierunku ttż. Stwierdzono jedynie, że insulina nie ma 
wpływu na przebieg tego procesu [14, 15, 53, 83].
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6 K . K .  B R O Ż Y N S K I ,  B .  K M I E Ć

Główna rola fizjologiczna ttb polega na wytwarzaniu ciepła celem 
ogrzania organizmu w procesie tzw. niedrżeniowej termogenezy [9, 22, 
33, 34, 41, 56, 81, 89, 90]. Koncepcję o roli ttb  w procesach wytwarzania 
ciepła sformułował jako pierwszy Smith w 1961 r. [89]. Zanim przed­
stawimy główne jej założenia, pragniemy podać kilka uwag na temat 
procesu termogenezy w ogóle. Otóż zgodnie z poglądem Jansky’ego w y­
twarzanie ciepła u ssaków można podzielić na dwa rodzaje: nie związane 
z termoregulacją i związane z termoregulacją [39]. Pierwszy rodzaj nie 
zależy od temperatury otoczenia i nie ma związku z ochroną organizmu 
przed działaniem niskich temperatur (podstawowa przemiana materii, 
wysiłek mięśniowy itp). Drugi rodzaj związany jest ściśle z termoregu­
lacją, tzn. jest wysoce swoistą odpowiedzią organizmu na niską tempera­
tu rę  otoczenia. Wyróżnia się tutaj tzw. termogenezę drżeniową (skurcze 
mięśni szkieletowych) oraz termogenezę niedrżeniową, czyli proces wy­
twarzania ciepła nie związany z czynnością skurczową mięśni.

Tak więc energia cieplna, która powstaje w organizmie przy wy­
stawieniu na niską temperaturę, może pochodzić z czynności mięśni 
i z termogenezy niedrżeniowej. Procento'wy udział tych dwóch typów 
termogenezy w ogólnej ilości wytworzonego ciepła zależy od różnych 
czynników, takich jak masa ciała, temperatura ciała, temperatura oto­
czenia itp. [31].

W termogenezie niedrżeniowej uczestniczą głównie dwa narządy 
mięśnie poprzecznie prążkowane i tkanka tłuszczowa brunatna. Ze wzglę­
du na dużą masę, głównym miejscem wytwarzania ciepła tą drogą są 
u większości zwierząt mięśnie szkieletowe, chociaż np. u noworodków 
królika ttb spełnia w tym względzie znacznie większą rolę [36].

Termogeneza niedrżeniową jest ze zrozumiałych względów nasilo­
na zwłaszcza u noworodków ssaków, w tym także u człowieka oraz zwie­
rząt podlegających fizjologicznej hibernacji [27, 36, 81, 90]. Udział ttb 
w wytwarzaniu ciepła tą drogą u zwierząt dorosłych adaptowanych do 
niskiej temperatury jest mniejszy [3, 36]. Wynika to z przejęcia tej funk­
cji przez kurczące się mięśnie, tj. wytwarzanie ciepła w procesie tzw. 
termogenezy drżeniowej.

/ TKANKA TŁUSZCZOWA BRUNATNA A TERMOGENEZA

M O R F O L O G I C Z N E  W Y K Ł A D N I K I  N I E D R Ż E N I O W E J  T E R M O G E N E Z Y  W  T T B

Specjalizacja ttb w procesie wytwarzania ciepła znalazła swoje po­
twierdzenie m. in. w jej budowie morfologicznej. Bogate unaczynienie 
i unerwienie współczulne dwojakiego rodzaju oraz liczne połączenia mię­
dzykomórkowe stwarzają dogodne warunki do szybkiego wyzwalania cie­
pła [27]. Ponadto, jak już wspominaliśmy, typowe komórki ttb mają licz­
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T K A N K A  T Ł U S Z C Z O W A  B R U N A T N A 7

ne krople lipidowe i mitochondria. Krople lipidowe są magazynem trój- 
glicerydów, które pod wpływem lipaz ulegają hydrolizie do kwasów t łu ­
szczowych, czyli substratu oddechowego, a w mitochondriach zachodzą 
procesy ich utleniania w wyniku czego powstaje energia cieplna.

Pod wpływem działania zimna na organizm zwierzęcia, w ttb ob­
serwuje się zmiany pod postacią rozszerzenia naczyń krwionośnych wło­
sowatych i zaniku tłuszczu w jej komórkach [81]. W komórkach ttb 
szczurów adaptowanych do zimna stwierdzono zwiększenie się liczby 
mitochondriów z gęsto upakowanymi grzebieniami oraz zwiększenie się 
ich rozmiarów [92]. Wykazano także wzrost liczby peroksysomów, co 
jest zrozumiałe w świetle doniesień o możliwości prowadzenia przez te 
organelle beta-oksydacji kwasów tłuszczowych [45, 61].

M E C H A N I Z M  K O N T R O L I  N I E D R Ż E N I O W E J  T E R M O G E N E Z Y  W  T T B

Pobudzenie ttb do wytwarzania ciepła odbywa się na drodze nerwo- 
wc-hormonalnej [9, 21, 27, 35, 58, 81]. Obniżona temperatura otoczenia 
odbierana jest przez termoreceptory skóry. Stąd informacja o zmianie 
stanu środowiska zewnętrznego dociera do podwzgórza drogą nerwową, 
gdzie znajduje się ośrodek termoregulacji. Podwzgórze, za pośrednictwem 
części współczulnej układu autonomicznego, powoduje wydzielanie nor­
adrenaliny na zakończeniach włókien zazwojowych zwojów własnych 
ttb. Tak prawdopodobnie przedstawia się klasyczna droga regulacji ter- 
mogenezy niedrżeniowej w organizmie ssaka [5, 27]. Noradrenalina jest 
głównym i podstawowym hormonem stymulującym komórki tłuszczowe 
brunatne do wytwarzania ciepła in vitro i in vivo [9, 19, 34, 57, 58].

Wykazano również, że glukagon i kortykotropina (ACTH) mogą dzia­
łać synergistycznie z katecholaminami, aktywując lipolizę w komórkach 
ttb  u młodych szczurów adaptowanych do zimna [26, 47]. Istnieją praw­
dopodobnie gatunkowe różnice w sposobie zapoczątkowania fizjologicz­
nej odpowiedzi ttb w zakresie wytwarzania ciepła. Wykazano bowiem, 
że u zwierząt zapadających w sen zimowy, np. u jeża, uruchomienie nie­
drżeniowej termogenezy w czasie wybudzania z hibernacji podlega głów­
nie kontroli katecholamin, natomiast w czasie adaptacji do zimna — kon­
trolowana jest głównie przez kortykosterydy (dezoksykortykosteron) [54, 
99, 100]. Mechanizm termogenetycznego działania tego sterydu nie jest 
znany, chociaż wydaje się, że chodzi tutaj o tzw. „przyzwalający efekt” 
działania hormonów sterydowych w odniesieniu do katecholamin [27].

Interesujące są dane dotyczące udziału hormonów tarczycy w proce­
sach niedrżeniowej termogenezy w ttb. Doświadczalnie wykazano, że nie­
dobór tych hormonów, tyroksyny i trójjodotyroniny, w organizmie mło­
dych szczurów upośledza z jednej strony przebieg lipolizy i oddycha­
nia komórkowego w odpowiedzi na noradrenalinę, a z drugiej — powoduje
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magazynowanie tłuszczu w komórkach ttb [32]. Stan hipotyreozy u mło­
dych i dorosłych szczurów pociąga za sobą obniżenie stężenia noradrena­
liny w ttb, a hipertyreozy — jego zwiększenie [25, 44]. Przypuszcza się 
więc, że hormony tarczycy mogą również regulować niedrżeniową ter- 
mogenezę w komórkach ttb  poprzez ich wpływ na metabolizm katecho- 
lamin [73].

B I O C H E M I C Z N Y  M E C H A N I Z M  N I E D R Ż E N I O W E J  T E R M O G E N E Z Y  W  K O M Ó R K A C H  T T B

Znane są aktualnie dwie hipotezy próbujące wyjaśnić mechanizm 
wytwarzania ciepła na poziomie komórkowym. Pierwsza z nich, zapropo­
nowana przez Nichollsa, opiera się na wielu obserwacjach, z których 
wynika, że izolowane z ttb mitochondria charakteryzują się „rozprzę­
żeniem energetycznym”, tzn. nie wykazują zdolności syntetyzowania 
ATP kosztem energii transportu elektronów w łańcuchu oddechowym 
[9, 56]. Umożliwia to pełną zamianę energii utleniania na ciepło. Kon­
cepcja ta zyskała w świetle najnowszych badań bardzo mocne podstawy. 
Zanim jednak przedstawimy jej główne założenia, przypomnijmy po­
krótce mechanizm fosforylacji oksydacyjnej w świetle teorii chemio- 
smotycznej Mitchella [37]. Otóż równoważniki redukcyjne, czyli zredu­
kowane koenzymy dehydrogenaz (głównie NADH +  H+), powstałe przede 
wszystkim w wyniku cyklu Krebsa czy beta-oksydacji kwasów tłusz­
czowych, ale i innych procesów katabolicznych, uruchamiają łańcuch 
oddechowy. W trakcie łańcucha oddechowego następuje translokacja 
protonów z matriks mitochondrialnej, wytwarzając tym samym gradient 
elektrochemiczny jonów H+ po obu stronach błony. Gradient ten można 
uważać za pierwotną formę akumulacji energii wydzielonej w łańcuchu 
oddechowym. Synteza ATP katalizowana przez kompleks enzymatyczny 
ATP może zachodzić tylko wówczas, gdy jednocześnie następuje prze­
mieszczenie protonów do matriks, a jonów OH-  w kierunku przeciwnym. 
Inaczej mówiąc, ATP powstaje kosztem energii zmagazynowanej pod 
postacią gradientu elektrochemicznego, głównie jonów H+, po obu stro­
nach wewnętrznej błony mitochondrialnej.

Jak  już wspominaliśmy, główną i swoistą cechą mitochondriów ttb  
jest niski stopień sprzężenia oddychania z oksydacyjną fosforylacją [9]. 
Według Nichollsa zjawisko to związane jest z obecnością alternatywnej, 
tzw. „krótkiej”, drogi transportu protonów do wnętrza mitochondrium, 
przebiegającej z pominięciem syntetazy ATP (której podjednostka F0 jest 
w istocie kanałem dla protonów) [57]. Zaobserwowano, że dwu- i trój- 
fosforany nukleozydów purynowych, a zwłaszcza GDP, działając na mito­
chondria ttb  in vitro hamują tę dodatkową drogę przenoszenia protonów 
do matriks. Tym samym podczas łańcucha oddechowego tworzy się 
i utrzymuje gradient stężeń protonów warunkujący działanie ATP syn-
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Rye. 2. T ypow e  u tk a n ie  zrazika tk a n k i  tłuszczowej b ru n a tn e j  szczura białego. W i­
doczne cz te ry  rodza je  kom órek : kom órk i w ie low akuo la rne  (k,), kom órk i w ie lko- 
w odn iczkow e (k2), kom órk i pęcherzykow e (k3) i kom órka  w ybarw iona  in ten sy w n ie  
fu k sy n ą  k w a śn ą  (k4), naczynie  k rw io n o śn e  m ałe  (n4) c raz  naczynia k rw ionośne

w łosow ate  (n2). B arw ien ie  m etodą M assona; pow. około 250X 
Ryc. 3. In te n sy w n a  i bardzo  in ten sy w n a  sudanochłonność  kom órek  tk a n k i  t łu sz ­
czowej b ru n a tn e j  szczura białego. W idoczne kom órk i pęcherzykow e (strzałki). B a r ­

w ienie  S u d an em  czarnym  B m etodą  Lisona; pow. około 100X
Ryc. 3a. J a k  na  ryc. 3; pow. około 160X
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Rye. 4. U l t ra s t ru k tu ra  typow ej kom órk i tk an k i tłuszczowej b ru n a tn e j  szczura b ia ­
łego; pow. 12 000X

Ryc. 4a. F rag m en t kom órk i tk a n k i  tłuszczowej b ru n a tn e j  szczura białego; pow.
39 000X

N U — j ą d r o  k o m ó r k o w e ,  G a  — s t r e f a  G o lg ie g o ,  L  — k r o p l e  l i p id o w e ,  M i — m i t o c h o n d r i a ,
s t r z a ł k a  —z i a r n i s t y  o b s z a r  w  m i t o c h o n d r i u m  o d u ż e j  g ę s to ś c i  e l e k t r o n o w e j
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tetazy, a przez to wyłączający intensywną termogenezę [56]. Ricquier 
i wsp. wykorzystując to zjawisko zlokalizowali we frakcji błonowej mi- 
tochondriów ttb  szczura i znacznie oczyścili białko o ciężarze cząstecz­
kowym 32 000. W tym celu zastosowali oni rozdzielanie mieszaniny bia­
łek solubilizowanych z mitochondriów działaniem detergentów za pomocą 
chromatografii powinowactwa (affinity chromatography) na kolumnie 
z GDP sprzężonego z sefarozą [75]. Ilość tego wiążącego GDP „białka 
32 000”, zwiększającego przepuszczalność błony wewnętrznej mitochon­
driów ttb dla protonów znacznie wzrasta podczas ekspozycji zwierząt 
na niską temperaturę [74, 76]. Równoległe badania, głównie w pracowni 
Nichollsa, wykonywane na mitochondriach ttb chomików również wy­
kazały obecność białka o analogicznych właściwościach i tym samym cię­
żarze cząsteczkowym [56]. Pewne wstępne doświadczenia sugerują, że 
białko to, czy też polipeptyd, jest glikoproteidem [75].

Lin i Klingenberg w 1980 r. donieśli o prawie całkowitym oczyszcze­
niu „białka 32 000” (osiągnięto czystość powyżej 90°/o) z mitochondriów 
ttb szczura i chomika za pomocą prostych i wydajnych metod uprzednio 
przez nich zastosowanych do izolowania nośnika ATP/ADP, zwanego 
też niekiedy translokazą nukleotydów adeninowych [49]. Oba te niezwy­
kle ważne dla energetyki komórki ttb  białka wykazują podobne właś­
ciwości: 1. podobną masę cząsteczkową — 32 000 wobec 30 000 dla noś­
nika ATP/ADP, 2. łatwość w wiązaniu Tritonu X-100 i fosfolipidów 
oraz 3. oba tworzą dimer o masie odpowiednio 62 000 i 60 000. Ta osta­
tnia sugestia została udowodniona doświadczalnie w pracy Lin i wsp. [50]. 
Autorzy sugerują, że oba białka są w podobny sposób „głęboko zanurzo­
ne” w strukturze błony wewnętrznej. Okazało się, że wiązanie GDP 
przez „białko 32 000” jest silnie inhibowane przez wysokie stężenie soli, 
podobne do tego, jakie istnieje w mitochondriach [49]. Wykazano ponadto, 
że jest ono wrażliwe na wzrost pH, a powinowactwo do GDP obniża się 
bardzo przy pH powyżej 7,2 [49].

Obecność „białka 32 000”, zdaniem Nichollsa, warunkuje istnienie 
alternatywnej tzw. „krótkiej” drogi dla protonów w mitochondriach ttb, 
a tym samym likwidację gradientu stężeń jonów H+, a co za tym idzie 
rozproszenie energii w formie ciepła [56]. GDP, a w mniejszym stopniu 
inne nukleozydo-dwu- i trójfosforany puryn wiążąc się z „białkiem 
32 000” modyfikują prawdopodobnie jego strukturę, czyniąc go „nieprze­
puszczalnym” dla protonów, a tym samym przywracają sprzężenie łań­
cucha oddechowego z oksydacyjną fosforylacją. Ostatnie doświadczenie 
Locke i Nichollsa wskazują, że czynnikiem odblokowującym alternatywny 
kanał protonowy na „białku 32 000” są endogenne kwasy tłuszczowe 
w formie niezaktywowanej [52]. Wiadomo więc, że kwasy tłuszczowe 
działając przeciwstawnie do GDP na alternatywny kanał protonowy
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w rmtochondriach ttb są czynnikiem odpowiedzialnym za termogenezę, 
jednakże autorom nie udało się wykazać, jaki jest mechanizm tego dzia­
łania, gdyż nie wiadomo nawet czy wolne kwasy tłuszczowe wiążą się 
z „białkiem 32 000”. Warto dodać w tym miejscu, że rolę wolnych kwa­
sów tłuszczowych jako czynników rozprzęgających przedstawili w 1973 r. 
autorzy historycznej już dziś hipotezy regulacji termogenezy w mito- 
chcndriach ttb na poziomie translokazy nukleotydów adeninowych [8], 
Sekwencja zdarzeń jaka zachodzi w komórkach ttb  pod wpływem inter­
akcji noradrenaliny z błonowym receptorem beta-adrenergicznym, a pro­
wadząca do uruchomienia termogenezy, została przedstawiona na ryc. 5.

Drugą hipotezę molekularnego mechanizmu wytwarzania ciepła 
w komórkach ttb w odpowiedzi na działanie noradrenaliny przedstawił 
Horwitz [35]. Jej podstawą stały się badania Edelmana [16] nad rolą 
błonowej ATP-azy Na+/K+ — zależnej w wytwarzaniu ciepła pod wpły­
wem hormonów tarczycy. Według Horwitza interakcja noradrenaliny 
z błonowym receptorem adrenergicznym powoduje wzrost przepuszczal­
ności błony komórkowej dla jonów Na+ i K +, które przemieszczają się 
wraz z gradientem ich stężeń. W wyniku tego wzmaga się aktywność 
błonowej pompy sodowo-potasowej, która dąży do przywrócenia pierwo­
tnej koncentracji jonów po obu stronach błony komórkowej. Działanie 
pompy Na+/K+ jest możliwe dzięki aktywności jej ATP-azy, która drogą 
hydrolizy ATP do ADP dostarcza energię potrzebną do aktywnego trans­
portu jonów. W ten sposób powstaje „wewnątrzkomórkowy sygnał” do 
wzmożonej syntezy ATP, dla której substratem są w tym przypadku kwa­
sy tłuszczowe zawarte w trójglicerydach kropel lipidowych. W zależnoś­
ci od tego, czy mitochondria komórek ttb aktywowanej fizjologicznie dzia­
łaniem noradrenaliny są faktycznie „sprzężone”, „luźno sprzężone” czy

Ryc. 5. S ch em at w y tw a rz a n ia  ciepła w  kom órce  tłuszczowej b ru n a tn e j  w  odpow ie­
dzi na n o ra d re n a l in ę  w ed ług  koncepcji Nichollsa. Opis w  tekście

j a s n a  s t r z a ł k a  — a k t y w a c j a ,  j a s n a  s t r z a ł k a  p r z e r y w a n a  — b l o k o w a n i e ,  — r e a k c j a  c h e m i c z ­
n a ,  — t r a n s p o r t  p r z e z  w e w n ę t r z n ą  b ł o n ę  m i t o c h o n d r i a l n ą ,  B K  — b ł o n a  k o m ó r k o w a ,
B W  — b ł o n a  w e w n ę t r z n a  m i t o c h o n d r i u m ,  N A  — n o r a d r e n a l i n a ,  R B  — r e c e p t o r  b ł o n o w y ,  
T G  — t r ó j g l i c e r y d y ,  F A  — w o l n e  k w a s y  t ł u s z c z o w e ,  G D P  — s y m b o l i z u j e  d w u -  i  t r ó j f o s f o r a -  
n o w e  n u k l e o z y d y  p u r y n o w e ,  [H] — r ó w n o w a ż n i k i  r e d u k c y j n e ,  a  — a d e n y l o c y k l a z a ,  b  — u k ł a d  
t r a n s a c y l a z  k a r n i t y n o w y c h  p r z e n o s z ą c y  r e s z t y  a c y l o w e  p r z e z  w e w n ę t r z n ą  b ł o n ę  m i t o c h o n ­
d r i a l n ą ,  c  — b e t a - o k s y d a c j a  k w a s ó w  t ł u s z c z o w y c h ,  d  — c y k l  K r e b s a ,  e  — ł a ń c u c h  o d d e c h o ­
w y  — u j ę c i e  g r a f i c z n e  n a w i ą z u j e  do  f a k t u ,  że p o s z c z e g ó l n e  k o m p l e k s y  ł a ń c u c h a  o d d e c h o w e g o  
s ą  w y e k s p o n o w a n e  n a  z e w n ę t r z n ą  l u b  w e w n ę t r z n ą  p o w i e r z c h n i ę  w e w n ę t r z n e j  b ł o n y  m i t o -  
c h o n d r i a l n e j ,  f  — z a l e ż n a  o d  ł a ń c u c h a  o d d e c h o w e g o  t r a n s l o k a c j a  p r o t o n ó w  z m a t r i k s ,  c z y l i  
p o m p a  p r o t o n o w a  w y t w a r z a j ą c a  g r a d i e n t  H + ,  g  — tz w .  a l t e r n a t y w n a  ,,k r ó t k a ” d r o g a  p r z e ­
n o s z e n i a  p r o t o n ó w  d o  m a t r i k s ,  c z y l i  k a n a ł  u t w o r z o n y  p r z e z  ,,b i a ł k o  32 000” , k t ó r y  j e s t  b l o k o ­
w a n y  p r z e z  G D P  i i n n e  n u k l e o t y d y  p u r y n o w e  (—), a  p r a w d o p o d o b n i e  ,,o t w i e r a n y ” p r z e z  
w o l n e  k w a s y  t ł u s z c z o w e  ( +  ), h  — s y n t e z a  A T P  z a l e ż n a  o d  g r a d i e n t u  H4-,  c z y l i  t z w .  w e k -

t o r i a l n a  A T P - a z a  m i t o c h o n d r i a l n a
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Ryc. 6. H ipo te tyczny  m echan izm  dzia łan ia  b łonow ej pom py N a + /K +  s ty m u lo w an e j  
przez n o rad ren a l in ę  na  szybkość fosfory lacji oksydacyjnej i w y tw a rz a n ie  c iepła

w  kom órce  t tb  w ed ług  H orw itza  [35]. Opis w  tekście
N A  — n o r a d r e n a l i n a ,  M  — m a t r i k s  m i t o c h o n d r i a l n a ,  B Z  — z e w n ę t r z n a  b ł o n a  m i t o e h o n d r i a l n a ,  
P  — b i a ł k o  r e g u l u j ą c e  p r z e n o s z e n i e  p r o t o n ó w  k r ó t k ą  d r o g ą  a l t e r n a t y w n ą ,  a  — ł a ń c u c h  o d ­
d e c h o w y ,  b  — a l t e r n a t y w n a  „ k r ó t k a ” d r o g a  p r z e n o s z e n i a  p r o t o n ó w  d o  m a t r i k s  n i e z a l e ż n a  o d

f o s f o r y l a c j i  o k s y d a c y j n e j ,  c  — s y n t e z a  A T P  p r z e n o s z ą c a  p r o t o n y  d o  m a t r i k s

całkowicie „rozprzężone energetycznie, autor proponuje trzy modele wy­
twarzania ciepła, z których najbardziej prawdopodobny wydaje się mo­
del mitochondriów „sprzężonych” (ryc. 6).

Koncepcja ta próbuje wytłumaczyć wytwarzanie dużych ilości ener­
gii cieplnej przez istnienie procesów intensywnie zużywających ATP 
powstający w mitochondriach. W modelu tym ATP-aza pompy jonowej 
zabezpiecza szybką hydrolizę ATP, czyli odpowiednio dużą ilość ADP 
koniecznego do oksydacyjnej fosforylacji, zwiększając w ten sposób 
szybkość utleniania substratów i wytwarzania ciepła [26].

T K A N K A  T Ł U S Z C Z O W A  B R U N A T N A  J A K O  R E G U L A T O R  T E R M O G E N E Z Y

Smith i Roberts wykazali istnienie połączeń anatomicznych pomiędzy 
naczyniami krwionośnymi międzyłopatkowej tkanki tłuszczowej brunat­
nej i żyłami rdzenia kręgowego [91]. Dzięki obecności anastomoz mię­
dzy układem żył szyjnych i międzyłopatkowych ttb a żyłami splotu krę­
gowego wewnętrznego istnieje możliwość przepływu ciepła z tkanki do
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rdzenia kręgowego. Spostrzeżenie to stało się podstawą do sformułowania 
hipotezy o regulacyjnej roli międzyłopatkowej tkanki tłuszczowej brunat­
nej w odniesieniu do termogenezy drżeniowej w mięśniach szkieletowych 
[6]. Według tej hipotezy ttb  wytwarza ciepło w odpowiedzi na niską tem ­
peraturę otoczenia. Krew o podwyższonej temperaturze płynie z żył mię- 
dzyłcpatkowych m. in. do żył splotu kręgowego wewnętrznego, sąsiadu­
jących z metamerami rdzenia kręgowego C6-Th2, na powierzchni któ­
rych zlokalizowane są termodetektory. Stąd sygnały wysyłane są do 
ośrodka termoregulacji w podwzgórzu, kontrolującego dalsze wytwarza­
nie energii cieplnej w ttb. Jeżeli ilość ciepła powstającego w ttb jest za 
mała w stosunku do potrzeb, nie dochodzi do pobudzenia termodetekto- 
rów, sygnały nie docierają do podwzgórza i uruchomiona zostaje termo- 
geneza drżeniowa w mięśniach szkieletowych.

Z kolei Hayward i Davies [29], na podstawie własnych badań, wy­
sunęli przypuszczenie, że ttb myszy może odgrywać rolę mediatora dla 
reakcji termogenetycznych innych tkanek, ale za pośrednictwem me­
chanizmu humoralnego [29]. Komórki ttb  miałyby wydzielać jakiś 
czynnik lub czynniki, które regulowałyby wytwarzanie ciepła w innych 
tkankach. Są jednak obserwacje wskazujące na minimalny wpływ doś­
wiadczalnego wyłączenia czynności międzyłopatkowej tkanki tłuszczo­
wej brunatnej za pomocą hibernektomii na ilość wytwarzanego ciepła 
pod wpływem noradrenaliny u ssaków adaptowanych do zimna [20].

T K A N K A  TŁU SZCZO W A  B R U N A TN A  JA K O  NARZĄD DOKREW NY

Cramer [11] jako pierwszy zasugerował, że tkanka tłuszczowa bru­
natna może być gruczołem wewnątrzwydzielniczym. Poparciem dla tej 
tezy stały się klasyczne już dzisiaj badania Fawcetta z 1949 r. [17]. Mia­
nowicie wykazał on, że usunięcie przysadki mózgowej bądź adrenale- 
ktomia powodują u szczura m. in. zanik lipidów w komórkach ttb  i że 
zmiany te cofają się po podaniu egzogennych hormonów kory nadnerczy 
bądź kortykotropiny.

Na podstawie obrazów morfologicznych i zachowania się niektórych 
odczynów histochemicznych i histoenzymatycznych można wnosić o czyn­
ności dokrewnej ttb [7, 80]. Między innymi stwierdzono, że w pierwszych 
dniach regeneracji nadnerczy po ich obustronnej enukleacji u szczura 
białego, a więc po wypadnięciu czynności kory nadnerczy, pojawiają się 
morfologiczne i morfochemiczne wykładniki pobudzenia ttb świadczą­
ce prawdopodobnie o syntezie i wydzielaniu przez nią kortykostery- 
dów [7].

Różni autorzy posługując się metodami biochemicznymi i histoche- 
micznymi wykryli obecność hormonów z grupy kortykosterydów w ko­
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morkach ttb szczura białego [7, 62, 69, 79], myszy [65], chomika [51, 65] 
i świnki morskiej [63]. Stwierdzono ponadto w ttb znaczne ilości andro- 
genów [46, 93]. Z badań tych wynika, że tkanka tłuszczowa brunatna za­
wiera hormony sterydowe. Dyskusyjna jest jednak kwestia ewentualnej 
ich syntezy w ttb. Linek i Petrovic [51], na podstawie własnych badań, 
wykazali, że ttb chomika syryjskiego nie jest zdolna do syntezy korty­
zolu, kortyzonu, kortykosteronu, dezoksykortykosteronu czy też aldo- 
steronu, ale może syntetyzować reszty octanowe, cholesterol i bliżej nie 
znany związek sterydowy, który, ich zdaniem, powstaje drogą syntezy 
z kwasu mewalonowego. Z kolei Zizine i wsp. [101] wykazali powsta­
wanie radioaktywnego dezoksykortykosteronu ze znakowanego 14C-4- 
-progesteronu w obecności skrawków ttb. Na podstawie tych badań w y­
daje się, że ttb nie jest wyposażona w układy enzymatyczne konieczne 
do syntezy sterydów de novo, ale nie można jednocześnie wykluczyć, 
że jest ona zdolna przekształcać związki pośrednie syntetyzowane w in­
nych gruczołach dokrewnych, np. w korze nadnerczy lub gonadach.

Selye [82], a potem Ptak [64] wykazali, że w fazie reakcji alarmowej 
zespołu ogólnego przystosowania (GAS) ttb odpowiada w sposób podobny 
do kory nadnerczy zarówno pod wpływem głodu, jak i stresu zimna, 
gwałtownie uwalniając duże ilości kortykosterydów. Zaobserwowano 
jednocześnie zjawisko hipertrofii ttb  w chorobie Addisona, czyli w stanie 
znacznej niedomogi kory nadnerczy [67]. Wykazano również, że zmiany 
morfochemiczne zachodzące w międzyłopatkowej tkance tłuszczowej 
brunatnej szczura białego w przebiegu regeneracji nadnerczy po ich 
enukleacji, a więc po „wypadnięciu” czynności kory nadnerczy, świadczą 
o syntezie i wydzielaniu przez nią hormonów sterydowych [7]. Spo­
strzeżenia te mogą wskazywać, że tkanka tłuszczowa brunatna pełni 
rolę gruczołu dokrewnego, a przynajmniej gruczołu pomocniczego w sto­
sunku do kory nadnerczy [7, 69, 80]. Przejmowanie tej funkcji dokrew- 
nej kory nadnerczy odbywa się przede wszystkim w stanach jej „wyczer­
pania” czynnościowego (uszkodzenia), a jest problematyczne w warun­
kach fizjologicznych.

Pawlikowski opierając się na badaniach nad tkanką tłuszczową bru­
natną u niemowląt, wysunął jeszcze inną hipotezę dotyczącą jej czyn­
ności dokrewnej. Otóż, jeżeli ttb rzeczywiście zawiera androgeny, to 
istnieje możliwość, że przejmuje ona czynność strefy przejściowej nad­
nerczy zaraz po urodzeniu, czyli że pełni funkcję ochronną w stosunku 
do estrogenów i gonadotropin pochodzenia matczynego [59].

Spornym zagadnieniem jest w dalszym ciągu kontrola czynności do­
krewnej ttb. Jak już wspominaliśmy, Fawcett udowodnił wpływ hormo­
nów przysadki mózgowej, nadnerczy i tarczycy na tę tkankę. Późniejsze 
obszerne badania nad wpływem adrenalektomii [17, 79], enukleacji nad­
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nerczy [7], kastracji [80] oraz podawania niektórych hormonów, takich 
jak kortykotropina [77, 79], follitropina [78, 80], choriogonatropina [78, 
80] i hydrokortyzon [79] na ttb szczurów białych wykazały, że jej czyn­
ność dokrewna znajduje się pod kontrolą hormonów gonatropowych 
i/bądź kortykotropiny [77, 80]. Kontrola gonatropowa wydaje się bar­
dziej prawdopodobna, bowiem jeśli ttb ma spełnić rolę gruczołu wspo­
magającego czynność kory nadnerczy, to jest zrozumiałe, że powinna 
ona podlegać innym mechanizmom regulacyjnym niż nadnercza [80].

W związku z tym, że udowodniono udział egzogennych katecholamin 
w regulacji czynności ttb związanej z wytwarzaniem ciepła, pojawił 
się problem ewentualnego udziału katecholamin pochodzenia nadnerczo- 
wego w bezpośredniej regulacji czynności dokrewnej ttb. Na podstawie 
własnych badań wysunęliśmy hipotezę, że pobudzenie czynności dokrew­
nej ttb uwarunkowane jest wyłączeniem czynności układu adrenalno-
-współczulnego [7].

Pełne wyjaśnienie mechanizmów regulujących wewnątrzwydzielni- 
czą czynność ttb pozwoli zapewne lepiej zrozumieć jej podwójną rolę 
fizjologiczną w organizmie ssaków, polegającą na wytwarzaniu ciepła 
w procesie niedrżeniowej termogenezy i na wydzielaniu hormonów ste­
rydowych.

U W A G I KOŃCOW E

Okazuje się jednak, że ttb posiada jeszcze inne, mniej znane właś­
ciwości. Wykazano na przykład, że homogenat ttb noworodków i zwie­
rząt adaptowanych do zimna wykazuje aktywność immunodepresyjną, 
szczególnie w odniesieniu do odpowiedzi immunologicznej typu komórko­
wego [38]. Być może właściwość ta związana jest z jej czynnością do- 
krewną, tj. z działaniem hormonów sterydowych zawartych w ttb  na 
układ immunologiczny.

Tkanka tłuszczowa brunatna może być także przyczyną rzadko spo­
tykanego łagodnego nowotworu o nazwie hibernoma [48], Dotychczas 
opisano w piśmiennictwie światowym niewiele ponad 40 przypadków te­
go guza u ludzi. Najczęstszym jego umiejscowieniem jest okolica mię- 
dzyłopatkowa, pachowa i szyjna, a utkanie histologiczne przypomina bu­
dową normalną tkankę tłuszczową brunatną [48].

W podsumowaniu należy stwierdzić, że:
1. Tkanka tłuszczowa brunatna jest narządem uczestniczącym w tzw. 

niedrżeniowej termogenezie u małych ssaków oraz u zwierząt podlega­
jących fizjologicznej hibernacji.

2. Wytwarzanie ciepła w komórkach tłuszczowych brunatnych znaj­
duje się pod kontrolą układu współczulnego.
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3. Biochemiczny mechanizm niedrżeniowej termogenezy w komór­
kach ttb polega prawdopodobnie na tzw. „rozprzężeniu energetycznym’’
jej mitochondriów.

4. Ttb może spełniać rolę gruczołu dokrewnego i/bądź wspomagają­
cego czynność kory nadnerczy w przypadku jej niedomogi bądź uszko­
dzenia.

5. Pomimo tego, że ttb spełnia zupełnie inną rolę fizjologiczną u ssa­
ków niż ttż, jej komórki mogą w pewnych warunkach ulegać transfor­
macji w zwykłe komórki tłuszczowe pęcherzykowe.

6. Tkanka tłuszczowa brunatna posiada bliżej nie wyjaśnione właś­
ciwości immunodepresyjne, szczególnie w odniesieniu do odpowiedzi im­
munologicznej typu komórkowego.
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ENDOCYTOZA ADSORPCYJNA I RECEPTOSOMY

A D SO R PT IV E ENDOCYTOSIS AND R EC EPTO SO M ES

A le k sa n d e r  H IN EK

Z a k ła d  Histologii i E m brio log ii Pom orsk ie j A k ad em ii  M edycznej w  Szczecinie
i P raco w n ia  Cytofizjologii C M K P w  W arszaw ie  *

S treszczen ie .  P o b ie ra n ie  różno rodnych  su b s tan c ji  z otoczenia przez k o m ó rk i  oraz 
ich ś ródkom órkow y  t r a n s p o r t  określa  się te rm in e m  endocytozy. Obecnie rozróżn ia  
s ię  dw a  rodza je  endocytozy. P o b ie ran iu  p łynów  fizjologicznych i su b s tan c ji  w  nich 
rozpuszczalnych , k tó re  po w e w n ą trz k o m ó rk o w y m  s traw ien iu  przez enzym y lizoso- 
raow e są źród łem  e le m e n ta rn y c h  sk ład n ik ó w  do syntez  kom órkow ych , służy tzw. 
endocy toza  p łynnej fazy. D rug i rodzaj endocytozy to  endocytoza adso rpcy jna . P r o ­
ces te n  dotyczy głów nie m akrocząsteczek , ta k ic h  jak :  ho rm ony  białkow e, czynniki 
w zros tow e, n iek tó re  enzym y, a także  toksyny  b a k te ry jn e  i cząstk i w irusów . M a k ro ­
cząsteczki tak ie  są w  p ie rw szym  e tap ie  adso rbow ane  na  specyficznych ruchom ych  
recep to rach  z lokalizow anych na  pow ierzchn i kom órki, a n a s tęp n ie  recep to ry  i p rzy ­
łączone  do n ich  ligandy  przem ieszczają  się w  płaszczyźnie b łony i są ag regow ane  
w  ch a rak te ry s ty czn y ch  do łkach  b łony kom órkow ej opłaszczonych b ia łk iem  k la t -  
ry n ą .  A g reg a ty  k o m p lek só w  ligand— recep to r  są nas tępn ie  w noszone do w n ę trz a  
k o m ó rk i  w  pęcherzykach  zw anych  recep tosom am i. Receptosom y, u n ik a jąc  połącze­
n ia  z lizosomami, p rzenoszą  sw ą zaw artość  do a p a ra tu  Golgiego, skąd  n a s tę p u je  
p raw d o p o d o b n ie  p rzen iesien ie  części czynnych  biologicznie ligandów  do innych  
o rg an e l l i  kom órkow ych . Rozłożenie ligandów  przez enzym y lizosomowe n a s tę p u je  
dop iero  po k ilkudziesięciu  m in u tach , co sugeru je ,  że subs tanc je  te p rzebyw ając  
p rzez  długi czas w  kom órce  m ogą odgryw ać  w ażn ą  ro lę  w  regu lac ji  jej sz laków  
m etabo licznych . Endocytoza ad so rp cy jn a  je s t  w ażnym  ogniw em  w  procesie  obiegu 
i re cy rk u lac j i  jed n o s tek  b łon ias tych  w  kom órce oraz re g u lu je  s tężenie  recep to rów  
pow ie rzchn iow ych  d la  w ielu  horm onów , czynn ików  w zrostow ych  i innych  s u b s ta n ­
cji czynnych  biologicznie.

S u m m a r y .  Endocytosis is a process th a t  reg u la te s  the  u p ta k e  an d  t ra n sp o r t  of 
d i f fe re n t  su b s tan ces  in to  an d  th ro u g h  cells. T w o  m a jo r  types of endocytosis h av e  
b e e n  d is tinguished . Physio log ical flu ids and  solutes being the  m a in  sources of 
e le m e n ta ry  com ponents  fo r  ce l lu la r  syn thesis  a re  ta k e n  up  by so called  flu id  phase  
endocytosis . I t  is e s tab lished  th a t  cells con ta in  also the  o the r  specific in te rn a l iz a ­

* Częściowo f in an so w an e  z p ro g ra m u  MR II. 1
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t ion  p a th w ay  called adso rp tive  endocytosis, th a t  caries horm ones as w ell as som e 
p ro te ins  an d  v iruses  f ro m  th e  cell su rface  to the  cell in terio r. In it ia l ly  such l ig ­
an d s  bind to  th e  m obile  recep to rs  ran d o m ly  d is tr ib u ted  on th e  cell surface. N e x t  
endocytosis of recep to r—ligand com plexes is m ed ia ted  th ro u g h  the irs  c lu s te r in g  
in  ce r ta in  regions on th e  cell su rface  — c la th r in  coated pits. Follow ing th is  c lu s­
te r ing  ev en t th e  com plexes ligand—recep to r  a re  in te rna lized  into  a nonco a ted  
in t ra c e l lu la r  visicles- th e  receptosom es, w h ich  selectively  avoid  fusion  w ith  lysoso- 
mes and move to w a rd  the  Golgi region of th e  cell by sa l ta to ry  motion. I t  seem s 
th a t  some of the  ligands m ay  be send la te r  to o ther ce llu lar  organelles. I t  is be lived  
th a t  adso rp tive  endocytosis p lay  im p o rtan t  role  in  th e  reg u la t io n  of c e l lu la r  
m etabo lic  p a th w ay s  and  in  th e  tu rn o v e r  and  rec ircu la t io n  of p lasm a  m e m b ra n e  
constituen ts  including  recep to rs  fo r  m a n y  horm ones, g ro w th  fac tors  and  o th e r  
biologicaly active  substances.

Sprawny przebieg szlaków metabolicznych warunkujących prawi­
dłowe funkcje komórek zależy od wielu egzo- i endogennych substancji, 
które komórki pobierają z otoczenia. Włączanie takich substancji do ko­
mórki w formie otoczonych błoną pęcherzyków i wakuoli nosi nazwę 
endocytozy [8]. Substancje pobrane w ten sposób przez komórkę mogą 
być przez nią wykorzystywane całkowicie, częściowo lub mogą być prze­
noszone przez jej cytoplazmę tranzytem. W procesie endocytozy do ko­
mórki włączane są również pewne hormony, czynniki wzrostowe, enzy­
my oraz szereg innych substancji mogących mieć wpływ na określone 
przemiany metaboliczne komórki [8, 14, 30, 31, 33, 44].

Endocytoza nie jest jednak procesem jednorodnym. Włączanie i we­
wnątrzkomórkowy transport różnych substancji odbywa się dzięki istnie­
niu zróżnicowanych mechanizmów, których sprawne działanie zależy 
od poszczególnych elementów cytoszkieletu oraz prawidłowego obiegu 
jednostek błoniastych biorących udział w wytwarzaniu pęcherzyków
endocytarnych [30, 43, 44, 50, 51, 63].

FAGOCYTO ZA

Włączanie do komórki stałych cząstek, takich jak: bakterie, frag­
menty rozpadłych komórek, elementy substancji międzykomórkowej czy 
duże cząstki egzogenne, określa się terminem fagocytozy. Największą 
zdolnością do fagocytozy odznaczają się komórki należące do ukła­
du makro- i mikrofagów, ale proces ten dotyczy również innych komórek 
takich jak fibroblasty, komórki śródbłonka, komórki siateczki, miocyty 
gładkie czy chondrocyty [8]. Włączanie stałych cząstek do wnętrza ko­
mórki odbywa się dzięki fałdowaniu i wpuklaniu okolic błony komórko­
wej, do których przylegały obecne w środowisku cząstki, lub dzięki ak­
tywnemu otaczaniu tych cząstek przez pseudopodia i wypustki błony
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komórkowej. Po połączeniu ze sobą brzeżnych fragmentów takich wpu- 
kleń błony komórkowej wytwarzają się wakuole, których średnica wy­
nosi zwykle kilkaset nanometrów, ale w niektórych komórkach może 
dochodzić do kilku mikrometrów. Wakuole te zwane fagosomami otoczo­
ne są pojedynczą błoną, a w ich świetle widoczny jest często sfagocyto- 
wany materiał. Fagosomy zwykle szybko łączą się z lizosomami pierwot­
nymi tworząc fagolizosomy, we wnętrzu których można wykryć histo- 
chemicznie obecność kwaśnych hydrolaz. Jeżeli sfagocytowany materiał 
nie zostanie do końca rozłożony, widoczne są tzw. ciałka resztkowe [8, 
43, 44, 55].

PIN O C Y TO ZA

Włączanie substancji rozpuszczalnych w płynach fizjologicznych 
określa się terminem pinocytozy. Formowanie się pęcherzyków pinocy- 
tarnych — pinosomów odbywa się, podobnie jak to ma miejsce w przy­
padku fagocytozy, przez odsznurowywanie się fałdowań i wpukleń frag­
mentów błony komórkowej [48]. W niektórych komórkach proces pino­
cytozy ma charakter cykliczny, a poszczególne cykle włączania do komór­
ki rozpuszczonych substancji przedzielone są kilkunastominutowymi 
przerwami [8, 30, 48]. Pęcherzyki pinocytarne mają zwykle 150-250 nm 
średnicy, choć w niektórych komórkach obserwuje się tzw. makropinoso- 
my o średnicy przekraczającej 1 firn. Oprócz pęcherzyków o tych w y­
miarach w wielu komórkach, takich jak: komórki śródbłonka, komórki 
mięśniowe gładkie, glejowe komórki satelitarne czy astrocyty obserwuje 
się pęcherzyki o średnicy 65—120 nm. Są to pęcherzyki plazmolemalne, 
zwane też mikropinosomami, a ich głównym zadaniem jest transport 
tranzytowy substancji rozpuszczalnych przez komórkę bez wykorzysty­
wania zawartości tych pęcherzyków dla własnych potrzeb metabolicz­
nych komórki [8, 30].

Przytoczony podział procesów endocytozy jest jednak pewnym 
uproszczeniem. W ostatnich latach udowodniono bowiem, że wielkość 
włączanych cząstek lub ich zdolność do rozpuszczania się w płynach 
tkankowych nie jest najbardziej istotną cechą regulującą sposób i sto­
pień ich endocytozy. Wykazano, że procesy włączania do komórek róż­
nych substancji — nawet zbliżonych do siebie wymiarami cząsteczek 
lub ich agregatów, ale różniących się aktywnością biologiczną lub ładun­
kiem elektrycznym — mogą przebiegać inaczej, co jest wynikiem dzia­
łania odrębnych mechanizmów komórkowych [30, 50-52]. Dlatego w wię­
kszości nowych opracowań procesy endocytozy dzieli się na tzw. endocy- 
tozę płynnej fazy (fluid phase endocytosis) i endocytozę adsorpcyjną
(adsorptive endocytosis).
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Takim terminem określa się włączanie do komórek substancji o cha­
rakterze anionowym lub obojętnych elektrycznie w środowisku fizjolo­
gicznym. W badaniach mikroskopowo-elektronowych wykazano, że obo­
jętne elektrycznie markery egzogenne, takie jak: peroksydaza chrzano­
wa (HRP), czy natywna ferrytyna, zaraz po zetknięciu się z powierzch­
nią błony komórkowej są otaczane przez mikrofałdy i pseudopodia bło­
ny komórkowej, a następnie wcielane do wnętrza komórki. Wydaje się, 
że endocytoza takich substancji odbywa się przez sfałdowanie przypad­
kowych obszarów błony komórkowej, w pobliżu których doszło do lo­
kalnego zagęszczenia cząsteczek określonych substancji [15, 16, 52]. Czą­
steczki obojętnych elektrycznie markerów można po ich endocytozie 
uwidocznić w pęcherzykach otoczonych pojedynczą błoną. Pęcherzyki ta­
kie już po kilku minutach przebywania w komórce łączą się zwykle z li- 
zosomami, gdzie następuje strawienie ich zawartości, a tylko nieliczne

ENDOCYTOZA PŁYNNEJ FAZY

Rye. 1. Endocytoza p łynne j fazy. P o w s ta w a n ie  pęcherzyków  en d o cy ta rn y ch  i ich 
droga ś ródkom órkow a; M F — m ik ro fa łd y  b łony  kom órkow ej,  M A —  m ik ro f i la -  
m en ty  ak tynow e, P E  — pęcherzyk  endocy ta rny , L  — lizosom, A G  — a p a ra t  Gol-

giego
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cząstki markerowe można wykryć później w cysternach-trans aparatu 
Golgiego [11, 49, 51, 52]. Pęcherzyki takie są często otoczone licznymi 
mikrofilamentami aktynowymi [10], a potraktowanie komórek cyto- 
chalazyną B — związkiem uszkadzającym strukturę mikrofilamentów — 
upośledza ruch tych pęcherzyków w cytoplazmie i opóźnia ich spotkanie 
z lizosomami [51]. Wydaje się, że endocytoza płynnej fazy jest sposobem 
włączania do komórek substancji, które po ich szybkim rozłożeniu przez 
enzymy lizosomowe dostarczają składników elementarnych potrzebnych 
do syntez komórkowych [57].

v

ENDOCYTOZA A D SO R PC Y JN A

Od dawna wiadomo już, że pewne substancje są wcielane do ko­
mórek dwuetapowo. W pierwszym etapie substancje takie są adsorbo- 
wane na powierzchni komórki, a dopiero później podlegają procesowi 
właściwej endocytozy, który zachodzi tylko w pewnych okolicach błony 
komórkowej. Przykładem takiego procesu jest immunoendocytoza w ma- 
krofagach i pewnych limfocytach, które mają na swej powierzchni re­
ceptory dla immunoglobulin. Przyczepianie się obcej dla komórki czą­
stki do jej powierzchni następuje tu za pośrednictwem przeciwciała 
skierowanego przeciwko tej cząstce, a następnie kompleks antygen— 
przeciwciało wcielany jest do komórki [25, 29].

W ostatnich latach wykazano jednak, że wiele substancji, zwłaszcza 
o charakterze kationowym, może być adsorbowanych na powierzchni 
komórek bez współudziału czynników zawartych w surowicy czy płynach 
tkankowych. Adsorpcja substancji takich zachodzi nawet w temperatu­
rze 4°C, a włączanie ich do wnętrza komórki rozpoczyna się w tempera­
turze kilkunastu stopni C. Proces endocytozy jest najbardziej stabilny 
w temperaturze 37°C [30, 36, 51-53], Proces adsorpcji substancji ka­
tionowych nie jest swoisty, ale nie jest też równomiernie nasilony we 
wszyśtkićh typach komórek. Jego intensywność zależy od wielkości ujem­
nego ładunku elektrycznego powierzchni komórkowej [7, 24, 47, 49, 53, 
55].

Szczególnie przydatnym markerem do badania procesów endocytozy 
substancji kationowych okazał się izoenzym peroksydazy chrzanowej 
o punkcie izoelektrycznym 9-9,5 [35]. Jeżeli taką kationową formę pe­
roksydazy (k-HRP) doda się do zawiesiny makrofagów, to — w przeci­
wieństwie do obojętnych elektrycznie cząstek tego enzymu — zostaje 
ona najpierw dość równomiernie zaadsorbowana na powierzchni komórek, 
a dopiero później pojawia się w pęcherzykach, które nie łączą się z li­
zosomami, a swą zawartość przenoszą do cystern aparatu Golgiego [50],

http://rcin.org.pl



28 A. H I N E K

Rye. 2. Endocytoza adsorpcy jna . F o rm o w an ie  się receptosom ów , ich droga śród- 
kom órkow a i r e c y rk u la c ja  b łon; A — ru ch o m e recep to ry  pow ierzchniow e z za- 
adso rbow anym i ligandam i, B — ag reg ac ja  kom pleksów  ligandów  z recep to ram i 
w  dołkach opłaszczonych k la try n ą ,  C — fo rm o w an ie  się recep tosom ów , LG — li- 
gandy, R — recep tory , RC — receptosom , M T — m ikro tubu le , L — lizosom, ER —

sia teczka  śródp lazm atyczna
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Podobne obrazy mikroskopowo-elektronowe uzyskano po podaniu do 
zawiesiny komórek kationizowanej ferrytyny czy czerwieni rutenowej
[52, 62].

M E C H A N I Z M  W I Ą Z A N I A  S I Ę  L I G A N D Ó W  Z P O W I E R Z C H N I Ą  B Ł O N Y  K O M Ó R K O W E J

Na podstawie doświadczeń wykazujących różnice w wiązaniu obo­
jętnych elektrycznie i kationizowanych markerów przypuszczano, że rów­
nież kationowy charakter wielu wielkocząsteczkowych substancji czyn­
nych biologicznie, takich jak: somatomedyna, nerwowy czynnik wzrosto­
wy — NGF, płytkowy czynnik wzrostowy — PDGF, nabłonkowy czynnik 
wzrostowy — EGF, toksyny cholery i Pseudomonas oraz niektóre wi­
rusy, ułatwia im adsorpcję na ujemnie naładowanej powierzchni komór­
kowej. Po wykazaniu jednak, że substancje te łączą się tylko z pewnymi 
typami komórek, założono, że są one adsorbowane na swoistych recepto­
rach powierzchniowych obecnych tylko w pewnych komórkach. Recep­
tory takie wyizolowano i określono ich charakter chemiczny [1, 4, 12, 
13, 17, 30, 40]. Wcześniej jeszcze udowodniono, że adsorpcja hormonów 
białkowych — insuliny, kortykotropiny, glukagonu, gonadotropin, tyreo- 
tropiny — ma charakter swoisty i odbywa się tylko na tych komórkach, 
które na swej błonie komórkowej mają miejsca receptorowe [2, 5, 6, 41, 
42]. Receptory dla wspomnianych czynników wzrostowych, toksyn i hor­
monów mają charakter lipoproteidów, glikoproteidów i glikolipoprote- 
idów [24, 45]. Stopień adsorpcji tych ligandów na powierzchni komórek 
można bowiem modyfikować przez działanie fosfolipazami Aj, A2 i C, de­
tergentami, filipiną czy neuraminidazą.

Metodami radioimmunologicznymi wykazano, że receptory dla wielu 
wielkocząsteczkowych substancji białkowych czynnych biologicznie wy­
stępują również we wnętrzu komórek, w cytoplazmie, na błonach sia­
teczki śródplazmatycznej ziarnistej i gładkiej, w mitochondriach, w oto­
czce jądrowej i w aparacie Golgiego (według [45]), co sugerowało, że 
same receptory powierzchniowe lub w kompleksach z zaadsorbowanymi 
na nich ligandami mogą wnikać do wnętrza komórki. Wyjaśnieniu me­
chanizmów włączania wielkocząsteczkowych białek czynnych biologicz­
nie do wnętrza komórek poświęcono w ostatnich latach wiele prac [30,
31, 40, 41, 44, 56, 61].

Willingham i Pastan [58] — inkubując komórki z różnymi czynny­
mi biologicznie ligandami znakowanymi fluorochromami i obserwując je 
przy użyciu mikroskopu laserowego ze specjalnym telewizyjnym wzma­
cniaczem i magnetowidem (Video Intensification Microscopy — VIM) — 
wykazali, że ligandy te, podobnie jak wspomniany kationowy marker 
percksydaza, przyłączały się do bardzo wielu miejsc na powierzchni ko­
mórkowej, co powodowało w pierwszym etapie dyfuzyjną fluorescencję,
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tym intensywniejszą, im więcej receptorów dla danego ligandu zawierała
powierzchnia określonej komórki [58, 60]. Bardzo wygodnym ligandem,

•  •

którego często używano w tego typu badaniach, jest alfa2-makroglobu- 
lina (a2M), do której można przyłączyć 15-20 cząsteczek rodaminy bez 
upośledzenia funkcji wiązania tego białka z komórką [30, 59, 60]. Czą­
steczki innych białkowych ligandów przyłączają mniej cząsteczek fluoro- 
chromu, co powoduje ich słabsze świecenie. Ilościowe określenie stopnia 
wiązania tego białka z komórkami było możliwe po podaniu znakowanej 
jodem J 125 a2M. Wykazano np., że fibroblasty zawierają dwie klasy re ­
ceptorów o różnej stałej powinowactwa do a2M, które mogą przyłączyć
1,5 X 106 cząsteczek tego ligandu na minutę [9, 30, 31].

Jeżeli komórki, na powierzchni których w temp. 4°C zaadsorbo- 
wane zostały cząsteczki ligandu, przeniesie się do temp. 37°C, to — już 
po kilku minutach — obserwuje się przesuwanie fluoryzujących ligandów 
w płaszczyźnie błony komórkowej i ich punktowe zagęszczanie. W mia­
rę upływu czasu obserwuje się następnie stopniowe znikanie fluores- 
cencji z powierzchni komórki i pojawianie się jej w centralnej części 
cytoplazmy [30, 60]. Można było ustalić, że w temp. 23°C ruchliwość 
kompleksów ligand—receptor w płaszczyźnie błony komórkowej, gdy 
ligandami była insulina, a2M, nabłonkowy czynnik wzrostowy — EGF 
i trójjodotyronina, wynosi 3-9 X10-10 cm2/s, a więc jest taka sama jak 
ruchliwość białek integralnych zanurzonych w lipidach błony komórkowej
[26, 30, 41].

Na podstawie równoległych obserwacji komórek za pomocą VIM 
oraz obserwacji mikroskopem elektronowym materiału utrwalonego 
w różnych okresach od rozpoczęcia inkubacji z ligandami ustalono, że 
obserwowane w VIM miejsca punktowego zagęszczenia fluoryzujących 
ligandów odpowiadają pewnym okolicom błony komórkowej mającym 
gęste elektronowo opłaszczenia od strony cytoplazmy [36, 60]. W od­
dzielnych badaniach wykazano, że za opłaszczenia tych okolic błony ko­
mórkowej odpowiedzialne jest białko o ciężarze cząsteczkowym 185 000 
zwane klatryną [32, 33, 64].

Jeżeli do środowiska zawierającego komórki poda się jednocześnie 
kilka różnych ligandów znakowanych różnymi substancjami fluoryzują­
cymi, np. a2M znakowaną fluoresceiną i EGF znakowany rodaminą, 
można zauważyć krótkotrwałą różnobarwną dyfuzyjną fluorescencję po­
wierzchni komórkowej, co odpowiada adsorpcji ligandów na receptorach. 
Następnie obserwuje się mieszane świecenie skupiające się w określonych 
punktach błony komórkowej, co świadczy, że kompleksy różnych li­
gandów z właściwymi dla nich receptorami zostają przesuwane do tych 
samych miejsc, w których zostaną następnie włączone do komórki. 
Stwierdzono więc, że nie ma specyficznych miejsc internalizacji dla po­
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szczególnych kompleksów ligand—receptor, a istnieją wspólne „furtki” 
do wnętrza komórek, którymi są opłaszczone klatryną okolice błony ko­
mórkowej [3, 14, 23, 26, 41, 65]. Ustalono następnie, że te same pęche­
rzyki endocytarne znajdujące się już we wnętrzu komórek mogą za­
wierać jednocześnie kilka różnych ligandów. W procesie endocytozy 
adsorpcyjnej tylko etap adsorpcji wydaje się być specyficzny i zależeć 
od obecności, rozmieszczenia i ilości swoistych receptorów dla poszczegól­
nych ligandów. Drugi etap, internalizacji i transportu śródkomórkowego, 
wydaje się być pozbawiony cech specyficzności i może być wspólny dla 
wielu białkowych substancji czynnych biologicznie.

M O R F O L O G I A  I  F U N K C J A  R E J O N Ó W  O P Ł A S Z C Z O N Y C H  K L A T R Y N Ą

Zanim zwrócono uwagę na opłaszczone gęstą elektronową klatryną 
rejony błony komórkowej opisywano w wielu komórkach występowanie 
tzw. pęcherzyków opłaszczonych (coated vesicles) [23, 32, 33, 65]. Opisy­
wano je tuż pod błoną komórkową oraz w okolicy aparatu Golgiego, 
a w komórkach nerwowych także w kolbkach synaptycznych [8]. W osta­
tnich latach zebrano więcej wiadomości na temat charakteru i roli tych 
struktur. Wykazano, że struktury  te są zaangażowane w procesach endo­
cytozy, procesie recyrkulacji błon oraz w procesie formowania lizosomów 
pierwotnych [30, 31, 62, 63]. Opłaszczone pęcherzyki to struktury o śred­
nicy około 150 nm otoczone pojedynczą błoną, która otoczona jest jak 
koszyczkiem splatającymi się gęsto ze sobą beleczkowymi tworami zbu­
dowanymi z pięcio- i sześciokątnych agregatów klatryny [19, 30, 32, 
58, 62, 64, 65],

Willingham i wsp. [58, 64] wykazali, że struktury  te nie są jednak 
sensu stricte pęcherzykami, ale że można tu  raczej mówić o opłaszczo­
nych klatryną dołkach (coated pits) w błonie komórkowej. Takie dołki 
mogą wnikać dość głęboko w obręb cytoplazmy, ale pozostają połączone 
z powierzchnią komórki za pomocą długiej szyjki. Obserwowane więc 
pod powierzchnią komórki opłaszczone klatryną pęcherzyki wydają się 
być stycznymi przekrojami tych uszypułowanych wpukleń błony komór­
kowej. Wykazano, że pojedyncza komórka (fibroblast) ma około 1000 
dołków opłaszczonych klatryną [30]. Na rolę tych s truk tur w procesie 
endocytozy wskazuje również fakt, że właśnie w ich świetle gromadzą 
się wirusy przed wniknięciem do komórki [9, 18, 30, 63]. W opłaszczonych 
klatryną dołkach lokalizowano również agregaty znakowanych ferrytyną 
lipoproteidów LDL, a2M, EGF, toksyny pseudomonas i beta-glikozydazy 
[12, 30, 58, 60], a badania ze znakowanymi hormonami — insuliną, trój- 
jodotyroniną, LH i gonadotropiną łożyskową — potwierdziły te obser­
wacje [24, 45, 62, 63]. Przyjęta dziś teoria zakłada więc, że opłaszczone 
klatryną dołki są miejscami zagęszczania kompleksów ligand—receptor
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oraz miejscami wnikania tych kompleksów do komórki. Następnym eta­
pem badań dotyczących tego problemu było poszukiwanie mechanizmu 
działającego w czasie agregacji kompleksów ligand—receptor w opła- 
szczonych dołkach. Stwierdzono wtedy, że dodanie do środowiska, w któ­
rym  inkubowano badane komórki z różnymi ligandami, związku z gru­
py poliamin — dansylkadaweryny hamowało formowanie się agregatów 
receptorów z ligandami. Dansylkadaweryna nie hamowała jednak po­
przedzającej agregację adsorpcji takich ligandów jak: insulina, LDL, 
a2M i trójjodotyronina na swoistych receptorach powierzchniowych. Dan­
sylkadaweryna jako analog lizyny jest kompetycyjnym inhibitorem trans- 
glutaminazy — enzymu, który katalizuje powstawanie mostków izope- 
ptydowych R—NH—CO—R pomiędzy grupami £-aminowymi lizyny i gru­
pami karboksylowymi kwasu glutaminowego. Powstanie mostków izo- 
peptydowych pomiędzy cząsteczkami różnych białek zawierających te 
aminokwasy może powodować ich agregację. Powstała więc koncepcja, 
że formowanie się agregatów kompleksów ligand — receptor w opła- 
szczonych klatryną dołkach odbywa się dzięki działaniu obecnego tam en­
zymu transglutaminazy. Zahamowanie tworzenia się takich agregatów 
i znaczne zmniejszenie stopnia endocytozy wielu białkowych ligandów 
i cząstek wirusów obserwowano również po inkubacji komórek z in­
nymi analogami lizyny i glutaminy, takimi jak: bacitracina, amantadina, 
riamantadina, które są również inhibitorami transglutaminazy [9, 12, 27, 
31, 43]. Fakt, że dla zahamowania tworzenia agregatów i endocytozy 
EGF trzeba było zastosować znacznie większe stężenie dansylkadawe­
ryny  niż w przypadku innych wspomnianych ligandów, a podanie baci- 
traciny nie hamowało zagęszczania i endocytozy EGF i LDL wydaje się 
wskazywać na znaczne możliwości regulowania stopnia endocytozy róż­
nych białek w zależności od ilości lizyn i glutamin obecnych w ich czą­
steczkach [27, 30, 31]. Wykazano ponadto, że dansylkadaweryna blokuje 
20 razy silniej zagęszczenie i endocytozę cząstek takich wirusów, jak wi­
rus pęcherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV), wirus mięsaka Rousa 
i Semliki forest wirus niż znany lek przeciwwirusowy riamantadina, 
przez co dansylkadaweryna może być w przyszłości rozpatrywana jako 
lek przeciwwirusowy [18, 30, 63].

Opłaszczone klatryną dołki występują również w cysternach trans 
aparatu Golgiego. Są one mniejsze od dołków opisywanych na powierzch­
ni komórki. Ich średnica wynosi zwykle 60-70 nm [30, 58, 64]. W obrębie 
tych opłaszczonych dołków wpuklających się w obręb cytoplazmy wy­
kazano histochemicznie obecność kilku enzymów lizosomowych [38]. Su­
geruje się, że na wewnętrznej powierzchni cystern aparatu Golgiego na­
leżących do GERL obecne są receptory wiążące nowo syntetyzowane 
enzymy lizosomowe oraz że takie kompleksy receptor—enzym mogą
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być przesuwane w płaszczyźnie błon do opłaszczonych klatryną dołków 
będących miejscem ich opakowania i wysyłki w kierunku cytoplazmy 
podstawowej. Jako czynnik wiążący te enzymy do błony wymienia się 
fosforan mannozy [8, 46]. Używając gęstych elektronowo markerów wy­
kazano, że w obrębie tych samych dołków grupują się cząsteczki enzy­
mu lizosomowego beta-galaktozydazy oraz uprzednio włączonego do ko­
mórki NGF [30]. Wyjaśnia to mechanizm w jakim degradowane mogą 
być cząsteczki niektórych ligandów włączanych do komórki na drodze 
endocytozy adsorpcyjnej i przenoszonych bezpośrednio do aparatu Gol- 
giego. W obrębie dołków opłaszczonych klatryną występujących na bło­
nach aparatu Golgiego nie obserwuje się jednak białek, które komórka 
produkuje na eksport. Są one widoczne tylko w świetle cystern oraz 
w niektórych pęcherzykach sekrecyjnych oddzielających się od części 
trans tego organellum komórkowego.

R E C E P T O S O M Y

Badania w mikroskopie elektronowym przy użyciu ligandów znako­
wanych różnymi nieprzenikliwymi dla elektronów substancjami pozwo­
liły ustalić dalszą drogę włączanych do komórki kompleksów ligand—re­
ceptor [58]. Znakowana koloidalnym złotem a2M, którą dodawano do 
zawiesiny komórek inkubowanych z wirusem stomatitis była zagęszczona 
w tych samych co cząstki wirusa dołkach opłaszczonych klatryną, a po 
30 min inkubacji oba te ligandy były widoczne już w pęcherzykach 
wewnątrz komórki [30]. Pęcherzyki te miały średnicę 250-400 nm, były 
otoczone pojedynczą błoną, która na jednym z biegunów pęcherzyka 
wykazywała blaszkowate gęste elektronowo zgrubienie. S truktury  takie 
nazwano receptosomami. W świetle większości receptosomów widoczny 
był jeszcze dodatkowy pęcherzyk o średnicy 60 nm [30, 61, 62]. Recep- 
tosomy opisano w wielu typach komórek, a w ich świetle wykazano obec­
ność różnych znakowanych ligandów pobieranych na drodze endocy­
tozy adsorpcyjnej po ich uprzednim przyłączeniu się do swoistych recep­
torów powierzchniowych [26, 31, 51, 52, 59, 61, 62, 65].

Elektronogramy cytoplazmy różnych typów komórek wykazywały 
zawsze bliskie sąsiedztwo receptosomów i mikrotubul, co sugeruje udział 
tych komponentów cytoszkieletu w transporcie receptosomów poprzez 
cytoplazmę. Do niedawna zakładano, że receptosomy powstają przez oder­
wanie się od powierzchni komórkowej opłaszczonych klatryną dołków, 
które tracą swój płaszcz klatrynowy, a uwolniona klatryna wraca i przy­
czepia się do nowo formujących się dołków w błonie komórkowej [32]. 
Obecnie sądzi się, że opłaszczone dołki są stałą strukturą powierzchniową 
komórek i nie odrywają się one od ich powierzchni. Za taką interpreta­
cją przemawiają obrazy mikroskopowe uzyskane po znakowaniu komórek
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peroksydazą, gdzie udało się wykazać na seryjnych skrawkach obecność 
długich szypułek łączących wpuklające się w obręb cytoplazmy dołki 
klatrynowe z powierzchnią komórek [61, 62]. Następnie wykazano, że po­
danie przeciwciał znakowanych fluorochromem przeciwko klatrynie po­
wodowało świecenie tylko zwróconej do cytoplazmy powierzchni dołków 
oraz że połączenie klatryny z przeciwciałem antyklatrynowym nie ha­
mowało endocytozy [54]. Przemawia to więc również na korzyść tw ier­
dzenia, że dołki klatrynowe są stałą strukturą powierzchniową, a nie są 
formowane w czasie endocytozy. Formowanie się receptorów odbywa 
się prawdopodobnie przez pączkowanie błony komórkowej na dnie opła- 
szczonych klatryną dołków powierzchniowych. Beleczki klatrynowe two­
rzą siatkę oplatającą dołek powierzchniowy, zabezpieczającą go przed 
zapadnięciem się, ale przez oczka tej siatki może następować wpuklanie 
się błony komórkowej w obręb cytoplazmy, co doprowadza do formowa­
nia się receptosomów. Uwypuklenie się błony dołka, do której przycze­
pione są agregaty kompleksów ligand—receptor może następować rów­
nież na granicy opłaszczonego klatryną dołka1 i łączącej go z powierzch­
nią komórkową szypułki. Proces uwypuklania się błony komórkowej do­
prowadzający do formowania się receptosomów jest procesem energo­
chłonnym, hamowanym przez inhibitory ATP-azy [62]. Uwypuklenie 
takie, powstające przez pętle rusztowania klatrynowego, przypominać 
może powstawanie baniek mydlanych na pętli drucianej, a odbywać mo­
że się na skutek ciągłego powiększania się powierzchni błony komórkowej 
pod wpływem dołączania sie coraż to nowych jednostek — nowo syntety­
zowanych lub recyrkulujących. Salisbury i wsp. [39] sugerują jednak, 
że za samo odsznurowywanie się uwypuklonych już receptosomów odpo­
wiedzialne są zgromadzone pod błoną komórkową mikrofilamenty aktyno­
we, które reagując z miozyną powodują naprzemienne napinanie i roz­
kurcz tych fragmentów błony komórkowej, które wytwarzają szypułę 
receptosomu. Aktywacji procesu reagowania aktyny z miozyną ma sprzy­
jać wysokie stężenie kalmoduliny, która — po związaniu napływające­
go do komórki wapnia — aktywuje kinazę lekkich łańcuchów miozyny.

S r O D K O M O R K O W A  d r o g a  r e c e p t o s o m ó w  i  r e c y r k u l a c j a  b ł o n

Sródkomórkową drogę receptosomów obserwowano za pomocą VIM, 
po włączeniu do nich znakowanych fluorochromami ligandów. S truktu­
ry te po oderwaniu się od powierzchni błony komórkowej przesuwają 
się ruchami zygzakowatymi lub tanecznymi (saltatory motion), a po 
20-30 min zostają włączone w obręb aparatu Golgiego. Taka droga re­
ceptosomów została potwierdzona w badaniach mikroskopowo-elektro- 
nowych [34, 50-52, 58, 61]. Wykazano ponadto, że po dalszych 15-60 min
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pewna ilość znakowanych ligandów obecna jest już w lizosomach. Nie 
obserwowano jednak wcześniejszego łączenia się receptosomów z lizo- 
somami zanim osiągną one cysterny aparatu Golgiego.

Po włączeniu znakowanych ligandów do komórki, powierzchnia ko­
mórkowa przez okres co najmniej kilkudziesięciu minut nie może za- 
adsorbować nowej porcji ligandów, co świadczy, że do wnętrza komórki 
w procesie endocytozy adsorpcyjnej zostały wchłonięte również i te re­
ceptory, które nie związały ligandu. Thyberg i wsp. [52] inkubując ma- 
krofagi otrzewnowe z kationizowaną peroksydazą zauważyli, że po en- 
docytozie tego ligandu komórki te nie mogą przez okres 2-3 godzin wią­
zać nowych porcji k-HRP oraz że pewna liczba cząsteczek tego gęstego 
elektronowo markera pojawia się ponownie na powierzchni komórek po 
upływie 3-4 godzin od czasu rozpoczęcia doświadczenia, pomimo prze­
niesienia makrofagów do środowiska nie zawierającego peroksydazy. Był 
to dowód na istnienie procesu recyrkulacji fragmentów błony komórko­
wej zaangażowanych uprzednio w procesie endocytozy adsorpcyjnej, 
a z nimi i receptorów powierzchniowych wiążących ten marker. Szyb­
kie pojawianie się kompleksów ligand—receptor w aparacie Golgiego 
oraz ponowne pojawianie się takich kompleksów na powierzchni komó­
rek było dalszym dowodem na postulowany już wcześniej udział apa­
ra tu  Golgiego w segregacji i recyrkulacji błon w komórce [11, 12, 20, 
22, 42, 47, 50].

Fakt, że ligandy wcielone do komórek na drodze endocytozy adsorp­
cyjnej są przenoszone do aparatu Golgiego, a tylko niewielka ich ilość 
jest widoczna w lizosomach odróżnia drogę receptosomów w komórce 
od drogi pęcherzyków endocytarnych płynnej fazy, które bardzo szybko 
po wniknięciu do komórki łączą się z lizosomami, a ich zawartość zosta­
je strawiona przez kwaśne hydrolazy [50]. Ligandy włączone na drodze 
endocytozy adsorpcyjnej przebywają znacznie dłużej w komórce w nie 
zmienionej postaci, przez co — jak się sugeruje — przynajmniej niektóre 
z nich mogłyby wywierać pewien biologiczny wpływ również śródkomór­
kowe. Zagadnienie to jest szczególnie ciekawe w odniesieniu do hormo­
nów białkowych [30, 52, 58, 61, 62]. Wydaje się, że niektóre z tych biał­
kowych ligandów zanim trafią do lizosomów mogą być rozesłane do in­
nych organelli komórkowych. Jednostkami transportowymi mogłyby 
tu  być nowo powstałe fragmenty błon cytoplazmatycznych, za których 
dystrybucję jest odpowiedzialny aparat Golgiego [38]. Dotychczas nie 
przedstawiono jednak morfologicznych dowodów na istnienie takiej dro­
gi transportowej dla włączonych do komórki ligandów.

Badając problem obiegu receptorów dla poszczególnych czynnych 
biologicznie ligandów, stwierdzono, że zwykle ulegają one degradacji
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wraz z cząsteczkami ligandów, a tylko niewielka ich liczba może powró­
cić na powierzchnię komórki wraz z recyrkulującymi fragmentami błon. 
Ale nie jest to reguła. Wykazano np., że receptory wiążące EGF są cał­
kowicie degradowane przez aparat lizosomowy komórki razem z niesio­
nym przez nie czynnikiem wzrostowym. Proces endocytozy nowej porcji 
EGF jest możliwy dopiero po syntezie nowej porcji swoistych recepto­
rów przez komórkę, a proces syntezy de novo i transportu na powierzch­
nię komórki tych receptorów wymaga zwykle kilku godzin czasu [30]. 
W przypadku insuliny i LDL wiążące je receptory tylko częściowo po­
wracają na powierzchnię komórki [1, 4, 5]. Nie wiadomo jednak czy są 
to receptory, od których został odtrawiony ligand czy też receptory za­
pasowe, które poprzednio nie wiązały ligandu, a zostały również włą­
czone do komórki. Nie stwierdzono natomiast istotnego ubytku liczby 
receptorów wiążących a2M przebiegu całego cyklu cyrkulacji, co tłum a­
czyć można faktem, że ligand ten jest inhibitorem proteaz [9, 21]. Wy­
dajność procesów recyrkulacji fragmentów i receptorów powierzchnio­
wych jest jednak zależna od fazy cyklu komórkowego, wieku komórki 
i wielu innych czynników obecnych w środowisku lub we wnętrzu ko­
mórki [11, 12, 21], Recyrkulacja ulega np. znacznemu upośledzeniu przy 
wprowadzeniu do komórek substancji, które nie mogą być strawione 
przez enzymy lizosomowe i zalegają w fagolizosomach. Wprowadzenie 
do komórek lateksu lub thorotrastu sprawia, że komórka duży procent 
swej puli błon zużywa na opakowanie tych egzogennych cząstek i nie 
obserwuje się w takich przypadkach przechodzenia fragmentów błony 
komórkowej uprzednio oznakowanej ferrytyną do aparatu Golgiego [51]. 
Potraktowanie komórek konkanawaliną A-lektyną, która wiązana jest 
przez reszty alfa-D-mannopyrazowe wielocukrowców obecnych na po­
wierzchni błony komórkowej powoduje znaczne nasilenie endocytozy za­
równo w komórkach normalnych, jak i nowotworowych. Po upływie 
20-30 min od potraktowania komórek lektyną pojawiają się w jej cy- 
toplazmie duże, liczne wakuole otoczone błoną wyznakowaną konkana­
waliną. Wakuole takie długo pozostają w komórce, nie łączą się z lizo- 
somami, a otaczające je fragmenty błony tylko w minimalnym stopniu 
pojawiają się ponownie na powierzchni komórki po upływie kilku godzin 
[28, 50]. Odpowiedzią komórki na takie zablokowanie błon, które nie 
mogą podlegać recyrkulacji, jest wzmożona biogeneza nowych fragmen­
tów błoniastych [37].

Transport receptosomów poprzez komórkę oraz proces recyrkulacji 
fragmentów błony zaangażowanych w procesie endocytozy adsorpcyjnej 
wydaje się zależeć od obecności nie uszkodzonych mikrotubul. Kolchi- 
cyna, która powoduje dezorganizację mikrotubul i upośledzenie prze­
strzennej organizacji aparatu Golgiego, hamuje w znacznym stopniu oba
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te procesy. Lumikolchicyna i cytochalazyna B nie mają według Thy- 
berga i wsp. [50, 52] żadnego wpływu na procesy transportu receptoso- 
mów przez komórkę. Cytochalazyna B upośledza natomiast w znacznym 
stopniu procesy fagocytozy cząstek, takich jak lateks i thorotrast oraz 
endocytozę płynnej fazy włączającą do komórki takie markery jak: na- 
tywna peroksydaza czy ferrytyna [52]. Wyniki te podkreślają jeszcze 
bardziej różnice pomiędzy procesami endocytozy płynnej fazy i endocy­
tozy adsorpcyjnej, sugerując, że w śródkomórkowy transport pęcherzy­
ków endocytarnych płynnej fazy i receptosomów zaangażowane są in­
ne elementy cytoszkieletu.

Podsumowując przytoczone w niniejszym opracowaniu wyniki do­
świadczeń kilku grup badaczy należy zaznaczyć, że w chwili obecnej nie 
wystarcza już prosty podział procesów endocytozy ze względu na wiel­
kość czy zdolność rozpuszczania się pobieranych przez komórkę substan­
cji. Terminy fagocytoza i pinocytoza nie wystarczają do opisania wybiór­
czego i regulowanego ilościowo i jakościowo procesu pobierania przez ko­
mórkę szeregu wielkocząsteczkowych substancji, których rolę biologiczną 
upatrywano do niedawna tylko w pobudzaniu receptorów powierzchnio­
wych aktywujących system cyklazy adenylowej i guanylowej. Opisanie 
mechanizmów, w wyniku działania których duże cząsteczki hormonów 
białkowych, czynników wzrostowych czy pewnych enzymów są włącza­
ne do wnętrza komórki oraz ich dróg wewnątrzkomórkowych pozwala 
na snucie szeregu hipotez dotyczących również śródkomórkowej roli 
tych substancji.

Proces endocytozy kompleksów hormon—receptor lub samych re ­
ceptorów może służyć alternatywnie jako mechanizm eliminowania z po­
wierzchni komórki receptorów dla określonego hormonu. Taka interna­
lizacja receptorów może sprawiać, że przez pewien czas komórka jest 
niewrażliwa na nowe porcje lub nadmiar hormonu pobudzającego do 
wytwarzania cyklicznych nukleotydów. Istnienie takiego komórkowego 
mechanizmu regulacyjnego opisano w komórkach tarczycy, gdzie indu­
kowany działaniem tyreotropiny wysoki poziom c-AMP przyspiesza 
znacznie agregację kompleksów cząsteczek tyreotropiny z receptorami 
oraz samych wolnych receptorów w opłaszczonych klatryną dołkach oraz 
zwiększa stopień ich endocytozy [2]. Nowa porcja hormonu nie może więc 
wywołać dalszej aktywacji cyklazy adenylowej.

Poznanie substancji hamujących lub nasilających procesy endocy­
tozy adsorpcyjnej i endocytozy płynnej fazy może dostarczyć nowych 
możliwości ingerencji w procesy metaboliczne komórki regulowane przez 
włączane do niej makrocząsteczki, a nawet może przyczynić się do 
usprawnienia terapii pewnych chorób metabolicznych i inwazyjnych.
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P O S T Ę P Y  B I O L O G I I  K O M Ó R K I T O M , 10, N R  1. 1983 (43-54)

FIZJOLOGICZNE INHIBITORY KATEPSYNY B

PH Y SIO L O G IC A L  IN H IB IT O R S OF C A T H E PSIN  B

M aria  W ARW  AS

Z a k ła d  B iochem ii F a rm aceu ty czn e j,  In s ty tu t  B ioanalizy i B adan ia  Ś rodow iska
AM we W rocław iu

Streszczenie .  N a podstaw ie  danych  z p iśm ienn ic tw a  zestaw iono w łaściw ości fizjo­
logicznych inh ib ito rów  k a tep sy n y  B w yizolow anych z tk a n e k  oraz su row icy  k rw i. 
P rze d y sk u to w an o  p ro b lem y  zw iązane z fizjologiczną ro lą  k a tep sy n y  B i jej inh i­
bitorów .

S u m m a r y .  The  charac te r is t ics  of physiological inh ib ito rs  of ca theps in  B isolated 
from  tissues an d  se ru m  have  been  described  on the  basis of pub lished  reports . 
Som e p rob lem s concern ing  the  physiological role of ca th ep s in  B and  its inhib itors  
a re  discussed.

W Y K A Z  S T O S O W A N Y C H  S K R Ó T Ó W

m.cz. — m a sa  cząsteczkow a 
p i  — p u n k t  izoelek tryczny
H p — hap tog lob ina

W STĘP

Katepsyna B (E. C. 3.4.22.1) jest najlepiej poznaną lizosomalną 
proteinazą tiolową [5, 28, 29]. Terminu katepsyna B używano pierwotnie 
dla określenia enzymu wyizolowanego ze śledziony wołowej, hydrolizu- 
jącego amid benzoilo-argininy [15]. Otto i wsp. [39] rozdzielili tę aktyw­
ność na dwie komponenty. Jedną z nich o m. cz. 26 000 daltonów, hy- 
drolizującą również (3-naftyloamid i p-nitroanilid benzoilo-argininy naz­
wali katepsyną B 1, drugą o m. cz. 52 000 daltonów — katepsyną B 2. Po 
stwierdzeniu, że katepsyna B 2 jest karboksypeptydazą aktywną w sto­
sunku do benzoilo-glicylo-argininy i benzoilo-glicylo-fenyloalaniny [35, 
36], dla uproszczenia katepsynę B 1 zaczęto określać terminem katepsy­
na B. Obecnie wiadomo również, że preparat katepsyny B 1 otrzymany
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przez Otto i wsp. [39] zawierał oprócz katepsyny B inne proteinazy 
tiolowe, a mianowicie katepsynę L [26, 59] i H [27]. Katepsyna B jest 
szeroko rozpowszechniona, występuje w wielu tkankach, takich jak: wą­
troba, śledziona, mózg, łożysko itd. Masa cząsteczkowa enzymu wyizolo­
wanego z różnych organizmów i tkanek wynosi od 24 000 do 28 000 
daltonów, optimum pH dla substratów syntetycznych 6,0, a dla białko­
wych 4,3, pi waha się od 4,5 do 6,5, jako że enzym występuje pod 
postacią kilku form molekularnych. Katepsyna B posiada aktywność en- 
dopeptydazową w stosunku do licznych substratów białkowych, takich 
jak: hemoglobina, kazeina, kolagen, żelatyna, miozyna, immunoglobuli- 
na G i innych oraz aktywność peptydylo-dwupeptydazy niedawno za­
obserwowaną dla glukagonu [2] i aldolazy fruktozo-l,6-dwufosforanowej 
[6], polegającą na kolejnym odcinaniu C-terminalnych dwupeptydów. 
W lizosomach, gdzie stężenie enzymu jest milimolowe, a niskie pH może 
powodować denaturancję lub zmiany konformacyjne większości substra­
tów białkowych, katepsyna B działa głównie jako endopeptydaza. Na­
tomiast w stężeniach niższych (mikromolowych), jak to ma zwykle miej­
sce w badaniach in vitro, i prawdopodobnie w przestrzeni pozalizosomal- 
nej komórki powoduje ograniczoną proteolizę. W badaniach in vitro 
stwierdzono, że w wyniku ograniczonej proteolizy katepsyna B powo­
duje aktywację szeregu hormonów, takich jak: proinsulina [1], progluka- 
gon [2], proparathormon [16] oraz inaktywację szeregu enzymów: glu- 
kokinazy, aldolazy, kinazy pirogronianowej, aminotransferazy tyrozy- 
nowej i heksozo-dwufosfatazy [4].

Większość sugestii co do fizjologicznej roli katepsyny B oraz innych 
proteinaz tiolowych opiera się na wynikach badań prowadzonych in vi­
tro z użyciem izolowanych enzymów i substratów, często w warunkach 
niefizjologicznych. Nie ulega wątpliwości, że katepsyna B wraz z inny­
mi proteinazami lizosomalnymi bierze udział w degradacji wewnątrzli- 
zosomalnej białek pochodzenia komórkowego i endocytarnego, zaopatru­
jąc komórkę w aminokwasy potrzebne do resyntezy białek komórko­
wych. Odnośnie funkcji zewnątrzlizosomalnej, bardzo ważnej w selek­
tywnej proteolizie (np. degradacji kolagenu, który nie ulega endocyto- 
zie), sugeruje się dwie możliwości: kontrolowane uwalnianie katepsyn 
z lizosomów i komórek lub rozmieszczenie tych enzymów po zewnętrz­
nej stronie błon lizosomalnych [28].

Regulacja aktywności katepsyny B, podobnie jak innych enzymów, 
zachodzić może poprzez inhibitory. Wśród naturalnych inhibitorów wy­
różnia się inhibitory fizjologiczne, występujące w komórkach, przestrze­
niach komórkowych, osoczu krwi i płynach ustrojowych oraz inhibitory 
niefizjologiczne wyizolowane z drobnoustrojów, roślin oraz zwierząt niż­
szych. Te ostatnie zostały opisane w artykule Worowskiego [63].
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IN H IB IT O R Y  TK A N EK  ZW IERZĘCYCH

W ostatnim ćwierćwieczu ukazało się niewiele prac dotyczących en­
dogennych inhibitorów proteinaz tiolowych, do których zalicza się ka- 
tepsynę B. Część tych danych jest w dodatku niezbyt ścisła z powodu 
niedostatecznej charakterystyki użytych enzymów. Na przykład, jeżeli 
używa się p-nitroanilidu-benzoilo-argininy do oznaczania aktywności, 
enzymem rozkładającym substrat może być nie tylko katepsyna B, ale 
również katepsyna H lub ich mieszanina. Katepsyna H bowiem, podob­
nie jak katepsyna B, rozkłada N-podstawione syntetyczne substraty, np. 
benzoilo-L-arginino-(3-naf tylamid [29].

Po raz pierwszy Finkenstaedt [9] w roku 1957 doniósł o obecności 
termostabilnego i dializującego inhibitora katepsyny B i C w superna­
tan d e  homogenatu wątroby szczura. W następnych latach ukazało się 
szereg prac dotyczących niskocząsteczkowych inhibitorów proteinaz tio­
lowych, a więc i katepsyny B. Inhibitory te stwierdzono m. in. w białku 
jaja kurzego [25], skórze [20, 21], ekstrakcie z mięśni szczura [49], leuko­
cytach i śledzionie [32], płucach [38, 51] oraz chrząstce nosowej wołu
[45].

W roku 1979 Lenney i wsp. [33] znaleźli niskocząsteczkowe inhibi­
tory katepsyny B i H w 12 badanych tkankach szczura i człowieka, jak 
również u kur, ryb, żab oraz organizmów niższych (protozoa). U ludzi 
najwięcej inhibitorów występuje w wątrobie i nerkach, a także w ery­
trocytach, natomiast nie stwierdza się ich obecności w surowicy krwi. 
Autorzy oczyścili częściowo inhibitor katepsyny B oraz inhibitor katep­
syny H i stwierdzili, że obydwa występują pod postacią kilku form mo­
lekularnych. Stosunek ilościowy obu inhibitorów jest różny w poszcze­
gólnych tkankach, z czego wyciągnięto wniosek, że są to dwa odrębne 
białka. Nie można jednak wykluczyć, że mogą to być różne formy tego 
samego inhibitora, różniące się powinowactwem do poszczególnych ka- 
tepsyn. Zarówno inhibitory katepsyny B, jak i H z nerki wieprzowej 
mają m. cz. 11 000 daltonów, inhibitory z płuc szczura zaś 14 000.

Kominami i wsp. [31] wyizolowali inhibitor proteinaz tiolowych z wą­
troby szczura hamujący katepsyny: B, H i L oraz papainę. Inhibitor ten 
o m. cz. 11 500 daltonów występuje pod postacią trzech form molekular­
nych o pi 4,9, 5,2 i 5,6. Współczynnik aktywności specyficznej inhibitora
do określonej proteinazy tiolowej pozostaje nie zmieniony na poszczegól­
nych etapach oczyszczania, co według autorów wskazuje na jedno biał­
ko o szerokim spektrum hamowania. Jest także prawdopodobne, że po­
szczególne formy molekularne pochodzą z różnego typu komórek.

Ostatnio Hirado i wsp. [18] stwierdzili obecność inhibitora katepsy­
ny B w cytozolu homogenatu tkanek szczura. Największą aktywność
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inhibitorową wykazywał cytozol tarczycy, grasicy i żołądka, niższą wątro­
by, nerek, płuc itp. Surowica zawiera tylko śladowe ilości inhibitora. In­
hibitor wyizolowany z wątroby o m. cz. 12 400 daltonów i p i 5,04 jest 
termostabilny. Nie stwierdzono obecności form molekularnych. Inhibi­
tor ten hamuje katepsyny: B, B2, H, L, C i papainę, nie hamuje katepsyn 
A i D ani trypsyny i chymotrypsyny. W wyciągach z tkanki łożyska 
ludzkiego (9-tyg. i dojrzałego) oraz warstwy kosmówkowo-doczesnowej 
błon płodowych występuje także inhibitor hamujący katepsynę B wy­
izolowaną z łożyska ludzkiego oraz papainę [61]. Podczas oczyszczania 
stwierdzono obecność zarówno inhibitora dializującego, jak i niediali- 
zującego. Prawdopodobnie inhibitor dializujący jest produktem degrada­
cji inhibitora niedializującego.

Fizjologiczne znaczenie inhibitorów proteinaz tiolowych nie zostało 
do tej pory poznane. Prawdopodobnie odgrywają one dużą rolę w ochro­
nie przed niekontrolowanym działaniem proteinaz tiolowych. Przykłado­
wo w stanach patologicznych, lizosomalne proteinazy leukocytów i ma- 
krofagów biorą udział w destrukcji tkanki płucnej prowadzącej do ro­
zedmy płuc [19, 44]. Badania nad rolą proteinaz w tym procesie skupiły 
się głównie na enzymach trypsyno- i chymotrypsyno-podobnych oraz ko- 
lagenazie, niemniej i katepsyna B została wyizolowana z tkanki płuc 
[51]. Według Orłowskiego i wsp. [38] jest ona zlokalizowana w makro- 
fagach płuc. Wiadomo, że katepsyna B jest zdolna nie tylko do degra­
dacji kolagenu in vitro [7], ale także do aktywacji latentnej kolagenazy 
[8]. Procesy proteolizy w płucach znajdują się pod kontrolą cą-antytryp- 
syny endogennego inhibitora proteinaz. Johnson i Travis [23] stwierdzili, 
że katepsyna B może także inaktywować cti-antytrypsynę i tym samym 
osłabić odporność płuc na działanie proteinaz. Można więc założyć, że 
komórkowe inhibitory katepsyny B i innych proteinaz stanowią drugą 
linię obrony tkanki płuc.

Istnieją także dane, że pewne stany patologiczne mięśni, takie jak 
dystrofia i nieprawidłowy wzrost, są wynikiem zwiększonego kataboliz­
mu białek w mięśniach. Sugeruje się udział enzymów lizosomalnych 
w tym procesie [34, 49]. W badaniach in vitro stwierdzono, że leupeptyna, 
inhibitor katepsyn B i H, zmniejsza stopień degradacji białek w mięś­
niach szkieletowych i mięśniu sercowym [34]. Tym samym inhibitory 
komórkowych enzymów tiolowych mogą pełnić funkcję ochronną.

Katepsynie B przypisuje się również udział w inwazji procesu no­
wotworowego i tworzeniu się przerzutów [43, 52, 57], a inhibitory ze 
śledziony oraz leukocytów hamują tworzenie się przerzutów u myszy 
z doświadczeniami nowotworowymi płuc [13, 14].
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IN H IB IT O R Y  SUROW ICY K R W I

W warunkach fizjologicznych katepsyna B występuje w surowicy 
krwi w ilościach śladowych. Pietras i wsp. [41, 42] zaobserwowali wzrost 
jej poziomu w dwu ostatnich trymestrach ciąży, a także jej pojawienie 
się u kobiet w czasie cyklu miesięcznego, skorelowane z poziomem estro­
genów. Stwierdzili także wzrost poziomu katepsyny B w pewnych sta­
nach chorobowych, jak: gruczolaki, gruczolaki z towarzyszącą dysplazją 
oraz w nowotworach zależnych od dwuetylostilbestrolu. Co ciekawe, 
autorzy nie zaobserwowali wzrostu aktywności w wielu badanych cho­
robach zapalnych i metabolicznych o charakterze nienowotworowym, 
pomimo podwyższonego poziomu innych enzymów lizosomalnych [42]. 
Poziom katepsyny B w surowicy, według nich jest ściśle skorelowany 
ze wzrostem komórek, niezależnym od ich typu.

Regulacja aktywności katepsyny B w surowicy krwi może zacho­
dzić poprzez obecne w niej inhibitory. Większość dobrze poznanych in­
hibitorów surowicy krwi, z wyjątkiem a2-makroglobuliny, to inhibitory 
proteinaz serynowych [17, 50]. W surowicy występują jednak również
inhibitory proteinaz tiolowych.

Snellman i Sylven [53, 54] donosili, że haptoglobina (Hp) jest in­
hibitorem katepsyny B. Natomiast Starkey i Barrett [55] podają, że 
głównym inhibitorem katepsyny B w surowicy jest a2-makroglobulina, 
słabsze hamowanie wykazuje immunoglobulina G, zaś Hp jest nieak­
tywna jako inhibitor katepsyny B przy użyciu do badań substratów 
niskocząsteczkowych. Pagano i wsp. [40] potwierdzili hamujące działa­
nie Hp na aktywność katepsyny B. Procent hamowania, mającego cha­
rak ter kompetycyjny, rośnie wraz z ciężarem cząsteczkowym użytego 
substratu. Z drugiej zaś strony, katepsyna B nie ma wpływu na zmianę 
ruchliwości elektroforetycznej Hp czy też jej kompleksu z hemoglobiną. 
Ostatnio Kalsheker i wsp. [24] stwierdzili, że hamowanie katepsyny B 
przez Hp jest odwracalne w obecności monospecyficznych przeciwciał 
antyhaptoglobinowych. Pagano' i wsp. [40] wskazują na ewentualne fi­
zjologiczne znaczenie hamowania katepsyny B przez Hp w przebiegu 
procesów zapalnych, przebiegających, jak wiadomo, ze zwiększoną prze­
puszczalnością błon lizosomalnych [12, 44]. W myśl hipotezy Koja [30], 
w odpowiedzi na pojawienie się lizosomalnych katepsyn, hepatocyty pro­
dukują i zwalniają białka „ostrej fazy”, do których należy Hp. Białkom 
„ostrej fazy” przypisuje się rolę adaptacyjną i regulatorową w przebie­
gu proteolizy tkankowej.

Jak  już wspomniano, głównym inhibitorem katepsyny B występu­
jącym w surowicy krwi jest a2-makroglobulina. Inhibitor ten wykazuje 
bardzo szerokie spektrum działania [17], hamuje zarówno endopeptydazy
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pochodzenia zwierzęcego, roślinnego oraz bakteryjnego (proteinazy se- 
rynowe, tiolowe, karboksylowe i metalopeptydazy), jak również egzo- 
peptydazy (karboksypeptydazę) łącząc się z nimi nieodwracalnie. In­
terakcja a2-makroglobuliny z proteinazami może być sklasyfikowana 
jako coś pośredniego pomiędzy reakcją antygen—przeciwciało a typo­
wą reakcją inhibitor-proteinaza [17]. Proteinazy odszczepiają fragment 
peptydowy od a2-makroglobuliny, w wyniku czego ulega ona zmianom 
konformacyjnym umożliwiającym wiązanie się z enzymem poza jego 
centrum katalitycznym. Inhibitor stanowi w ten sposób jedynie przeszko­
dę przestrzenną dla substratów wielocząsteczkowych, gdyż kompleks 
a2-makroglobulina—proteinaza posiada zdolność hydrolizowania sub­
stratów niskocząsteczkowych. Kompleks ten jest traktowany przez u- 
strój jako obce białko i szybko eliminowany z krwiobiegu [37].

Stan równowagi pomiędzy proteinazami a ich inhibitorami jest szcze­
gólnie ważny w przebiegu procesów wzrostu. I tak  w przypadku a2-ma- 
kroglobuliny stwierdza się jej wyższy poziom u dzieci niż u dorosłych
[11] oraz 20% wzrost poziomu podczas ciąży [10], Kobiety nieciężarne 
mają 20% wyższy poziom a2-makroglobuliny we krwi w porównaniu 
z mężczyznami [11]. Całkowita zdolność hamowania proteinaz tiolo- 
wych (używając papainy jako enzymu) wzrasta odczas normalnej ciąży, 
z maksimum pomiędzy 13 a 24 tygodniem, czyli w okresie wzrostu 
i różnicowania się zarówno łożyska, jak i płodu [62]. Być może wzrost ten 
pozostaje w związku z zaobserwowanym przez Pietrasa i wsp. [42] 
wzrostem aktywności katepsyny B w ciąży skorelowanym z poziomem 
estrogenów. Za aktywność antypapinową surowicy krwi odpowiedzialne 
są głównie a2-makroglobulina oraz niżejcząsteczkowe inhibitory proteinaz 
tiolowych. Valeri i wsp. [60] donoszą, że antytrombina ma także zdolność 
hamowania papainy.

W roku 1977 Sasaki i wsp. [47] wyizolowali z surowicy krwi ludz­
kiej inhibitor hamujący proteinazy tiolowe o m. cz. 90 000 i ruchliwości 
elektroforetycznej a2-globulin. Inhibitor ten hamuje papainę, ficynę, bro- 
melinę i katepsynę B, nie hamuje zaś trypsyny ani chymotrypsyny. 
Ostatnio ukazała się praca tych samych autorów [48] wykazująca, że in­
hibitor ten występuje pod postacią trzech form molekularnych (P-l, 
P-2, P-3). Dwie z tych form, P - l  i P-2, wędrujące w rejonie a2-globulin, 
mają bardzo podobne właściwości, ale różnią się od formy P-3 wędrującej 
w rejonie ai-globulin ciężarem cząsteczkowym i pi. Fakt, że formy te wy­
kazują zgodność immunologiczną oraz że wszystkie w jednakowym stop­
niu są hamowane przez przeciwciała otrzymane przeciwko formie P-3 su­
geruje, że składają się one z identycznych podjednostek, a formy P -l  
i P-2 są pośrednimi producentami dysocjacji formy P-3. Możliwość taką 
potwierdza także obecność inhibitorów proteinaz tiolowych w moczu [58].
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Formy molekularne inhibitora proteinaz tiolowych wyizolowane z moczu 
w porównaniu do surowiczych mają nieco niższą m. cz., ale podobne wła­
ściwości antygenowe. Autorzy przypuszczają, że są to produkty degra­
dacji inhibitorów surowiczych. W przeciwieństwie' do a2-makroglobuliny, 
która hamuje aktywność proteinaz tylko wobec substratów wielkoczą­
steczkowych, inhibitory wyizolowane przez Sasaki i wsp. [47, 48] ham u­
ją aktywność proteinaz także wobec substratów niskocząsteczkowych, co 
świadczy o innym mechanizmie inhibicji. a2-Makroglobulina zbudowa­
na jest z 4 podjednostek o m. cz. 180 000 daltonów każda [3, 56]. Po­
dobną m. cz. ma forma P-3, ale do tej pory brak jest danych o ewentu­
alnej aktywności inhibitorowej poszczególnych podjednostek a2-makro- 
globuliny czy też o ich reaktywności immunologicznej. Wyklucza to 
możliwość powstawania niskocząsteczkowych proteinaz tiolowych na 
drodze degradacji a2-makroglobuliny.

Także inni autorzy donosili już wcześniej o występowaniu inhibi­
torów proteinaz tiolowych w osoczu lub surowicy krwi ludzkiej. Wy­
izolowany przez Ryley’a [46] heterogenny w elektroforezie inhibitor jest 
glikoproteidem zawierającym 10% cukrów, charakteryzuje się wysoką 
zawartością aminokwasów kwaśnych. Inhibitor ten hamuje całkowicie 
papainę, katepsynę B zaś tylko w 70% przy 10-krotnym nadmiarze 
molowym inhibitora w stosunku do enzymu. Stężenie tego inhibitora 
oznaczone metodą immunologiczną w surowicy krwi ludzi dorosłych 
niezależnie od płci wynosi 42,8 ± 6,8 mg/100 ml, a w surowicy pępowi­
nowej 24,1 ± 3,5 mg/100 ml. Jarvinen [22] natomiast oprócz inhibitora 
o ruchliwości a2-globulinowej wyizolował z surowicy krwi ludzkiej in­
hibitor proteinaz tiolowych z frakcji ai-globulinowej. Oba inhibitory po­
siadają podobne spektrum hamowania oraz zgodność immunologiczną, 
lecz różnią się m. cz. i ładunkiem.

Jak  wynika z przedstawionych w referacie danych, wiedza na temat 
fizjologicznych inhibitorów proteinaz tiolowych (z wyjątkiem a2-makro- 
globuliny) jest ograniczona. Dokładniejsze poznanie właściwości tych 
inhibitorów, ich mechanizmów działania oraz zachowanie się w stanach 
patologicznych pozwoli być może w przyszłości na ich zastosowanie w 
medycynie, to jest w diagnostyce i leczeniu.

P ra c a  by ła  f in an so w an a  z P rob lem u  MR-I-9.
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K O M U N I K A T

W SPR A W IE B IB L IO G R A F II PRA C BIO CH EM ICZN Y CH

W  1982 r. u k aza ła  się „B ibliografia  polskich p rac  b iochem icz­
nych  1945 - 1975”. Z m yślą  o k o n ty n u o w an iu  w y d aw n ic tw a  w  m n ie j­
szych przedzia łach  czasowych, K om ite t B iochem ii i Biofizyki oraz 
Polsk ie  T ow arzystw o  Biochem iczne p ra g n ą  rozpocząć p racę  nad  ze­
b ran ie m  bib liografii  za la ta  1976 - 1980. W zw iązku z ty m  zrwóciliśm y 
się do k ie ro w n ik ó w  p laców ek  biochem icznych w  k ra ju  z p rośbą  o p rz y ­
słanie  spisu p u b lik ac j i  za te n  okres. Pon iew aż  je d n a k  wiele p rac  
biochem icznych p o w sta je  w  innych p laców kach , p ros im y  au to rów  
o p rzysłan ie  spisu p rac  bezpośrednio  pod ad resem :

P ro f ,  d r  hab. J a n in a  K w ia tk o w sk a  
K a te d ra  Biochem ii AM w e W rocław iu  

ul. C hałub ińsk iego  10, 50 - 368 W rocław .

P ra c ę  nad  b ib liografią  ba rdzo  u ła tw i sporządzenie  no tek  dok ład ­
nie w ed ług  n as tępu jącego  w zorca: n azw isk a  i in ic ja ły  au to rów , pełna  
nazw a in s ty tu c ji  (jeżeli au to rzy  pochodzą z k ilku  in s ty tuc ji  k ra jo w y ch  
lub  zagranicznych, p ro s im y  o w ym ien ien ie  w szystk ich  placówek), ty ­
tu ł  p racy  w  języku, w  ja k im  ją  ogłoszono, skó rt  nazw y  czasopisma, 
rok, tom, s trona . P ra c e  p rzeg lądow e proszę oznaczyć l i te rą  B n a  m a r ­
ginesie w ykazu . W spisie nie na leży  um ieszczać k o m u n ik a tó w  zjaz­
dowych.
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P O S T Ę P Y  B I O L O G I I  K O M O R K I T O M  10, N R  1, 1983 (55-84)

CYTOLOGICZNE EFEKTY DZIAŁANIA REZERPINY

C Y TO LO G IC A L EFFEC T OF ACTION OF R E SE R PIN E

S tan is ław a  GŁOW ACKA 

In s ty tu t  Biologii D ośw iadczalnej im. M arcelego Nenckiego PA N  W arszaw a

Streszczen ie .  R ezerp ina , lek o dzia łan iu  h ipo tensy jnym , m a  zdolność w y p ie ra n ia  
jo n ó w  w ap n ia  z fosfolip idów  s t ru k tu r  kom órkow ych . P ow o d u je  to zm iany  k o n fo r -  
m a cy jn e  i fu n k c jo n a ln e  b łon  kom órkow ych  oraz naruszen ie  hom eostazy  w a p n ia  
i ró w n o w ag i e lek tro litycznej,  co w  n as tęp s tw ie  p row adzi do zaburzen ia  a k ty w ­
ności szeregu enzym ów. P o n ad to  rezerp ina , zabu rza jąc  rów now agę  su b s tan c ji  n e u -  
rop rzekaźn ikow ych  poprzez u w a ln ian ie  ich z zakończeń nerw ow ych , u szkadza  
p rzew odn ic tw o  nerw ow e, a także zaburza  fu n k c ję  u k ład u  n eu ro endok ryna lnego . 
P rz e ja w e m  tego są np. obserw ow ane  zarów no u kręgow ców , ja k  i bezkręgow ców  
n iep raw id łow ośc i w  przebiegu  cyklu  rozrodczego po zastosow aniu  rezerpiny .

S u m m a r y .  R eserp ine, a  psychotropic  drug, can  in te ra c t  w ith  phospholip ids of in t r a ­
c e l lu la r  m em b ran es  d isp lacing  calc ium  th e re fo rm . In  consequence, th e re  m ay  occur 
co n fo rm a tio n a l  and  func tiona l a l te ra tions  in  the  cell m em b ran es  leading to d is tu rb ­
ances  in the  hom eostasis  of in trace l lu la r  calc ium  and  in  e lec tro ly tes  balance , 
w h ich  reflec t on the  enzym atic  ac tiv ity  of th e  cell. M oreover, by re leas ing  n e u ro ­
t r a n s m i t te r s  from  th e  n e rv e  te rm in a ls  re se rp in e  im pa irs  t ran sm iss io n  of signals 
a n d  th e  func tion  of th e  n eu ro en d o crin a l  system . The la t te r  m ay  re su l t  in  a b n o rm a ­
lities of th e  rep ro d u c tiv e  cycle w h a t  w as observed  both  in  v e r te b ra te s  and  in v e r ­
t e b r a te  t re a te d  w ith  reserp ine .

W STĘP

Rezerpina jest alkaloidem występującym w korzeniach wężodrzewu 
indyjskiego (Rauwoljia serpentina). Roślina ta miała szerokie zastosowa­
nie w ludowej medycynie na terenach Indii i Afryki, gdzie już przed wie­
kami leczono nią niektóre choroby psychiczne. Rezerpina została wyizolo­
wana z korzeni wężodrzewu po raz pierwszy w 1952 r. przez Schittera 
i jego współpracowników [11]. Od tamtej pory zaczęto stosować ją w me­
dycynie jako: (a) środek obniżający ciśnienie tętnicze krwi. (b) lek o swoi­
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stym działaniu uspokajającym, (c) lek przeciwalergiczny. Obecnie rezer­
pina i jej pochodne (deserpidine, syrasyngopine, rescinnamine) stosowa­
ne są powszechnie w medycynie, stanowiąc jeden ze składników mie­
szanek hipotensyjnych. Jak wykazały badania radioimmunologiczne, re ­
zerpina może wiązać się z albuminami krwi [29, 31] oraz wbudowywać 
się w tkankę nerwową [13].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie właściwości fizykoche­
micznych rezerpiny oraz cytologicznych efektów działania tego leku.

OGÓLNE W ŁA ŚC IW O ŚC I FIZY K O C H EM IC ZN E R E Z E R PIN Y

Rezerpina jest esterem metylorezerpinowym kwasu 3, 4, 5-trójmeto- 
ksybenzeosowego. Chemiczny wzór cząsteczki rezerpiny oraz głównych 
jej pochodnych przedstawiono w tab. 1.

T A B E L A  1

C hem iczna s t ru k tu ra  reze rp in y  i jej pochodnych  [31]

Nazwa leku R n R 1 8

R ezerp ina c h 3o 3,4,5-trójmetoksybezoil
D eserp id ine H 3,4,5-trójmetoksybezoil
Syrosingopine c h 3o 3 ,5 -dw um etoksy-4-e ty lkarbonatobenzo il

Cząsteczka rezerpiny posiada bardzo reaktywną kationową grupę 
iminową (-NH-), dzięki której ma zdolność reagowania między innymi 
z cząsteczkami tłuszczów [7].

O DDZIAŁYW ANIE R E Z E R PIN Y  N A  F O S F O L IP ID Y  ST R U K T U R  K O M Ó R ­
KOW YCH

Badania nad transportem jonów Ca2+ prowadzone przez Mule [37] 
wykazały, że narkotyki i inne leki działające na centralny układ nerwo­
wy — zawierające w cząsteczce grupy imidowe — mogą wypierać jony 
wapnia z fosfolipidów zawartych w błonach komórek nerwowych, upośle­
dzając jednocześnie transport Ca2+. Anionowe grupy fosforylowe w fosfo-
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Rye. 1-10. Oocyty Galleria mellonella  
Rye. 1. F ra g m e n t  p rew ite llogenetycznego  oocytu poddanego dzia łan iu  rezerpiny. 
X9600; g — złogi g likogenu w  ooplazmie (op), j — ją d ro  oocytu z otoczką tw orzącą

liczne fa łdy  (oj)

Ryc. 2. F ra g m e n t  p rew ite llogenetycznego  oocytu no rm aln ie  rozw ija jącego  się o w a­
da. X9000. Oznaczenia ja k  na  ryc. 1

Ryc. 3. F ra g m e n t  otoczki jąd row ej zmienionej patologicznie pod w pływ em  dzia ła­
n ia  reze rp in y .  X60 000; k — karyoplazm a, op — ooplazma, oj — otoczka ją d ra

Ryc. 4. F ra g m e n t  otoczki jąd ro w ej norm aln ie  rozw ija jącego  się oocytu. X60 000;
k — karyop lazm a, op — ooplazma, oj —  otoczka ją d rahttp://rcin.org.pl



Ryc. 5. F ra g m e n t  szorstk iej siateczki środp lazm atycznej (rER) w  kom órce nabłonka
fo liku la rnego  ow ada t ra k to w a n e g o  rezerp iną . X24 000

Ryc. 6. F ra g m e n t  rER  z kom órk i fo liku la rne j  n o rm aln ie  rozw ija jącego  się owada.
X24 000

Ryc. 7. F ra g m e n t  cy top lazm y kom órk i fo liku la rne j ze znaczną liczbą rozrzuconych
w  niej m ik ro tu b u li  (t). X24 000

http://rcin.org.pl



Ryc. 8. F ra g m e n t  ooplazm y z patologicznie rozszerzonym i k a n a ła m i szorstkiej s ia ­
teczk i ś rodp lazm atyczne j (rER). X12 000; L  — lip idow e k u le  żółtka

Ryc. 9. F ra g m e n t  n o rm a ln ie  rozw ija jącego  się oocytu z o d k ład a jący m i się w  oopla- 
zmie k u la m i żółtka  lip idow ego i białkowego. X12 000; L — lip idow e k u le  żółtka,

p — b ia łkow e k u le  żółtka
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Rye. 10. F ra g m e n t  ściany ru rk i  ja jn ikow ej ow ada poddanego dz ia łan iu  reze rp in y  
X 12 000; W łókna m ięśniow e (wm) rozszczepione są n ie jednok ro tn ie  n a  drobne p a ­
sem ka, Z — s tre fa  „Z” mięśnia, m — m itochondria , t  — tchaw ki, bk  — błony ko­

m órek  m ioepitelia lnych, bz — blaszka zew nę trzna  ściany ru rk i  ja jn ikow ej

http://rcin.org.pl



D Z I A Ł A N I E  R E Z E R P I N Y 57

lipidach posiadają duże powinowactwo do wapnia i mogą działać jako w y­
mienniki jonowe w kontroli przepływu jonów przez błony. Wiązanie 
cząsteczek rezerpiny z fosfolipidami powoduje uwolnienie wapnia z błon 
komórek nerwowych [37], komórek mięśnia sercowego [8], a także komó­
rek tkanki naczyniowej [5, 8]. Przyczynia się to zarówno do zmian 
w strukturze błon, jak i zaburzeń metabolizmu i funkcji fosfolipidów. 
Zmiany w zawartości wapnia prowadzą do zmian elektrofizjologicznych 
właściwości błon [34]. Wytwarza się silna depolaryzacja błon powodująca 
wzrost selektywnej przepuszczalności dla jonów Na+, a w następstwie 
zwiększenie wewnątrzkomórkowego stężenia jonów sodu [6, 27, 37]. Ta­
kie uszkodzenie s truktury  i funkcji błony przejawiać się mogą np. w upo­
śledzeniu przewodzenia jonów w neuronie [37] lub w zaburzeniu wchła­
niania komórkowego, co wpływa bezpośrednio na procesy różnicowania 
się komórek [38, 42].

Przytoczone wyniki badań dotyczących oddziaływania rezerpiny na
błony komórkowe zostały uzupełnione w ostatnich latach analizą ultra- 
strukturalną komórek tworzących pęcherzyki jajowe mola woskowego, 
Galleria mellonella L. [16]. Pod wpływem działania rezerpiny obserwo­
wano znaczne zwiększenie przestrzeni międzykomórkowych, co prawdo­
podobnie spowodowane zostało zmianami w strukturze błon komórko­
wych oocytów, trofocytów i komórek nabłonka folikularnego. Zmiany 
obserwowano także w otoczce jądrowej rozwijającego się oocytu. Otocz­
ka ta była silnie pofałdowana (rye. 1, dla porównania ryc. 2) i tworzy­
ła liczne wypustki, a niekiedy całe jej fragmenty ulegały destrukcji
(ryc. 3, dla porównania ryc. 4). Obserwowano również zniekształcenia in­
nych struktur błoniastych np. siateczki śródplazmatycznej, której kanali­
ki ulegały silnym rozszerzeniom (ryc. 5 i 7; dla porównania ryc. 6 i 8).

W PŁY W  R E Z E R P IN Y  NA H O M EO STA ZĘ W A PN IA

Uwolnienie jonów wapnia z ich charakterystycznych wiązań naru ­
sza homeostazę wapnia oraz równowagę elektrolityczną. U ssaków (ko­
ty, psy, króliki, szczury) poddanych działaniu rezerpiny obniżał się po­
ziom wapnia i potasu w krwi, podczas gdy poziom jonów sodu i magne­
zu wzrastał [6, 27], Opisano także wzrost poziomu jonów wapnia w eks­
krementach szczurów traktowanych rezerpiną [8]. Obecność jonów wap­
nia niezbędna jest dla prawidłowego przebiegu cyklu mitotycznego. Ba­
dania Lewisa i wsp. [30] ujawniły, że rezerpina obniża znacznie aktyw­
ność mitotyczną komórek w rozwijających się mózgach szczurów. Na­
tomiast w komórkach niektórych roślin, niedobory jonów wapnia zwię­
kszają częstość występowania spontanicznych mutacji w chromosomach
[12]. Ponadto, niektóre środki chemiczne z grupy tzw. związków alki-
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lujących, np. etylenoiminy, mogą wywoływać mutacje typu pęknięć chro­
mosomów [12]. Na temat ewentualnego bezpośredniego oddziaływania 
grupy iminowej rezerpiny z genomem komórki trudno jest w tej chwili 
snuć jakiekolwiek przypuszczenia.

W PŁY W  D ZIA ŁA N IA  R E Z E R PIN Y  NA AKTYW NOŚĆ E N Z Y M A TY C ZN Ą

Rezerpina może powodować również zmiany w układzie enzyma­
tycznym komórek. Lek ten należy do grupy leków zwanych neurolepty­
kami, wśród których najbardziej znanymi są: fenotiazyna, chlorproma- 
zyna, flufenazyna, tioksantyna i chlorprotiksen. Rezerpia tak, jak pozo­
stałe z wymienionych leków, może wpływać na aktywność niektórych 
enzymów [34] poprzez usunięcie jonów wapnia z błon i unieczynnienie 
cyklazy adenylowej, w wyniku czego następują zaburzenia w funkcjono­
waniu cyklicznego AMP [34, 51]. W podobny sposób tłumaczono wystę­
powanie zaburzeń w przebiegu procesów fosforylacji oksydacyjnej w mi- 
tochondriach komórek mózgu [38] oraz mięśnia sercowego [40] u zwie­
rząt poddanych działaniu rezerpiny. Poza tym, neuroleptyki i niektóre 
leki psychotropowe hamują aktywność fosfodwuesterazy cyklicznego 
AMP [26, 49, 51]. Jak sugerują Wolff i Brostrom [51], mechanizm dzia­
łania leków neuroleptycznych na układ enzymatyczny polega na bloko­
waniu kalmoduliny — czynnika zależnego od jonów wapnia i regulują­
cego aktywność szeregu enzymów. Leki psychotropowe hamują również 
Ca2+—Mg2+—ATPazę erytrocytów ludzkich [26]. Na podstawie przepro­
wadzonej analizy kinetycznej wysunięto hipotezę, że mechanizm takiego
hamującego działania leku polega na uszkadzaniu kompleksów typu 
białko—białko pomiędzy Ca2+—Mg2+—ATPazą i aktywną cząsteczką 
kalmoduliny. Potwierdziły to badania Weisa1 i wsp. [49], którzy wykazali, 
że rezerpina posiada wysoką zdolność wiązania się z kalmoduliną w miej­
sce wapnia. Zatem szereg procesów komórkowych regulowanych przez 
biologicznie czynną kalmodulinę (związaną z wapniem) może zostać u- 
szkodzonych w wyniku działania rezerpiny. W badaniach nad wpływem
działania rezerpiny na strukturę rozwijających się oocytów owadów [15, 
16] obserwowano między innymi znaczne nieprawidłowości w występo­
waniu mikrotubuli (ryc. 9) oraz odkładania się glikogenu (ryc. 1, 2). 
Uzyskane wyniki sugerują, że rezerpina, dzięki zdolności wypierania 
wapnia z połączeń z kalmoduliną, a więc blokowania aktywności bio­
logicznej tego białka, mogła w danym przypadku zaburzyć procesy gli- 
kogenolizy, a także procesy depolimeryzacji dimeru tubuliny. Podobnie, 
zmiany w układzie włókien mięśniowych w komórkach mioepitelialnych 
rureczek jajnikowych tego owada również wydają się wskazywać na za­
kłócenia w regulacji enzymatycznej ich cyklu skurczowo-rozkurczowe- 
go (ryc. 10).
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INNE E FE K T Y  D ZIA ŁA N IA  R EZ E R PIN Y

D Z I A Ł A N I E  R E Z E R P I N Y  N A  S U B S T A N C J E  N E U R O P R Z E K A Ż N I K O W E

Jak  wspomniano we wstępie, głównym efektem działania rezerpiny 
na organizmy kręgowców jest obniżenie ciśnienia tętniczego krwi. Efekt 
ten uzyskiwany jest nie tylko na skutek zaburzeń równowagi elektro­
litycznej i homeostazy wapnia, lecz także w wyniku stymulowanego 
przez rezerpinę uwalniania katecholamin (dopaminy, noradrenaliny, adre­
naliny) oraz indoloaminy (serotoniny) zmagazynowanych w zakończe­
niach nerwowych [18, 43, 44], Ponadto, rezerpina wpływa na aminy bio­
genne zmagazynowane w pęcherzykach ziarnistych w przestrzeniach 
międzyneuronalnych [17, 44], Cząsteczki leku wiążą się z błonami tych 
pęcherzyków powodując w nich konformacyjne zmiany [41]. Efektem 
działania rezerpiny jest także uaktywnienie enzymów: oksydazy monoa- 
minowej (MAO) i katecholo-O-transferazy (COMT), rozkładających ka- 
techolaminy [1, 18]. Rezerpina wywiera wpływ na poziom katecholamin 
zarówno w centralnym układzie nerwowym, jak i w obwodowym, co 
wykazały badania prowadzone przy zastosowaniu metod: fluorescencji 
[17, 18], autoradiografii [1] oraz analizy ultrastrukturalnej [19, 22, 53].

W prowadzonych w ostatnich latach badaniach nad lokalizacją ko­
mórek zawierających aminy biogenne w mózgu mola woskowego, Gal­
leria mellonella L. [45], oraz funkcjonalną współzależnością pomiędzy 
tymi komórkami a komórkami neurosekrecyjnymi [46-48], jedną serię 
doświadczeń wykonano po zastosowaniu rezerpiny. Wpływ działania re­
zerpiny obserwowano zarówno w ultrastrukturze komórek aminoergicz- 
nych, jak i neurosekrecyjnych. (Działanie rezerpiny na komórki neuro- 
sekrecyjne owadów omówiono w jednym z następnych rozdziałów). 
Wstrzyknięcie 125 ąg lub 250 ąg rezerpiny (na gram wagi ciała) do 
jamy ciała gąsienic ostatniego stadium larwalnego badanego owada po­
wodowało znaczne zmniejszenie liczby pęcherzyków zawierających ami­
ny (dense-cored vesicles) tak w perikaryonach, jak i w wypustkach ko­
mórek aminoergicznych. Zmiany te utrzymywały się przez długi czas 
i obserwowane były nawet po 48 godz. od chwili wstrzyknięcia leku. 
Długotrwałe działanie rezerpiny stwierdzone było także przez innych 
badaczy [28, 30, 32, 41].

E F E K T Y  D ZIA ŁA N IA  R E Z E R PIN Y  NA O RG A N IZM Y  KRĘGOW CÓW

Poprzez zaburzenie równowagi substancji neuroprzekaźnikowych 
oraz uszkodzenie wchłaniania komórkowego, rezerpina może wywierać 
bezpośredni wpływ na proliferację i aktywność komórek, co stwierdzono 
np. w mózgach nowo narodzonych zwierząt [30, 38]. Po długotrwałym 
stosowaniu rezerpiny obserwowano ponadto występowanie wtórnych
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zmian w mięśniu sercowym, wątrobie, korze nadnerczy [52]. Zmiany te 
powstały w wyniku ostrej niewydolności krążenia, spowodowanej uszko­
dzeniem równowagi substancji neuroprzekażnikowych.

Wieloletnie badania prowadzone na zwierzętach oraz obserwacje 
kliniczne kobiet ujawniły oddziaływanie rezerpiny na układ endokry- 
nalny. Rezerpina hamuje niektóre funkcje podwzgórza (Hypothalamusa), 
w wyniku czego zaburzone zostaje funkcjonowanie przysadki mózgowej, 
zwłaszcza jej przedniego płata [25, 35, 36, 41]. W następstwie tego 
obserwowano między innymi zakłócenia w funkcji tarczycy i gonad. 
Stwierdzono również, że długotrwałe stosowanie rezerpiny powoduje 
silne zaburzenia cyklu rozrodczego ssaków, np. wstrzymanie owulacji 
i przyspieszenie laktacji [2, 3, 10, 25, 35, 36].

E FE K T Y  D ZIA ŁA N IA  R E Z E R PIN Y  NA ORGANIZM Y OWADÓW

W p ł y w  r e z e r p i n y  n a  g o n a d y  o w a d ó w .  Wyniki przytoczonych badań 
nasunęły przypuszczenie, że rezerpina może być czynnikiem skutecznie 
osłabiającym zdolności rozrodcze owadów. Toteż wpływ tego leku na 
gonady owadów stał się przedmiotem zainteresowania wielu badaczy.

Po podaniu w pożywieniu różnych dawek rezerpiny stwierdzono 
znaczne zmniejszenie lub całkowite zahamowanie owulacji u Tribolium 
confusum  [23]. Późniejsze badania prowadzone na Tribolium confusum  
i Musca domestica [20, 21, 24] wykazały, że rezerpina może powodować 
zmniejszenie liczby składanych jaj na skutek zahamowania procesów ich 
dojrzewania. Banschotór [4] zaobserwował, że zastosowanie diety rezer- 
pinowej z różną zawartością leku powodowało u Anastrepha ludens nie 
tylko zahamowanie rozwoju i składania jaj, ale także zmniejszenie 
i zniekształcenie gonad żeńskich, natomiast w gonadach męskich tego 
owada nie stwierdzono żadnych zmian. W gonadach męskich T. confu­
sum  rezerpina hamowała wzrost gruczołów dodatkowych (accessory 
glands) [33], podczas gdy w gonadach żeńskich tego owada obserwowano 
zahamowanie wzrostu objętości germarium i oocytów, a także zmniej­
szenie ogólnej liczby produkowanych jaj.

Badania nad wpływem działania rezerpiny na rozwój pęcherzyków 
jajowych Galleria mellonella L. dostarczyły dalszych informacji [14-16]. 
Okazało się, że podanie rezerpiny gąsienicom ostatniego stadium larwal­
nego mola woskowego spowodowało' nie tylko zmniejszenie liczby pro­
dukowanych pęcherzyków jajowych [14], ale także szereg zmian morfo­
logicznych [15] i ultrastrukturalnych [16], Nieprawidłowości struktural­
ne obserwowano w oocytach, trofocytach i w komórkach nabłonka foli- 
kularnego. Główne z nich, to wspomniane zniekształcenia błon komór­
kowych, otoczki jądrowej i innych struktur błoniastych (np. szorstkiej 
siateczki śródplazmatycznej) oraz występowanie mikrotubuli i nadmier­
ne odkładanie się glikogenu.
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W p ł y w  r e z e r p i n y  n a  u k ł a d  e n d o k r y n a l n y  i n e r w o w y  o w a d ó w .  Auto­
rzy przytoczonych w poprzednim rozdziale prac sugerowali, że rezerpina 
działa na układ neuroendokrynalny owadów [9, 14, 24, 33], analizy prze­
prowadzone przy użyciu mikroskopu świetlnego wykazały bowiem nad­
mierne nagromadzenie materiału neurosekrecyjnego w komórkach neu- 
rosekrecyjnych położonych w pars intercerebralis. Występowanie ta ­
kiego zjawiska stwierdzono u Tenebrio molitor i Tribolium confusum  
z rzędu Coleoptera [33] oraz Galleria mellonella z rzędu Lepidoptera [9]. 
Badania ostatnich lat przeprowadzone przy zastosowaniu mikroskopu 
elektronowego potwierdziły te hipotezy [46-48]. Po podaniu (drogą iniek­
cji) 1,25 pg rezerpiny na 1 g wagi ciała owada obserwowano niewielkie 
zwiększenie ilości neurosekretu w komórkach pars intercerebralis, wi­
doczne jednak dopiero po upływie około 48 godz. Znacznie wcześniej 
i bardzo wyraźnie ujawnił się wpływ rezerpiny, gdy zastosowano 100- 
krotnie większą dawkę (125 pg/g wagi ciała). Już po 9-16 godz. od chwi­
li wstrzyknięcia leku obserwowano proces nadmiernego gromadzenia się 
neurosekretu, a po 24-48 godz. zmiany te ujawniały się jeszcze bardziej. 
Autorzy tych prac sugerowali, że przyczyną obserwowanego zjawiska 
jest przemijające, aczkolwiek długotrwałe, uszkodzenie mechanizmów 
odpowiadających za transport materiału neurosekrecyjnego wzdłuż ak­
sonów. Przypuszcza się, że zaburzenia w układzie neuroendokrynalnym 
owadów, obserwowane po podaniu rezerpiny, były powodem znacznego 
przedłużenia czasu trwania ostatniego stadium larwalnego mola wosko­
wego [9, 14].

Inne rzejawy działania rezeriny na układ nerwowy owadów ba­
dano u Formica rufa [28], Musca domestica [50], Tribolium confu­
sum  [39]. Polegały one na obniżonej aktywności ruchowej, niezdolności 
do lotu, zahamowaniu reakcji fototropowej oraz na utracie kontaktu po­
między owadami żyjącymi w społeczeństwach [28]. Efekty te mogły być 
spowodowane jednak nie tylko zaburzeniem równowagi neurotransmi- 
terów, lecz także zmianą poziomu elektrolitów w hemolimfie, którą 
obserwowano np. u G. mellonella. Po podaniu rezerpiny w hemolimfie 
tego owada następował znaczny wzrost poziomu jonów sodu i potasu [9].

Na zakończenie należy zwrócić uwagę na fakt, że zastosowanie re­
zerpiny do badań nad morfologią i funkcjonowaniem układu neuro- 
endckrynalnego owadów [45-48] oraz wpływem zaburzeń hormonalnych 
na rczwój [14] i zdolności rozrodcze owadów [15, 16], nie tylko uzupeł­
niło dotychczasowe informacje o wielopoziomowym działaniu rezerpiny, 
ale także pozwoliło prześledzić efekty tego działania na organizm jed­
nego gatunku owada. Wydaje się, że wyniki tych badań mogą być wy­
korzystane do opracowania metody biologicznej walki z owadami szko­
dliwymi. Poza tym, poznanie cytologicznych efektów działania rezerpiny 
może być przydatne dla medycyny.
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