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NAZWY SYSTEMATYCZNE ENZYMÓW WYMIENIONYCH W TEKŚCIE 

Akonitaza - Hydro - liaza cytrynianu /izocytrynianu / EC 4. 2. 1. 3 

Aminotransferaza asparaginianowa - Aminotransferaza L asparagi-

nian: 2-oksoglutaran EC. 2. 6. 1. 1 

Dehydrogenaza glutaminianowa - Oksoreduktaza L glutaminian: 

NAD/P/ /dezaminująca/ EC. 1.4.1.3 

Dehydrogenaza izo cytrynianów a NADP zależna /IDHNADP/ - oksy-

doreduktaza treo-D -izocytrynian: NADP /dekarbo-s 
ksylująca/ EC. 1. 1. i. 42 

Dehydrogenaza izo cytrynianów a NAD zależna /IDHNAD/ - Oksydo-

reduktaza treo-D -izocytrynian: NAD /dekarboksylująca s 
EC. 1.1.1. 41 

Dehydrogenaza mleczanowa /LDH/ - Oksydoreduktaza L-mleczan: 

NAD EC. 1. 1. 1. 27 

Dehydrogenaza jabłczanowa - Oksydoreduktaza L-Jabłczan: NAD 

EC. 1.1.1.37 

Fosfofruktokinaza - 1-Fosfotransferaza ATP:D-glukozo-6-fosforan 

EC. 2.7.1.11 

Fumaraza - Hydro-liaza L-jabłczan EC. 4. 2. 1. 2. 

Karboksylaza acetylo-CoA - Ligaza acetylo - CoA: dwutlenek 

węgla /ADP/ EC. 6. 4. 1. 2 

Liaza ATP cytrynianowa - Szczawiooctowa - liaza ATP: cytrynian 

EC. 4. 1. 3. 8 

Syntaza cytrynianowa - Szczawiooctowo-liaza cytrynianu / acetylu-

jąca CoA/ EC. 4. 1. 3. 7 
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STOSOWANE SKRÓTY I SYMBOLE 

Acetylo-CoA - acetylo-koenzym A 

ADP - adenozyno-5' -dwufosforan 

AMP - adenozyno-5' -monofosforan 

ATP - adenozyno-5* -trójfosforan 

CTP - cytydynotrójf osforan 

CBF - mózgowy przepływ krwi 

CoA - koenzym A 

Cr - kreatyna 

CrP - fosfokreatyna 

DTT - ditiotreitol 

EDTA - kwas etylenodwuaminoczterooctowy 

EEG - elektro encef alogram 

GABA - kwas ys. amino masło wy 

Hepes - kwas N-2-hydroksyetylopiperazyno-N' -2-etano 

sulfonowy 

Km - stała Michaelisa 

NAD, NADH - utleniona i zredukowana forma dwunukleotydu 

nikotynoamido - adenino wego 

NADP, NADPH - utleniona i zredukowana forma fosforanu dwu­

nukleotydu nikotynoamido-adeninowego 

NBT - błękit nitrotetrazolowy 

NCS - solubilizator tle anie owy 

o. u. n. - ośrodkowy układ nerwowy 

p - prawdopodobieństwo 

Pa02  '  - prężność cząstkowa tlenu 

PaCO^ - prężność cząstkowa dwutlenku węgla 

Pi - fosforan nieorganiczny 

SD - odchylenie standardowe 

SDS - siarczan dodecylu 

SEM - błąd średniej arytmetycznej 

TCA - kwas trójchlorooctowy 
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2-amino-2-hydroksymetylopropan- 3, 3-diol 

trójfenylometylofosfonian 

tetrafenyloboran 

liczba obrotów /turnover number/ 
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WSTĘP 

Jednym z głównych produktów przemian biochemicznych ko­

mórki jest cytrynian. Metabolizm tego związku łączy się z wytwa­

rzaniem energii, z dostarczaniem substratów do syntez, pośredni­

czy w powiązaniu przemian białek, cukrów i tłuszczów, spełnia 

rolę regulatora szeregu reakcji chemicznych zachodzących w ustroju. 

W niniejszym wstępie omówiono przemiany cytrynianu na poziomie 

subkomórkowym, powiązanie tych przemian z ogólnym metabolizmem 

komórki oraz mechanizmy odpowiedzialne za prawidłowy przebieg 

reakcji w których uczestniczy ten związek. . 

Dotychczasowe dane dotyczące metabolizmu cytrynianu w mózgu 

były nieliczne i fragmentaryczne. W omówieniu wykorzystano za­

tem informacje dostępne w literaturze pochodzące z badań prowa­

dzonych na różnych organizmach i różnych tkankach, a w przewa­

żającej części na wątrobie. 

1. Metabolizm cytrynianu w komórce 

1.1. S ynt ez 

Węglowodany, białka, tłuszcze po kolejnych etapach degrada­

cji zachodzących w organiźmie, przekształcane są do acetylo-CoA 

często określanego jako aktywny kwas octowy. Związek ten w wy­

niku kondensacji aldolowej z kwasem szczawiooctowym wytwarza 

trójkarboksylowy kwas cytrynowy /Schemat l/. 

Reakcja ta zachodzi w mitochondriach w obecności syntazy cytry­

nianów ej i jest pierwszą z szeregu reakcji wchodzących w skład 

cyklu kwasu cytrynowego opracowanego w 1937 r. przez Krebsa 

/96, 97/. 
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H2C 
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// 
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I I I 2  

COOH COOH COOH 

kwas 
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Schemat 1. Synteza kwasu cytrynowego. 

Syntaza cytrynianowa, katalizująca reakcję syntezy cytry­

nianu jest obecna we wszystkich badanych organizmach i tkankach 

/139/. Wysoka aktywność tego enzymu /V = 100-200 m.umoli/mg 
m ax / 

białka/min/ pochodzącego z różnych źródeł /wątroba, serce, droż­

dże, bakterie, cytryna/ jest silnie hamowana przez nukleotydy ade-

ninowe /80, 81, 95, 186, 187/. 

Inhibicja ta jest kompetycyjna w stosunku do acetylo-CoA, a w przy­

padku enzymu z wątroby szczura również do szczawiooctanu. Z da­

nych kinetycznych opracowanych przez Shephera wg Garlanda /64/ 

wynika, że aktywność syntazy cytrynianowej otrzymanej z wątroby 

jest najbardziej hamowana przez ATP podczas gdy ADP i AMP 

działają w mniejszym stopniu. Garland na podstawie wyników badań, 

w których hamowano aktywność syntazy cytrynianowej w obecności 

różnych stężeń ATP, ADP, AMP z zachowaniem stałego stężenia 

całej puli nukleotydów sugeruje, że na aktywność tego enzymu in 

vivo większy wpływ mają zmiany całkowitej puli energetycznej 
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komórki niż poszczególnych nukleotydów adeninowych /64/. Zwięk- |  

szenie poziomu tych nukleotydów zmniejsza powinowactwo syntazy j 

cytrynianowej do acetylo-CoA. 

Także wejście grup acetylowych do cyklu Krebsa może być regulowa-j 

ne odpowiednio do zapotrzebowania komórki na energię. Wiele da­

nych doświadczalnych przemawia za tym, że inhibitorami syntazy j 
cytrynianowej są długołańcuchowe estry acylo-CoA /13 5, 122, 233/ j 

działające kompetycyjnie z acetylo-CoA. ' 

W rozważaniach dotyczących syntezy cytrynianu w komórce nie I 

i 
wyklucza się możliwości powstawania cytrynianu po z amitochondrial ~ 

nie na drodze karboksylacji X-keto glut ar anu powstałego z glutami­

nianu do izocytrynianu w obecności dehydrogenazy izocytrynianowej 

współdzia ającej z NADP, a następnie izomeryzacji do cytrynianu /45/c  

Wydaje się jednak, że ilość £ -keto glut ar anu powstałego pozamito-

chondrialnie na drodze transaminacji glutaminianu jest niewielka, ogra­

niczona jedynie do puli metabolicznej aminokwasów będących prekurso­

rami glutaminianu. 

1. 2. Zi^^c^_cytrynmnu j^_n^itochoiidriach^ 

Powstały w mitochondriach cytrynian może ulegać końcowemu 

utlenieniu w cyklu Krebsa i łańcuchu oddechowym co łączy się z pro­

dukcją energii niezbędnej dla funkcjonowania komórki. Szybkość, 

przy której działa cykl kwasu cytrynowego, zależy w dużej mierze 
i 

od syntezy cytrynianu w mitochondriach /5/. W utlenianiu cytrynianu 

w mitochondriach biorą udział dwa enzymy: akonitaza i dehydrogenaza 

izo cytrynianów a. Akonitaza katalizuje przekształcenie cytrynianu do 

a k o n i t a n u  i  i z o c y t r y n i a n u  / S c h e m a t  2 / .  
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Schemat 2. Izomeryzacja cytrynianu. 

H,C- !CH 
I (-) i (-) i (-) 

COO COO COO 
cisakonitan 

H 

H?C C 

OH 
I 

-CH 
i (-) I (-) I (-) 

COO COO COO 
izocytrynian 

Związki te pozostają w równowadze. W pH 7. 4 w temp. 25 C wystę 

pują w ilościach: cytrynian 90. 9%, cisakonitan 2. 9%* izocytrynian 
H—h 

6. 2%. Aktywność akonitazy której kofaktorem są jony Fe jest 

silnie hamowana przez transakonitan. 

Powstały z cytrynianu izocytrynian w obecności dehydrogenazy izo-

cytrynianowej związanej z NAD ostaje przekształcony do <H -keto-

glutaranu zgodnie z reakcją: 

izocytrynian + NAD > -C-ketoglutaran + + NADH + H 

NADH utleniany jest w łańcuchu oddechowym. Utlenianie to sprzę­

żone jest z właściwą przemianą energetyczną /oksydacyjna fosfo­

rylacja/ w wyniku której komórka uzyskuje energię zmagazynowaną 

w postaci ATP. 

Reakcja katalizowana przez dehydrogenazę izoeytrynianową NAD 

zależną jest bardzo czuła na metaboliczne systemy kontrolujące. 

Aktywność tego enzymu regulowana jest przez nukleotydy adenino-

we i pirydynowe. Stymulowana jest przez AMP i NAD, hamowana 

przez ATP i NADH. Istnieje zatem ścisły związek między zapotrze­

bowaniem komórki na energię i ostatecznym utlenianiem cytrynianu. 
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Dehydrogenaza izo cytrynianów a występuje w mitoehondriach również ' 

v/ formie związanej z NADP. Jednak rola tego enzymu w mitochon- ' 
i 

driaeh i mechanizmy jego regulacji nie są jeszcze dobrze poznane, , 
! 

1. 3. Transport_c ytrynianu_z_ _mif.oc hondriów_do cytoplazmy. 

Część wytworzonego w mitochondriach cytrynianu zużywana 

jest w cytoplaźmie. W ustaleniu zależności metabolicznych między j 
i 

mitochondriami a cyt o plazmą decydującą rolę odgrywają błony mi to-| 

chondrialne, przez które zachodzi wymiana substratów i metabolitowi 

Zewnętrzna błona działa na zasadzie sita molekularnego, przepusz­

czając cząsteczki o masie do 5000 /149/. Błona wewnętrzna jest 

przepuszczalna jedynie dla cząsteczek o średnicy hydratacyjnej 

mniejszej od 0,6 nm, takich jak woda, dwutlenek węgla, tlen, któ­

re przechodzą na zasadzie dyfuzji. Pośredniki cyklu Krebsa a w tym 

i cytrynian nie dyfundują bezpośrednio przez błonę wewnętrzną mito-

chondriów /29/. Jest to uzasadnione z tego względu, że wszystkie 

enzymy cyklu Krebsa poza dehydrogenazą bursztynianową zlokalizowa­

ne są w mitochondrialnej matrix /59/ i cały cykl zachodzi w prze­

strzeni ograniczonej błoną wewnętrzną. 

Łatwa przepuszczalność błony umożliwiłaby "wyciekanie" pośredni­

ków cyklu Krebsa do cytoplazmy i w rezultacie powodowała zwal­

nianie lub całkowite zatrzymanie przemian cyklu kwasu cytrynowego. 

Z drugiej strony wiadomo, że wymiana pośredników cyklu Krebsa 

między mitochondriami i cytoplazmą jest podstawą metabolizmu 

komórki. W błonie mitochondrialnej istnieją specyficzne systemy 

umożliwiające transport poszczególnych grup metabolitów. 

Transport cytrynianu przez błonę mitochondrialną wątroby jest 

związany z transportem kwasów dwukarboksylowych i pośrednio 

z transportem nieogranicznego fosforanu /144, 151/. 

Pierwszą reakcją umożliwiającą przemieszczanie jonów przez błonę 
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mitochondrialną jest wytworzenie w wyniku oddychania mitochon- | 

driów, gradientu elektrochemicznego. Zgodnie z teorią Mitchella i 

/129/ w czasie oddychania protony są wyrzucane, na zewnętrzną stro­

nę błony podczas gdy ujemny ładunek zostaje wewnątrz. W takich 

warunkach nieograniczny fosforan przechodzi przez błonę w wyniku 

wymiany z jonami OH , a następnie może być wymieniany z kwa­

sami dwukarboksylowymi /jabłczanem/ przy udziale przenośnika 

kwasów dwukarboksylowych. Z kolei kwasy dwukarboksylowe są tran'-
I 

sportowane w wymianie z trójkarboksylowymi /cytrynian/. W wy mi al ~ 
i 

nie tej uczestniczy przenośnik dla kwasów trójkarboksylowych. 

Palmieri i wsp. wydzielili z mitochondriów wątroby i częściowo 

oczyścili jeden z przenośników trójkarboksylowych /143/. 

Są to jednak pionierskie badani' i dotychczas w zasadzie budowa 

przenośników nie jest poznana. Wiadomo natomiast, że istnieją 

swoiste inhibitory pozwalające na wybiórcze hamowanie aktywności 

poszczególnych przenośników. I tak transport Pi w wymianie z OH~ 

hamowany jest przez ofraniczne związki rtęci, przenośnik "dwu-

karboksylowy" katalizujący wymianę między kwasami dwukarboksylo­

wymi i Pi hamowany jest przez butylomalonian i organiczne związki 

rtęci, przenośnik 'trójkarboksylowy" przez 1, 2, 3 - benzeno-trójkarbo-

ksylan /144/. 

Z przejściem cytrynianu przez błonę mitochondrialną łączy się 

przenoszenie równoważników redukcyjnych z cytosolu do mitochon­

driów. 

Brunengaber i Łowenstein /24/ zaproponowali mechanizm przeno­

szenia równoważników redukcyjnych z udziałem cytrynianu/Schemat 3/. 
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acefyto-CoA szczawioorion 

cytrynian 

MiTOCHONDRIA 

jablczan 

NADH-tH 

NAD' 

NAOH++H 

szczawiooctan acetylo-CoA 

jabtczan 

CYTOSOÜ 

cytrynian 

Schemat 3. Transport cytrynianu przez błonę mitochondrialną. 
Wg. Brunengabera, Lowensteina /24/. 

Według tych autorów, cytrynian transportowany z mitochondriów 

do cytosolu jest rozkładany w obecności ATP-zależnej liazy cy-

trynianowej do acetylo-CoA i szczawiooctanu. Szczawiooctan przyj-

imije wodór z cytoplazmatycznego "NADR i jako jabłczan wraca do 

mitochondriów na drodze wymiany z cytrynianem. Wewnątrz mito­

chondriów jabłczan jest utleniany do szczawiooctanu i przekształ­

cany do cytrynianu po kondensacji z acetylo-CoA, a przeniesiony 

H redukuje wewnątrzmitochondrialny NAD. W ten sposób powsta-
Z 

jący w procesie cytoplazmatycznym NADIi^ może być utleniany 

przez łańcuch oddechowy mitochondriów, mimo niemożliwości 

przejścia całej cząsteczki tego związku przez błonę mitochondrial­

ną /99, 104, 105/. 

Transport cytrynianu przez błonę mitochondrialną w wymianie 

z jabłczanem jest regulowany przez stężenie acetylo-CoA, co 

w konsekwencji ma duży wpływ regulujący na syntezę kwasów tłusz 

czowych i glukogenezę /69/. 
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1. 4. Zi^_^cie 
i 
i i 

1. 4. 1. Cytrynian jako prekursor pozamitochondrialnego 

Acetylo-CoA, 

Przetransportowany z mitochondriów do cytoplazmy cytrynian 

podlega przemianom w wyniku których jak to zaznaczono na sehe- ; 
i 

macie 3 powstaje acetylo-CoA i szczawiooctan. Przemiany te za- | 

chodzą w obecności liazy cytrynianów ej ATP zależnej /210 / zgod- |  

nie z następującą reakcją: 

- 3 - 3 - 2 
cytrynian H- Co A + ATP —• ^ acetylo-CoA + szczawiooctan ' + 

+ ADP~2  + Pi"2  

f 

Szereg danych przemawia za tym, że we wszystkich badanych tkan­

kach /wątroba, mózg, tkanka tłuszczowa/ liaza cytrynianowa ATP 

zależna jest zlokalizowana pozamitochondrialnie /225/. 

Podstawowymi czynnikami regulującymi aktywność tego enzymu są: 

ADP i Pi. Hamują one bardzo silnie aktywność liazy, a inhibicja 
++ ta jest dodatkowo uzależniona od stężenia jonów Mg w środowisku 

/5, 218/. Aktywność tego enzymu hamowana jest również przez 

c£-keto glut ar an / 218 / i glutaminian / 216 /„ 

Powstający z cytrynianu acetylo-CoA jest podstawowym substratem 

dla syntezy kwasów tłuszczowych zachodzącej w cytoplaźmie /208/. 

Dotychczas postulowano kilka mechanizmów przenoszenia acetylo-

CoA przez błony mitochondrialne. Początkowo sądzono, że związek 

ten może przechodzić na drodze dyfuzji bądź przenoszenia grup 

acetylowych /octanu/. Obydwa te procesy wydają się jednak być 

za wolne w stosunku do szybkości syntezy lipidów- w cytoplaźmie 

/ 111/. Inna hipoteza zakłada, że transport acetylo-CoA odbywa się 

za pośrednictwem karnityny i enzymów z nią współdziałających 

/ 1 0 , 2 2 / .  
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Przeważa jednak pogląd, że transport reszt acetylowych przy | 

współudziale karnityny odbywa się raczej w kierunku do, a nie 

z mitochondriów /23/„ • 

Wiele danych doświadczalnych przemawia za tym, że głównym, bejz-
1 

pośrednim prekursorem cytoplazmatycznego acetylo-CoA jest. cytry­

nian przechodzący z mitochondriów /25, 111/ /Schemat 3/„ 

Badania Daikuhara i wsp. /46/ wykazały, że ponad 80% pozamito-

chondrialnego acetylo-OoA wychodzi z mitochondriów za pośrednie-! 

twern cytry nu, który w cytoplaźmie ulega następnie rozszczepień 
I 

niu przez liazę cytryn!anową ATP zależną. 

a-W tkance nerwowej acetylu-CoA poza udziałem w syntezie kw 

sów tłuszczowych jest donorem grup acetylowych do syntezy acetylo­

choliny /206/, która spełnia rolę neurotransmitera w przekazywa-
j 

niu impulsów nerwowych /43, 234/. Miejscem syntezy i wydzielania 

acetylocholiny są zakończenia nerwowe /226/. Zakończenia te w trak 

cie homogenizacji tkanki w izotonicznych roztworach sacharozy lub 

mannitolu ulegają oderwaniu od aksonu tworząc zamknięte błoną 

plazmatyczną twory zwane synaptosomami. Synaptosomy których 

średnica wynosi 0. 5-5^um zawierają mitochondria, pęcherzyki sy-

noptyczne i sync.pt o plazmę. Stanowią one dobry materiał doświad­

czalny do badań szeregu procesów metabolicznych. 

Należy podkreślać jednak, że otrzymanie czystej frakcji synapto-

somów, wolnej od zanieczyszczeń innymi subfrakcjami a jedno­

cześnie metabolicznie niezmienionej jest wyjątkowo trudne. 

Wyniki szeregu prac przemawiają za tym, że donorem grupy 

acetylowej do wytwarzania acetylo-CoA biorącego udział w syntezie 

acetylocholiny jest cytrynian /206, 219, 226/. 

Są jednak dane z badań na narządzie elektrycznym drętw /Torpedo/ 

i nerwach homara wskazujące, że do syntezy acetylocholiny przede 

wszystkim zużywany jest octan /32, 61/. 
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Z badań Hebb oraz Tucek i Chung na świnkach morskich i szczu- I 

rach wynika, że najbardziej prawdopodobnym prekursorem dla syn­

tezy acetylocholiny jest piropronian /82, 224/. . 
i 

Przemiana pirogronianu do acetylo-CoA odbywa się w mitochon-

driach z udziałem dehydrogenazy pirogronianowej /33, 173, 174/. 

Jednakże sposób przenoszenia acetylo-CoA przez wewnętrzną błonę 

mitochondrialną, nieprzepuszczalną dla tego związku /2, 82/ pozo~i 
i 

staje nadal zagadnieniem nierozstrzygniętym. 1  

Wg Hebb /82/ wykorzystanie głównie pirogronianu do syntezy ace- \ 
! 

tylocholiny nie wyklucza możliwości, by wytworzony z niego w mitoj-

chondriach cytrynian /przy udziale syntazy cytrynianów ej/ pośred­

niczył w tworzeniu cytoplazmatycznej puli acetylo-CoA /z udzia­

łem liazy cytrynianowej/ wykorzystywanego do syntezy acetylocholi­

ny. Za tą możliwością przemawiają również zbliżone aktywności 

liazy cytrynianowej /160/ i acetylotransferazy cholinowej /26, 223/. 

1. 4. 2. Metabolizm szczawiooctanu powstałego z cytrynianu. 

Poza acetylo-CoA drugim produktem degradacji cytrynianu 

w cytoplaźmie jest szczawiooctan, którego przemiany mogą prze­

biegać w kilku kierunkach /74, 177/. 

W obecności dehydrogenazy jabłczanowej i NADH w cytoplaźmie 

ulega on redukcji do jabłczanu zgodnie z reakcją: 

szczawiooctan + NADII >jabłczan + NAD 

Jabłczan pod wpływem dehydrogenazy jabłczanowej dekarboksylują-

cej i NADP wytwarza pirogronian i NADH: 

jabłczan + NADP >pirogronian + NADPH + CO 
Z 

Powstały NADPH wykorzystywany jest jako źródło wodoru w synte­

zie kwasów tłuszczowych. 
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Wytworzony pirogronian może wchodzić do mitochondriów i podle- ' 

gać kolejnym reakcjom prowadzącym do wytworzenia cytrynianu: 
i 

pirogronian + NAD + CoA » acetylo-CoA + NADH + CO j 
u 

acetylo-CoA + szczawiooctan > cytrynian + CoA 

Powstały cytrynian jak to już omówiono wcześniej może być utle-
I 

niany w cyklu Krebsa, bądź też może przechodzić do cytoplazmy i 
i 

gdzie podlega opisanym reakcjom degradacji z wytworzeniem acety-j 

lo-CoA i szczawiooctanu. ! 
i 

Powstały ze szczawiooctanu pirogronian może ównież wchodzić 

w ciąg reakcji glikoneogenezy /74/. 
i 

Należy również zwrócić uwagę na powiązanie zużycia szczawioocta- ; 

nu - produktu utleniania cytrynianu - z metabolizmem aminokwasów,! 

Związek ten może powstawać z Ji -ketoglutaranu otrzymanego z cy­

trynianu /73/ bądź też może wytwarzać «C -ketoglutaran w reakcji 

transminacji w obecności asparaginianu i glutaminianu /45/. 

1. 5. jaloo_regul3lor_przemmn^ • 

1.5.1. Cytrynian a regulacja syntezy kwasów tłuszczowych. 

Synteza kwasów tłuszczowych z cytrynianu zachodzi zgodnie 

z reakcjami przedstawionymi na schemacie 4 /Lowenstein 111/. 

Każdy etap w syntezie kwasów tłuszczowych podlega wielostronnej 
/ 

kontroli przez substraty i produkty reakcji a także przez efektory 

działające na enzym lub na reakcje odpowiedzialne za jego syntezę 

i degradację, względnie za proces transportu z miejsca ich wytwa­

rzania do rejonu, w którym odbywa się synteza kwasów tłuszczo­

wych. Regulacja aktywności pierwszego etapu syntezy kwasów 

tłuszczowych /1/ w przedstawionym na schemacie 4 ciągu reakcji 
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[CYTRYNIAN 

11020 MM • 
cijłrynianowa vi/lx 

^ ATP+C02  

kADP+ P1 + szczawioocl-an 

•acefylo-CoA 

karboksylaza / / ^2 
acety lo-CoA >  K. 

^ADP + P1  
V 

malonyio-CoA 

acetyloACP 

syntaza 
kw tłuszczowych (3 

malonytoACP 

acyloACP 

•acylo-CoA 

kwas tłuszczowy 

Schemat 4. Biosynteza kwasów this zęzowych. ACP - acylowy 
przenośnik białkowy. 

wiąże się z rolą liazy cytrynian owej i została omówiona w rozdzia­

le 1. 4. 1. 

W procesie regulacji syntezy kwasów tłuszczowych podnosi się 

rolę karboksylazy acetylo-CoA. Jest to enzym katalizujący reakcję 

przejścia acetylo-CoA do malonylo-CoA. Wielu autorów wykazało, 

że cytrynian jest dodatnim efektorem regulującym aktywność tego 

enzymu /124, 207, 230/. Aktywacja związana jest prawdopodobnie 

z tworzeniem się polimerów enzymu /131/. Zagadnienie to jest 

jednak bardziej skomplikowane w odniesieniu do warunków fizjolo­

gicznych. Wykazano bowiem, że karboksylaza acetylo-CoA osiąga 
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•i 
i 

połowę maksymalnej aktywności w obecności cytrynianu w stężę- ' 

niach wyższych od 7 mM. Stężenie zaś tego związku mierzone 
i 

w wątrobie wynosi zaledwie 0 r3,umole/g świeżej tkanki /209/. 
/ i 

Wydaje się, że regulacja aktywności karboksylazy acetylo-CoA 

poprzez cytrynian może być uzależniona od intensywności tran­

sportu tego związku z mitocbondriów do cytoplazmy, który jak już 
i 

zaznaczono regulowany jest przez poziom acetylo-CoA. ! 
i 

Według Godridge' a /69/ koordynacja kontroli syntezy kwasów 

tłuszczowych przez cytrynian i acetylo-CoA może zachodzić zgod- ! 

nie z następującym mechanizmem. 

Acetylo-CoA hamuje z 'jednej strony aktywność acetylo-CoA karbo-
i 

ksylazy, a z drugiej - transport cytrynianu z mitochondriów do 

cytosolu, co w rezultacie obniża stężenie cytrynianu w tej frak- > 

cji i w konsekwencji obserwuje się zmniejszenie aktywności acety-

lo-CoA karboksylazy. 

Inhibicja acetylo-CoA karboksylazy, spowodowana spadkiem stęże­

nia cytrynianu w cytosolu wywołanym wzrostem poziomu acetylo-CoA 

jest kompetycyjna w stosunku do inhibicji aktywności tego enzymu 

przez acylo-CoA. 

Ponieważ inhibicja transportu cytrynianu prowadzi do mniej­

szej produkcji cytosolowego acetylo-CoA - substratu dla acetylo-

CoA karboksylazy, małe zmiany w stężeniach acylo-CoA mogą 

dawać duże efekty w natężeniu syntezy kwasów tłuszczowych. 

Poza omówioną regulacją syntezy kwasów tłuszczowych, za­

leżną od stężenia cytrynianu, wytwarzanie tych związków jest rów­

nież kontrolowane przez czynniki hormonalne odpowiedzialne za 

procesy syntezy i degradacji enzymów uczestniczących w omówio­

nych reakcjach oraz czynniki związane z dietą zwierząt. Dieta 

wysokowęglowodanowa podwyższa znacznie aktywność liazy cytry-

nianowej ATP zależnej, czego nie obserwuje się przy diecie nisko 
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lipidowej /HO, 119, 202/. 

1. 5. 2. Regulacja glikolizy przez cytrynian. 

Metabolizm węglowodanów prowadzi do wytworzenia pirogra-

nianu /schemat 5/ /ill/, który może być transportowany do mito-

chondriów, przekształcany do cytrynianu via acetylo-CoA i utlenia­

ny w cyklu Krebsa, 

glukoza 

fruktozo 6-fosforan 
i 

AMP 

ATP + 
1 CYTRYNIAN 

fruktozo 1,6-dwufosforan 

fruktoza 

I 
fruktozo 1-fosforan 

aldehyd glicerynowy 

f osfodwuhydroksy -
aceton 

aldehyd 
3 fosfoglicerynowy 

kwas 
3 fosfoglicerynowy 

t 
pirogronian 

Schemat 5. Przekształcenie glukozy i fruktozy do pirogronianu. 

W regulacji przemiany węglowodanów podstawową rolę odgrywa 

fosfofruktokinaza biorąca udział w przekształceniu fruktozo-6-

f o s f o r a n u  d o  f r u k t o z o - 1 ,  6 - d w u f o s f o r a n u .  A k t y w n o ś ć  t e g o  e n z y m u  

modulowana jest przez nukleotydy adeninowe /113, 130, 145, 146/ 

oraz przez cytrynian, który jest silnym inhibitorem co zostało 

zaobserwowane w przypadku enzymu pochodzącego z różnych tkanek 
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zwierzęcych /63, 145, 148, 17l/. 
i 

Droga glikolityczna jest podstawowym źródłem pirogronianu i 

acetylo-CoA będącego z kolei substratem dla syntezy cytrynianu, ; 

który jest negatywnym efektorem fosfof ruktokinazy kluczowego 

enzymu glikolizy. Efekt ten jest analogiczny do klasycznego nega­

tywnego sprzężenia zwrotnego, inhibicji metabolicznej drogi bio­

syntezy przez produkt /5/. 
i 

1.6. Pof^tarowej^s^ó^_alę^m :^£^w_r(^ula£ji_sj^tezy-i zużycń^ |  

c^r^nianU;_ 

j 

W poprzednich rozdziałach opisano drogi regulacji syntezy 

i zużycia cytrynianu. W komórce obydwa te procesy zachodzą 

jednocześnie, a stan dynamicznej równowagi między wytwarzaniem 

i  z u ż y w a n i e m  c y t r y n i a n u  u t r z y m y w a n y  j e s t  d z i ę k i  w z a j e m n y m  o d ­

działywaniom czynników regulujących obydwa te procesy. Przesu­

nięcie równowagi w stronę syntezy czy zużycia cytrynianu, spowo­

dowane czynnikami fizjologicznymi, patologicznymi czy zmianą die­

ty, wywołuje wzrost lub spadek stężenia tego związku w komórce, 

co z kolei wpływa na intensywność szeregu reakcji, dla których 

czynnikiem regulującym jest sam cytrynian. 

Główne drogi współdziałania regulacji związanej z syntezą 

i ze zużyciem cytrynianu w komórce przedstawiono na schemacie 6. 

Drogi oznaczone literami a, b, c dotyczą regulacji syntezy cytry­

nianu. Reakcja pierwsza /a/ hamowana jest przez ATP, z drugiej 

strony, ilość substratu reakcji, acetylo-CoA wyprodukowanego 

z heksoz jest regulowana przez fosfofruktokinazę, dla której 

pozytywnym efektorem jest AMP /b/. Następnie sam cytrynian 

jest negatywnym efektorem dla reakcji /c/. 

http://rcin.org.pl



- 16 -

lipidy FDP 

szczawiooctan V(J 

ATP a -a i CYTRYNIAN ' 

izocyfrynian 
AMP 
ADP 

Schemat 6. Współzależność regulacji syntezy i zużycia cytrynianu. 
Miejsce działania negatywnego efektora zaznaczono 
trójkątem. Grube strzałki wskazują miejsce działania 
efektora pozytywnego. 

Tak więc synteza cytrynianu w mitochondriach przypuszczalnie 

jest uwarunkowana przez wzrost glikolizy w cytoplazmie w momen­

cie, kiedy stężenie cytrynianu spada poniżej normalnego poziomu. 

Następne trzy drogi współdziałania czynników regulujących: 

d, e, f dotyczą zużycia cytrynianu w komórce. 

AMP jest pozytywnym efektorem dla izo cytrynianów ej dehydrogenazy 

NAD zależnej /d/, natomiast ADP jest negatywnym efektorem dla 

liazy cytrynianowej ATP zależnej /e/. Zatem obydwie drogi /d/ 

i /e/ uzależnione są od stężeń poszczególnych nukleotydów adeni-

nowych. 

Współdziałanie dwu dróg regulacji odpowiedzialne jest za rozdzie­

lenie cytrynianu na dwie pule. Jedną, podlegającą utlenianiu w cyklu 

http://rcin.org.pl



- 17 -
i 

I 
i 
I 

Krebsa w obecności IDH NAD /w rezultacie czego powstaje ATP/ 

i drugą, będącą materiałem wyjściowym do syntez i produkcji 
i 

materiałów budulcowych komórki /co wiąże się ze zużyciem ATP/. . 
i 

Dodatkowo sam cytrynian jest pozytywnym efektorem dla karboksy-

lazy acetylo-CoA /f/, która katalizuje produkcję kwasów tłuszczo­

wych. 
i 

Omówiony schemat zaproponowany przez Atkinsona /4/ nie obejmuje \ 

wszystkich możliwości regulacji przemian cytrynianu. 

Atkinson /4/ zwraca uwagę na rolę pH we wpływie ATP na syntazę 

cytrynianową. Zaobserwowano również, że cytrynian jest. inhibitorem 

dehydrogenazy pirogronianowej i £ -keto glut aro we j /190/. 

2. Niedotlenienie ośrodkowego układu nerwowego 

2. 1. t_a_i__rodz_aje_£^^^tl_eni_e^ a £. iun* 

Podstawowa funkcja komórek ośrodkowego układu nerwowego 

polega na odbieraniu, nagromadzaniu, przetwarzaniu i przekazy­

waniu informacji. Związana jest ona z intensywnymi procesami: 

transportu jonów, aminokwasów, amin biogennych, przemianami 

aminokwasów i neurotransmiterów. 

Wszystkie te procesy dla prawidłowego ich funkcjonowania wymaga­

ją dużej ilości energii /197, 199/. 

Energetyczne zasoby mózgu są niewielkie a jedynym substratem 

u organizmów dorosłych mogącym służyć ich odbudowie jest gluko­

za / 2 01/. 

Zużycie glukozy zachodzi w mózgu podobnie jak w innych tkankach; 

w cytoplaźmie w czasie glikolizy /w warunkach tlenowych z wytwo­

rzeniem pirogronianu, lub beztlenowych - mleczanu/ oraz w mito-

chondri ach w reakcjach cyklu Krebsa i łańcucha oddechowego, gdzie 
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w wyniku utleniania wytworzonego w glikolizie pirogronianu powsta­

je' dwutlenek węgla, woda i energia zmagazynowana w wiązaniach 

ATP. 

2NADH + 2 pirogronian+36NAD+36Pi+60 >2NAD+6CO +44H 0+36ATP 
CJ ĆJ C' 

Intensywność tych reakcji zależna jest z jednej strony od transportu 

glukozy z krwi do komórek i od czynników regulujących wyżej przy­

toczone reakcje, z drugiej strony od ilości tlenu dostarczanego do 

komórek. Zapotrzebowanie komórek o.u.n. na tlen jest bardzo duże 

znacznie wyższe niż w komórkach innych tkanek. Ośrodkowy układ 

nerwowy stanowiący zaledwie 2-3% ciężaru ciała zużywa w stanie 

s p o c z y n k u  2 0 %  c a ł k o w i t e j  i l o ś c i  t l e n u  p o b r a n e g o  p r z e z  u s t r ó j  a  m i ­

nutowy mózgowy przepływ krwi jest równy 15% pojemności wyrzuto­

wej serca /8/. 

Ilość dostępnego dla komórek tlenu w danym momencie zależy od 

całkowitej zawartości we krwi tętniczej i od mózgowego przepły­

wu krwi. 

Warunki w których ilość dostępnego tlenu w tkance jest nie­

wystarczająca dla utrzymania jej funkcji, intensywności przemian 

i prawidłowej struktury nazywamy hipoksją /201/. 

Czynnikami determinującymi te warunki są: mózgowy przepływ krwi 

procent wysycenia hemoglobiny tlenem i stężenie hemoglobiny. 

Biorąc pod uwagę te czynniki, SiesjB /201 / wyodrębnił kilka typów 

niedotlenienia: 

1. niedotlenienie ischemiczne będące następstwem ograniczonego 

dopływu krwi do całego lub do części narządu 

2. niedotlenienie hipoksyjne wynikające z niedoboru tlenu we krwi 

tętniczej związane z obniżeniem jego ciśnienia parcjalnego 

3. niedotlenienie anemiczne spowodowane obniżeniem stężenia lub 

zmianami właściwości hemoglobiny. 
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Poza tymi podstawowymi typami niedotlenienia SiesjB /201/ wy­

różnia jeszcze: niedotlenienie hi sto toksyczne - związane z zabu­

rzeniami czynności łańcucha oddechowego oraz niedotlenienie ano-

ksyjne - występujące w przypadku całkowitej nieobecności tlenu. 

2. 2. ZLburLeni_a_ w^wołane_oborJt^^u ^ jm3zgu _oraz układy 

ko m pen_s a cjy jne. 

Niedobór tlenowy prowadzi do zaburzeń funkcji mózgu, jak 

również do uszkodzeń struktury. Uszkodzenia te w większości przy­

padków mają charakter nieodwra* alny. 

Skutki niedotlenienia uzależnione są od jego rodzaju, czasu jego 

trwania, dojrzałości struktur komórkowych /51 / oraz wrażliwości 

na niedotlenienie komórkowych elementów mózgu. Wrażliwość ta jest 

tym większa im większe jest zapotrzebowanie danych elementów na 

tlen. Z całej populacji komórek o. u. n. najwrażliwsze są neurony 

stanowiące 20% tej populacji, a wykorzystujące 75% mózgowego 

zużycia O /8/. 

Ośrodkowy układ nerwowy wyposażony jest w szereg układów kompen 

sacyjnych od których wydolności zależy odwracalność lub nieod­

wracalność uszkodzeń. 

W początkowym okresie ograniczenia dopływu tlenu do mózgu nas­

tępuje zwiększenie mózgowego przepływu krwi /8/, oraz wzmożenie 

zużycia glukozy w glikozie beztlenowej /56, 114, 191, 194/. Fizjo­

logiczne mechanizmy regulacji przepływu krwi przez mózg zabez­

pieczają prawidłową dostawę tlenu w szerokich granicach zmian 

PaO krwi tętniczej /194/. W warunkach krytycznych /20-25 mmHg/ u 
kompensacyjny wzrost szybkości przepływu krwi przez mózg sięgać 

może nawet czterokrotnej wartości kontrolnej /38/. 
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Wzrost anaerobowej glikolizy połączony jest ze zwiększonym 

zużyciem glukozy i produkcją kwasu mlekowego /194/. Zjawisko 
i 

to pojawia się przy wartościach PaO = 50 mmHg. ; Z 
Mechanizm jego nie jest ostatecznie wyjaśniony. Nie wynika on 

z obniżenia potencjału energetycznego, gdyż zasoby energetyczne 

mózgu są względnie stałe aż do wartości krytycznej PaO krwi 
2 i 

tętniczej /56, 194/. 

Postępujące niedotlenienie prowadzi natomiast do zaburzeń 

metabolicznych wyrażających się: spadkiem zawartości ATP, fos-

fokreatyny, glukozy i glikogenu /56, 122, 193/ oraz hamowaniem 

transportu elektronów w łańcuchu oddechowym /201/ w wyniku 

czego obserwuje się nagromadzanie pośredników cyklu Krebsa i 

wyczerpanie ładunku energetycznego tkanki /195/» 

W niedotlenieniu ischemicznym obserwowano zaburzenia w me 

taboliźmie fosfolipidów błon mitochondrialnych i mikrosomalnych 

/121, 180/ oraz zaburzenia w gospodarce elektrolitowej /79, 116/. 

Obniżenie PaO krwi tętniczej poniżej wartości krytycznej 
Ca 

prowadzi do zaburzeń układu oddechowego, czynności serca i spad­

ku ciśnienia krwi. 

Obserwowane w tych drastycznych warunkach zmiany w potencjale 

energetycznym komórki wynikają więc z wtórnie rozwijającego 

się niedokrwienia /176, 194/. 

W ostrym niedokrwieniu /np. zatrzymanie krążenia/ zanik bio­

elektrycznej aktywności mózgu /płaski przebieg EEG/ z równocześ­

nie postępującym spadkiem potencjału energetycznego obserwuje 

się już po 15-20 sek. /38, 194, 214/. 

Po przywróceniu krążenia stan energetyczny mózgu wraca do nor­

my szybciej niż jego aktywność bioelektryczna wyrażona w zapisie 

EEG, lecz funkcje układu nerwowego mogą być w znacznym stopniu 

nieprawidłowe. 

W resuscytacji po niedotlenieniu mózgu obok takich niekorzystnych 
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czynników jak obrzęk śródbłonka naczyń krwionośnych i astrogleju, 

agregacja krwinek i wzrost lepkości krwi istotną rolę odgrywają 

czynniki biochemiczne powodujące trwale lub trudno odwracalne za­

burzenia przemian aminokwasów, neurotransmiterów, syntezy biał­

ka /194/. 

2. 3. Czynniki^ mo dyf iku j a c e_ reakcję mózgu na med pttje ni et nie _ 

Jak już wspomniano w wa- mkach niedotlenienia znacznie 

wzrasta przepij krwi, jednakże stopień tego wzrostu jest znacz­

nie ograniczony przez hipokapnię /203/„ Stan ten powodując skurcz 

naczyń mózgu może potęgować ńpoksję tkanki. Zapobieganie hipo-

kapnii można uzyskiwać poprzez zwiększanie w mieszaninie od­

dechowej zawartości dwutlenku węgla /196, 201/, 

Doświadczalne zwiększenie ilości CO^ do 5-10% w mieszaninie od­

dechowej /hiperkapnia/ powoduje wzrost częstotliwości EEG /205/. 

Przy wyższych stężeniach dwutlenku węgla obserwuje się występowa­

nie drgawek a następnie anestezji zwierzęcia /244/. 

Hiperkapnia charakteryzuje się również wzrostem stężenia jonów 

wodorowych we krwi i w tkance /kwasica oddechowa/ oraz zwięk­

szonym wydzielaniem katecholamin z rdzenia nadnerczy /132/ i 

hydroksylacji tryptofanu i tyrozyny /28/. 

Badania wielu autorów wskazują, że wrażliwość tkanki nerwowej 

na niedobór tlenu można zmniejszyć przez podanie anestetyków 

/78, 203/. Zgodnie z aktualnymi teoriami działanie anestetyków 

może polegać na zwiększeniu ruchliwości cząsteczek lipidów w bło­

nach komórkowych, które prowadząc do zmian przepuszczalności 

wpływają na tej drodze na metabolizm neuronów /134/. 

Zaobserwowano, że podawanie zwierzętom barbituranów zmniejsza 

metaboliczne skutki niedotlenienia i niedokrwienia mózgu, zmniej­

szając równocześnie rozległość obrzęku mózgu /127, 128, 158, 

2 1 1 / .  
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Przypuszczalnie tzw. ' ochrony" mechanizm działania barbitu­

ranów polega na obniżeniu przewodnictwa synaptycznego /128/ co ! 

z kolei wpływa na osłabienie przemian metabolicznych /198, 200/* i 

Zmniejszenie tych przemian może wiązać się bezpośrednio z za­

hamowaniem szybkości obrotów szeregu metabolitów, amin biogen­

nych i acetylocholiny /107, 138/, Mimo jednak licznych badań w za 

kresie wpływu anestetyków, mechanizm ich działania na skutki 

niedotlenienia nie jest wystarczająco poznany. 

Dokładne omówienie wszystkich zaburzeń metabolicznych i 

funkcjonalnych wywołanych niedoborem tlenowym w różnych typach 

niedotlenienia wykracza poza zakres tego opracowania. W następ­

nym rozdziale omówione zostaną dokładniej jedynie skutki niedotle­

nienia hipoksyjnego stosowanego w doświadczeniach niniejszej pracy» 

2. 4. NH^oUemem^^^^ks^yjne 

Ten typ niedotlenienia powstaje, jak zaznaczono powyżej 

w wyniku zmniejszenia zawartości tlenu w mieszaninie oddechowej. 

Charakteryzuje się on obniżeniem prężności cząstkowej tlenu 

w powietrzu pęcherzykowym płuc, a w konsekwencji spadkiem stę­

żenia tlenu we krwi tętniczej. Objawy towarzyszące hipoksji od 

dawna były przedmiotem obserwacji wielu autorów i dotyczyły za­

równo ludzi jak i zwierząt. 

W oparciu o te obserwacje SiesjB /201/ przedstawił szereg zależ­

ności między stężeniami tlenu w mieszaninie oddechowej, wartością 

Pa02  i reakcjami fizjologicznymi u człowieka. PodkreśLił on, że 

już nieznaczne obniżenie zawartości tlenu w mieszaninie oddechowej 

daje objawy zaburzeń funkcji ośrodkowego układu nerwowego. 

Objawy niedotlenienia u ludzi narastające w miarę obniżania tle-

lu w mieszaninie gazowej to: bóle głowy, obniżona zdolność ucze-

lia się /60/, wzrost wentylacji /55, 92/, wzrost przepływu krwi 
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/92, 39/, nudności, niepokój narastający aż do utraty7  przytom- I 

ności co u ludzi zachodzi przy PaO około 30 mmHg odpowiadają- i 
" ! 

cym około 7% w mieszaninie gazowej, 
i 

Zwierzęta takie jak szczury, myszy, charakteryzują się większą 

odpornością na niedotlenienie niż człowiek, W warunkach kiedy 

mieszanina oddechowa zawiera 5% O /PaO = około 20 mmHg/ za-
ć» Z 

chowują one wrażliwość na bodźce zewnętrzne a obniżenie czynności 

bioelektrycznej mózgu uchwytne w EEG zachodzi przy PaO - 25 mtaHg 
I 

/195/. Jednakże już przy znacznie mniejszej hipoksji obserwuje sięj 
! 

zaburzenia w zachowaniu zwierząt /18, 94/. 

Dane doświadczalne dostarczają szeregu informacji dotyczących 

zmian metabolicznych w o. u. n, w czasie niedotlenienia. Stwierdzo­

no, że u szczura obniżenie wartości PaO poniżej 50 mmHg /10% O 

w mieszaninie oddechowej/ wywołuje nagromadzanie się mleczanu 

i pirogronianu w tkance oraz wzrost redukcji nukleotydów pirydyno­

wych /70, 75, 184, 191, 193, 195/, 

Wykazano również zmiany w poziomie pośredników cyklu kwasu 

cytrynowego i powiązanych z nimi metabolicznie aminokwasów. 

W przypadku równym około 25 mmHg obserwuje się wzrost 

w poziomie pirogronianu, fumaranu i jabłczanu. Poziom cytrynianu 

wzrasta nieznacznie, bursztynianu praktycznie nie ulega zmianie. 

Poziom £ -keto glut ar anu początkowo spada, a po 15 min niedotle­

nienia rośnie. Szczawiooctan również początkowo spada, aby po­

wrócić do normy po 30 min hipoksji /137/. W sumie pośredniki 

cyklu Krebsa wzrastają w hipoksji od wartości około 1.6 do 

2.4 yUmole/g 1  / 201 /. 

W warunkach niedotlenienia hipoksyjnego obserwuje się wzrost w po­

ziomie kwasu Y -aminomasłowego w mózgu /221, 242, 243/. 

Wood /241/ sugeruje, że zmiany w poziomie GABA w hipoksji od­

grywają rolę w homeostatycznej kontroli metabolizmu mózgu. 

Tews i wsp. stosując mieszaninę gazową o zawartości 4.5% O 
u 
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u morfinizowanych psów obserwowali wzrost stężeń alaniny, gluta­

minianu i G ABA oraz spadek zawartości asparaginianu /221/. , 

Niedotlenienie hipoksyjne wywołuje również zmiany w poziomie wól-

nych kwasów tłuszczowych /212/ i neurostransmiterów /193, 194/, 

Na uwagę zasługuje fakt, że w niedotlenieniu hipoksyjnym w gra­

nicach 50-20 mmHg nie obserwuje się zmian w poziomie 

związków wysokoenergetycznych takich jak ATP, ADP, AMP /6, 52, 

56, 75, 118, 137, 170, 134, 191, 193, 195/, jak również zmian ! 

w stężeniu cyklicznego AMP / 201/. Jedynym związkiem energetycz­

nym którego poziom nieco spada jest foskokreatyna /181, 191/. 

Mechanizm pozwalający na utrzymanie w warunkach hipoksji 

stanu energetycznego komórki w granicach normy nie jest osta- ' 

tecznie poznany. Wydaje się jednak, że za utrzymanie homeostazy 

energetycznej w tych warunkach odpowiedzialny jest przede wszy­

stkim wzrost krążenia mózgowego /196, 201/. 

Biochemiczne dane doświadczalne dotyczą głównie zmian w pozio­

mach szeregu metabolitów w warunkach niedotlenienia oznaczanych 

w całym mózgu. Dają one zatem obraz globalnych zmian w tkance. 

Ilość prac zajmujących się zaburzeniami przemian metabolitów 

w hipoksji, z uwzględnieniem ich subkomórkowej lokalizacji oraz 

biochemicznych przyczyn nieprawidłowości wywołanych niedoborem 

tlenowym jest ciągle niewielka. 
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ZAŁOŻENIA I CEL PRACY 1  

i 
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Ścisłe powiązanie cytrynianu ze wszystkimi podstawowymi 

szlakami metabolicznymi w komórce oraz współzależność regula­

cji metabolicznej tego związku z przemianami nukleotydów adeni-

nowych, glikolizą, cyklem Krebsa oraz reakcjami syntez stawia­

ją go w centralnej pozycji ogólnego metabolizmu komórki. . j 

Dotychczasowe badania przemian cytrynianu prowadzone były głów­

nie na wątrobie. Obserwacje dotyczące mózgu były fragmentarycl-
! ne i ograniczały się głównie do badań nad liazą cytrynianową i jej 

rolę w syntezie acetylocholiny /219, 226/. Brak w literaturze ja­

kichkolwiek danych z zakres«, tak ważnych zagadnień jak: utlenia­

nie cytrynianu przy udziale IDH Ni\DP, transport tego związku 

przez błonę mitochondriów perikarionów i mitochondriów synapto-

zomalnych mózgu wiązał się być może z trudnościami w uzyska­

niu czystych frakcji subkomórkowych mózgu, na których badania 

te można było przeprowadzać. 

W niniejszej pracy szczegółowe badania metabolizmu cytrynianu 

w mózgu prowadzono na frakcjach: cytosolu i mitochondriów dob­

rze scharakteryzowanych w ostatnich latach oraz na frakcji synap-

tosomalnej uzyskanej i scharakteryzowanej dokładnie w niniejszej 

pracy. 

Celem pracy było: 

1. Zbadanie metabolizmu cytrynianu w mózgu w warunkach 

normalnych, ze szczególnym zwróceniem uwagi na na­

stępujące zagadnienia: 

1. 1. Wewnątrzkomórkowa lokalizacja aktywności enzy­

mów metabolizujących cytrynian 

1. 2. Charakterystyka utleniania cytrynianu w cytosolu 

z udziałem dehydrogenazy izocytrynianowej NADP 

zależnej 
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1. 3. Wydzielenie, oczyszczenie i charakterystyka cytoplaz- |  

matycznej dehydrogenazy izocytrynianowej NADP zależ-i 
I 

nej. ' 
i 

1. 4. Określenie mechanizmu transportu cytrynianu przez 

błonę mitochondriów perikarionów, 

1. 5. Uzyskanie czystej, metabolicznie "nieuszkodzonej" i 
i 

frakcji synaptosomal ej i jej charakterystyka. 

1 . 6 ,  Określenie procesu transportu cytrynianu do synaptoso- j  
j 

mów i izolowanych mitochondriów synaptosomalnych. 

Informacje uzyskane z doświadczeń prowadzonych w w a run-
i 

kach prawidłowych dotyczące metabolizmu cytrynianu w mózgu star 

ły się punktem wyjścia dla dalszych badań mających na celu ocenę1  

wpływu niedotlenienia hipoksyjnego na jego metabolizm i reakcje 

z nim związane. 

Ośrodkowy układ nerwowy jest wyjątkowo wrażliwy na niedo­

bór tlenowy, następstwem którego są zaburzenia metaboliczne i 

uszkodzenia struktury. 

Niedotlenienie mózgu występuje zarówno w przypadku zmniejszenia 

ilości lub braku tlenu w środowisku jak też w różnych stanach pa­

tologicznych związanych z zaburzeniami jego wykorzystania w ko­

mórce. Zagadnienia te są jedynymi z podstawowych problemów 

współczesnej kliniki neurologicznej, reanimatologii klinicznej, me­

dycyny pracy a ostatnio również astronautyki. 

Aby skutecznie zapobiegać skutkom niedotlenienia lub je 

zmniejszać niezbędne jest dobre poznanie i zrozumienie mechani­

zmów uszkodzenia układu nerwowego w następstwie niedoboru tle­

nowego. Informacje na ten temat czerpie się z prac doświadczal­

nych. Ostatnio ilość badań poświęconych metabolicznym skutkom 

niedoboru tlenowego w ośrodkowym układzie nerwowym znacznie 
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wzrasta. Tym niemniej dotychczas brak było jakichkolwiek danych I 

na temat wpływu niedotlenienia na przemiany tak podstawowego ' 
i i 

w ogólnym metabolizmie związku jak cytrynian, . 
i 

Dlatego też kolejnym celem niniejszej pracy było: 

2 .  Określenie zaburzeń w metaboliźmie cytrynianu w mózgu w wa­

runkach hipoksji oraz przeprowadzenie badań pozwalających 
i 

na wykrycie biochemicznych przyczyn obserwowanych zmian. 
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MATERIAŁ I METODY • 
I 

i 
1. Warunki doświadczeń ; 

Badania przeprowadzono na szczurach rasy Wistar, samcach 

o ciężarze ciała 180-200 g. Od momentu dekapitacji wszystkie 

czynności związane z wyjęciem mózgu i przygotowaniem subfrak­

cji komórkowych przeprowadzano w temp. od 0 do +4°C. 

We wszystkich doświadczeniach homogenat uzyskiwano z półkul ! 

mózgów 4-6 szczurów. I !  

1. 1. Nj.^d^tlenienie hipojtsyjne 
j 

W celu wywołania niedotlenienia zwierzęta umieszczano 

w komorze doświadczalnej przez którą przepływała mieszanina 

gazowa składająca się z 7% tlenu i 93% azotu. Czas niedotlenie­

nia wynosił przeważnie 30 min, ale był również inny w zależ­

ności od doświadczenia, co zostało zazn aczone przy opisie po­

szczególnych doświadczeń. 

Stosowany model niedotlenienia został szeroko scharakleryzo­

wany przez Lewisa i wsp, 106/ oraz Domańską-Janik i Zalewską 

/52/. Parametry charakterystyczne dla niedotlenienia zestawio­

ne poniżej określają stopień hipoksji w tym modelu. 
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Pa°2  PaCO , u PH mleczan 
piro-
gronian 

i 
mleczan 
pirogro-
nian 

W arunki 
kontrolne 

88. 0 
+3. 54 

39. 9 
+0. 90 

7. 39 
+0. 04 

0. 86 
+0. 20 

0. 109 
+0. 022 7 ł  9 

Niedotlenie­
nie hipo-
ksyjne 
1 godz. 

26. 2 
+2. 21 

20. 6 
+ 1» 19 

7, 50 
+0. 06 

3, 28 
+0. 56 

0. 151 
+0 r  038 21. 7 

. 

1 

Zmiany w Pa09, PaCO , pE oraz poziomach mleczanu i piro-
t-j u 

gronianu widoczne w tabeli są obserwowane już po pierwszych 30 min 
I 

niedotlenienia i utrzymują się praktycznie na stałym poziomie do 

2 godzin przetrzymywania zwierząt w mieszance gazowej z zawar-

tością 7% O i 93% N /52/. 

1. 2. Anestezja Jpentob_ar bit alow a_ 

Zwierzęta usypiano pentobarbitalem sodu podając go do-

otrzewnowo w dawce 40 mg/kg wagi ciała. Szczury dekapitowano 

na ogół po 30 min od momentu uśpienia, bądź w innym czasie co 

zaznaczono w opisie poszczególnych doświadczeń. 

1. 3. Niedotlenienie w anestezji pentobarbitalowej 

Szczurom podawano narkozę dootrzewnowo /40 mg/kg wagi 

ciała/. Po zaśnięciu zwierzęta przenoszono do komory z prze­

pływem mieszanki gazowej /7% tlenu i 93% azotu/ na okres 30 min 

a następnie dekapitowano. 
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1. 4. Norma 1  

i 
Dekapitowano zwierzęta przebywające w warunkach prawid- • 

łowych z atmosferyczną zawartością tlenu. 

2. Otrzymywanie frakcji subkomórkowych 

j 

j J ^ a k c j i  s u b k o m ó r k o w y c h  j  

Jednoczesne wydzielenie tkanki szeregu frakcji subkomór-j 

kowych uzyskano stosując metodę różnicowego wirowania wg 

Whittakera i wsp. /232/. Półkule mózgu homogenizowano w 0„ 44 M 
i 

sacharozie z i raM EDT.A /5 ml/g tkanki/ i wirowano przez 5 min 

przy 900 x g. Osad zawieszano w 0. 44 M sacharozie z 1 mM EDTA 

/ 2. 5 ml/g świeżej tkanki/, homogenizowano i wirowano jak po­

przednio, powtarzając tę procedurę dwukrotnie. Frakcję osadzają­

cą się przy 900 x g traktowano jako frakcję jądrową /PI/. 

Połęczone supernatanty wirowano przez 30 min przy 17 tys. x g. 

Osad stanowiła nieoczyszczona frakcja mitochondrialna /P9/, 
u 

supernatant frakcja postmitochondrialna /S /. 

Z nieoczyszczonej ' 'rakcji mitochondrialnej /P / w gradiencie 
ćt 

sacharozy /gradient skokowy: /0. 32 M, 0.8 M, 1.2 M/ wirując 

przez 2 godz. przy 58 tys. x g otrzymywano frakcję mitochon-

drialną /C/, frakcję synaptosomów /B/ i mielinę /A/. 

Frakcję synaptosomalną /B / poddawano szokowi hi poosmo tyczne mu, 

a następnie w wyniku 30 minutowego wirowania przy 17 tys. x g 

otrzymywano frakcję osadu zawierającą mitochondria synaptoso-

malne /Wp/ i rozpuszczalną frakcję synaptosomów /Ws/. 

Z frakcji postmitochondriainej S otrzymano cytosol /S / oraz 
z o 

frakcję mikrosomalną /M/ w wyniku wirowania przy 105 tys. x g, 

1 godzinę. 
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2. 2. Otrz^m^wanie__p_^t0£0lu 

Frakcja postmitochondrialna /cytoplazmatyczna S / otrzy-
Z i 

mywana była w wyniku homogenizacji w 0. 125 M KCl półkul mózgu 

/homogenat 20%/ oraz wirowania w ciągu 30 min przy 25 tys.x gl 

Cytosol /S^/ uzyskiwano poprzez odwirowanie otrzymanego superj 

natantu przy 105 tys. x g w ciągu 1 godziny, |  
i 
I 
i 

2. 3. O^rz^m^wanie__fr ak c ji müochondrialne j 

\ 

Frakcja mitochondrialna mózgu była otrzymywana metodą 

larka i Niclasa /36/. Półkule mózgu homogenizowano w roztworze 

izolacyjnym: 0. 25 M sacharoza, 10 mM Tris HCl pH 7, 4; i 0. 5 mM 

EDTA. Wirowano 2. 000 x g w ciągu 3 min. Supernatant wirowano 

12.500 x g przez 8 min. Osad zawieszano w 3% Ficollu z 0.24 M 

mannitolu, 0. 06 M sacharozą i 0. 05 mM EDTA i nanoszono na war­

stwę 6% Ficollu w mannitolu, sacharozie i EDTA. Wirowano przy 

11.500 x g w ciągu 30 min. Osad płukano w roztworze izolacyjnym 

i w nim zawieszano uzyskaną frakcję. 

2. 4. Otrz^m^wanie__frakcjj. s^y nmaLie j 

Stosowano zmodyfikowaną flotacyjną metodę Bootha i Clarka 

/20/ /Modyfikacja polegała na intensywniejszej homogenizacji, na 

zmianie objętości końcowej do 5 ml przy zawieszaniu synaptoso-

mów przed nałożeniem na gradient oraz zwiększeniu przyspieszenia 

przy wirowaniu osadu synaptosomów w czasie płukania/, bądź se­

dymentacyjną metodę Lai i Clarka /100/. W przypadku obydwu tych 

metod tkankę homogenizowano w roztworze 0. 32 M sacharozy z '1 m! 

EDTA i 10 mM Tris-HCl, ph 7. 4. Osad P rozdzielano w gradien-
ĆJ 

cie stężeń Ficollu. Osad synaptozomów przemywano i zawieszano 

w buforze Krebsa-Henseleita o składzie: 144 mM NaCl, 5 mM KCl, 

5 mM NaHCOg, 1.3 mM MgSO , 1 mM Pi, 10 mM Hepas, pH 7.4. 
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i 
QM 

2. 5. _Otrzj^ijw_^ie J;rak^ji_mUo^°ndrJ.mv_^ j^^to^omalnjch_ 

i 

Mitochondria synaptosomalne były izolowane z synaptosomów , 
i 

zgodnie z metodą Lai i wsp. /101/. j 
i 

Osad synaptosomów był poddawany szokowi hipoosmotycznemu w 6 r 

Tris-HCl, pH 8, 1 i wirowany przy 11.8 tys. x g 10 min, ponownie 
i 

zawieszany w 6 mM Tris-HCl pH 8„ 1 i wirowany przy 8. 3 tys. x g 
i 

Supernatant zawieszano w mieszaninie: 3% Ficoll, 0. 12 M - manni-' 

tol, 30 mM sacharoza, 25 ,uM EDTA - K f, 5 mM Tris-HCl, 

pH 7. 4 i nakładano w probówce na warstwę zawierającą 4. 5% Ficoll 

0.24 M mannitol, 60 mM sacharozę, 50^uM EDTA, 10 mM Tris-HÓl 

pH 7.4. Na spodzie probówki znajdowała się mieszanina /6% Ficoll/, 

0.24 M mannitol, 60 mM sacharoza, 50,uM EDTA - K+, 10 mM i 

Tris-HCl pH 7.4. 

Probówki z opisaną wyżej zawartością wirowano przy 11. 300 x g 

w ciągu 30 min. 

Zbierano i łączono środkową warstwę odpowiadającą 4. 5% Ficollu 

/frakcja SM wg Lai i wsp. /101 / i osad na dole probówki odpowia­

dający 6% ficollu /frakcja SM wg Lai i wsp. 101/. Preparat za-
-f wieszano w mieszaninie izolacyjnej /0.32 sacharoza, 1 mM K 

EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 7. 4/ wirowano 17. 000 x g 10 min. 

Osad przemywano roztworem mieszaniny izolacyjnej z dodatkiem 

albuminy i wirowano przy 9. 800 x g 10 min. Osad zawieszano w 

mieszaninie izolacyjnej i taki używano do doświadczeń. 

3. Otrzymywanie dehydrogenazy izocytrynianowej NADP zależnej 

z cytosolu mózgu. 

Cytosol z którego oczyszczano IDH NADP był izolowany zmo­

dyfikowaną metodą Illingworth a, Tiptona /86/. Półkule mózgu 

szczurów cięto na kawałki, zawieszano w 20% roztworze glicerolu 
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zawierającego 1 mM EDTA /pH 7.0/ i homogenizowano /20% ho-

mogenat/. Homogenat wirowano 30 min przy 25 tys. x g. Następ­

nie supernatant wirowano 60 min przy 100 tys. x g uzyskując 

w ten sposób cytosol. 

15 ml otrzymanego eytosolu nakładano na kolumnę z DE-32 celu­

lozą o wymiarach 1 x 20 cm zrównoważoną 10 mM buforem sodo­

wo-cytrynianów ym o pH 6. 2. Zbierano próby w 5 ml porcjach eluo-

wanych z kolumny i w nich oznaczano zawartość białka i aktywność 

IDH NADP. Te próby w których znajdowano aktywność IDH NA DP 

były łączone i nakładane na kolumnę z CM-celulozą o wymiarach 

/1 x 18 cm/ zrównoważone 10 mM buforem so< wo-cytrynianowym 

pH 6. 2. Eluat był zbierany jak poprzednio, a rakcje zawierające 

aktywność IDH NADP były łączone i poddawane rozdziałowi na ko­

lumnie wypełnionej DEAE Sephadeksem /1 x 16 cm/ zrównoważo­

nej jak poprzednio. 

Częściowo oczyszczony enzym po rozdziale na Sephadeksie oczysz­

czano dalej elektroforetycznie na żelu poliakrylamidowym w na­

stępujący sposób. Białko zawieszano w roztworze zawierającym: 

0. 02 M Tris-HCl , pH 7. 5, 4 mM izocytrynian sodu, 10 mM MgCl 
Ci 

i 0. 01 M siarczan sodowy. Próby zawierające 100 jug białka mie­

szano z glicerolem i błękitem bromofenolowym i nanoszono na 7% 

żel. Przepuszczano prąd o natężeniu 4 mA przez żel o średnicy 

5 mm. Białko wybarwiano w żelu 1% roztwore n czerni amidowej 

w 7% kwasie octowym, a aktywność enzymatyczną wykazywano 

przy użyciu błękitu nitrotetrazolowego /NBT/ wg Hendersona /83/. 

Prążki odpowiadające IDH NADP wycinano z żelu i eluowano z nich 

enzym buforem Tris-HCl o pH 6. 7. Eluaty łączono i zagęszczano 

w Ficollu. W celu sprawdzenia homogenności otrzymywanego białka 

zagęszczony roztwór powtórnie nanoszono na żel poliakrylamidowy 

i wybarwiano czernią amidową i NBT. 
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4. Elektroforeza frakcji subkomórkowych na żelu poliakrylami- ' 

dowym. 
i 

Frakcje subkomórkowe były rozcieńczane w stosunku 1:1 

z roztworem zawierającym: 0.02 M Tris HCl pH 7.75, 4 mM Dli 

izocytrynian sodu, 10 mM MgCl i 0.01 M siarczan sodowy. Na-
CJ 

stępnie tak przygotowane próby mieszano z glicerolem i błękitemj 

bromofenolowym i nanoszono w ilości odpowiadającej 100 ,ug białka 
/ i 

na 7% żel poliakrylainidowy. Przepuszczano prąd = 4 mA na kolu^ 

mienkę z żelem o średnicy 5 mm. Elektroforezę prowadzono 1. 5 

godziny. Aktywność IDH NADP ujawniano w reakcji z błękitem ni-

trotetrazolowym /NBT/ zgodnie z Hendersonem /83/. 

5. Oznaczanie ciężaru cząsteczkowego IDH NADP 

Oczyszczony enzym poddawany był elektroforezie z siarcza­

nem dodecylu zgodnie z metodą Webera i Osborna /231/. 

Białko zawieszano w 10 mM buforze fosforanowym pH 7. 0, 0. 5 mM 

DTT, 1% SDS i pozostawiano w 37°C przez 2 godz. , 5 ^ul roztworu 

białka o stężeniu 1 mg/ml dodawano do 50^,ul 10 mM buforu fosfo­

ranowego pH 7. 0, 5^ul 0. 05% błękitu bromof enolowego w wodzie, 

5^ul 10 mM DTT i kropli glicerolu. lOO^ug białka mieszaniny 

nakładano na żel. Przepuszczano prąd 8 mA/żel o średnicy 5 mm. 

Żele wybarwiano błękitem Coomassiego. 

6. Warunki enzymatycznej reakcji zużycia cytrynianu w cytosolu 

Enzymatyczna reakcja była prowadzona w 37°C natychmiast 

po uzyskaniu cytosolu. Mieszanina inkubacyjna zawierała: 

64^umol Tris-HCl, pH 7. 3, 22. S^umoli MnSO^ oraz cytrynian, 

NADP, oC -ketoglutaran i cytosol w ilościach różnych w zależno­

ści od doświadczenia, co zaznaczono pod tabelami i rysunkami. 
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• I 

Całkowita objętość wynosiła 1. 3 ml. Reakcja była zatrzymywana 

przez dodanie TCA do końcowego stężenia 5%. W odbiałczonym 
i  

ekstrakcie oznaczano cytrynian, Jt -keto glut ar an i glutaminian. 
j 

Uwalnianie CO w wyżej podanych warunkach było mierzone mano-j 
CJ 

metrycznie w aparacie Warburga zgodnie z metodą Umbreita /227/, 

Zachodzącą jednocześnie redukcję NADP mierzono spektrofotome-
I 

trycznie przy długości fali 340 nm. ! 
i i 

7. Warunki transportu cytrynianu i jabłczanu do mitochondriów | 

perikarionów. 

o 
Transport badano w temp,. 25 C. Mieszanina inkubacyjna 

zawierała w końcowej objętości 1 ml: 0. 25 M sacharozę, 10 mM 

Tris-HCl pH 7.4, 0.5 mM EDTA, 2. 4 ^,ug rotenonu, 1. 25^ug 

antymycyny oraz Pi, jabłczan, cytrynian, butylomalonian i mito­

chondria w ilościacłi zaznaczonych w opisach poszczególnych rycin 

i tabel. Czas inkubacji wynosił 1-20 min, co zaznaczono w opisie 

wyników. ' . 

Reakcję zatrzymywano szybkim ochłodzeniem do temp. +2°C i na­

tychmiastowym wirowaniem /5 min przy 18. 000 x g/. Osad prze­

mywano dwukrotnie zimnym roztworem. 0.25 M sacharozy, 0.5 mM 

EDTA, 10 mM Tris-HCl, pil 7. 4 i wirowano ponownie. 

W kontrolnych doświadczeniach w supernatancie .otrzymanym po 

trzecim przemyciu nie wykrywano już śladów jabłczanu i cytrynia­

nu. W celu uniknięcia błędu spowodowanego absorpcją lub pochwy­

ceniem /trapping/ radio ale tyvvn ego materiału równolegle robiono 

kontrolne doświadczenia w temp. 0°C i radioaktywność oznaczana 

w próbach kontrolnych była odejmowana od wartości badanej próby. 
14 

Niewielka ilość CO powstająca w mitochondriach w obecności 
u 

rotenonu i antymycyny również była brana pod uwagę przy-wylicza­

niu wyników. 
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8. Warunki inkubacji synaptosomów 
i 

Synaptosomy /około 5 mg białka/ml/ były inkubowane w bu- ' 

forze Krebs-Henseleit-Hepes, pH 7. 4 zawierającym 10 mM glukozę j 

i  2 mM CaCl (^ w ciągu 10 min w temp. 22°C. W przypadku pomiaru 

metabolitów synaptosomy po inkubacji były odbiałczone przez doda­

nie kwasu nadchlorowego do końcowego stężenia 3%. Następnie kwas ' I 
usuwano z ekstraktu neutralizując go z 3 M K CO w 0. 5 M trój- [ 

o t 

etanoloam inie. 
1 '  I 

9. Warunki transportu cytrynianu do synaptosomów 

Synaptosomy inkubowano w roztworze Krebs-Tris /124 mM 

NaCl, 5 mM KCl, 1.2 mM KH PO 0.75 mM CaCl_, 1.3 mM MgCl0, 
^ 1 4  26 mM Tris-HCl, pH 7. 4 /  zawierającym 1 mM 1,5 C cytrynian 

i w części doświadczeń 1 mM jabłczan. Inkubację prowadzono od 

0-30 min w 37°C. Równolegle prowadzono inkubację w temp. 0°C. 

Synaptosomy wydzielano przez wirowanie /1200 x g, 5 min 0°C/ 

i przemywano dwukrotnie roztworem Krebs-Tris. Radioaktywność 

mierzono w liczniku scyntylacyjnym analogicznie jak w przypadku ' 

pomiaru radioaktywności nagromadzanej w mitochondriach /Meto­

dy 16/. 

10. Warunki transportu cytrynianu do mitochondriów synaptoso-

malnych 

Mitochondria synaptosomalne inkubowano w roztworze: 250 mM 

sacharozy, 10 mM Tris-HCl, pH 7, 4, 10 mM fosforan sodu, 0. 5 

mM EDTA, zawierającym 2. 4,ug/ml rotenonu i 1. 25,ug/ml anty-
14 '  I 

mycyny i 1 mM 1. 5 C cytrynian. Inkubację prowadzono od 

0. 25-5 min w temp. 25 C i dalej postępowano tak jak w przypadku 

synaptosomów. 
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14 : 11* Polary dekarboksylacji C cytrynianu 

14 14 
Dekarboksylację C cytrynianu mierzono ilością CO r. ' 

produkowanego w czasie 10-30 min inkubacji w warunkach trans- ' 
j 

portu cytrynianu. Inkubację prowadzono w naczynkach Warburga. 
14 

C00  absorbowano na bibule nasyconej hiaminą, umieszczonej 

w studzienkach naczynek. Zawartość studzienek przenoszono do 

probówek ze scyntylatorem i liczono radioaktywność w liczniku , 
i 

scyntylacyjnym. • 1  

I I !  
12. Oznaczanie aktywności enzyrnów 

12. 1. D elry d en_az a J^^^c^l£^'n^ino wa_ N A DP zależna 

I 
Aktywność enzymu oznaczano metodą spektrofotometryczną 

wg Ochoa /140/ mierząc redukcję NA DP przy Ä = 340 nni. Mie­

szanina inkubacyjna zawierała w 3 ml końcowej objętości 40^umoli 

Tris-HCl, pH 6. 7, lS^umoli MgCl^, 0. (> .umoli izocytrynianu so­

du, 0. 5^umola NADP, białko od 0. 8 do 1. 5 mg» Czas pomiaru 

5 min. 

12. 2. a jqytryn ianow a 

Aktywność enzymu oznaczano spektrofotomet rycznie oznacza­

jąc redukcję NAD / Ą = 340 nm/ związaną z wytwarzaniem szcza-

wiooctanu w reakcji sprzężonej z dehydrogenazą jabłczanową /387 /. 

Mieszanina reakcyjna zawierała: Tris-HCl bufor, 100 mM, 

pH 8. 0; 7 mM jabłczan; 3 mM NAD, 0. 25yuM rotenon, 0. 2 mM 

Acetylo-CoA, dehydrogenaza jabłczanowa/4 i. u./ml/ i 50^ug 

białka w objętości końcowej 0. 4 ml. Aktywność oznaczono po 

uprzednim rozbiciu frakcji ultradźwiękami i dwukrotnym szybkim 

zamrożeniu i rozmrożeniu. 
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12. 3. _Li^za_ATP no\v_a_ I 

i 

Aktywność enzymu oznaczane spektrofotometrycznie w oparciu i 

o metodę Szutowicza i wsp. /2l7/ e  Oznaczano utlenianie NADH 

/przy 340 nm/ związane ze zużyciem szczawiooctanu w reakcji 

sprzężonej z dehydrogenazą jabłezanową. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: 50 mM Tris-HCl, pH 7.8, i 
j 

5 mM ATP, 20 mM cytrynian potasu, 10 mM MgCl , 10 mM 2 mer-j 
u 

kaptoetanol, 100 mM KCl, 0.2 mM CoA, 0.15 mM NADH, 2 i.u. /ml| 
I 

jabłezanowej dehydrogenazy oraz 0,2-0,4 mg białka badanej frakcji. ! 

Równolegle wykonywano próby kontrolne bez ATP lub CoA. Szybkość 

reakcji mierzono w ciągu 5 min w temp. 22°C, 

12. 4. Akonitaza 

Aktywność mierzono w mieszaninie inkubacyjnej podanej 

przy opisie pomiarów aktywności IDH NADP z zastosowaniem izo-

cytrynianu jako substratu poprzez pomiar wzrostu zawartości cytry­

nianu. 

12. 5. Aminotransferaza as pa rumiano w a 

Aktywność enzymu oznaczano wg metody Bergmeyera i 

Bernta /13/. Mieszanina inkubacyjna zawierała w 3 ml końcowej 

objętości: 2. 3 ml 0. 1 M bufom fosforanowego, pH 7. 6, zawiera­

jącego 2.5 x 10 JM asparaginianu, 0.1 ml 0.2 M -ketoglutaranu, 
- 2  0. 05 ml 1, 2 x 10 M NADH i 0.25 mg/ml mleczanowej dehydrogena­

zy. Czas inkubacji 5 min. 

12. 6. Fumaraza 

Aktywność enzymu oznaczano spektrofotometrycznie wg meto-
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dy Rackera /15 3/. 'Mieszanina inkubacyjna w końcowej objętości I 

3.0 ml zawierała: 50 raM bufor Na- fosforanowy /Na HPO, - i 
/u a" j 

NaH^PO^/ pH 7.4, 33 mM L jabłczan sodu oraz próbę rozcieńczo-
{ 

ną w 0.32 M sacharozie z dodatkiem lub bez 0.2% Tritonu X-100. j 
i 

Wzrost ekstynkcji śledzono przy długości fali 250 nm przez 5 min. 

12. 7. P£h^ro^genaza_mleczanowa , 
i t 

Aktywność enzymu oznaczano spektrofotometrycznie wg meto- j 

Johnsona /89/ mierząc utlenianie N.ADH. Mieszanina inkubacyj- j 

na w końcowej objętości 3 ml zawierała: 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 

0,1 M NaCl, 0.1 mM NADH, 0.4 pirogronian sodu oraz badaną 

próbę rozcieńczoną w 0. 32 sacharozie z dodatkiem lub bez 0. 2% 

Tritonu X-100. Spadek ekstynkcji śledzono przy długości fali 340 

nm przez 5 min. 

13. Oznaczanie zawartości białka 

Białko oznaczano metodą Lowry i wsp. /112/ stosując jako 

standard albuminę surowiczą krwi bydlęcej /V frakcja/. 

14. Spektrofotometryczne i kolorymetryczne oznaczenia stężeń 

substratów i metabolitów 

14. 1. C^troznaczano metodą chemiczną zgodnie z Natelso-

nem i wsp. /133/ polegającą na wytworzeniu w odbiałczonyrn ekstrak­

cie pentabromoacetonu, który ekstrahowany jest heptanem i mocz­

nikiem, i oznaczany kolorymetrycznie lub metodą Sieberta /189/ 

gdzie wykorzystano przejście cytrynianu w obecności NADP i ako-

nitazy w tL -keto glut ar an, CO^ i NADPH. Wzrost ekstynkcji mie­

rzono przy 340 nm. 
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14. 2. li ęt o glu  t ar an. oznaczano metodą Bontinga /19 / polega­

jącą na wytworzeniu dwunitrofenylobydrazyny otrzymanej w wyni­

ku ekstrakcji octanem etylu lub metodą Bergmeyera i Bernta /12/ 

w której £ -ketoglutaran w obecności NADH i glutaminianowej 

dehydrogenazy przechodzi w glutaminian i NAD. Spadek ekstynkcji 

mierzono przy 340 nm. 

14.3. Glutaminian mierzono w odbiałczonej próbie zgodnie z me­

todą Berntai Bergmeyer /14/. 

14. 4. -Asparagini an oznaczano w odbiałczonej próbie metodą 

Pfleiderera /150/. W obecności glutaminianowo szczawiooctano-

wej transaminazy i mleczanowej dehydrogenazy otrzymano szcza-

wiooctan, który z NADH dawał jabłczan i NAD. Spadek ekstynkcji 

mierzono przy 340 nm. 

14. 5. Mocznik_ - oznaczano metodą Fawcetta i Scotta /6 2/, w od-

białczonym supernatancie używając ureazy i odczynnika Nesslera. 

Oznaczano ekstynkcję przy A =  436 nm. 

14. 6. " metodą kolorymetryczną Gerharta 

i Pardee'a /66/ z użyciem sulfonianu dwufenyloaminy. Optyczną 

gęstość oznaczano przy 560 nm po 20 min od wywołania barwy. 

14. 7. Hj^r^^ymaślan - oznaczano metodą Williamsona i wsp. 

/236/. Mierzono ilość powstającego NADH przy A = 340 nm 

w obecności NAD i dehydrogenazy hydroksymaślanu. 

14.8. AceJ^lo<^ctć^n_ oznaczano wg Williamsona i wsp. /236/. 

Mierzono ilość powstającego NAD przy X = 340 nm w obecności 
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NADH i dehydrogenazy hydroksymaślanu. 
i 
j 
i 

oznaczano wg Gutmana i Wahlefelda /76/„ Mie-! 

rzono redukcję NAD przy A = 340 nm w obecności mleczanowej I 

dehydrogenazy /LDH/. 

m\ 
i 

14. 10. Pirp££ornan oznaczano zgodnie z metodą Czoka i > 

Lamprechta /44/. Utlenianie NADH mierzono w obecności mlec::a~| 

nowej dehydrogenazy przy X =•• 340 nm. 

14.11. -ATP oznaczano spektrofotometryczną metodą wg Lampre­

chta i Trautscholda używając heksokinazy i glukozo-6-fosforanu 

i mierząc wzrost ekstynkcji NADPH przy > = 340 nm /102/. 

14. 12. J^i^fok:n^t^ia była oznaczona w tej samej mieszaninie 

inkubacyjnej co ATP po dodaniu 1 mM ADP zgodnie z metodą Lam­

prechta i wsp. /103/. 

14. 13. ADP_i_ AMP były mierzone spadkiem ekstynkcji przy 

340 nm metodą Jaworka i wsp. /88/. W metodzie tej używano 

miokinazy, kinazy piróg roni ano w ej i dehydrogenazy mleczanowej, 

14. 14. " oznaczano w tej samej mieszaninie inkubacyj­

nej co ADP wg metody Bernta i wsp. /15/. 

14. 15. N^organi^^n^£o^^^an_ był oznaczony metodą Hess a i 

Derra /84/. Synaptosomy szybko były wydzielane z zawiesiny przez 

wirowanie jej przez warstwę oleju silikonowego. 
\ 

W warunkach oznaczeń Pi następowała hydroliza fosfokreatyny. 

Dlatego wartości Pi były korygowane z zawartością fosfokreatyny, 
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którą oznaczano enzymatycznie w tej samej co Pi mieszaninie 
i 

inkuhacyjnej. ; 

i 

+ + 
14. 16. Wewn^tsiorie^l^_NAD_/N A DH w zawiej 

sinie synaptosomów był wyliczony z pomiarów stężeń hydroksy-

maślanu i acetylooctanu zgodnie z Williamsonem i wsp. /237/ e  

i 
i t 

15. Oznaczanie asparaginianu we krwi 
I 

Do żyły szyjnej wprowadzano szczurom w narkozie nembuta-

lowej kaniulę z heparyną. Po 2 godzinach od momentu obudzenia 

się zwierząt pobierano krew przez kaniulę dla oznaczania warto­

ści kontrolnych asparaginianu. Następnie zwierzęta poddawano 
j 

30 min. hipoksji przetrzymując je w pomieszczeniu z ciągłym 

przepływem mieszanki 7% tlenu i 93% azotu i krew pobierano 

jak wyżej. Po 24 godz. przebywania zwierząt w warunkach prawi­

dłowych wstrzykiwano im dootrzewnowo nembutal 40 mg/kg wagi 

ciała i po 30 min od zaśnięcia pobierano krew. 

Surowicę krwi otrzymywano w wyniku wirowania 15. 000 g,xl5 min, 

odbiałczenia kwasem nadchlorowym /końcowe stężenie 2%/ i ne­

utralizacji z K^PO^. 

16. Izotopowe metody pomiaru stężenia cytrynianu i jabłczanu 

14 14 Do mieszaniny inkubacyjnej dodawano C cytrynian i C 

jabłczan /0. l^uCi w próbie/. Po inkubacji i dwukrotnym przemyciu 

mitochondriów dodawano do nich tkankowy rozpuszczalnik /NCS/„ 

Próby do których dodawano NCS stały przez 12 godzin w tempe­

raturze pokojowej, a następnie w temp. 50-60°C przez 1 godz. 

Rozpuszczone próby przenoszono do naczynek zawierających scynty­

lator /spektrofluor + toluen/ z dodatkiem kwasu octowego i mierzono 
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radioaktywność licznikiem Nuclear Chicago Liquid Scintillation j 

Counter. 

17. Spektrofluorymetryczne oznaczen i a stężenia jabłczanu 

Mitochondria odbiałczono za pomocą HCIO^ do końcowego 

stężenia 6%. Następnie wirowano, supernatant, neutralizowano 3N 

K CO w 0. 5 M trójetanoloaminie do pH 6. 0, wirowano i ozna-
ĆJ ó 

czano jabłczan w supernatacie. 

Jabłczan oznaczano wg metody Williamsona i Corkeya /238/ 

w obecności dehydrogenazy jabłczanowej i NAD mierząc wzrost 

fluorescencji przy 340 nm używając standardu wewnętrznego. 

Taką samą procedurę stosowano dla prób zawierających standard.. 

18. Pomiary stężenia i stanu redukcji cytochromu c 

Poziom cytochromu c oraz stan jego redukcji mierzono w 

Johnson Foundation dual wavelength spectrophotometer przy 550 -

540 nm przy ciągłym mieszaniu. Po początkowym odczycie doda­

wano lO^uM antymycynę A, co powodowało całkowite utlenienie 

cytochromu c. Pełny stan jego redukcji uzyskiwano po dodaniu 

1 mM KCN. Stan redox dla cytochromu c był wyliczony zgodnie 

z Wilsonem i wsp. /239, 140/ używając jako Em_ wartość = l ,  ćj 

0. 230 mV /Dutton and Wilson 57/. 

19. Pomiary oddychania synaptosomów 

"Pobieranie" tlenu przez synaptosomy /nmole O / mg białka/ 

min/ mierzono w buforze Krebs-Henseleita pH 7.4 zawierającym 

10 mM glukozę i 2 mM CaCl po 10 min inkubacji w temp. 22°C 
Ćj 

za pomocą elektrody tlenowej Clarka. Oddychanie wyrażano jako 
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liczbę obrotów /TN/ dla cytochromu c/elektrony/sek/ wyliczając 

go ze wzoru: 
i 

ilość pobranego O x 4 i 
TN = — — 

6 0 x ilość cytochromu c 

20. Oznaczenia przestrzeni wewnątrzsynaptosomalnej 
i i 

14 Do zawiesiny synaptosomów dodawano trytowaną v odę i C 

glikol polyetylenowy /4000 daltonów/, a następnie wirowano przez i 

warstwę oleju silikonowego.. Całkowitą objętość wody w osadzie 
3 

oznaczano z zawartości H, podczas gdy wewnątrz syn aptosomalną , 
14 

wodę oznaczano z ilości C zgodnie z Deutsch i Rafałowska /48/. 
j 

21. Oznaczanie potencjału błonowego synaptosomów 

Synaptosomy /około 4 mg białka/ml/ zawieszano w roztworze 

Krebs-Henseleita /144 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM MgSO^, 

5 mM NaHCOg, 1 mM Pi/ zawierającym 10 mM Tris-Hepes, 

pH 7. 4, 10 mM glukozę i 2. 5 mM CaCl . Inkubacja trwała 10 min,. 
Z 

w temp. pokojowej. 

Do mieszaniny dodawano tetrafenyloboran sodu /TPB/ i trytowany 

trójfenylometylofosfonian /TPMP/. I^róby /llO^ul/ były wirowane 

przez lO^ul oleju silikonowego o gęstości 1.03 w ciągu 2 min 

przy 12. 000 x g. 

Jednakowe ilości supernatantu przenoszono do naczynek scynty­

lacyjnych, pozostałość usuwano pod próżnią i osuszano. Osad 

zawieszano w tej samej probówce w 0, 1 ml 50% nasyconego chlorku 

amonu i probówkę wkładano do naczynka scyntylacyjnego. Naczynka 

scyntylacyjne zawierające supernatant i osad napełniano roztworem 

scyntylacyjnym /Searle Aqueous Counting Solution/ i liczono radio­

aktywność na Delta 300 Searle Two Channel Scintillation Counter. 

\ 
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Potencjał wyliczano z równania Nernsta I 

i 
ę _ -BT , C wewnętrzny 1 

nF C zewnętrzny I 

i 
C jest aktywnością jonu TPMP wewnątrz i na zewnątrz synaptoso-
mów. 

/ 
I 
I 

22. Analiza statystyczna wyników ' 

W niektórych przypadkach przedstawiano przykładowo jedno i 

typowe doświadczenie. W tych przypadkach ilość wszystkich ekspe­

rymentów podawano w opisie tabel i rycin. Większość wyników wy­

rażano jako średnie arytmetyczne + SD lub + SEM. Ilość doświad­

czeń /n/ podano w nawiasach lub w legendach do tabel i rycin. 

Znamienność statystyczną poszczególnych różnic obliczano na pod­

stawie testu t Studenta /204 f .  Jako znamienne statystycznie przy­

jęto wartości p £ 0. 05. 
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WYNIKI 1  

i 

i 

1. Metabolizm cytrynianu w mózgu w warunkach prawidłowych ! 

I 
i 

1. 1. ]i^wn^trzl^m^rk<^_a_lokal3jza£ja__enz2Tiiów metabolizujących 

cytrynian I 
I 
j 

Ocena aktywności i rozmieszczenia w komórce dotyczyła ' 

trzech enzymów: dehydrogenazy izocytrynianowej NA DP zależnej j 

/IDH NADP/, liazy cytrynianów ej ATP-zależnej i syntazy cytry­

nianów ej. 

Frakcje subkomórkowe mózgu, izolowane równocześnie /wg 

metody 2. l/, w których oznaczano wyżej wymienione enzymy, po 

siadały zawartość białka równą około 100% początkowej wartości 

białka homogenatu. Rozkład białka w poszczególnych frakcjach 

obrazuje rye. 1. 

Uzyskane frakcje charakteryzowały się znaczną czystością na 

co wskazują wyniki przedstawione na rye. 2A i B obrazujące 

rozkład aktywności w tych frakcjach markerów subkomórkowych: 

fumarazy charakterystycznej dla mitochondriów i LDH dla frakcji 

rozpuszczalnej. Na rye. 2C, D, E, F przedstawiono aktywności 

całkowite i specyficzne IDH NADP oraz liazy cytryn i ano w ej ATP-

zależnej w poszczególnych frakcjach. 
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Rye. 1. Rozkład białka we frakcjach subkomorkowych mózgu 
szczura. 

Zawartość białka odnoszono do całkowitej ilości białka 
/ = 100%/ 1 - wyjściowego homogenatu, 2 - frakcji P , 
3 - frakcji B. 
P^ - jądra, resztki tkanki, P^ - nieoczyszczona frakcja 
mitochondriów zawierająca ponadto mielinę i synaptosomy, 
Sg - cytosol, M - mikrosomy, A -  mielina, B - synaptoso-
my, C ~ mitochondria, Wp - synaptosomalna frakcja osadu, 
W - rozpuszczalna frakcja synaptosomów. 
Przedstawione dane prezentują wyniki jednego z czterech 
doświadczeń. 
Wg. Rafałowska, Księżak, wyniki niepublikowane. 

Liaza cytrynianowa ATP - zależna występuje w rozpuszczal­

nych frakcjach tkanki mózgowej: S i W . Obecność małych ilości 
Ća S 

tego enzymu we frakcjach C, M i Wp pochodzi z zanieczyszczeń 

frakcją rozpuszczalną. Rozkład aktywności w poszczególnych frak­

cjach liazy cytrynianowej jest zgodny z rozkładem LDH /rye. 2B/. 

Dehydrogenaza izo cytrynianów a N.ADP zależna jest obecna 

w obydwu rozpuszczalnych frakcjach S i W , jak również we 
o S 
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Hyc. 2. Rozkład całkowitej i specyficznej aktywności enzymów 
utleniających cytrynian w subkomórkowych frakcjach móz­
gu i całkowita aktywność markerów subkomórkowych. 

We frakcjach nierozpuszczalnych oznaczenia prowadzono po 
zadziałaniu 0.2% Tritonem X-100 w obecności 0. 5 ,uM ro-
tenonu. Wartości przedstawione na ryc. 2 A, B, C, E odno­
szono do całkowitej aktywności /= 100%/ 1 - homogenatu H 
2 - frakcji P , 3 - frakcji B. 
Nazwy frakcji jak na ryc. 1. 
Przedstawione dane prezentują wyniki jednego z 4 doświad­
czeń. 
Wg Rafałowska, Księżak /160/. 
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frakcjach nierozpuszczalnych C i Wp. Jej aktywność specyficzna 

w mitochonriach /C/ jest około 3-krotnie wyższa od aktywności 

w cytosolu /S^/. 

Aktywność enzymu syntetyzującego cytrynian - syntazy cytry-

nianowej jest v/ysoka i związana jedynie z frakcją mitochondrialną. 

Stwierdzono, że aktywność specyficzna tego enzymu we frakcji C 

mózgu wynosi 220.0 + 20 /5/ nmoli/mg b/min, a we frakcji Wp 

180,0 + 11 /5/ nmoli/mg b/min. 

Stosując elektroforezę na żelu poli akryl amidowym omawianycl 

frakcji subkomorkowych wykazano, że dehydrogenaza izocytrynia-

nowa NADP zależna występuje w dwu formach molekularnych: milo 

chondrialnej i cytoplazmatycznej, różniących się ruchliwością elek-

troforetyczną /ryc. 3/. \ 

H P9 B S-. C ',¥ W 
^ i p 3 

Ryc. 3. Elektroforeza IDH NADP w subkomórkowych frakcjach 
mózgu. 

H-homogenat. Pozostałe oznaczenia jak pod ryc. 1. 
Przedstawione dane prezentują wyniki jednego z 4 dośw. 
Wg. Rafałowska, Księżak / 160/. 
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1. 2. jw__c^to^olu móz^u_przy jadzial_e_dehj-

drc^g^naz^ i^CK^^r^mno^ve^ ^_-ĄD.P__^ale_żriej^H_^^jD0Py i 

j 

Cytrynian syntetyzowany w mitoehondriach mózgu w dużym 

stopniu utleniany jest w cytosolu, do którego przedostaje się w wy­

niku transportu przez błonę mitochondrialną przy udziale specjal­

nych układów przenoszących. Proces transportu cytrynianu przez i 
i 

błony mitochondriów mózgu został określony w tej pracy a wyniki 

przedstawiono w rozdziale 1. 4. 

Stwierdzona powyżej obecność w cytosolu /S0/ zarówno liazy O 
cytrynianowej jak i dehydrogenazy izocytryninnowej NADP zależnej 

i 

wskazywała na możliwość utleniania cytrynianu w tej frakcji dwo- i 

ma niezależnymi drogami przy udziale dwu różnych enzymów. 

Udział liazy cytrynianowej w utlenianiu cytrynianu w cytosolu 

mózgu był znany. W niniejszej pracy postanowiono zbadać jaką 

rolę w utlenianiu tego związku odgrywa cytoplazmatyczna IDH NADP. 

Wykryto, że cytosol posiada zdolność utleniania cytrynianu 

w obecności NADP czego nie stwierdzono w obecności NAD. 

Zbadano zależności utleniania cytrynianu w obecności N.ADP 

od stężenia białka cytoplazmatycznego i czasu reakcji /ryc. 4 A, B/ 

oraz od stężeń cytrynianu i NADP /ryc. 5A, B/„ 
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Hyc. 4. Zależność zużycia cytrynianu od stężenia białka /A/ 
i czasu inkubacji /B/. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-HCl, pH 7. 3, 
6 4.0 u moli; MnSO^, 22. 5 ,umoli; cytrynian l.O.umol; 
NADP 0. 5,umol. W / A / czas inkubacji 10 min. 
W /B/ 2 mg białka. 
Dane prezentują wyniki jednego z 6-ciu doświadczeń. 
Wg Gromek, Rafałów ska /73/. 
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Ryc. 5. Zależność zużycia cytrynianu od jego stężenia /A/ 
i od stężenia NADP /B/. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-HCl, pH 7. 3; 
64. 0 ,umoli; MnSO^, 22. 5 ,umoli; białko 2 mg; czas 
inkubacji 10 min. ' 
Dane prezentują wyniki jednego z 4-ech doświadczeń. 
Wg. Gromek, Rafałowska /73/. 

Wartość K wyliczona metodą Lin ewe aver a-Burka / 49 / dla 
m  -3 - 5 

cytrynianu wynosiła: 2. 9 x 10 mola/1 dla NÄDP 5.8 x 10 mola/]. 

^max natom^as^ posiadała odpowiednie wartości równe 0. 430^umola/ 

mg białka/min i 0. 0105^umola/mg białka/min. 

Następne obserwacje wykazały, że zużycie cytrynianu przez 

frakcję cytoplazmatyczną mózgu w obecności NADP zależy od dwu 

enzymów: akonitazy, przekształcającej cytrynian do izocytrynianu 

i IDH NADP, katalizującej przejście izocytrynianu w JL -ketoglu-

taran i CO . 
C J  
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Dane doświadczalne charakteryzujące te dwie reakcje podjano 

w Tabeli 1. Reakcja katalizowana przez akonitazę jest wolniejsza 

w związku z czym limituje szybkość procesu utleniania cytryniänu 

do «C -ketogluraranu. 

'l 

Tabela 1. Szybkość zużycia cytrynianu i szybkość powstawania 
i 

cytrynianu w cytosolu mózgu. i 
i i 

Nr Enzym Substraty Cytrynian 
reakcji katalizujący timole/mg białka/min; 

1 IDH NADP Cytrynian + NADP 13. 5 
j 

2 Akonitaza Izocytrynian 7. 0 

Szybkość reakcji 1 była oznaczana przez pomiar zużycia 

cytrynianu, reakcji 2 była oznaczana przez wzrost zawar­
tości cytrynianu. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-HCl, pH 7. 3, 
6 4. O.umole; MnSO 22. 5 ̂ umoli, 2 mg białka, Czas 
inkubacji 10 min. Dane prezentują wyniki jednego 
z 3 doświadczeń. 
Wg. Gromek, Rafałowska /7 3/. 

Analiza zmian stężeń produktów utleniania cytrynianu oparta ma 

pomiarach stężeń NADPH, JL -ketoglutaranu i CO wskazuje na 
m & 

brak stechiometrii między stężeniami tych produktów a ilością 

utlenionego cytrynianu /ryc. 6/. 

Po 30 min inkubacji ilość NADPH i wytworzonego cL -ketogluta­

ranu wynosiła tylko 35% zużytego cytrynianu. Ilość CO wytwo-
u 

rzonego w czasie reakcji utleniania cytrynianu wynosiła 50%. 
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Ryc. 6. Porównanie stężeń produktów utleniania cytrynianu 
z ilością zużytego cytrynianu. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-HCl pH '7. 3, 
64. 0 .umole, MnSO^ 22. 5 ,umoli; NADP 0. 5,umola, 
cytrynian 1. 0 .umol, 2 mg białka. ' 
Wartości wyrażone są w procentach początkowego 
stężenia cytrynianu. 

O - cytrynian; £* JL - ketogluraran; O -NADH; 
O - C09  . Dane prezentują wyniki jednego z 4 doś­

wiadczeń. 
Wg. Gromek, Rafałowska /73/. 

Mniejsza niż wynika ze stechiometrii reakcji utleniania 

cytrynianu, ilość oznaczonego <£ -ketoglutaranu jest wynikiem 

natychmiastowego zużywania tego związku w reakcji transamina-

cji z asparaginianem w obecności transaminazy asparaginianowej. 
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Wskazują na to wyniki zamieszczone na ryc. 7, 

c . _ 
S e  
U CD 

cr S 
o t, O 

JD 

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 

jjmole dodanego asparaginianu 

Ryc. 7. Zużycie «C -ketoglutaranu w zależności od stężenia 
asparagini anu. 

£ Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-HCl, pH 7, 3 
64. O^umole; MnSO^ 22. 5^umoli; NADP, 0. ö^umola; 

cC - ketoglutaran 1. O.umol; białko 2 mg, asparaginian 
0. 1 - .1. 0 ,umola. '  
Zużycie '<£ -ketoglutaranu wyrażono jak różnicę między 
całkowitym zużyciem w obecności dodanego asparaginianu 
i zużyciem w jego nieobecności. 
Wyniki jednego z 3 doświadczeń. 
Wg. Gromek, Rafałowska /73/. 

Z pomiarów ilości cytrynianu, oO -ketoglutaranu i glutaminianu 

wytworzonych z izocytrynianu w obecności cytosolu wynika, że 

sama cC -ketoglutaranu i glutaminianu jest równą ilości izocytry-

n.anu, ulegającego dehydratacji w reakcji z udziałem akonitazy. 

Vyniki doświadczeń są przedstawione w tabeli 2. 
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Tabela 2 .  Stężenia produktów powstających z izocytrynianu 

w reakcji katalizowanej przez cytoplazmatyczny układ 

enzymatyczny. 

Produkt 
reakcji Cytryni an 

Stężenie pro­
duktów reakcji 

.umole w ca­
łej objętości 
próby 

0. 154+0. 0274 

W 

eCketoglutaran Glut am in i an i 

0. 138+0. 0141 

/3/ 

0. 885+0. 1225i 

/3/ '  I 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-HCl pH 7.6, 
64. 0, umole; MnSC>4, 22. 5,umoli; NADP, 0. öyUmole; DL 
izocytrynian l.O.umol, bikłko w cytosolu 2 mg, Czas inku-

" bacji 60 min. '  
Stężenie glutaminianu wyrażono jako różnicą między całko­
witą zawartością oznaczoną w mieszaninie inkubacyjnej a 
zawartością egzogennego glutaminianu w próbie kontrolnej, 
którego średnia wartość wynosiła 0. 2 95 ,umola/próbę. Warto­
ści są średnimi + SD dla ilości doświadczeń podanych w na­
wiasach. 
Wg Gromek, Rafałów ska / 7 3/. 

Dane przedstawione w niniejszym rozdziale wskazują na ist­

nienie w cytosolu mózgu szczura ciągu reakcji, katalizowanych 

przez akonitazę, dehydrogenazę izocytrynianową i transaminazę 

asparaginianową, utleniającego cytrynian zgodnie z następującym 

schematem. 

transaminaza 
akonitaza I DIINi\DP asparaginianowa 

cytrynian } izocytrynian >ketoglutaran-^<^szczawiooctan 

asparaginian glutaminian 

Schemat 7. 
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1 
i 

" i 

1 .  3 .  D  ę h y d L°üJ z \3H^ApE_za* _JLJ?Z^ s oju ™ó^gu, 

Qcgy s_z c z a nie  enzymu, cię ż^T._2_z3n^J?.£z WZ» charakterystyka, 
i 

Jak wykazano w poprzednim rozdziale dehydrogenaza izocy- : 

trynianowa NADP zależna /IDH NADP/ odgrywa podstawową wolę j 

w utlenianiu cytrynianu w cytosolu mózgu. W piśmiennictwie brak I 

było dotychczas danych dotyczących charakterystyki mózgowej IDH ! 

NADP. Podjęto zatem szczegółowe badania własności tego enzymu.1  

i 
W wyniku oczyszczania białka cytosolu na DE celulozie, . 

O & 

CM celulozie i DEAE Sephadeksie uzyskano preparat IDH NADP 

oczyszczony 15 krotnie. 

Tabela 3. Oczyszczanie cytopiazmatycznej IDH NADP. 

Etapy_ 
oczyszczania 

Cytosol 75. 85 0. 54 0. 0072 1 

DE -celuloza O 6 14. 40 0. 52 0. 0360 2 

CM-celuloza 7. 35 0. 5 2  0.0710 10 

DEAE Sephadeks 

co •
 

co 0. 36 0.1080 15 

Dane są wartościami jednego z 5-ciu doświadczeń. 
Wg Rafałowska i wsp. /156/. 

15-krotnie oczyszczony preparat nie zmieniał aktywności w cią­

gu 1 miesiąca w temp. 0 C. Jednakże szybko tracił aktywność 

/o około 50%/ podczas 24 godzinnej dializy w 10 mM buforze sodo­

wo-cytrynianowym, pH 6. 2 z 1 mM EDTA i ulegał całkowitej inhi­

bicji podczas 2 min. inkubacji w 50°C. 

Dalsze oczyszczanie preparatu przy użyciu często stosowanej metody 

Całkowite Całkowita Specyficzna Stopień 
białko aktywność aktywność oczyszcze-

n  a  Aimole /umole NADPH/ nia 
NADPIi/min mg białka/min 
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wytrącania białka siarczanem amonu nie dało pozytywnych wyników, 

p»onieważ usuwanie /NH / SO przez dializę lub Sephadeks G 10, 
rr ta fi 

G 25, G 50 prowadziło do zmniejszenia aktywności enzymu o oko3o 

50%. 

Efektywną metodą w dalszym oczyszczaniu IDH NADP okazała się 

elektroforeza uzyskanego preparatu na żelu poliakrylamidowym. 

W wyniku tego rozdziału otrzymywano 5 prążków białkowych z któ­

rych tylko jeden posiadał aktywność IDH N ADP. Podczas reelek-

troforezy białka eluowanego z tego prążka uzyskiwano tylko jedno 

pasmo zarówno w barwieniu na białko jak i w reakcji barwnej 

oznaczania aktywności IDH NADP /ryc. 8/. 

i ' Z  

I 

I 
•P| * - i* ' -  Z L  

\ J 
* W 

I 

"'i- ""J» 
i "  I 

31 

A B 

i' 
r " i 

W 
c P 

Hyc. 8.Elektroforeza dehydrogenazy izocytrynianowej NADP 
zależnej na żelu polyak ryl amidowym. 

A-15-krotnie oczyszczony preparat barwiony na białko 
B -15-krotnie oczyszczony preparat w reakcji barwnej 

oznaczania aktywności IDH NADP 
C -Reelektroforeza enzymu eluowanego z prążka w B 

barwiona na białko 
D -Reelektroforeza enzymu eluowanego z prążka w B 

w reakcji barwnej na aktywność IDH NADP. 

Dane są wartościami jednego z 5-ciu doświadczeń. 
Wg Rafałowska, Pastuszko /167/. 
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Czysty eluowany z poli akrylami du enzym charakteryzował się 

aktywnością 36-krotnie wyższą w stosunku do aktywności w cyto-

solu. Ostateczny bilans białka i aktywności w czasie oczyszcza­

nia IDH NADP przedstawia tabela 4. 

Tabela 4. Bilans białka i aktywności IDH NADP«, 

Etapy Całkowite Całkowita Specyficzna Wydajność 
oczyszczania białko aktywność aktywność 

/mg/ yumole /umole NADPH/ 
NADPH/min mg białka/min ' '  ' 

Cytosol 76. 20 0. 57 0.0075 

Po rozdz.l ale 
na: DE32; 
CM celulo­
zie, DEAE 
Sephadeksie 

3. 50 0. 39 0. 1100 15 

Po elektrofo­
rezie 0. 88 0. 24 0. 2700 36 

Dane są wartościami jednego z 5-ciu doświadczeń. 
Wg Rafałowska, Pastuszko / 167 / 

Ciężar cząsteczkowy oczyszczonego preparatu enzymatycznego 

w warunkach niskiej siły jonowej wynosił 80. 000 a w "fizjolo­

gicznych" stężeniach NaCl był równy 165. 000 + 2. 000 /n = 3/, 

/ ryc. 9 A, B/. 
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ruchliwość ruchliwość 

Ryc. 9. Cię żar cząsteczkowy dehydrogenazy izocytrynianowej 
NADP zależnej z cytosolu mózgu. 

Warunki elektroforezy w metodach /4/ z wyjątkiem /B/, 
gdzie dodano 140 mM NaCl. 
Jako standardy stosowano wg wzrastających ciężarów czą­
steczkowych: cytochrom c, trypsynę, dehydrogenazę glu-
taminianową, fosforylazę i miozynę A. 

Dane są wartościami jednego z 4 doświadczeń. 
Wg Rafałowska, Pastuszko /167/. 

Wykazano zależność aktywności IDH NADP od stężenia białka 

i czasu inkubacji /ryc. 10 A, B/„ Jak widać opivmalne warunki 

reakcji występują w obecności 9^ug białka w próbie a reakcja 

zachodzi prostoliniowo do 5 min inkubacji. 
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min 

Hyc. 10. Zmiany aktywności IDH NADP zależne od stężenia 
białka /A/ i czasu inkubacji /B/. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-HCl pH 7.6, 
40,umoli; MgCl 18 ,umoli, izocytrynian, 0.6 umola; 
NADP, 0, 5 ,umola. '/A/ czas inkubacji 5 min.'' 
/B/ 9 ,ug białka. 
Dane są wartościami jednego z 3 doświadczeń. 
Wg Rafałowska i wsp. /156/. 

Badania nad zależnością aktywności enzymu od stężenia 

substratu wykazały, że reakcja przebiega prostoliniowo od 

0.1 do 0. 6 .umola izocytrynianu a wyliczona metodą Lineweavera-
/ _6 

Burka /49/ stała Michaelisa wynosi 1.55 x 10 M; Vm a x  

reakcji = 0. l^umola/mg białka/min /ryc. 11 A/. 

50 
białka 
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W przypadku różnych stężeń NADP reakcja jest prostoliniowa do 

0. 5^umola« w;$ 

min / ryc. 11 B/. 

-5 0. 5 .umola, K wynosi 3. 5 x 10 M; V =0. 16,umoli/mg białka/ 
/ m m ax / • j 

jjmole izocytnjnianu 

0.8 
ximole NADP 

H/c. 11 A, B. Zależność aktywności IDH NADP od stężenia izo-
cytrynianu /A/ i NADP /B/. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-HCL, pH 6,7, 
40 yUmoli; MgCl^, 18,umoli; 9,ug białka. Czas inku­
bacji 5 min. '  ' 
/A/ 0. 5 ,umola NADP, /B/ 0. 6 ,umola izocytrynianu. 
Dane są'wartościami jednego z '4 doświadczeń. 
Wg Rafałowska i wsp. /156/. 
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Optimum pH enzymu zawarte jest w granicach wartości 6.5 do 

7. 0 /ryc. 12/. 

5 6 7 8 pH 

Ryc. 12. Wpływ pH na aktywność IDH NADP. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-maleinian 
/ pH 5. 2 - 8.0/ 40,umoli; MgCl?  18,umoli; izocytry-
nian 0. 6 .umola; NADP - 0. 5,umola/ 9 ,ug białka. 
Czas inkubacji 5 min. Dane są wartościami jednego 
z 3 doświadczeń. 
Wg Rafałowska i wsp. /156/. 

Aktywność IDH NADP z cytosolu mózgu regulowana jest przez 

nukleotydy adeninowe i pirydynowe. ATP i ADP w stężeniach 
-9 2 • 10 aktywują dehydrogenazę izocytrynianową; natomiast w stę­

żeniach poniżej 100 nmoli hamują aktywność enzymu. 

W przypadku AMP nie zaobserwowano zmian w aktywności dehydro­

genazy izocytrynianowej /Tabela 5/. 

cz 
E 0.1 • 
a 

"5 
_o 
CP 

•= 
CL 
O 
< ZZL 0.05 

OJ 
o e 

( 
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Tabela 5. Wpływ nukleotydów adeninowych na aktywność IDH 

NADP. 

Stężenia dodanych Aktywność enzymu /%/ 
nukleotydów /M/ 

ATP A DP AMP 

0 100 100 100 j 
-9 

2 .» 10 130 113 100 ' 

5 - IQ"9 114 106 100 

io" 8  107 106 100 

5 • 10"8  107 106 100 

io" 7  90 86 100 

io"6 90 80 100 

io" 4  90 80 100 

1—»
 

o
 i co

 

90 73 100 

3 .« 10"3  59 37 100 

Dane są wartościami jednego z 4 doświadczeń. 
Wg Rafałowska i wsp. /156/. 

Inhibicja aktywności IDH NADP przez ATP jest kompetycyjna 

w stosunku do izocytrynianu /ryc. 13/. 
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-15 

Ry3. 13. Charakter inhibicji aktywności IDH NADP przez ATP. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-HCl pH 6. 7, 
40,umoli; MgCl , 18 umoli, 9 ,ug białka, izocytrynian 

/  L '  0. 1-0. 6 ,umola; NADr, 0. 5,umola, Czas inkubacji 5 min, 
O - kontrola, A-l mM 'ATP, O - 3 mM ATP. 

Dane są wartościami jednego z 3 doświadczeń. 
Wg Rafałowska i wsp. /156/. 

Stężenia NADPH niższe od 0. 125^uM powodują wzrost aktywności 

enzymu. Stężenia wyższe hamują jego aktywność a inhibicja ta 

jest kompetycyjna w stosunku do izocytrynianu /ryc. 14 A,B/. 
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NADPH 0.5 uM 

NADPH (1023 uli 

NADPH 0.0? pM 

NADPH 0.125 pM 

NADP 
0.03 

<i 
NADPH 0?5uM ' 

001 

Ryc. 14. Zależność aktywności IDB NADP od stężenia NADPII, 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: 40,umoli, Tris-HCl, 
pH 6.7; 18,umoli MgCl^; 9,ug białk a/ 0. 5 ,umola NADP 
i zaznaczone na rycinie" ilość NADPH. /A/ zawierało 
0. 6 .umole izocytrynianu. /B/ zawierało 0. 1-0. 6 ,umola 
izocytrynianu. Objętość końcowa była 3. 2 ml. Dane są 
wartościami jednego z 5-ciu doświadczeń. 
Wg Rafałowska i wsp. /l55/„ 

Podobnie jak NADPH również NADH poniżej stężenia 0. 125^uM 

aktywuje aktywność enzymu a wyższe stężenia tego nukleotydu po­

wodują kompetycyjną inhibicję /ryc. 15 A, B/. 
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NADH 025uM 

NAOP 

004 

NADH 0.07 uM 

NADH O.iZbuM 003 

NADP 

002 

001 

-O— 

Hyc. 15. Wpływ NADH na aktywność 1DH NADP, 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: 40,umoli, Tris-HCl, 
pH 6.7; 1. 8 .umola MgCl^, 9/Ug białka; 0. 5 ,umola NADP 
i NADH w stężeniach zaznaczonych na rysunku, oraz 
0. 6/Umoli cytrynianu /A/ i 0.1 - O. 6 ,umoli izocytrynianu 
/ b /L ' 
Objętość końcowa 3.2 ml. Dane są wartościami jednego 
z 4 doświadczeń. 
Wg. Rafałowska i wsp. /155/. 

Obecność w mieszaninie inkubacyjnej merkaptoetanolu lub DTT 

zmniejsza inhibicję aktywności IDH NADP wywołaną NADPH lub 

NADH /ryc. 16/. 
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EZł NAUP* NADPH 
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EO NADP« NADPH 1 Mercoptoetanol 
S3 NAÜP + NADPH +DTT 

ES3 NADP NADH t Mercoptoetanol 

ffiffl NADP+ NADH • OTT 

Rye. 16. Wpływ merkaptoetanolu i DTT na aktywność izocytrynia-
nowej dehydrogenazy NADP zależnej w obecności zredu­
kowanych nukleotydów pirydynowych. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: 40,umoli Tris-HCl, 
pH 6.7; 1. 8 ,umoli MgCl , 9,ug białka; 0. 5 ,umola 
NADP; 0. 6 .umola izocytrynianu; 1 mmol DTT; 
1 mmol mćrkaptoetanolu; 0 r  375 ,umoli NADPH; 
0. 375 .umoli NADII, w końcowe/ objętości 3. 2 ml. 
Dane 'są wartościami jednego z 3 doświadczeń. 
Wg Rafałowska i wsp. / 155/. 

1. 4. T£^£^port J^^^nianu J>£^j:_bło^^mJ;^c^ojidHów_perücarionow 

Podstawowym czynnikiem regulującym poziom cytrynianu we 

frakcji cytoplazmatycznej jest transport tego związku przez błonę 

rritochondriów, w których jest on syntetyzowany. Kolejne badania 
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miały na celu wyjaśnienie mechanizmów tego transportu w tkan­

ce nerwowej. 

Oczyszczona frakcja mitochondrialna mózgu /metody 2. 3/ na 

której przeprowadzono doświadczenia charakteryzowała się niską 

aktywnością LDH i bardzo małą aktywnością fumarazy wzrastają­

cej około 150-krotnie po dodaniu Trytonu X-100 /Tabela 6/. 

Tabela 6. Aktywność fumarazy i LDH we frakcji mitochondrialnej 

Tryton X-100 Fumaraza - LDH 
I u mo 1 e/ mg bi ałk a/ m in 

0 0.005 + 0. 0001 0. 185 + 0. 002 

_• - /3/ /3/ 

0.2% 0. 720 + 0. 0001 0.232 + 0.002 

/3/ /3/ 

Wartości są średnimi + SD dla ilości doświadczeń podanych 
w nawiasach. 

Wg Hafałowska /16 3/. 

Frakcja ta odznaczała się również dobrą zdolnością utleniania 
14 14 egzogennego C cytrynianu, produkując z niego 20 nmoli ' CO / 

14 mgr białka/min. W obecności rotenonu ilość CO była niewielka. 

Biorąc pod uwagę znany z badań na tkance wątrobowej fakt, że 

w transporcie cytrynianu bierze udział jabłczan, zbadano wpływ sze­

regu związków na zawartość jabłczanu w mitochondriach mózgu i 

określono sposoby jego przechodzenia przez błonę mitochondrialną. 

Wyniki zestawione w tabeli 7 wskazują, że ilość endogennego jabł­

czanu maleje po dodaniu do mitochondriów fosforanu nieorganicznego, 

podczas gdy dodanie butylomalonianu z Pi nie obniża ilości jabłczanu 
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w mitochondriach. Obecność cytrynianu w mieszaninie inkubacyjnej |  

prowadzi do spadku endogennego jabłczanu, bez wpływu butylomalo- i 
14 I nianu na ten proces. Dodanie egzogennego C jabłczanu powodowało 

niewielką jego akumulację w mitochondriach. Obecność Pi powodowała 

około 3-krotny wzrost pobrania jabłczanu przez mitochondria. Cytry-
14 

ni an dodany razem z C jabłczanem i z Pi zmniejszał transport 

jabłczanu do mitochondriów. 

Tabela 7. Wpływ Pi, butylomalo nianu i cytrynianu na wyjście wew­

nątrz mitochondrialnego jabłczanu z mitochondriów mózgu 

Wewnątrzmitochondrialny jabłczan 
Dodano nmole/mg białka/min 

14 jabłczan C jabłczan 

Nr doświadczeń 1 2 3 1 1 3 

Kontrola 1. 80 1. 55 2 f  10 

Pi • 1. 31 1. 30 1.45 

Butylo m aloni an 1. 82 1. 50 2, 02 

Pi+butylomalonian 1. 82 1. 58 2, 20 

Cytrynian 1. 00 0. 80 1. 00 

Cytrynian 4- bu-
tylomalonian 1. 10 0. 82 1. 00 
14^ . , T  C 3abłczan 2. 20 1. 80 2. 40 1. 90 1. 75 2. 00 

14 
Pi+ C jabłczan 6. 00 6. 10 6. 50 5. 81 6. 00 6. 60 

14 Pi+ C jabłczan 
+ cytrynian 3. 20 3. 85 4, 50 3. 05 3. 25 4. 72 

Mitochondria /l mg białka/ml/ były inkubowane 4 min. w miesza­
ninie: 0. 25 M sacharoza; 0. 5 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl, pH 7e  4; 
2. 4,ug/ml rotenonu; 1.25,ug/ml antymycyny oraz 10 mM Pi; 
1 mM jabłczan; 1 mM cytrynian i 3 mM butylomalonian. 
Przedstawiono dane trzech kolejnych doświadczeń. 
Wg. Rafałowska /163/. 
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Z powyżej przedstawionych danych wynika zatem, że jabłczan j 

może przechodzić przez błonę mitochondrialną dwoma drogami: 

w wymianie z Pi i w wymianie 7. cytrynianem. ' 1 

Mechanizm wyjścia jabłczanu z mitochondriów aktywującego 

wejście do wewnątrz dodanego cytrynianu obrazują dane doświad­

czalne przedstawione w tabeli 8, 

Tabela 8. Stechiometryczna wymiana między wewnątrzmitochondrial-

nym jabłczanem i zewnątrzmitochondrialnym cytrynianem 

w mitochondriach mózgu. 

Dodano Wewnątrzmitochondrialna 
dośw. 0  3 0 0  zawartość 

nmole/mg białka/min 
TT preinkubacja inkubacja jabłczan ' C cytrynian 

1 
jabłczan 

jabłczan 
1 4c 14 

C 
cytrynian 
cytrynian 

5. 9 

2. 8 
8. 8 

12. 2 

A = 3. 1 & =3. 4 

2 
jabłczan 

jabłczan 

14 
14 

C 
cytrynian 
cytrynian 

5. 8 

3. 0 
8.4 

11. 0 
A = 2. 8 A = 2. 6 

jabłczan - 5#  2 
14 C cytrynian - 7. 8 

jabłczan 14^ 
C cytrynian 2.9 10. 1 

A ="273 A =2. 3 

Mitochondria /l mg białka/ml/ zawieszano w mieszaninie za­
wierającej: 0. 25 M sacharozę; 0. 5 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl, 
pH 7. 4; 0. 5 mM ADP, 20 mM glukoza; heksokinaza; 5 mM Pi i 
1 mM arsenian. 
Po 2 min dodawano 2. 4^ug/ml rotenonu i 1. 25,ug/ml antymy-
cyny. 1 min później zaczynano prej^kubację a następnie inkubację 
dodając 1 mM jabłczan lub 1 mM C-cytrynian jak wykazano w 
tabeli. Czas inkubacji 4 min. Przedstawiono dane trzech kolej­
nych doświadczeń. 
Wg. "Rafałowska /16 3/. 
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Zawieszanie mitochondriów w zbuforowanej mieszaninie sacharozy, i 

EDTA, ADP, glukozy, heksokinazy i Pi na 2 min przed rozpoczę- ' 
t 

ciem doświadczenia prowadziło do usunięcia z mitochondriów endo-
i 

gennego cytrynianu. 

Stwierdzono, zgodnie z danymi w tabeli 8, że jeśli nie dodawano 

jabłczanu, cytrynian przechodził do mitochondriów w mniejszym 
ł 

stopniu niż w przypadku kiedy mitochondria wzbogacano w jabłc.zan i 
i 

w czasie preinkubacji. 

Porównanie wejścia cytrynianu do mitochondriów z wewnątrzmito- ! 

chondrialną zawartością jabłczanu wskazuje, że wejście cytrynianu 

jest związane z wyjściem równoważnych ilości jabłczanu. Zatem 
i 

transport cytrynianu zachodzi w wyniku wymiany z jabłczanem 

w ilościach mol/mol, i 

Następne badania dotyczyły charakterystyki warunków transportu 

cytrynianu i jabłczanu przez błonę mit o chondrialną. 

Ryc. 17 A i B wskazuje, że optymalna ilość białka w badaniach 

tego transportu wynosi 1. 0 mg. 

Wejście do mitochondriów badanych substratów jest funkcją 

czasu /ryc. 18 A, B/. W przypadki! cytrynianu maksymalne wejście 

obserwuje się w 4-tej minucie inkubacji. Jabłczan osiąga maksymal­

ne wejście w 2-giej minucie i utrzymuje go do 4 min, a następ­

nie spada. 
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Hyc. 17. Zależność wejścia cytrynianu /A/ i jabłczanu /B/ 
do mitochondriów od stężenia białka. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: 0.25 M sacharozę; 
0.5 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl; pH 7.4, 24,ug/ml 
rotenonu; 1. 25,ug/ml antymycyny; 10 mM Pi Oraz 
1 mM jabłczan i  1 mM cytrynian /A/ i  1 mM 
jabłczan /B/. 
Czas inkubacji 4 min. 
Dane przedstawiają wartości jednego z 3 doświadczeń. 
Wg. Rafałowska /163/. 
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Hyc. 18. Transport cytrynianu i jabłczanu jako funkcja czasu. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: 0. 25 M sacharozę; 
0.5 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl, pH 7,4; 2. 4 ,ug/ml 
rotenonu; 1. 25,ug/ml antymycyny; 10 mM Pi; 1 mg 
białka, 1 mM jabłczan, 1 mM 1 4C cytrynian /A/ lub 
1 mM C jabłczan /B/. Dane przedstawiają wartości 
jednego z 5-ciu doświadczeń. 
Wg. Rafałowska /163/» 

Badany transport cytrynianu i jabłczanu do mitochondriów 

mózgu jest w zgodzie z kinetyką Michaelisa-Mentena /ryc. J 9 A, IB/, 

Wyliczone zgodnie z Lineweaverem-Burkem /49/ wartości wy­

noszą dla cytrynianu 4. 55 mM a dla jabłczanu 0. 42 mM. 
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"Ryc. 19. Transport cytrynianu /.A/ i jabłczanu /B/ jako funkcja 
egzogennych stężeń tych związków. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: 0.25 M sacharozę; 
0.5 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl, pH 7.4; 2. 4,ug/ml 
rotenonu; 1.25,ug/ml antypjycyny; 10 mM Pi, ^mg 
białka, 1 mM 'jabłczanu, C cytrynian /A/ i C jabłczan 
/B/ w  stężeniach zaznaczonych na rycinach. Czas inku­
bacji 4 min. Dane przedstawiają wartości jednego 
z 5-ciu doświadczeń. 
Wg. Rafałowska /163/. 
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1. 5. Charakterystyka synaptosomów i transport cytrynianu do I 

synaptosomów i izolowanych mitochondriów synaptosomalnych, t 
i 

Dotychczasowe badania na frakcji synaptosomalnej mózgu, 

otrzymywanej w gradiencie stężeń sacharozy i ich interpretacja 

były ograniczone z powodu dużej heterogenności tej frakcji. Nowszei 

Ynetody Bootha i Clarka /20/ oraz Lai' a i Clarka /100/, w któryc)i 

stosowano rozdział w gradiencie stężeń Ficollu pozwalały na otrzyj 

manie frakcji synaptosomalnej wolnej od zanieczyszczeń, metabo- j 
i 

licznie aktywnej, lecz posiadającej bardzo niskie parametry ener­

getyczne. 

W niniejszej pracy stosując narkozę pentobarbitalową zwierząt, 

z których następnie otrzymywano synaptosomy w gradiencie stężeń . 

Ficollu, Uzyskano frakcję praktycznie pozbawioną zanieczyszczeń, 

a jednocześnie zachowującą parametry energetyczne bardzo podobne 

do znajdowanych w całym nienaruszonym mózgu. Czystość frakcji 

oceniano badając aktywność markerów subkomórkowych /Tabela 9/ 

oraz sprawdzając jej obraz w mikroskopie elektronowym /Zdjęcie 

1A, B/. 

Tabela 9. Aktywność LDH i fumarazy we frakcji synaptosomalnej 

mózgu. 

^umole/mg białka/ min 

LDH Fum ar aza 
+ Triton X-100 + Triton X-100 

8 2 + 7  •  9 3 4  +  2 7  0 305 + 34 

/5/ /5/ w /4/ 

Wartości są średnimi + SD dla ilości doświadczeń podanych 
w nawiasach. 

Wg. Rafałowska, wyniki niepublikowane. 
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Zdjęcie 1. Obraz frakcji synaptosomalnej w mikroskopie 
elektronowym. 

Synaptosomy utrwalano w glut ar aldehydzie, odwadniano 
i zatapiano w Eponie. Skrawki grubości 50 - 60 nm 
były badane w mikroskopie elektronowym Philips 300. 
A. Powiększenie 49 000.x, B. Powiększenie 72 000 x. 
Wg. Rafałowska, Silver, wyniki niepublikowane. 

http://rcin.org.pl



-  78 -

Bardzo czułym testem na "nienaruszalność" metaboliczną komórek, 

a w tym przypadku synaptosomów, jest ich stan. energetyczny. Stan 

ten może być określony przez poziom redukcji wewnątrzmitochondrial-' 
ATP ! 

nego NAD, cytoplazmatyczny stosunek pj * wartość oddy­

chania mitochondriów. 

W tabelach 10 i 11 przedstawiono uzyskane dane niezbędne do wyli­

czenia mitochondrialnego i cytoplazmatycznego stanu redukcji i fos­

forylacji systemu nukleotydów ad en in owych w syn apto s o mach izolo­

wanych z mózgów szczurów anes etyzowanych nembu talem i nieaneste-

tyzowanych. 

Tabela 10. Stężenia metabolitów w synaptosomach otrzymywanych 
z mózgów zwierząt anestetyzowanych i niepod dawanych 

narkozie. 

Tumole/ml wewnątrzsy- Nieanestetyzowane Anestetyzowane 
naptosomalnej H^O zwierzęta zwierzęta 

ATP 1. 28 + 0. 20 / i b /  4. U3 + 

~ 

U. b 2 / 5/ 
ADP 0. 46 + 0. 12 / 29/ 0. 42 0. 04 /7/ 
AMP 0. 13 + 0. 06 /18/ 0. 05 + 0,01 / 4/ 
Pi 3. 31 + 0. 40 /10/ . 2. 50 + 0,01 / 4/ 
CrP 1. 28 + 0. 17 /18/ 3„ 00 0. 42 / 4/ 
Cr 3. 25 + 0o  91 / 20/ 3. 81 + 0,44 /6/ 

nmole/ml mieszaniny 
inkubacyjnej 

1, 23 /6/ 3-hydroksymaślan 25. 61 + oc  0 3 m 18. 70 + 1, 23 /6/ 
Acetylooctan 12. 62 + 3. 20 m 3. 37 0.91 /6 / 
Pirogronian 31. 33 + 3. 62 / 6/ 8. 48 + 1,06 /6/ 
Mleczan 117. 99 + 6. 98 W 92. 64 + 2. 15 /6/ 

Synaptosomy były zawieszane /około 5 mg białka/ml/ i inkubo-
wane zgodnie z opisem podanym w metodach. Objętość wewnątrz-
synaptosomalnej H O wynosiła 4. 0 + 0. 2/ul/mg białka. Zewnątrz-
synaptosomalna towarzysząca białku przechodzącemu przez 
warstwę oleju siliconowego wynosiła około 4/ul/mg białka. 
Stężenia Pi podane w tabeli przedstawiają wartości w których 
wprowadzono poprawkę na Pi zewnątrzsynaptosomalne. Wartości 
są średnimi + SD dla ilości doświadczeń podanych w nawiasach, 
p 4. 0. 05. 
Wg Rafałowska i wsp. /169/. 
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Jak wynika z powyższych wyników poziomy ATP i CrP są znacz- i 

nie wyższe w synaptosomach z mózgów zwierząt anestetyzowanych. 
ł 
i 

Poziom ADP i AMP jest lekko obniżony. Stosunek 3-hydroksymaśla-
i 

nu do acetylooctanu i stosunek mleczanu do pirogronianu jest znacz­

nie wyższy u zwierząt poddanych anestezji. 

Zużycie tlenu zarówno w przypadku zwierząt anestetyzowanych] 
i 

jak i nie poddanych anestezji było takie samo. W przypadku anestę-
i 

zji obserwowano jednak niższą zawartość cytochromu c, co dawało1  

w tych warunkach wyższą liczbę obrotów /turnover/ dla cytochrome 

c /Tabela 11/. Ilość zredukowanego cytochromu c w preparatach 

synaptosomalnych wynosiła od 13 do 16% całkowitej ilości cytochromu. 
i 

Tabela 11. Zużycie tlenu, poziom cytochromu c i ilość obrotów 

/TN/ dla cytochromu c w synaptosomach izolowanych 

z mózgów zwierząt anestetyzowanych i nie poddanych 

narkozie. 

L 

Anestetyzowane 
zwierzęta 

N i e an e s t e ty zo w an e 
zwierzęta 

Zużycie tlenu 
nmole/mg białka/min 

2. 58 + 0. 32 /6/ 2.65 + 0. 30 /6/ 

Cytochrom c 
nmole/mg białka 0. 05 + 0, 01 /?/#- 0. 11 + 0. 03 fG/yr 

TN 
e /s/cyt. c 

3. 30 + 0. 11 /6/ 1. 70 + 0. 25 /6/ 

Wartości są średnimi + SD dla ilości doświadczeń podanych 
w nawiasach, £ p 4. 0.05 
Wg. Rafałowska i wsp. /169/. 

Wyniki zestawione w tabelach 10 i 11 pozwoliły na wyliczenie 

wolnej energii /AG utl-red/ dla reakcji: 

NADE + 2c3 +  + 2 ADP + 2Pi r—•>N AP+  + 2c2 +  + 2 ATP 
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wynosi ona - 26,01 kcal/2 elektrony dla synaptosomów z mózgów 

zwierząt anestetyzowanych i - 25, 60 kcal/2 elektrony dla 'nie-

anestetyzowanych" synaptosomów. C\ G dla syntezy ATP w powyż­

szej reakcji wynosi - 25. 75 kcal/2 ATP i - 23, 95 kcal/2 ATP 

dla obydwu typów podanych preparatów synaptosomów. TakżeAßG 

dla synaptosomów z mózgów anestetyzowanych szczurów wynosi 

- 0. 26 a dla synaptosomów ze zwierząt nienarkotyzowanych -

1.65 /Tabela 12/. 

Zatem d/i G dla łańcucha oddechowego mitochondriów synaptosomal -
ATP nych i dla cytoplazmatycznego stosunku w  synaptosomach 

izolowanych z mózgów anestetyzowanych nembutalem szczurów jest 

bliska równowagi. Dowodzi to, że uzyskane w gradiencie stężeń 

Ficollu synaptosomy z mózgów zwierząt narkotyzowanych są meta­

bolicznie nietknięte, nienaruszone, w przeciwieństwie do prepa­

ratów synaptycznych otrzymywanych ze zwierząt nienarkotyzowa­

nych. 

Uzyskane czyste, nienaruszone metabolicznie synaptosomy 

posiadają potencjał błonowy równy - 86.8 + 7.8 mV/n = 11/. 

Pod wpływem jonów K+, ouabainy i weratryny następuje depola-

ryzacj a błony synaptycznej ze spadkiem potencjału. 

Tet rodotoksyna /TTX/ całkowicie znosi wpływ weratryny /ryc. 

20 i 21/. 
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Tabela 12. Współzależność wolnej energii między reakcjami utle­
niania i redukcji łańcucha oddechowego i stanu fosfo­
rylacji nukleotydów adeninowych w synaptosomach 
z mózgów zwierząt anestetyzowanych i nieanestetyzowa-
nych. 

Anestetyzowane Nieanestetyzowane 

ATP 
ADP 9. 6 2.78 

ATP -1 — M  
ADP / Pi 

3838 840 

ATP AMP 
-2 

ADP 
1. 05 0. 77 

ATP + 1/2 ADP 
AN 0. 95 0. 81 

3-hydroksymaślan 
acetylooctan 

, 3+ 
cytochrom c 

2+ 
cytochrom c 

5. 55 2.03 
3-hydroksymaślan 
acetylooctan 

, 3+ 
cytochrom c 

2+ 
cytochrom c 

5. 86 6. 70 

3-hydroksymaślan 
acetylooctan 

, 3+ 
cytochrom c 

2+ 
cytochrom c 

Współzależność wolnej energii 
Eh cyt. c, V 0, 276 0, 280 
Eh NAD, V -0, 288 -0, 275 

Eh, V _ 0, 564 0, 555 
AG utl-red, kcal/2 e -26,01 -25, 60 
Cs G ATP, kcal/2 ATP -25, 75 -23, 95 
A A G -0, 26 -1,65 

Wolna energia była wyliczona dla dwu miejsc fosforylacji. • 
A E = Eh NAD"1  / NADH - Eh [.cyt. c3+J / £cyt. c2f} 

gdzie Eh = Em + 2.3 RT/nF log utl/red, AG utl-red. = 
-nF A E; A G ATP = AG +1.36 log A D P  p i  

o ATP 
Za wartość Em dla cytochromu c przyjmowano 0. 230 V zgodnie 
z Dutton i Wilson /57/ 3-hydroksymaślan /acetylooctan jako -
0.266 V /Krebs i wsp. /98/ i A G ATP dla pH 7. 4 = 8.0 

zgodnie z Rosing i Slater /179/ oraz Gnyun i Veech /77/. 
A A G = AG utl-red - AG ATP kcal/2 ATP. 
Wg Rafałowska i wsp. /169/, 
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Hyc. 20. Potencjał błonowy synaptosomów, Zależność od czasu 
inkubacji z TPMP i wpływ KCl. 

Inkubację prowadzono i potencjał wyliczano zgodnie 
z opisem podanym w metodach. Używano 25 /uM TPMP, 
2/uM TPB oraz 50 mM KCl. Wartości są średnimi 
+ SD dla 11 doświadczeń. 
Wg. Deutsch, Rafałowska, wyniki niepublikowane. 

\  \ + k c i  

o  o  +  k c i  

J io 1 20 30 '_ 40 i 

Hyc. 21. Wpływ ouabainy, weratryny i tetrodotoksyny /TTX/ na 
wejście TPMP do synaptosomów. 

Inkubację prowadzono zgodnie z opisem podanym w meto­
dach. Używano 25 /uM TPMP, 2/uM TPB. Po 10 min in­
kubacji dodawano ouabainę 10~4]y[ /&/, weratrynę 10"^M/O/ 
i weratrynę + TTX / A /. Po 10 min inkubacji dodawano 
KCl 50 mM. Każdy z punktów reprezentuje podwójne ozna­
czenie. 
Wg Deutsch, Rafałowska /48/. 
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Jednym z ważnych aspektów metabolizmu zakończeń nerwo- j 

wych jest, niezbadany dotychczas, transport cytrynianu do synap-

tosomów i nienaruszonych mitochondriów synaptosomalnych izolo­

wanych w wyniku szoku osmotycznego synaptosomów. 

W podjętych badaniach starano się uchwycić podobieństwa i róż­

nice między akumulacją cytrynianu w mitochondriach synaptosomal­

nych i mitochondriach perikarionów, w przypadku których zagadnie 
i 

nie transportu tego pośrednika cyklu Krebsa zostało przedstawiony 

w rozdziale 1. 4. 
I 

Wejście cytrynianu do synaptosomów oznaczano poprzez po- '  

miar radioaktywności tego związku w synaptosomach po inkubacji 
14 14 

z C cytrynianem oraz poprzez pomiar ilości powstają-
u 

cego w mitochondriach synaptosomalnych w wyniku dekarboksyla-
14 * !  

Cji — C cytrynianu przenikającego do ich wnętrza. 

Wykazano, że akumulacja radioaktywności w synaptosomach otrzy­

manych zarówno ze zwierząt anestetyzowanych jak i nieanestety-
14 zowanych pochodzący z dodanego C cytrynianu /w nieobecności 

egzogennego jabłczanu/ była maksymalna po 15 minutach inkubacji. 

W próbach do których dodawano również jabłczan, akumulacja ra-
14 dioaktywności pochodząca z C cytrynianu była szybsza,z maksy-

mum w 10 min inkubacji, i prawie 2-krotnie wyższa /ryc. 22/, 
14 

Dekarboksylacja C cytrynianu pobranego przez synaptosomy z 

mieszaniny inkubacyjnej miała charakter liniowy w czasie 30 min. 

W nieobecności dodanego jabłczanu wynosiła ona w przeliczeniu 
14 

na ilość C cytrynianu 1.2 nmole/mg białka/30 min. Dodatek 

1 mM jabłczanu powodował wzrost tej wartości do 1.8 nmole/mg 

białka/30 min /ryc. 23/. 
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lmM jabkzan 

20 25 30 
czas inkubacji (min) 

14 
Hyc. 22. C - Radioaktywność w synaptosomach po inkubacji 

z 1, 5 C - cytrynianem w obecności i nieobecności 
jabłczanu. 

Średnie + SEM z 5-ciu doświadczeń, 
W g  Rafałowska, Księżak / 1 6 6 / .  

p £ 0. 05. 

2-
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1mM jabtczan 

20 
czas inkubacji 

Ryc. 23.Dekarboksylac ja 1, 5 C cytrynianu w synaptosomach 
mózgu szczura. 

Średnie + SEM są wyliczone z 5-ciu doświadczeń, pC 0.05. 
Wg. Rafałowska, Księżak /166/. 
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Wyniki powyższych doświadczeń wskazują, że zarówno akumu- i 

lacja cytrynianu w synaptosomach. jak i stopień jego dekarboksyla- > 
j i  

cji zależne są od obecności jabłczanu. Sugeruje to, że transport , 
i  

cytrynianu do mitocbondriów synaptosomalnych może zachodzić na 

drodze wymiany z jabłczanem podobnie jak w mitochondriach pe-

rikarionów /rozdział 1.4/. 
I 

W następnym etapie pracy wyizolowano mitochondria z synapto-; 
i 

somów. Uzyskane mitochondria synaptosom alne posiadały nieuszko- j 

dzoną błonę mitochondriolną oraz tylko niewielkie zanieczyszczenia |  

całymi synaptosomami o czym świadczą wyniki pomiarów aktywno­

ści markerów subkomórkowych /tabela 13/, 

Tabela 13. Aktywność LDH i fumarazy w izolowanych mitochondriach 

synaptosomalnych. 

nmole/mg białka/min 
LDH Fum ar az a 

+ Triton X-100 + Triton X- 100 

10 + 1 /5/ 68 + 25 /5/ 76 + 6 /5/ 992 + 29 /4/ 

Wartości są średnimi + SEM dla liczby doświadczeń podanych 
w nawiasach. 
Wg Hafałowska, Księżak /166/. 

W tabeli 14 podano wartości określające d ekarboksylację, 
14 

maksymalną akumulację i maksymalny czas wejścia C cytrynia­

nu do wyizolowanych mitochondriów synaptosomalnych i mitochondriów 

perikarionów. 
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Tabela 14. Porównanie dekarboksylacja maksymalnej akumulacji 
14 i czasu dla maksymalnej akumulacji C cytrynianu 

w mitochondriach izolowanych z synaptosomów i peri-

karionów. 

Czas mak 
symain ej 1  

akumulacji; 
min , 1  

" i 
j  

1. 0 

4P  0 

Wartości są średnimi + SEM dla liczby doświadczeń podanych 
w nawiasach. 
Wg Rafałowska, Księżak /166/. 

14 Tak krótki czas maksymalnej akumulacji C cytrynianu w mito­

chondriach synaptosomalnych /l.O min/ w porównaniu do akumu­

lacji tego związku przez całe synaptosomy /10 min, ryc. 22/ 

wskazuje, że transport tego związku do mitochondriów in situ 

może być limitowany przez błonę synaptosomalną. Utlenianie 

cytrynianu mierzone dekarboksylacją jak również całkowita maksy­

malna jego akumulacja w mitochondriach synaptosomalnych są 

znacznie niższe od odpowiednich wartości dla mitochondriów peri-

k arion ów. 

Rodzaj 
mitochondriów 

Dekarboksylacja 

C cytrynianu 
nmole/mg biał­
ka/ 10 min 

Maksymalna akumu­
lacja C cytry­
nianu 
nmole/mg białka/ 
mm 

Synaptosomalne 12.3 + 2.7 /5/ 10.8 + 2.9 / 5/ 

Perikarialne 193 + 8. 0 /4/ 44. 4 + 2. 4 /5/ 
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2. Zaburzenia metabolizmu cytrynianu w mózgu w warunkach 

niedotlenienia hipoksyjnego. 

2. 1. UÜemam^jc^^^mmTi^n^jdrod^£ _^]^eżnej od_.£plazmat^rcz-

nej_IDI|_ N P_w j^v_arunka£h_ J^iedoboru JJ^owe_go. 

Zużycie cytrynianu w cytosolu mózgu w wyniku działania ciągu 

reakcji zależnego od IDH NADP oraz akonitazy i transaminazy 

asparaginianowej /Schemat 7, rozdział 1.2./ zależy od warunków 

w jakich znajduje się zwierzę. 

15 

- C-

10 

(5) (7) (3) (5) (3) 

I I norma (kontrola) 

EZ3 hipoksja 

ES3 anestezja 

E323 hipoksja +anestezja 

EES) hipoksja+asparaqinian 

Ryc. 24. Wpływ hipoksji i anestezji oraz egzogennego asparagi-
nianu na zużycie cytrynianu w cytosolu mózgu na drodze 
zależnej od IDH NADP. 

Mieszanina inkubacyjna zawieraław Tris-HCl pH 7. 3, 
64yUmole; MnSO^ 22. 5^umoli; cytrynian 1. O^umol; 

NADP, 0. 5 ,umola; 2 mg białka. Objętość końcowa 
1. 3 ml. Wa:rtości są średnimi + SD dla ilości doświad­
czeń podanych w nawiasach, ^ p £ 0.05,^*? p 0.05. 
Wg Hafałowska i wsp. /158/. 
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i 

i 
i 
i 

Dane przedstawione na rye. 24 wskazują, że hipoksja zmniej- ' 

sza zużycie cytrynianu o około 30%. Narkoza nie ma wpływu na 
i  

ten proces. Kiedy anestetyzowane zwierzęta były jednocześnie prze-r 
i  

trzymywane w niskiej zawartości tlenu /hipoksja + narkoza/ nie 
i 

obserwowano efektu inhibicji zużycia cytrynianu charakterystycznego 

dla hipoksji. 

0. 4 mM asparaginian dodany do mieszaniny inkubacyjnej zawiera­

jącej frakcję cytosolu otrzymaną z mózgów niedotlenionych zwie­

rząt powodował, że utlenianie cytrynianu było takie jak w normie. 

2. 2. Bad^^_gj^^cz^ j^£^ciowej inhibicji ut^<^^ania_£^r ynj.ćm_u 

_w_Mpc>ksji_ w_c^oj3oIu_rn_ózgu_ na _drodzje j^jieznej__0d IDH__N ADP 

Nasuwało się przypuszczenie, że za zmniejszenie utleniania 

cytrynianu w omawianym ciągu reakcji mogą być odpowiedzialne 

enzymy katalizujące proces zużycia cytrynianu. 

Z pomiarów aktywności IDH NADP, akonitazy i transaminazy aspa-

raginianowej oznaczanych w warunkach kontrolnych, w hipoksji i 

narkozie wynika jednak, że aktywności tych enzymów nie maleją 

w warunkach patologicznych. Aktywność akonitazy i transaminazy 

asparaginianowej w warunkach patologicznych jest taka jak w nor­

mie. Aktywność IDH NADP nieznacznie natomiast wzrasta. /Tabe­

la 15/. 

Wzrost aktywności IDH NADP w cytosolu w warunkach hipoksji 

jest związany z jednoczesnym zmniejszeniem aktywności tego en­

zymu w mitochondriach w czasie niedotlenienia. /Tabela 16/. 
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Tabela 15. Aktywność akonitazy, transaminazy asparaginianowej 
i dehydrogenazy i zo cytrynianów ej NADP zależnej |  
w cytosolu mózgu zwierząt w warunkach normy, hipok-
sji i narkozy. 

i 

Enzym /Nor ml/ Hipoksja Anestezja J 

nmole/mg białka/min 

7.4+0.95 /3/ 

23. 0+0. 90 /3/ 

14 .2+0.87 /9/ 

Wartości są średnimi + SD dla liczby doświadczeń podanych 
w nawiasach, p } 0. 05, ^ p 0. 05 
Wg Rafałowska, Gromek / 35 7/. 

W tabeli 16 podano wartości obrazujące zmniejszenie aktywnoś­

ci IDH Ni\DP w hipoksji w świeżych mitochondriach i w mitochon-

driach po sonifikacji. 

Tabel a 16. Wpływ hipoksji na aktywność IDH NADP w mitochon­
driach mózgu. 

nmole NADPH/mg białka/min 

Świeża frakcja 
mitochondri alna 

Frakcja mitochondrial-
na po sonifikacji 

. Norma 
/kontrolna/ 

0. 52 + 0. 12 /6/ 5. 50 + 0. 69 /3/ 

Hipoksja 0 / 3/ 3. 30 + 0, 76 /3/ 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: Tris-IICl, pH 7. 3, 40,umoli; 
MgCl ; 18 .umoli, izocytrynian, 0.6,umoli, NADP, 0.5,umola, 
białko, 1. 5 mg; KCN, 1 mM. '  '  
Wartości są średnimi + SD z liczby doświadczeń podanych 
w nawiasach. 
Wg Rafałowska, Gromek /157/. 

A Akonitaza 7.3+0.04 /3/ 7. 6+0. 46 /3/ 

B Aminotransfera-
za asparaginia-

nowa 24.0+0 /3/ 23. 0+0, 76 /3/ 

C Dehydrogenaza 
izocytryniano-
wa NADP za- „ _ „ . _ __ / •- r  , . ^ / „ / 

ż n a  10.1+0, 72 /6/ 15. 1+1. 62 /4/ i r  
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Stwierdzono również, że dodatek oleinianu do świeżych mito-

chondriów powoduje ujawnianie się większej aktywności IDH NADP ' 
i  

w świeżej frakcji mitochondrialnej nie dając już dodatkowego wzro- ; 

stu aktywności w mitochondriach po ich sonifikacji /ryc. 25/. 

dl mitochondno świeże (kontrola) 

1—I mitochondria + oleinian 

HQ] mitochondria sonifikowane 

ł-B-H mitochondria sonitikowane + oleinian 

( 7 )  ( 3 )  ( 3 )  ( 3 )  

Ryc. 25. Wpływ oleinianu i sonifikacji na aktywność IDH NADP 
we frakcji mitochondrialnej mózgu. 

Skład mieszaniny inkubacyjnej był taki jak w opisie 
pod tabelą 16. Stężenie oleinianu wynosiło 200iumoli/mg 
białka mitochondriów. Wartości są średnimi + SD dla 
liczby doświadczeń podanych w nawiasach^ 
Wg Rafałowska, Gromek /157/. 

Można zatem sądzić, że obserwowany wzrost aktywności IDH 

NADP w cytosolu w warunkach hipoksji z jednoczesnym spadkiem 

jej aktywności we frakcji mitochondrialnej może być spowodowany 

częściowym przejściem enzymu z mitochondriów do cytoplazmy. 

Zjawisko to jest prawdopodobnie związane ze zmianami struktu­

ralnymi w błonie mitochondrialnej pod wpływem wolnych kwasów 

tłuszczowych gromadzących się w czasie niedotlenienia. Dodatkowym 
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dowodem przejścia części enzymu mitochondrialnego do cytosolu 
\ 

jest pojawienie się drugiego prążka z aktywnością IDH NADP 

w elektroforezie częściowo oczyszczonych preparatów enzymu 

otrzymanego ze zwierząt poddanych niedotlenieniu /ryc. 26/. 

Ruchliwość tego prążka odpowiada ruchliwości mitochondrialnej 

IDH NADP /porównanie z ryc. 3, SQ, C/. 
ó 

•  •  i :  - v i  
• . . 'J 

B 

Ryc. 26. Elektroforeza dehydrogenazy izocytrynianowej na żelu po-
li akrylami dowym. 

A - enzym otrzymany z mózgu zwierząt poddanych 
niedotlenieniu 

B - enzym otrzymany z mózgu zwierząt przebywających 
w normalnych warunkach. 

Dane są wartościami jednego z 3 doświadczeń. 
Wg Rafałowska, wyniki niepublikowane. 
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I 

Oczyszczona elektroforetyczni e cytoplazmatyczna IDE NADP 
\ 

pochodząca z mózgów zwierząt poddanych hipoksji wykazuje taką 

samą aktywność jak enzym wydzielony i oczyszczony z mózgu 

szczurów kontrolnych /normalne warunki/. Również ciężar cząsteczr 

kowy "hipoksyjnej" IDH N ADP pozostaje taki sam jak w normie 

/80. 000 w niskiej sile jonowej i 165.000 + 3. 000 /n = 3/ odpowiadać 
j  

jącej "fizjologicznym" stężeniom soli. Wg Rafałowska, Pastuszko 

/ J.67/. ' I 
I 

Pomimo, że aktywność enzymów utleniających cytrynian w cyto4 

solu do cC keteglutaranu a następnie glutaminianu i szczawiooctanu 

/schemat 7/nie malały w  hipoksji, to zaobserwowano w tych wa­

runkach spadek poziomu końcowego produktu badanego ciągu reak­

cji - glutaminianu. W warunkach narkozy poziom glutaminianu nie 

zmieniał się w stosunku do normy /Tabela 17/. 

Tabela 17. Wpływ hipoksji i anestezji na poziom glutaminianu 
w cytosolu mózgu. 

•umole glutaminianu w całej próbie 

endogenny po reakcji utleniania 
cytrynianu 

Kontrola /norma/ 0. 262 + o
 

» o
 

o
 

co
 

/  3 / 0. 890 + 0. 004 /3/ 

Hipoksja 0. 221 + 0. 007 /3/X  0. 760 + 0. 001 /3/* 
Anestezja 0. 257 + 0. 009 / 3/ 0. 891 + 0. 001 W  

Reakcja enzymatycznego utleniania cytrynianu prowadzona była 
w mieszaninie zawierającej Tris-HCl, pH 7. 3, 64 ,umole; 
MnSO^ 22.5,umola; NADP, 0.5,umola; izocytrynran 1. 0 ,umol; 
białko frakcji cytosolu 2 mg. Cz'as inkubacji 60 min. 
Stężenie glutaminianu po reakcji było oznaczane jako różnica 
między uzyskaną wartością a ilością endogennego glutaminianu. 
Wartości są średnimi + SD dla liczby doświadczeń podanej w 
nawiasach. W stosunku do normy ~p £ 0. 05, pozostałe statystycz­
nie nieznamienne. 
Wg Rafałowska, Gromek /157/. 
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Powyższe dane i fakt, że ilość dostarczanego do reakcji cytry­

nianu była optymalna oraz to, że po dodaniu asparaginiarm do cyto-

solu otrzymanego ze zwierząt "hipoksyjnych" zużycie cytrynianu 

było takie jak w normie /ryc. 24/ pozwalały sądzić, że zasadniczą 

przyczyną zmian obserwowanych w hipoksji może być spadek stęże­

nia asparaginianu w cytosolu. 

Przypuszczenia te zostały potwierdzone przez wyniki kolejnych 

doświadczeń. Wykazano w nich, że przetrzymywanie zwierząt 

w ciągu 30 min w warunkach niskiej zawartości tlenu powoduje 

spadek poziomu asparaginianu we frakcji cytosolu mózgu o około 

60% wartości kontrolnej. W warunkach narkozy jak również w przy­

padku kiedy stosowano hipoksję i narkozę jednocześnie poziom aspa­

raginianu nie ulegał zmianie. Hipoksja i narkoza nie wpływały na 

zmianę poziomu cytrynianu. Poziom A, ketoglutaranu nieznacznie 

wzrastał w warunkach niedotlenienia /Tabela 18/. 

Tabela 18. Poziom asparaginianu, cytrynianu i oC ketoglutaranu 
w cytosolu mózgu w warunkach normy, hipoksji i 
narkozy. 

W arunki 
nmole/mg białka 

Asparaginian Cytrynian h ketoglutaran 

Norma 

Hipoksja 

Anestezja 

Hipoksja + 
Anestezja 

62. 00+ 0. 00 /4/ 

24. 96+3. 16X  /5/ 

61.96+0. 00 / 5 / 

58.85+0.00X  /4/ 

2.27+0.00 /4/ 0. 51+0.01 /4/ 

2.27+0.00 /4/ 0.62+0. 00X  /4/ 

2. 22+0.00 /4/ 0. 52+0, 00 /4/ 

2. 22+0. 00 /4/ 0. 51+0. 01 /4/ 

Wartości średnie + SD dla liczby doświadczeń podanej w na­
wiasach. W stosunku do normy p C. 0. 05, pozostałe staty­
stycznie nieznamienne. 
Wg Rafałowska i wsp. /158/. 
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Obserwowany spadek ilości asparaginianu zależny był od czasu 

hipoksji, której poddawano zwierzęta /ryc. 27/. 

O-o 
'c CT ^ e 
u o 
E 

E 3 

0.003 

0.002 

0001 

0.0008 

Ü.0006 
I 

0.0004 

00002 

— 

Ü c -o 
CT CT 

o.«j £ ° 
a E 

-or 

60 min 

Ryc. 27. Wpływ czasu hipoksji oraz powrotu z hipoksji do normy 
/recovery/ na poziom cytrynianu, «C, ketoglutaranu i aspa 
raginianu w cytosolu mózgu. 

Przykład jednego z 4-ch doświadczeń. 
Powrót hipoksji do normy osiągano przenosząc zwierzęta 
z warunków niedotlenienia do warunków normalnego stę­
żenia tlenu na 10 min. 

O - hipoksja; & - normalne warunki 
Wg Rafałowska i wsp. /158/. 

Największy spadek poziomu asparaginianu obserwowano po 30 min 

hipoksji. Po tym czasie poziom związku wzrastał osiągając po 

60 min wartość kontrolną. Kiedy zwierzęta po niedotlenieniu prze­

noszono do warunków prawidłowych poziom asparaginianu nieznacz­

nie wzrastał ponad wartości kontrolne. 

http://rcin.org.pl



- 95 -

Kolejne badania prowadzono w kierunku wyjaśnienia przyczyn 

tak istotnego zmniejszenia poziomu asparaginianu w cytosolu mózgu 

w warunkach niedotlenienia. 

Wykazano, że zmiany zawartości asparaginianu w cytosolu nie 

wiążą się z jego przemieszczeniem do mitochondriów. Poziom 

asparaginianu we frakcji mitoehondrialnej mózgu nie zmieniał się 

w warunkach hipoksji. Obniżenie poziomu tego związku w super-

natancie /po 600 x g/ w warunkach hipoksji odpowiada zmniejsze­

niu cytosolowej puli tego substratu /Tabela 19/. 

Tabela 19. Rozmieszczenie asparaginianu w subkomórkowych 
frakcjach mózgu w normie i hipoksji. 

W arunki Frakcja Białko o t  Asparagi- Asparagi-
ni an ni an 0/0  

nmole/mg nmole/cał-
białka kowite 

białko 

Norma 

Supernatant 46. 0 
/po 600xg/ 
Cytosol 22. 0 

Mitochond-
rialna frakcja 15. 2 

Mikrosomalna 
frakcja 8. 2 

100 36. 00 

48. 0 6 2. 00 

33. 0 23. 50 

17.8 0. 0 

1656. 00 100 

1364. 00 83.0 

356. 00 21.6 

0. 0 

Odzysk 98. 8 

0. 0 

104. 6 
Supernatant 
/po 600xg/ 

Cytosol 
Hipoksja Mitochondrial -

na frakcja 15. 1 
Mikrosomalna 
frakcja 8. 1 
Odzysk 

44. 0 100 20, 60 908.00 

23. 1 52. 6 25. 20 579. 00 

34. 4 23. 70 359. 00 

18.4 0. 0 0.0 
105. 4 

100 

62. 8 

39, 5 

0 . 0 
102. 3 

Dane są wartościami jednego z 3 doświadczeń. 
Wg Rafałowska i wsp. /158/. 
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Spadek poziomu asparaginianu w cytosolu w czasie hipoksji mógł 

być konsekwencją wzrostu jego zużycia w innych szlakach metabo­

licznych. Produktami metabolizmu asparaginianu poza glutaminianem 

i szczawiooctanem /Schemat 7/ są mocznik i karbamyloasparaginian, 

Stężenie karbamyloasparaginianu w cytosolu pozostaje w warunkach 

hipoksji i narkozy praktycznie niezmienione. Poziom mocznika wzra­

sta w niedotlenieniu o około 25% w porównaniu do wartości kontrol­

nych, w anestezji zmieniając się jedynie nieznacznie /Tabela 20/, 

Tabela 20. Poziom mocznika i karbamyloasparaginianu w cytosolu 
w warunkach normy, hipoksji i narkozy. 

nmole/mg białka 
Warunki 

Mocznik Karbamylo­
asparaginian 

Norma 111. 22 + 3. 16 /5/ 2. 56 + 0. 00 1*1 

Hipoksja 137. 33 + 8. 36 /6/X  2. 46 + 0. 01 / * /  

Narkoza 102. 60 + 3. 16 /5/X  2. 61 + 0. 00 /6/ 

Wartości są średnimi + SD dla ilości doświadczeń podanej 
w nawiasach. W stosunku do normy p £ 0. 05, pozostałe 
statystycznie nieznamienne. 
Wg Rafałowska i wsp. / 15&/. 

Poziom asparaginianu we krwi wypływającej z mózgów zwierząt 

poddanych hipoksji był o około 25% wyższy od wartości kontrolnych. 

Efektu tego nie obserwowano w warunkach anestezji /Tabela 21/. 
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Tabela 21. Poziom asparaginianu we krwi wypływającej z mózgu 
w warunkach normy, hipoksji i anestezji. 

nmole asparaginianu/ml odbiałczonej surowicy 
Nr 
doświadczenia 
/ zwierzęcia/ 

Norma IJipoksja Anestezja 

23, 20 

24, 40 

21,  60 

30, 40 

30/40 

26, 00 

20, 88 

26, 84 

21, 60 

Średnio 23, 10 2 8 , 9 0  23, 10 

Oznaczenia asparaginianu we wszystkich warunkach były pro 
wadzone na tym samym zwierzęciu zgodnie z opisem poda­
nym w metodach. 
Wg Rafałowska i wsp. /158/. 

Powyższe badania przemawiają za tym, że zmniejszenie utle­

niania cytrynianu we frakcji cytosolu mózgu szczura w warunkach 

hipoksyjnej hipoksji jest spowodowane spadkiem poziomu endogen­

nego asparaginianu. Obniżona zawartość asparaginianu wiąże się 

ze zwiększonym jego pobieraniem do syntezy mocznika, jak również 

wzmożonym przechodzeniem do krwioobiegu. 

Narkoza, jak wykazano, zapobiega zmianom wywołanym w niedo­

tlenieniu. 

\ 
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2. 3. Transport cytrynianu i jabłczanu przez błonę mitochondriów ; 

perikarionówjrnózgu _w_ warunkach_ni^dotlenienia._ 
\ 

Brak zmian w ilości cytrynianu w cytosolu w warunkach hipok^ 

sji /Tabela 18/ z jedno czesnym zmniejszeniem jego zużycia w ciągfi 
I 

reakcji zależnych od IDH NADP /Hyc. 24/ nasuwał przypuszczenie, 

że w niedotlenieniu uruchamiają się dodatkowe mechanizmy pozwa­

lające na utrzymanie ilości cytrynianu na stałym poziomie. Mogły ' 

nimi być: zwiększone w warunkach niedotlenienia zużycie cytrynia- ! 

nu przy udziale liazy cytrynianowej ATP-zależnej, zmniejszona syn'r 
I 

teza cytrynianu w mitochondri ach zależna od syntazy cytrynianowej.,1  

zahamowanie transportu cytrynianu z mitochondriów do cytosolu. 

Jak widać z tabeli 22 aktywności liazy cytrynianowej ATP zależnej 

i syntazy cytrynianowej w subirakcjach mózgowych nie zmieniają 

się w warunkach hipoksji w porównaniu do warunków normalnych 

/tabela 22/. 

Duże zmiany natomiast zaobserwowano w niedotlenieniu w tran­

sporcie cytrynianu przez błonę mitochondrialną i temu zagadnieniu 

poświęcono więcej uwagi. 

W pierwszej kolejności sprawdzono czy stosowane warunki hipoksji 

jak również narkozy nie zmieniają integralności wewnętrznej błony 

mitochondrialnej i czy mitochondria otrzymywane ze zwierząt nie-

dotlenionych lub anestetyzowanych nie są bardziej od kontrolnych 

zanieczyszczone innymi frakcjami subkomórkowymi. Nie stwierdzo­

no zmian w aktywnościach fumarazy i LDH w mitochondri ach po 

hipoksji i narkozie w stosunku do kontroli. Również aktywność 

fumarazy w nieobecności Tritonu X-100 była bardzo niska we 

wszystkich warunkach doświadczalnych /tabela 2 3/. 
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Tabela 22. Aktywność enzymów metabolizujących cytrynian w subkomórkowych frakcjach 
mózgu w warunkach normy, hipoksji i narkozy /nmole/mg białka/min/. 

Rodzaj N orma Hipoksja Narkoza 

enzymu C S3 w p W 
s C 

S3 w p W s C 
S3 w 

P 
w 

s 

Syntaza 
cytryniano-

220, 0 
+20, 0 

0 180, 0 
+ 11, 0 

0 218, 0 
+25, 0 

0 180,0 
+ 15,0 

0 217, 2 
+24, 0 

0 185, 9 
+ 10, 0 

0 

wa /5/ /5/ /5/ /5/ W N !  /5/ /5/ /5/ /5/ /5/ /5/ 

Liaza cy-
trynianowa 
ATP-zależ-
na 

0. 45 
+0. 01 

'  /5/ 

1. 52 
+0. 01 

W 

0. 30 
+0. 01 

/ 5/ 

1. 50 
+0. 01 

/5/ 

0. 48 
+0.009 

N 

1. 50 
jO. 010 

W 

0. 32 
+0.01 

/5/ 

1. 55 
+0. 00 

/5/ 

0. 38 
+0. 015 

/5/x 

1. 49 
+0. 010 

/5/ 

0. 30 
+0. 000 

/5/ 

1. 55 
+0.00 

/5/ . 

Nazwy frakcji zgodnie z opisem Rye. 1 oznaczają: 
C - frakcja mitochondrial a, - cytosol, W - cząstkowa frakcja synaptosomów, Wg  - rozpuszczal­
na frakcja synaptosomów, ^ 
Wartości są średnimi + SD z ilości doświadczeń podanych w nawiasach. W stosunku do normy jedy-
nie "p 0.05, w pozostałych p y 0.05. 
Wg Rafałowska /158/. 
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Tabela 23. Porównanie aktywności fumarazy i LDH we frakcjach mitochondrialnych 
otrzymanych ze zwierząt kontrolnych, poddanych hipoksji i narkozie. 

i i _ 

,umole/mg białka/ min 

Norma * Hipoksja Narkoza 

+ Triton X-100 + Triton X-100 + Triton X-100 

Fumaraza 0. 005 + 0. 00 0. 720 + 0. 001 0. 006 + 0. 010 0.718 + 0. 001 0. 005 1 +
 

o
 

. 001 o
 

•
 

-a
 

co
 

o
 

+ 0. 006 
/4 / W  / 3/ / 3/ /3/ 

> 

/ 3/ 

LDH 0. 185 + 0. 002 0. 232 + 0.002 0. 191 + 0. 006 0. 235 + 0. 093 0. 178 + 0. 006 0. 238 + 0. 06 
/ 3/ / 3/ / 3 / / 3/ / 3/ / 3/ 

Wartości są średnimi + SD dla ilości doświadczeń podanych w nawiasach, p J 0.05. 
Wg Rafałowska /165/. 
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Transport jabłczanu i cytrynianu przez błonę mitochondriów uzyska­

nych ze zwierząt po hipoksji i narkozie zachodził liniowo do 2 min 
i 

inkubacji /jabłczan/ i do 4 min inkubacji /cytrynian/ zgodnie z kine-
i 

tyką charakterystyczną dla transportu tych związków w warunkach 

normy /ryc. 18 A, B/. Jednakże ilość pobranego przez mitochondria 

cytrynianu lub jabłczanu spadała o około 60% w warunkach hipoksji 
i 

i  około 40% w narkozie. Kiedy poddano hipoksji zwierzęta anestety- ! 

zowane /hipoksja + anestezja/ zmiany były podobne do uzyskanych 

w niedotlenieniu /tabela 24/. 

Tabela 24. Wpływ hipoksji, narkozy i hipoksji skojarzonej z bar­
bituranem na transport jabłczanu i cytrynianu do mi­
tochondriów. 

nmole/mg białka/min 

Norma Hipoksja Narkoza Hipoksja w 
narkozie 

A. 1 4C 5. 81+0. 12 2. 25+0. 17 3. 49+0. 13 2. 15+0.10 
jabłczan / 8/ /6 / /4/ ~f"3/ 

B. 1 4C 12. 15+0. 16 4. 86+0. 18 7. 27+0. 05 4. 79+0. 09 
cytrynian / 8/ /6 / /4/ /4/ 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: 0, 25 M scharozę, 0. 5 mM 
EDTA; 10 mM Tris-HCl, pH 7.4; 24,ug/ml rotenonu; 
1, 25 ,ug/ml antymycyny; 10 mM Pi; 1 mg białka, 1 mM jabłcza-
n\ i 'l mM 1 4C cytrynian /A/ lub 1 mM 14c jabłczan /B/„ 
Wartości są średnimi + SD dla ilości doświadczeń podanych 
w nawiasach, w stosunku do normy p 0. 05. 
Wg Rafałowska /165/. 
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Wywołane warunkami hipoksji i narkozy obniżenie transportu 

jabłczanu i cytrynianu przez błonę mitochondrialną powracało do 

normy kiedy zwierzęta po doświadczeniu przenoszono do normal­

nego stężenia tlenu. Transport do mitochondriów pochodzących 

z anestetyzowanych zwierząt powracał do normy już po jednej 

godzinie przebywania zwierząt w warunkach prawidłowych. W przy­

padku hipoksji powrót do normy wymagał kilku dni /ryc. 28/. 

c 
G 

c 
OJ 

o 
E 
c 

168 qodz. 

• jabtczan anestezja 

o cytrynian tiipoksja 

* norma 

Ryc. 23. Wpływ powrotu z hipoksji i narkozy do warunków prawid­
łowych /recovery/ na transport cytrynianu i jabłczanu 
do mitochondriów. 

Warunki inkubacji jak w opisie dla tabeli 24. Wartości 
dla normy są średnimi z doświadczeń przedstawionych 
w tabeli 24. Wartości dla powrotu do normy prezentują 
poszczególne doświadczenia. 
Wg Rafałowska /165/. 

Wydawało się prawdopodobne, że za zaburzenia w transporcie 

badanych pośredników cyklu Krebsa mogą być odpowiedzialne kwa­

sy tłuszczowe, które nagromadzają się w czasie niedotlenienia, 
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zmieniając być może przepuszczalność błony. Jednakże dodatek 

oleinianu do frakcji mitochondrialnej nie wywierał wpływu.na ba­

dany transport. Podobnie dodatek albuminy w czasie preparatyki 

mitochondriów nie zapobiegał obniżeniu akumulacji jabłczanu i cy­

trynianu w mitochondriach /tabela 25/. 

Tabela 25. Wpływ oleinianu i albuminy na transport jabłczanu 
i cytrynianu do mitochondriów. 

Jabłczan 
% 

Cytrynian 
% 

Mitochondria 100, 0 100, 0 

Norma 
Mitoch.+oleini an 50 nmoli/mg b 

99, 9 100, 0 

Mitoch. +oleinian 100 nmoli/mg b 
100, 0 101, 0 

Mitoch.+oleinian 200 nmoli/mg b 

95,8 96, 0 

Hipok-
sja 

Mitochondria 

Mitochondria preparowane 
z albuminą /0,5%/ 

100, 0 

101, 1 

100, 0 

99, 2 

Warunki inkubacji są zgodne z danymi dla tabeli 24. 
Wartości są średnimi z 3 doświadczeń. SD we wszyst­
kich przypadkach był niższy od 1%. 
Wg Rafałowska / 16 5 /. 

Wykazano, że transport cytrynianu jest hamowany przez szereg 

metabolitów takich jak: izocytrynian, malonian, szczawiooctan, 

bursztynian i pirogronian. Asparaginian, -keto glut ar an, fuma-

ran i glutaminian nie mają wpływu na transport cytrynianu /ryc. 29/ 
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100 T —I— HH I I-

Ryc. 29. Wpływ dwu i trójkarboksylanów na transport cytrynianu 
do mitocliondriów. 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: 0.25 M sacharozę; 
0.5 mM ED.TA; 10 mM Tris-HCl, pH 7.4; 24,ug/ml 
rotenonu; 1.25.ug/ml antymycyny; 10 mM Pi,' 1 mM 
jabłczan, 1 mM cytrynian, 1 mg białka oraz do­
dawane metabolity, wszystkie w stężeniach 1 mM. 
Wartości są średnimi + SD dla 3 doświadczeń. 
W stosunku do kontroli - 1-sza grupa związków 
p 4 0. 05, pozostałe p 0. 05. 
Wg Rafałowska /165/. 

Transport jabłczanu przez błonę mitochondrialną jest zależny 

od dostępności grup -SH. 

Wynika to z badań, w których obserwowano wpływ mersalylu na 

transport tego związku w warunkach normalnych i w hipoksji /ta­

bela 26/. W mitochondriach izolowanych ze zwierząt kontrolnych 

/normalne warunki/ i poddanych anestezji mersalyl obniżał tran­

sport jabłczanu o około 50%, podczas gdy w mitochondriach 

otrzymanych ze zwierząt poddanych hipoksji jedynie o około 14%. 
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Tabela 26. Wpływ mersalylu na pobranie jabłczanu przez mitochondria 

Norma Hipoksja Anestezja 

J abłczan 

nmole/mg białka/min % nmole/mg białka/min % nmole/mg białka/min % 

A - mersalyl 5. 92 + 0. 03 100, 0 2. 30 + 0, 08 100, 0 3. 95 + 0. 05 101,0 

/4/ /4/ /4/ 

B + mersalyl 3, 00 + 0. 08 50, 7 1. 98 + 0„ 05 86, 1 1. 88 + 0. 03 47,6 

/4/ / 4/ . /4/ 

Mieszanina inkubacyjna zawierała: 0,25 M sacharozę; 0.5 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl, 
pH 7.4; 24,ug/ml rotenonu; 1,25/ug/ml antymycyny; 10 mM Pi, 1 mM C jabłczan oraz 
w B - 1 inM mersalyl. 
Wartości są średnimi + SD dla ilości doświadczeń podanych w nawiasach. 
W stosunku do normy p < 0. 05. 
Wg Rafałowska /165/. 
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2. 4. b/w_ hipc)ksj:i_na__włści __i_E7~ ' 
nianu do synaptosomów i izolowanych mitochondriów synapto- i 

~ ' f 

£om^nych 
i  
I 

Starano się wyjaśnić czy hipoksja zmienia podstawowe parame­

try synaptosomów; stężenia związków energetycznych, pirogronianu, 

mleczanu, 3 hydroksymaślanu i acetylooctanu, i czy wpływa na 1 

pobranie tlenu przez synaptosomy /oddychanie synaptosomów/. 

W tabeli 27 zestawiono wartości stężeń metabolitów w syn; ptoso-
I 

mach izolowanych z mózgów zwierząt anestetyzowanych i nieaneste- ! 

tyzowanych poddanych 30 min hipoksji. 

Podane wartości można porównać z odpowiednimi danymi dla synap­

tosomów uzyskanych ze zwierząt anestetyzowanych i nieanestetyzo-
j 

Tabela 27. Stężenia metabolitów w synaptosomach izolowanych z 
mózgów narkotyzowanych i ni en arko tyzowanych szczurów 
poddanych hipoksji 

^umole/ml wewnątrz- Hipoksja 
synaptosomalnej Nieanestetyzowane Anestetyzowane 

ATP 1. 16 + 0.66 /3/X  2. 76 + 0. 24 /3/ 

A DP 0. 45 + 0. 15 /5/X  0. 37 + 0.05 /3/ 

Pi 4. 14 + 0. 26 /3/X  '  2. 71 + 0.09 /3/ 

CrP 1. 06 4 0o  40 /3/X  1. 95 + 0. 48 / 3/ 

Cr 4. 03 + 0.48 /3/X  3. 14 + 1.25 / 3/ 
,umole/ml mieszani­

ny inkub acyjn ej 

3 hydroksymaślan 29. 06 + 6.73 /3/ 6. 26 + 1. 73 /3/ 

acetylooctan 16. 07 + 4. 99 /3/ 2. 24 + 1. 39 / 3/ 

Piróg roni an 

co co •
 

co co + 5. 92 /3/ 11. 25 + 4.78 / 3/ 

Mleczan 175.76 + 4. 09 / 3/ 62. 60 + 12. 32 /3/ 

Warunki oznaczeń były takie same jak w tabeli 10-tej. Warto­
ści są średnimi +SD dla ilości doświadczeń podanej w nawiasach. 
xróżnice statystycznie nieznamienne w stosunku do wartości kon­
trolnych /zwierzęta w warunkach normalnych, tab. 10/ p > 0.05. 
Wg Rafałowska i wsp. /170/. 
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wanych przebywających w warunkach normalnych /nie poddanych hi-

poksji/. Dane powyższe przedstawiono wcześniej w tabeli 10-tej. 

Porównanie odpowiednich wartości w tabeli 27 i w tabeli 10-tej 1 

wskazuje, że w hipoksji stężenie ATP nieznacznie obniża się, a 

stężenie Pi nieznacznie rośnie w przypadku zwierząt anestetyzowa-

nych. W grupie zwierząt nieanestetyzowanych obserwowane różnice 

były statystycznie nieznamienne. Podobne zmiany obserwowano w 
! 

przypadku fosfokreatyny i kreatyny. Stężenia 3 hydroksymaślanu, 

acetylooetanu, mleczanu i pirogronianu były wyższe w synaptosomacH 
I 

z mózgów "hipoksyjnych" zwierząt od stężeń w preparatach otrzymać 

nych ze zwierząt normalnych. 

Na ryc. 30 zobrazowano oddychanie synaptosomów w obecności 

różnych substratów w warunkach normy, anestezji, hipoksji i hi-
j 

poksji skojarzonej z anestezją. 

W przypadku takich substratów jak glukoza, piróg roni an, cytrynian, 

glutaminian czy hydroksymaślan oddychanie w warunkach narkozy 

było takie jak w normie. Jedynie bursztynian utleniał się w tych 

warunkach nieco szybciej. 

Hipoksja obniżała statystycznie znamiennie /P < 0.05/ utlenianie 

wszystkich badanych substratów, największy efekt obserwowano 

w przypadku bursztynianu /50% inhibicji/, a najmniejszy w przy­

padku cytrynianu. Narkoza stosowana razem z niedotlenieniem odwra 

cała częściowo zmiany występujące w hipoksji, jednakże zmiany 

obserwowane w stosunku do zaburzeń w hipoksji dla takich substra­

tów jak glukoza, pirogronian, cytrynian, glutaminian i hydroksymaś­

lan były statystycznie nieznamienne /p J 0. 05/. 

Stan redukcji cytochromu c w hipoksji wyrażony w procentach ca­

łej zawartości cytochromu wynosił około 10. 
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CID norma 

5. E2 narkoza 
EE) hipoksja 
E=| hipoksja • narkoza 

endogenne pirogronian burszhjnian • 3-OHmaślan 
substratg 

glukoza t y1 r Ajnian glutaminian 

Ryc. 30. Oddychanie synaptosomów w obecności różnych substratów 
w warunkach normy, hipoksji, narkozy i hipoksji skoja­
rzonej z narkozą. 

Wyniki są średnimi wartościami + SD z 3 eksperymentów, 
Hipoksja oraz hipoksja + narkoza w obecności bursztynia-
nu p < 0, 05, hipoksja + narkoza dla pozostałych substra­
tów p > 0. 05. 
Wg Rafałowska i wsp. /170/. 

Obserwowane w hipoksji obniżenie oddychania synaptosomów jest 

zależne od czasu niedotleniania zwierząt. 

Na ryc. 31 przedstawiono aktywność oddychania /wyrażona jako 

procent wartości kontrolnej/ synaptosomów otrzymanych ze zwierząt 

poddanych 30 minutowej i 60 minutowej hipoksji oraz ze zwierząt 

po 30 min hipoksji przeniesionych do warunków prawidłowych na 

okres 1 godziny. 

Inhibicja oddychania w synaptosomach w przypadku 30 min hipoksji 

jest większa niż po godzinie niedotlenienia, kiedy to praktycznie 

oddychanie powraca do normy. Również przeniesienie zwierząt do 
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normalnych warunków po 30 min hipoksji powoduje powrót oddycha 

ni a do wartości równych normie. 

150 

OJ 
c 

2 100 

C-

% 

glukoza pirogronian cytrynian bursztynian 

Ryc. 31. Wpływ czasu hipoksji i powrotu do warunków normalnych 
/recovery/ na oddychanie synaptosomów izolowanych 
z mózgów nieanestetyzowanych głodzonych szczurów. 

Wyniki są średnimi wartościami + z 3 doświadczeń. 
© - 30 min hipoksja; £3 - 60 min hipoksja; 
A - 30 min hipoksja i 60 min powrót do warunków 

norm alnych. 
Wg Rafałowska i wsp. /170/. 

http://rcin.org.pl



- 110 -

Intensywność oddychania synaptosomów zależna jest także od tego 

czy zwierzęta są głodzone /jak to miało miejsce w powyższych 

doświadczeniach/ czy też są normalnie odżywiane przed rozpoczę­

ciem doświadczenia. 

U zwierząt niegłodzonych 24 godz, przed rozpoczęciem doświad­

czenia w ogóle nie obserwowano zmian w oddychaniu synaptosomów 

w warunkach hipoksji i narkozy w stosunku do normy. 

Na podstawie powyższych danych można sądzić, że zmiany wy­

wołane warunkami hipoksji w podstawowych parametrach charaktery 

stycznych dla synaptosomów są niewielkie i szybko powracające do 

normy. Transport cytrynianu do synaptosomów po hipoksji zwierząt 

i do izolowanych z nich mitochondriów synaptosomalnych obrazują 

dane w tabeli 28. 

Hipoksja zmniejsza transport cytrynianu do synaptosomów i mito­

chondriów synaptycznych o około 20% w stosunku do warunków 

kontrolnych. Są "to zmiany o 40% mniejsze od obserwowanych w 

przypadku mitochondriów perikarionów /Tabela 24/. 

Narkoza nie miała wpływu na transport w porównaniu z normą. 

Zastosowanie hipoksji w narkozie dawało zmiany zbliżone do 

obserwowanych w niedotlenieniu. 

http://rcin.org.pl



- Ill -

Tabela 28. Maksymalna akumulacja i czas maksymalnej akumulacji ' 
14 

C cytrynianu w synaptosomach i izolowanych mito- ; 
chondriach synaptosomalnych w warunkach normy, hipok r  

sji, narkozy i w hipoksji skojarzonej z narkozą. 

Czas 
maksy­
malnej 
akumu­
lacji 
min 

14 Maksymalna ak\imulacja C cytrynianu 

nmole/mg białka 

N o r m a  Hipoksja Narkoza Hipoksja |  
narkoza i 

A. Synapto- 10 7, 6+0,21 6, 0+0, 08 7, 8+0, 08"* 6, 3+0, 09 

SOmy - - - /3/- /3/ /3/ /~3/ 

B. Mito­
chondria 
synapto-
somalne 

10, 0+0, 09 

/3/  

- X  
:,1+0, 91 10, 9+0, 05 8 ,3+1,01 

/3/  /  3/  / 3/ -

Mieszanina inkubacyjna zawierała /A/: Krebs-Tris/124 mM NaCl; 
5 mM HCl; 1,2 mM KHPO.; 0,75 mM CaOL; 26 mM Tris-HCl 

4 i4 z 
pH 7.4/ oraz 1 mM jabłczan, 1 mM C cytrynian, 2, 4,ug/ml 
rotenonu; l,25,ug/ml antymycyny. /B/ 250 mM sacharozę, 10 mM 
Tris-HCl, pH '7. 4; 10 mM fosforan sodu; 0. 5 mM EDTA oraz 
2, 4,ug/ml rotenonu, 1. 25,ug/ml antymycyny, 1 mM jabłczan 
i 1'mM ^C cytrynian. Wartości są średnimi + SD dla ilości 
doświadczeń podanych w nawiasach. W stosunku do normy 
x y 0. 05, w pozostałych p <£. 0. 05. 

P 
Wg Rafałowska, wyniki niepublikowane. 
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OMÓWIENIE WYNIKÓW 

1. Metabolizm cytrynianu w mózgu w warunkach prawidłowych. 

Analiza danych doświadczalnych zebranych w niniejszej pracy 

pozwala na określenie podstawowych dróg metabolicznych cytrynia­

nu w mózgu, z uwzględnieniem ich subkomórkowej lokalizacji 

oraz roli cytrynianu w zależnościach metabolicznych między mi to-, 

chondriami a cytoplazmą, co przedstawiono na schemacie nr 8. 

przemiany ] 
aminokwasowi 

przemiany 
lipidów 

asparaginian 

cikefoqlüfaran 

IDHNADP 

izocytrynian 

glutaminian / 

tranaminaza 
asparaginianowa 

akonitaza 

cytrynian 

kw. tłuszczowe 

/ 
szczawiooctan + acetylo-CoA 

\ 
liozci cytrynianowa 

acetylocholina 

r-\ 
•< 
—i 
o ~D r~ > 
3: > 

• pirogronian 

/7zz .przenośnik 

pirogronian 
acetylo-CoA 

V 

* 7  / ' / ' / /  /  /  /  /  / " /  /  /  / / /  /  / y y ,  
• Www I ' / / / / / • / wewnętrzna btona mitochondnalna / / / 

• • • '  / / / / / / / / / /  /  /  /  /  / / / /  

jjablczanj 

fumaran 
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Ä&lcy t r iJnian  

/ %>. 
%  

Qo izocytrynian 

CYKL KREBSA 

o o 
zr 

o 
'Z. 
o 
2? 
o 

^ketoglutaran 
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Schemat 8. Główne drogi metaboliczne cytrynianu w mózgu. 
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W mózgu podobnie jak w wątrobie /159/ cytrynian zajmuje 

centralną pozycję w ogólnym metabolizmie komórki. Podstawowe 

szlaki metaboliczne cytrynianu w mózgu, choć zbliżone do pozna­

nych wcześniej w przypadku wątroby, posiadają szereg cech specy­

ficznych, swoistych jedynie dla centralnego układu nerwowego. 

Jak zaznaczono we wstępie cytrynian syntetyzowany jest prze­

de wszystkim w mitochondriach, gdzie jest tylko częściowo metabo­

lizowany w cyklu Krebsa. Duża pula tego związku utleniana jest 

w cytosolu gdzie staje się on prekursorem procesów syntez /sche­

mat 8/. Transport cytrynianu z mitochondriów do cytoplazmy jest 

zatem niezwykle ważnym czynnikiem regulującym metabolizm cytry­

nianu w całej komórce a zaburzenia tego procesu mogą prowadzić 

do poważnych zmian metabolicznych. 

Frakcja mitochondrialna mózgu, na której prowadzono badania 

dotyczące transportu cytrynianu przez błonę mitochondrialną była 

jedynie nieznacznie zanieczyszczona innymi subfrakcjami komórko­

wymi, o czym świadczy niska aktywność LDH. Bardzo niska aktyw­

ność fumarazy, wzrastająca znacznie po dodaniu Tritonu X-100 

jest dowodem, że wewnętrzna błona mitochondrialna nie ulega 

uszkodzeniu podczas preparatyki /Tabela 6/. Wysoka zdolność mi­

tochondriów do utleniania egzogennego cytrynianu dowodzi także, że 

została zachowana funkcjonalna integralność mitochondriów. 

Z przedstawionych danych wynika, że "dobre1 1  mózgowe mitochon­

dria posiadają zdolność szybkiej akumulacji cytrynianu i jabłczanu 

/161,^162, 163/. 

Wyniki zebrane w tabeli 7 wykazały, że jabłczan może przechodzić 

przez błonę mitochondrialną w wyniku wymiany zarówno z Pi jak 

i z cytrynianem. Fakt, że transport jabłczanu w wymianie z Pi 

jest hamowany przez butylomalonian, który nie wpływa na wymia­

nę jabłczan/cytrynian, sugeruje obecność dwóch niezależnych prze­

nośników, w mitochondriach mózgu, swoistych dla kwasów dwukarbo 
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ksylowych i trójkarboksylowych podobnie jak w mitochondriach wą­

troby /144/. Podobnie jak w wątrobie wymiana zewnątrzmitochon-

drialnego cytrynianu z wewnątrzmitochondrialnym jabłczanem za­

chodzi w mózgu w stosunku 1:1 /tabela 8/. 

Jednakże akumulacja /wejście/ cytrynianu do mitochondriów mózgu 

zachodzi znacznie szybciej /4 min/ /ryc. 18/ niż w mitochondriach 

wątroby, kiedy uzyskiwano maksymalne nagromadzenie po 20 min 1  

ł 

inkubacji. Wydaje się, że różnice te mogą wynikać z szybszego ! 

uszkodzenia mózgowych mitochondriów, podczas inkubacji w temp. j 

25 C. Po 20 min inkubacji w mitochondriach mózgu aktywność fu-

marazy wzrasta o około 20% w porównaniu do mitochondriów kon­

trolnych i do mitochondriów po 4 min inkubacji. 

Optymalny czas wejścia do mitochondriów dodanego jabłczanu 
I 

jest krótszy niż cytrynianu. Już po 2 min osiąga on maksymalne 

wartości, które utrzymują się do 4 min inkubacji. Także jednoczes­

ne dodanie do mieszaniny inkubacyjnej mitochondriów jabłczanu i cy­

trynianu w środowisku Pi powoduje szybsze wejście jabłczanu a na­

stępnie jego wyjście^ w wymianie z cytrynianem. Akumulacja obydwu 

badanych pośredników cyklu Krebsa jest funkcją egzogennych stężeń 

tych związków. 

System transportujący jest wysycony przez cytrynian przy 

wartości stałej Michaelisa Km = 4.55 /ryc. 19/. Wartość ta jest 

zbliżona do podawanej przez Patella /147/ dla utleniania dodanego 

cytrynianu w mitochondriach mózgu, ale jest znacznie wyższa od 

wartości Km dla mitochondriów wątroby /Km = 1. 3 mM/ /228/, 

Km = 0.12 mM /142/. 

Biorąc pod uwagę tak wysoką wartość Km dla transportu cytrynia­

nu do mitochondriów mózgu i jednocześnie niską zawartość tego 

związku w całym mózgu /około 0. 3yUmole/g/ /68/ można sądzić, 

że in vivo transport cytrynianu do mitochondriów mózgu jest raczej 
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niewielki. Nie jest wykluczone, że transport tego związku z mito- 1  

chondriów do cytoplazmy może być większy. Wg Maxa i wsp. /125/, 
i 

którzy prowadzili badania na wątrobie aktywność przenośników tran- , 
j 

sportujących pośredniki cyklu Krebsa może być różna, w zależności |  

od tego, czy jest to transport do czy z mito chondriów. j 
Omówione wyżej dane dotyczyły mechanizmu transportu cytry- j 

I 
nianu przez błonę mitochondriów perikarionów. Wiadomo jednak, co i 

i 
podkreślano na wstępie tego opracowania, że w synaptosomach zwią-j 

zek ten syntetyzowany w mitochondriach synaptosomalnych poza dostar­

czeniem reszt acet^łowych do syntezy kwasów tłuszczowych, może być 

również prekursorem acetyloCoA dla syntezy acetylocholiny w synap-

toplaźmie. Powstało zatem pytanie czy transport cytrynianu przez 

błonę mitochondriów synaptosomalnych zachodzi w taki sam sposób ; 

jak w mitochondriach perikarionów. 

Przeprowadzenie analizy porównawczej wymagało uzyskania 

możliwie najczystrzej i metabolicznie niezmienionej frakcji synap-

tosomalnej. 

Frakcja synaptosomalna na której prowadzono badania /164, 

169/ przewyższa homogennością i zachowaniem integralności meta­

bolicznej frakcje synaptosomalne uzyskiwane dotychczas przez in­

nych autorów /20. 232/. 

Wysoki stopień oczyszczenia tej frakcji potwierdzają wartości mar­

kerów subkomórkowych /tabela 9/ oraz obrazy mikroskopowo-

elektronowe, /zdjęcie 1 A, B/. Z wyliczeń statystycznych z obra­

zów w mikroskopie elektronowym wynika, że ponad 75% wszystkich 

widocznych struktur to całe, nienaruszone synaptosomy. 

Wprowadzenie narkozy nembutalem przed zabiciem zwierząt pozwa­

la na utrzymanie stanu energetycznego synaptosomów na poziomie 

odpowiadającym wartościom in vivo. Parametry energetyczne frakcji 

synaptosomalnej uzyskanej ze zwierząt poddanych działaniu barbi­
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turanów są wyższe niż we frakcji uzyskanej ze zwierząt przebywa- ' 

jących w warunkach normalnych. Są one zbliżone do wartości znaj-' 
v i 

dowanych w całym zamrożonym mózgu w warunkach normy /6, 16, . • 
i 

195, 229/. 

Wyliczona wolna energia dla przeniesienia 2 elektronów z NAD 

na cytochrom c i syntezy 2 moli ATP /tabela 12/ w synaptosomach 
i 

izolowanych z anestetyzowanych szczurów jest bliska równowagi i 
i 

=-0.26/, podobnie jak w innych "nienaruszonych" komórkacłi 

/58, 135, 239, 240/. i 
Bliska równowadze wartość A & G wskazuje, że uzyskane synaptosoihy 

są metabolicznie niezmienione w stosunku do stanu in vivo. Są one 
i • 

zatem prawidłowym i dogodnym modelem do wszelkich badań nad 

metabolizmem neuronów i praktycznie jak do tej pory jedynym i 
\ 

modelem do badań potencjału błonowego zakończeń nerwowych 

/ryc. 20, 21/ /48/ odgrywającego decydującą rolę w transmisji 

synaptycznej. 

ATP . CrP 
Niższy poziom w i — w przypadku synaptosomów 

z mózgów szczurów nieanestetyzowanych spowodowany jest prawdo­

podobnie występowaniem u nich szoku podczas dekapitacji, bądź 

metabolicznymi konsekwencjami tego szoku /123/. Zmiany w synap­

tosomach otrzymywanych ze zwierząt nieanestetyzowanych w prze­

ciwieństwie do anestetyzowanych mogą zachodzić również podczas 

ich izolacji. Istnieje bowiem możliwość, że barbiturany niezależnie 

od przeciwdziałania szokowi stabilizują błonę plazmatyczną, która 

staje się odporniejsza na obróbkę w czasie preparatyki. Wzrost 

stabilności błony plazmatycznej może być również wynikiem obni­

żenia temperatury ciała zwierząt podczas anestezji. 

W przeciwieństwie do danych pochodzących z pracy Koeppena 

i wsp. /93/, w których nie wykazano transportu cytrynianu przez 

błonę synaptosomalną, synaptosomy otrzymane w badaniach własnych 
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posiadają zdolność pobierania egzogennego cytrynianu. Ilość po-
14 branego z mieszaniny inkubacyjnej C cytrynianu, mierzona za-

14 równo ilością radioaktywności C-cytrynianu w synaptosomacb 
14 /ryc. 22/ jak i ilością CO powstałego w wyniku dekarboksylacji 

u 

tego związku w mitochondriaeh synaptosomalnych in situ /ryc, 23/, 

do których został przetransportowany z synaptoplazmy, jest zależna 
i 

od obecności jabłczanu. Przemawia to za możliwością, że transport 
! 

cytrynianu przez błonę mitochonriów synaptosomalnych zachodzi 

w wyniku wymiany z jabłczanem w sposób charakterystyczny dla mii-
! 

tochondriów otrzymywanych z perikarionów /147, 163/. Z porów-
14 

nania czasów optymalnego pobrania egzogennego C cytrynianu 

przez synaptosomy /10 min/ oraz izolowane mitochondria synapto- . 
14 somalne /l min/ wynika, że transport C cytrynianu przez błony 

mitochondriów synaptosomalnych zachodzi szybciej niż przez błonę 

synaptosomalną, która in vivo może być czynnikiem ograniczającym 

transport tego związku z cytoplazmy do mitochondriów synaptosomal' 
14 nych. Fakt, że maksymalne nagromadzanie C cytrynianu w izolo­

wanych mitochondriach synaptosomalnych jest szybsze /1 min/ niż 

w mitochondriach perikarionów [A min/ /tabela 14/ może prze­

mawiać za tym, że transport reszt acetylowych przenoszonych 

przez błonę mitochondriów synaptosomalnych w postaci cytrynianu 

jest intensywniejszy od transportu przez błonę mitochondriów peri­

karionów, co popierałoby hipotezę przemawiającą za pierwszopla­

nową rolę cytrynianu w syntezie acetylocholiny w zakończeniach 

nerwowych /219/. 
14 Jednakże ilość maksymalnego nagromadzania /akumulacji/ C cy­

trynianu jest znacznie niższa w mitochondriach synaptosomalnych 

niż w mitochondriach perikarionów. Wskazuje to, że transport cy­

trynianu przez błonę mitochondriów synaptosomalnych mimo szyb­

szego czasu maksymalnej akumulacji tego związku jest znacznie 
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mniejszy niż w mitochondriach perikarionów. Nie musi to natural­

nie wpływać na obniżenie udziału cytrynianu w przenoszeniu reszt |  
i 

acetylowych do syntezy acetylocholiny. Prawdopodobnie ilość tran- : 

sportowanego cytrynianu jest wystarczająca do syntezy neurotran-

smitera. Faktem jest jednak to, że w badaniach własnych nie 

stwierdzono wyższej aktywności liazy cytrynianowej ATP zależnej 

we frakcji rozpuszczalnej synaptosomów /W / od aktywności enzymü 
s * j 

we frakcji S , jak to obserwowali Szutowicz i wsp. /219/. , 
O 

Ocena aktywności i rozmieszczenia enzymów biorących udział | 

w utlenianiu cytrynianu w jednocześnie uzyskanych frakcjach subko-

morkowych pozwala sądzić, że w mózgu istnieją prawdopodobnie 
i 

dwie odrębne drogi pozamitochondrialnego utleniania cytrynianu. 

Jedna z nich opisana wcześniej przez wielu autorów zależna od 

ATP cytrynianowej liazy /219, 223, 226/ oraz druga niescharakte-

ryzowana uprzednio, związana z aktywnością dehydrogenazy izocy-

trynianowej NADP zależnej /IDH NADP/ /schemat 8/. 

Przedstawione uprzednio spostrzeżenia własne /ryc. 2/ po­

twierdzają wyniki Tucka /223/ wskazujące na to, że ATP zależna 

cytrynianowa liaza zlokalizowana jest w mózgu po z amitochondrial -

nie i znajduje się we frakcjach rozpuszczalnych: w cytosolu i w 

rozpuszczalnej frakcji synaptosomów. 

Izocytrynianowa dehydrogenaza NADP zależna jest obecna za­

równo we frakcjach rozpuszczalnych jak i w mitochondriach perika­

rionów i mitochondriach synaptosomalnych. 

Specyficzna aktywność tego enzymu jest 3-krotnie wyższa w mito­

chondriach niż w cytosolu /ryc. 2/. Podobne wyniki uzyskali Baker 

i Newburgh w przypadku wątroby i mózgu kurcząt. W sercu znajdo­

wali oni odwrotne zależności /7/j 

Jak wynika z przedstawionych badań /ryc. 3/ mózgowa dehydro­

genaza izocytrynianowa NADP zależna składa się z dwu różnych 

form molekularnych: mitochondrialnej i cytoplazmatycznej, różniących 
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się ruchliwością elektroforetyczną. Dane przedstawione przez 

Lowensteina i Smitha /109/ oraz Hendersona /83/ sugerują, że 
i 

w wątrobie mitochondrialna i cytoplazmatyczna IDH NADP wystę­

pują również jako dwie formy molekularne. 

Zgodnie z przedstawionymi danymi utlenianie cytrynianu przy udział 

le cytoplazmatycznej IDH NADP związane jest z aktywnością akonitci-

zy w tej frakcji /185/. 
i 

Akonitaza powoduje przekształcenie cytrynianu do izocytrynia-
I 

nu a następnie izocytrynianowa dehydrogenaza NADP-zależna prze- j 

kształca go do cC -ketoglutaranu i CO z wytworzeniem NADPH. 

Szybkość przebiega tego procesu limitowana jest przez reakcję 

wolniejszą zachodzącą przy udziale akonitazy /tabela 1 /. 

Podobnie jak w wątrobie /83, 109/ również w cytosolu mózgu nie 

stwierdzono obecności dehydrogenazy izocytrynianowej NAD zależ­

nej, która znajduje się jedynie w mitochondriach i nie może mieć 

bezpośredniego wpływu na cytoplazmatyczne utlenianie cytrynianu. 

Widoczny na ryc. 6 brak stechiometrii pomiędzy ilością zużytego 

/utlenionego/ cytrynianu a ilością powstających w wyniku reakcji 

produktów: NADPH i cC -ketoglutaranu można tłumaczyć natych­

miastowym metabolizowaniem tych związków. 

Powstający NADPH nie mógł być zużywany w reakcji z dehydro­

genazą glutaminianową, której aktywność w badanej frakcji była 
_7 

bardzo niska / IB x 10 ^umola/mg b/min / , a w warunkach 

prowadzonych doświadczeń w ogóle się nie ujawniała /73/. Rów­

nież dodatek asparaginianu do mieszaniny inkubacyjnej nie powodo­

wał zmian w ilości NADPH oznaczanego w czasie utleniania cytry­

nianu. 

Wydaje się, że w warunkach zastosowanych doświadczeń wy­

tworzony w wyniku utleniania cytrynianu NADPH mógł być zużywa­

ny w reakcji przekształcania szczawiooctanu do jabłczanu w obec-
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ności dehydrogenazy j abłczanowej, która obecna jest zarówno w 

mitochondriach jak i. frakcji rozpuszczalnej / 378/. Mimo, że głów- 1  

i 

nym kofaktorem tego enzymu jest NADH, są dane wskazujące, że , 
i 

przekształcenie szczawiooctanu do jabłczanu może zachodzić również 

z udziałem NADPH /72/. NADPH może być ponadto zużywane do 

syntezy kwasów tłuszczowych, jak również w mikrosomalnym łańcu­

chu oddechowym jeśli mikrosomy nie zostały usunięte z frakcji cy- • 
i 

toplazmatycznej /11 /. 

Brak stechiometrycznych zależności między ilością utlenione- j 

go cytrynianu a ilością powstającego NADPH pośrednio mógł być 

związany również z aktywnością liazy cytrynianów ej ATP zależnej 

/2/, jednakże bardzo małe aktywności tego enzymu oznaczone w cy-

tosolu w warunkach przeprowadzonych doświadczeń przemawiają 

przeciwko takiej możliwości. 

At keto glut ar an, powstający w czasie utleniania cytrynianu 

przy udziale IDH NADP, jest zużywany głównie w reakcji transami -

nacji do szczawiooctanu, w której donorem grup aminowych jest 

asparaginian /ryc. 7/ /220/. Aktywność aminotransf erazy asparagi-

nianowej w mózgu jest wysoka /126/. Może on być również transpor­

towany do mitochondriów. 

Enzymatyczny ciąg reakcji zachodzący w cytosolu mózgu /Sche­

mat 7/ prowadzący do utleniania cytrynianu do izocytrynianu w obec­

ności akonitazy, następnie izocytrynianu do <?C -ketoglutaranu przy 

udziale IDH NADP oraz /^-ketoglutaranu do szczawiooctanu i glu­

taminianu w obecności trans aminazy asparaginianowej jest zbliżony 

do reakcji zachodzących w Acetobacter suboxydans, gdzie cytrynian 

zostaje przekształcony do glutaminianu. Proces ten zachodzi jednakże 

w obecności dehydrogenazy izo cytrynianów ej NAD zależnej /7l/, 

Istnienie przedstawionego wyżej ciągu reakcji w mózgu potwierdza 

dodatkowo fakt, że ilość cCketoglutaranu, cytrynianu i glutaminianu 
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powstającego w reakcji jest równa wyjściowej ilości izocytrynianu j 

/tabela 2/. i 
i 

Na podstawie uzyskanych wyników wydaje się, że utlenianie 

cytrynianu w cytosolu mózgu zachodzi nie tylko dzięki udziałowi 

liazy cytrynianowej ATP zależnej, lecz że istnieje drugi ciąg reakl-

cji enzymatycznych w którym kluczową rolę odgrywa dehydrogena­

za izocytrynianowa NADP zależna /schemat 8/. Każda z dwu oma-| 

wianych dróg utleniania cytrynianu dostarcza komórce różnych sub* 

stratów. Acetylo-CoA produkowany przy udziale liazy cytrynianowej' 
! 

ATP zależnej i NADP - produkt utleniania cytrynianu w obecności 

dehydrogenazy izocytrynianowej NADP zależnej mogą uczestniczyć 

w syntezie kwasów tłuszczowych. £-ketoglutaran powstający w re­

akcji katalizowanej przez IDH NADP może ulegać transaminacji 

łącząc się w ten sposób z metabolizmem aminokwasów lub może 

penetrować do mitochondriów i metabolizować się w cyklu Krebsa. 

Szczawiooctan - drugi produkt utleniania cytrynianu w omawianym 

ciągu reakcji - łączy przemiany cytrynianu z metabolizmem węglo­

wodanów. 

Aktywność obydwu enzymów /liazy cytrynianowej ATP zależ­

nej i cytoplazmatycznej IDH NADP/ regulowane są przez nukleotydy 

adeninowe i pirydynowe oraz przez szereg aminowasów /tabela 5, 

ryc. 14, 15/ /216, 218/. 

Uzyskane wyniki łącznie z danymi z piśmiennictwa wskazują, że 

stężenia ATP, które aktywują liazę cytrynianową ATP zależną, 

hamują aktywność IDH NADP i że «C -ketoglutaran i glutami­

nian produkowane w czasie utleniania cytrynianu na drodze zależ­

nej od IDH NADP są inhibitorami liazy cytrynianowej ATP zależ­

nej. 

Wydaje sią, że dwie omawiane tu drogi metaboliczne mogą 

uzupełniać się nawzajem i podlegać wzajemnej regulacji. Może 
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to mieć duże znaczenie, głównie w pewnych stanach patologicznych ' 
i 

np. w niedotlenieniu, kiedy mimo zmiany poziomu wielu czynników < 

regulujących aktywności tych dwu dróg utleniania cytrynianu /56, 

65/ zawartość jego praktycznie zostaje niezmieniona /137, 158/. 

W odróżnieniu od liazy cytrynianowej ATP zależnej, której 

wydzielanie, oczyszczanie i własności były dokładnie opisane w 

piśmiennictwie /217, 218/, dehydrogenaza izocytrynianowa mózgu 
i 

- drugi kluczowy enzym utleniania cytrynianu w cytosolu praktycz­

nie nie był scharakteryzowany. 

Dotychczasowe badania dotyczące rozkładu aktywności IDH NADP 

w subfrakcjach komórkowych, jej izolacji i charakterystyki były 

prowadzone głównie na wątrobie, mięśniu sercowym i mikroorga­

nizmach. Poza tym większość autorów izolowała ten enzym z całej 

niefrakcjonowanej tkanki wg metody Sieberta i wsp. /188/. 

Jedynie Islan i wsp. /87/ rozdzielili IDH NADP na dwa izoenzymy, 

a Illingworth i Tipton oczyścili cytoplazmatyczną IDH NADP z wą­

troby / 8 6 /. 

Oczyszczanie enzymów pochodzących z tkanki nerwowej jest trud­

niejsze niż w przypadku innych tkanek. Wymaga niejednokrotnie 

stosowania dodatkowych, niestandardowych metod, zapewniających 

utrzymanie stabilności aktywności enzymu w czasie jego obróbki, 

W przedstawionych w niniejszej pracy badaniach przy oczyszczaniu 

mózgowej cytoplazmatycznej IDH NADP, zastosowano jako czynnik 

stabilizujący glicerol /41/ oraz bufor cytrynianowy /175/, Używa­

nie trójetanoloaminy lub merkaptoetanolu było niemożliwe, ponie­

waż interferowały one w oznaczaniu białka metodą Lowry i wsp. 

/112/. Spadek aktywności enzymu w próbach oczyszczania go z 

udziałem /NH / SO, wywołany był prawdopodobnie odłączeniem 
a" Ć-J fi *• 

i  zatrzymywaniem na kolumnie z Sephadeksu w czasie odsolenia 

jakiegoś niskocząsteczkowego czynnika odpowiedzialnego za stabilność 

http://rcin.org.pl



- 123 -
j 
i 
i 

enzymu. Również takie metody jak rozdział na DEAE celulozie, 

absorpcja na żelu wapniowo fosforanowym, które normalnie uży­

wano z dobrym wynikiem w izolacji IDH NADP z wątroby, serca 

/87/ i mikroorganizmów /172, 175/, w przypadku mózgu nie da­

wały pozytywnych wyników. Jedynie w wyniku oczyszczania enzy­

mu na kolumnach z DE celulozy, CM celulozy i DEAE Sephadeksu 
o cj i 

uzyskiwano preparat 15-krotnie oczyszczony /tabela 3/. Tylko 
i 

elektroforeza na żelu poli akryl amidowym dawała dalsze oczyszcze­

nie 15-krotnie oczyszczonego preparatu, powodując rozdział frak- j 

cji białkowej na 5 pasm, z których jedno miało aktywność enzymu. 

Fakt, że podczas reelektroforezy /ryc. 8/ oraz podczas elektrofo-
! 

rezy w SDS pojawiało się tylko jedno pasmo dowodzi, że uzyskano i 

czysty preparat dehydrogenazy izocytrynianowej NADP zależnej 

cytosolu mózgu. 36-krotny wzrost aktywności specyficznej enzymu 

po jego oczyszczeniu /tabela 4/ jest zbliżony lub wyższy od danych 

uzyskiwanych w czasie oczyszczenia IDH NADP z E. coli /30-krot-

nie oczyszczenie/ /175/, Halobacterium salinarium /31 razy/ /1 / 

i Thiobacillus novellus /11. 5 razy/ /30/ i jest niższy niż uzyska­

ny dla IDII N ADP izolowanej z serca /98 razy/ i z wątroby /103 

razy/ /87/. 

Ciężar cząsteczkowy otrzymanego enzymu zależy od stężenia soli 

w mieszaninie inkubacyinej. Oznaczono, że w stężeniach "fizjolo­

gicznych" wynosi on 165. 000. W niskich stężeniach soli wartość 

jego wynosi 80.000 /ryc. 9/. Wydaje się, że IDH NADP z mózgu 

występuje jakD dimer składający się z dwu podjednostek o c. cz. 

80 000 każdy. Zgodne to jest z wynikami otrzymanymi dla IDH 

NADP izolowanej z wątroby wołu, Bacillus Stearothermophilis 

i Rhodopseudomonas spheroides /27, 35, 85/ w przeciwieństwie do 

enzymów z Azotobacter vinelandi /34/. W przypadku IDH NADP 

z serca wołu zdania są kontrowersyjne. Colrnan /41 / postuluje, że 
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enzym ten składa się tylko z jednego łańcucha polipeptydowego, 

podczas gdy Macfarlane i wsp. /ll?/ udowodnili, że składa się 
i  

on z dwu podjednostek. ! 

Badając własności cytoplazmatycznej, aktywowanej jonami 
H—f* 

Mg dehydrogenazy i zo cytryn łanowej NADP zależnej mózgu za­

obserwowano, że różni się ona od odpowiedniego enzymu z wątro­

by, serca /87/ i bakterii /175/ wartościami optimum pH, które 
i 

w jej przypadku wynosi 6.5 - 7 e  0. 

Aktywność IDH NADP pochodzącej z różnych tkanek i organizmów j • 

/30, 215/ jest regulowana przez nukleotydy adeninowe AT'P, ADP, 

AMP. W przedstawionych badaniach na 15-krotnie oczyszczonym 
j 

preparacie nie stwierdzono wpływu AMP na aktywność enzymu z móz­

gu. ATP i ADP w stężeniach wyższych od 100 nmoli powodowały !  

spadek aktywności IDH NADP /tabela 5/. Biorąc pod uwagę wysoką 

aktywność miokinazy we frakcji częściowo oczyszczonego enzymu 

można sądzić, że inhibicja obserwowana w obecności ADP faktycz­

nie może reprezentować inhibicję z udziałem ATP. 

Inhibicja mózgowej IDH NADP przez ATP jest kompetycyjna 

w stosunku do substratu - izocytrynianu /ryc„ 13/. Możliwe, że 
_j— 

inhibicja ta jest wynikiem usuwania jonów Mg przez ATP, tak 

jak wykazano to w przypadku NAD IDH /67/. Inhibicja dehydro­

genazy i zo cytrynianów ej NADP -zależnej mózgu przez wyższe stęże­

nia ATP, a aktywacja w przypadku niższych stężeń /tabela 5/ 

wskazują na rolę regulującą ATP w metabolizmie cytrynianu w cy-

toplaźmie mózgu. Zaobserwowano /155/, że podobnie jak ATP 

również NADPH i NADH mogą mieć własności regulujące aktyw­

ność mózgowej IDH NADP. NADPH hamuje aktywność tego enzymu 

/ryc. 14/. Dane te są zgodne z wynikami uzyskanymi przez Chen 

i Planta /31 /. Autorzy ci wykazali również, że inhibicja aktyw­

ności enzymu jest kompetycyjna w stosunku do izocytrynianu. 
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Aktywność transhydrogenazy nukleotydów pirydynowych jak wykazał 

Kaplan /91 / w mózgu jest nieznacząca. Także obserwowane inhibi­

cje IDH NADP przez NADPH oraz przez NADH /ryc. 15/ wynikają 

z udziału tych właśnie komponent. 

W oparciu o analizę wyników badań nad rozpuszczalną IDH 

NADP z wątroby Illingworth i Tipton /86/ sugerują, że z jedną 

cząsteczką enzymu łączą się dwie cząsteczki NADPH. Wydaje się, 

że podobny mechanizm może zachodzić dla IDH NADP mózgowej. 

Fakt, że inhibicje przez NADPH, NADH i ATP są kompetycyjne 

w stosunku do izocyirynianu, sugeruje że wszystkie te komponenty 

reagują z tym samym miejscem enzymu. Zarówno merkaptoetanol 

jak i DTT zmniejszają inhibicję aktywności mózgowej IDH NADP 

przez zredukowane nukleotydy pirydynowe /ryc. 16/ co sugeruje, 

że aktywne centrum enzymu jest związane z aktywnością grup - SH„ 

Jest to zgodne z wynikami Colmana i Chu postulującymi katalitycz­

ną rolę grup -SH w aktywności IDH NADP /42/. 

2. Zaburzenia metabolizmu cytrynianu w mózgu w warunkach 

niedotlenienia hipoksyjnego 

We wszystkich badaniach stosowano modei doświadczalny nie­

dotlenienia hipoksyjnego dobrze scharakteryzowany w piśmiennictwie 

i opisany w części metodycznej i we wstępie pracy. 

Obserwacje wynikające z własnych badań w warunkach niedoboru 

tlenowego pozwalają na stwierdzenie szeregu istotnych zaburzeń 

w metaboliźmie cytrynianu w stosunku do warunków normy. 

Największe zmiany wywołuje hipoksja w transporcie cytrynianu 

przez błony mitochondriów perikarionów. Zmiany te nie wynikają 

z ewentualnych uszkodzeń struktury błony mitochondrialnej, które 
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mogłyby powstawać w warunkach niedotlenienia lub w warunkach |  

preparatyki mitochondriów z niedotlenionych mózgów. Świadczą i 

o tym niezmienione w porównaniu z warunkami prawidłowymi aktyw­

ności LDH i fumarazy /tabela 23/. 

Obniżenie w hipoksji wejścia cytrynianu i jabłczanu do mitochon­

driów aż o około 60% wskazuje na powstanie ostrych zaburzeń w 

transporcie tego związku. Poszukując przyczyn zmniejszenia w nie-
I 

dotlenieniu transportu przez błonę mitochondriów pośredników cy- 1  

klu Krebsa /cytrynian, jabłczan/ wykluczono udział w tym procesije 
j 

nagromadzających się wolnych kwasów tłuszczowych /9/ które 

w konsekwencji mogłyby zmieniać przepuszczalność błony. Jak 

wykazano dodanie do mitochondriów pochodzących ze zwierząt 

przebywających w warunkach normalnych oleinianu oraz albuminy , 

do frakcji mitochondriów "hipoksyjnych" nie miało wpływu na 

transport /tabela 25/. 

Dodatkowym potwierdzeniem braku udziału wolnych kwasów tłusz­

czowych w zaburzeniach transportu jest fakt, że narkoza nembu-

talowa, która hamuje aktywność fosfolipazy /183/ nie wykazuje 

w tym przypadku "ochronnego" wpływu na zmiany wywoływane hi-

poksją /tabela 24/ przeciwnie niż to obserwowano w utlenianiu 

cytrynianu w cytosolu /ryc. 24, tabela 18/ /157, 158/, 

Jak wykazano transport jabłczanu do mitochondriów mózgu 

zachodzi przy udziale przenośnika powodującego wymianę jabłczan / Pi 

/tabela 7/. Wymiana ta jest hamowana przez czynniki blokujące 

grupy -SH /tabela 26/ podobnie jak to obserwowano w mitochon-

driach wątroby /151/. Jabłczan zaś wymienia się z cytrynianem 

przez błonę mitochondriów w stosunku 1:1 /tabela 8/ /163/« 

Biorąc powyższe pod uwagę oraz fakt, że w warunkach normalnych 

mersalyl hamuje transport jabłczanu o około 50%, a w hipoksji 

jedynie o około 14% należy sądzić, że hipoksja hamuje transport 

jabłczanu poprzez obniżenie poziomu dostępnych grup -SH prze­
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nośnika /235/. Wydaje się przeto, że zmniejszenie transportu cy­

trynianu może wynikać z niedoboru wewmątrzmitoehondrialnego ' 
! i  

jabłczanu niezbędnego do wymiany cytrynian/jabłczan. , . 
I 

Trudno jest wyjaśnić, na podstawie dotychczasowych danyclji, 

inhibicję transportu cytrynianu w warunkach stosowania nembutal!, 

w których obserwuje się inhibicję transportu jabłczanu w obec-
I 

ności mersalylu o około 50% tak jak w warunkach normy, Zagad-r 
i 

nienie to wymaga dodatkowych badań. Wydaje się jednak, że za- 1  

równo w hipoksji jak i w anestezji pewną rolę w zmniejszeniu ! 
i 

transportu mogą odgrywać zmiany w stężeniach szeregu metaboli' 

tów wywołane tymi czynnikami /50, 56, 68/. 

Metabolity, których wpływ przedstawiono na ryc. 29, mogą praw­

dopodobnie działać kompetycyjnie w stosunku do cytrynianu podob­

nie jak występuje to w przypadku mitochondriów wątroby /142/. 

Szybkość powrotu do normy po zastosowaniu hipoksji lub narkozy 

jest różna dla poszczególnych procesów metabolicznych. Transport 

cytrynianu po narkozie jak i utlenianie cytrynianu w cytosolu po 

hipoksji, związane ze zmianą stężeń asparaginianu, wyrównują 

się szybko /ryc. 27, 28/. Natomiast zmiany wywołane niedotlenie­

niem w transporcie cytrynianu przez błonę mitochondrialną, powra­

cają do normy bardzo wolno - w czasie kilku dni /ryc. 28/. 

Wskazuje to na głębsze zaburzenia metaboliczne związane prawdo­

podobnie ze zmianami konformacyjnymi białek przenośników oraz-

zmianami w syntezie białka. 

Wydaje się, że synaptosomy, jak również izolowane z- nich 

mitochondria, choć wykazują zaburzenia wywołane hipoksją, są 

bardziej odporne na niedobór tlenowy niż mitochondria perikario-

nów. W doświadczeniach przedstawionych w niniejszej pracy uzy­

skano szereg informacji dotyczących wrażliwości izolowanych 

zakończeń nerwowych na niedobór tlenowy, jak również czynników 
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mogących zmniejszać lub zapobiegać wpływom hipoksji na synap- |  

tosomy. Parametry energetyczne synaptosomów praktycznie nie i 

zmieniają się w wyniku stosowanego niedotlenienia /tabela 10 i 27/ 

podobnie jak w całym mózgu. Obserwowano natomiast w hipoksji 

obniżenie oddychania synaptosomów w obecności różnych substratów 

/ryc. 30/. W narkozie oddychanie było podobne jak w warunkach 

prawidłowych. Jednocześnie z obniżeniem oddychania synaptosomów ' 

w hipoksji obserwowano spadek stanu redukcji cyl.ochromu c. W wa-* 

runkach normy wynosił on 14-16% /16 9/, a w hipoksji około 10% 

w stosunku do całkowitej ilości cytochromu /170/.. Fakt ten rów­

nież wskazuje na obniżenie aktywności oddechowej izolowanych za­

kończeń synaptycznych, oraz sugeruje zmiany w błonach synaptoso-

malnej albo mitochondrialnej w czasie niedotlenienia, modyfikujące 

utlenianie substratów w mitochondriach i zmniejszające dostępność 

równoważników redukcyjnych dla łańcucha oddechowego. 

Przedłużenie czasu hipoksji od 30 do 60 min powodowało spon­

taniczny wzrost oddychania synaptosomów do wartości równej w wa­

runkach prawidłowych /ryc. 31/. Sugeruje to pewien rodzaj adapta­

cji fizjologicznej do niskiej zawartości tlenu w mieszaninie odde­

chowej, wynikający prawdopodobnie ze zwiększenia przepływu krwi 

w mózgu, a w konsekwencji z dostarczenia większej ilości tlenu 

i glukozy do komórek. 

Na uwagę zasługuje fakt, że zwierzęta odżywiane nie wykazują 

w ogóle w warunkach stosowanego niedotlenienia zmian w oddychaniu 

komórkowym. Obserwacje te są zgodne z danymi innych autorów 

/201 /, którzy sugerują że zwierzęta nakarmione są mniej wrażliwe 

na wpływ hipoksji. Prawdopodobnie jest to związane z wystarczająco 

wysokim poziomem glukozy we krwi, która jako substrat glikolizy 

zabezpiecza w pewnym stopniu utrzymanie normalnego metabolizmu 

komórki. 
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Szybki powrót do normy po przeniesieniu zwierząt z warunków 

hipoksyjnych do normalnych /ryc. 31/, przystosowywanie się zwie­

rząt przy przedłużającym się niedotlenieniu oraz brak wpływu hi~ 

poksji na oddychanie synaptosomów u zwierząt odżywianych prze­

mawiają za tym, że struktury te są dość odporne na wpływ niedo­

tlenienia hipoksyjnego. 

Transport cytrynianu do synaptosomów "hipoksyjnych" i do izolo­

wanych z nich mitochondriów jest, zmniejszony o około 20% w sto­

sunku do warunków prawidłowych /tabela 28/. Anestezja stosowana 

razem z niedotlenieniem nie wykazuje "ochronnego" wpływu na 

skutki hipoksji, podobnie jak obserwowano to w przypadku transpor 

tu cytrynianu i jabłczanu do mitochondriów otrzymywanych z peri-

karionów. Jednakże w porównania ze zmianami transportu cytrynia­

nu w mitochondriach perikarionów w niedotlenieniu inhibicja ta 

w przypadku mitochondriów synaptosomalnych jest o 40% mniejsza 

/tabela 24 i 28/. Wydaje się zatem, że chociaż transport cytry­

nianu do mitochondriów synaptosomalnych jest mniejszy niż do 

mitochondriów perikarionów /tabela 14/, to w mitochondriach synap 

tosomalnych jest on o wiele bardziej odporny na wpływ badanych 

czynników patogenetycznych. 

Zakładając zgodnie z uzyskanymi wynikami badań, że mechanizm 

transportu cytrynianu przez błonę mitochondriów perikarionów i 

mitochondriów synaptosomalnych jest taki sam, nie jest łatwo od­

powiedzieć na pytanie, czym spowodowane są różnice we wrażliwo­

ści dwu typów mitochondriów na niedotlenienie w aspekcie ich tran­

sportu? Być może wiąże się to z dodatkową rolą błony synapto-

zomalnej lub z nieco odmienną funkcją w komórce tych dwu typów 

mitochondriów. Lai i wsp. /101 / znajdowali różnice między mito-

chondriami perikarionów a mitochondriami synaptosomalnymi w 

aktywnościach szeregu enzymów oraz w oddychaniu komórkowym 
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w obecności różnych substratów oddechowych. Być może mitochon4 

dria perikarionów ukierunkowane są przede wszystkim na utlenia- i 
i 

nie substratów i produkcję energii dla komórki, ilość CO po-
ca 

chodzącego z dekarboksylacji egzogennego cytrynianu w przypadku 

mitochondriów otrzymywanych z perikarionów jest znacznie wyż­

sza niż w przypadku mitochondriów synaptosomalnych /tabela 14/. 

Może to wskazywać na większe utlenianie tego związku w mito-

chondriach perikarionów niż synaptosomalnych. Mitochondria synap-

tosomalne obarczone są dodatkową funkcją dotyczącą dostarczania I 
/ ;  ' substratów /cytrynianu/ do syntezy acetylocholiny. Znacznie łagod­

niejsze zaburzenia niż w transporcie cytrynianu występują w hipok-

sji w jego utlenianiu z udziałem cytoplazmatycznej IDH NADP, 

Niedotlenienie zmniejsza utlenianie cytrynianu w ciągu reakcji za­

leżnym od IDH NADP tylko o około 30% /ryc. 24/ /158/. Wykaza­

no, że za obniżenie utleniania cytrynianu w cytosolu nie mogą być 

odpowiedzialne enzymy: IDH NADP, akonitaza, transaminaza 

asparaginianowa - ponieważ ich aktywności nie zmniejszają się 

w niedotlenieniu. Niedotlenienie hipoksyjne na ogół nie wpływa 

na zmianę aktywności enzymów, a jak wykazano w niniejszej 

pracy na przykładzie cytoplazmatycznej IDH NADP, również nie 

wpływa na zmianę jej cię żarn cząsteczkowego . /167/. 

Na podstawie uzyskanych danych należy sądzić jednak, że w cza­

sie niedotlenienia pewne enzymy mogą zmieniać lokalizację w 

komórce przechodząc np. z mitochondriów do cytosolu jak to wy­

kazano na przykładzie-IDH NADP /tabela 15 i 16 /• /181/. 

Wiąże się to prawdopodobnie ze zmianami strukturalnymi w błonie 
i 

mitochondrialnej pod wpływem nagromadzających się w czasi e 

niedotlenienia wolnych kwasów tłuszczowych /212/. Za zmniejsze­

nie utleniania cytrynianu w cytosolu w badanym ciągu reakcji, a 

jednocześnie za zmniejszenie ilości produktu tej reakcji - gluta-
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minianu /tabela 17/ odpowiedzialny zapewne jest endogenny aspa- I 

raginian, stanowiący substrat transaminazy asparaginianowej, 

którego poziom spada w hipoksji o około 60% /tabela 18/ /158/« . 
'j 

Spadek poziomu asparaginianu w cytosolu nie wiąże się ze zmia- j 

nami jego poziomu w innych subfrakcjach komórkowych - nie pole-j 

ga więc na jego przemieszczeniu w obrębie komórki /tabela 19/. |  

Tews i wsp. /221/ oraz Duffy i wsp. /56/ obserwowali w hipoksji j 
i 

spadek poziomu asparaginianu w całym mrożonym mózgu. Możliwe,1  

że wiązał się on ze spadkiem poziomu tego związku właśnie w puli! 

cytosolowej. W narkozie nie obserwowano zmian w poziomie aspara­

ginianu w cytosolu /tabela 18/, choć Dobkin stwierdzał niewielki 

jego wzrost w całej tkance /50/. Zastosowanie hipoksji jednocześ­

nie z narkozą nie zmniejszało ani utleniania cytrynianu ani poziomu 

asparaginianu w cytosolu. Jest to w zgodzie z obserwowanym nie­

jednokrotnie "ochronnym" działaniem narkozy na zmiany wywoły­

wane niedotlenieniem /120, 127, 128, 158, 181, 198, 200, 213/. 

Równolegle ze zmniejszaniem poziomu asparaginianu obserwowano 

wzrost «C keto glut ar anu, jednakże wzrost ten był znacznie niższy 

od spadku asparaginianu. Wynika to prawdopodobnie z szybkiej 

transaminacji części fj ketoglutaranu w obecności transaminazy 

alaninowej do pirogronianu, którego poziom w hipoksji wzrasta 

/56/. Spadek poziomu asparaginianu nie jest wynikiem zwiększe­

nia jego zużycia w syntezie cytydynotrójfosforanu /CTP/, bowiem 

ilość karbamyloasparaginianu - pośrednika w syntezie CTP powsta­

jącego z asparaginianu nie zmienia się w hipoksji /tabela 20/, 

jak również nie obserwowano wzrostu CTP w tych warunkach /108/. 

Istnieje natomiast pewna zależność między spadkiem poziomu tego 

związku w hipoksji a syntezą mocznika, którego poziom wzrasta 

w niedotlenieniu o około 25% /tabela 20/. Zgodnie z przedstawio­

nymi danymi, w niedotlenieniu, jednocześnie ze spadkiem poziomu 
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asparaginianu w cytoplaźmie obserwuje się wzrost jego ilości 

we krwi wypływającej z mózgu /tabela 21/, co może być wynikiem 
i  

przechodzenia tego związku przez zmienioną w tych warunkach 
j  

barierę krew-mózg /158/. 

W warunkach niedotlenienia wzrasta przepuszczalność naczyń krwio­

nośnych i pojawiają się zmiany w ciśnieniu krwi czego konsekwen-
I 

cją mogą być zaburzenia w wymianie między krwią i tkanką. Ane-i 
i 

stetyki są znane jako czynniki stabilizujące błony biologiczne w wy­

niku inhibicji hydrolitycznej aktywności fosfolipazy A /183/. Może ! 

to zapobiegać przechodzeniu asparaginianu do naczyń krwionośnych 

w warunkach jednoczesnej narkozy i hipoksji i pozwalać na ut.rzy-
i  

manie jego stężenia na poziomie normy. Zaburzenia w utlenianiu . 

cytrynianu powracają do normy jeśli zwierzęta przetrzymywane 

są w warunkach niedotlenienia dłużej /60 min/ /ryc. 27/. Świadczy 

to o dużej zdolności przystosowania się zwierząt do badanych 

warunków patologicznych. Również powrót do normy zachodzi bar­

dzo szybko po przeniesieniu zwierząt z warunków niedotlenienia 

do normalnych. Poziom asparaginianu w warunkach powrotu do 

normy wzrasta nieco ponad wartość kontrolną. Jest. to zjawisko 

często spotykane. Collins i wsp. /40/ obserwowali podobne zależ­

ności w przypadku fosfokreatyny, Duffy /56/ zaś w przypadku 

fosfokreatyny i glukozy. 

Reasumując, można stwierdzić, że niedotlenienie hipoksyjne z za­

wartością 7% O w mieszaninie oddechowej powoduje szereg istot-
u 

nych zaburzeń w metaboliźmie cytrynianu w mózgu. 

Wielkość zmian, wywołanych niedotlenieniem hipoksyjnym, jest 

różna w zależności od układów metabolicznych. Zmiany te np„ nie 

uwidoczniają się w przypadku aktywności enzymów metabolizujących 

cytrynian, występują ale szybko powracają do normy w reakcji utle­

niania cytrynianu w cytosolu, prowadzą do silnych trudno odwracał-
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nych zaburzeń w transporcie cytrynianu przez błonę mitochondriów 

perikarionów i mitochondriów synaptosomalnych. Biorąc pod uwagę, 
i 

że cytrynian zajmuje cenalne miejsce w metabolizmie komórki 
i 

nerwowej /schemat 8/ obserwowane zmiany prowadzą do zakłóce­

nia ogólnego metabolizmu komórki, dając niewątpliwie niekorzystne: 

biologicznie efekty mogące w konsekwencji prowadzić do upośledze-
I 

ni a czynności tkanki nerwowej, a przy większym nasileniu do jej j 

nieodwracalnego uszkodzenia. 
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STRESZCZENIE 1  

i 
t  i 

1. Równolegle z utlenianiem cytrynianu w obecności ATP za:-

leżnej liazy cytrynianowej związek ten jest zużywany w mózgu 

H wyniku sekwencji przemian, których kluczowy«*?, enzymem jest 

dehydrogenaza izocytrynianowa NADP' zależna. W warunkach hipok-

sji utlenianie cytrynianu w obecności IDH NADP zostaje zmniej-
I 

szone. Spowodowane jest to obniżeniem się poziomu endogennego 

asparaginianu, który w niedotlenieniu częściowo przechodzi do krwio­

obiegu a ponadto jest intensywniej zużywany w syntezie mocznika. 

Obserwowane zaburzenia w utlenianiu cytrynianu w hipoksji są 

przykładem łagodnych zmian, charakteryzujących się szybkim po­

wrotem do normy i "ochronnym" wpływem anestezji. 

2. Dehydrogenaza izocytrynianowa NADP zależna mózgu 

występuje w dwu formach molekularnych: mitochondrialnej i cyto-

plazmatycznej. IDH NADP z cytosolu pod względem ciężaru czą­

steczkowego, aktywnego centrum z grupami -SH, czynników regu­

lujących jego aktywność jest podobna do odpowiedniego enzymu 

opisanego w wątrobie. Różni się ona jednak optimum pH i jest 

trudniejsza do oczyszczenia. Niedotlenienie bipoksyjne nie zmie­

nia aktywności, ciężaru cząsteczkowego i własności dehydrogenazy 

izocytrynianowej NADP zależnej. Powoduje jedynie niewielkie prze­

mieszczenie mitochondrialnej IDH NADP do cytosolu co stanowi 

zapewne następstwo zmiany przepuszczalności bilony mitochondrial­

nej. Aktywność innych enzymów związanych z przemianami cytry­

nianu: syntazy cytrynianowej, akonitazy, transaminazy asparaginia-

nowej i ATP zależnej liazy cytrynianowej również nie ulega zmia­

nie w warunkach hipoksji. 
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3. Podstawowy mechanizm transportu cytrynianu przez błoAę 

mitochondriów mózgu jest podobny do mechanizmu jego transportu 
i 

w mitochondriach wątroby. Zachodzi on w wyniku wymiany z jabł-
'l 

czanem w stosunku mol/mol. Swoiste dla mózgu cechy tego trans­

portu wiążą się głównie z różnicami w jego kinetyce. Niedotlenie­

nie hipoksyjne wywołuje bardzo głębokie zmiany, zmniejszając trän 
i 

sport cytrynianu aż o 60% w mitochondriach perikarionów i o 40% 
i 

w mitochondriach synaptosomalnych. Zaburzenia te są przykładem 

zmian drastycznych charakteryzujących się brakiem "ochronnego"! 

działania narkozy oraz bardzo długim czasem powrotu do normy. 

Bezpośrednią przyczyną tych zaburzeń może być zablokowanie 

w warunkach niedotlenienia części wolnych grup -SH przenośnika ; 

katalizującego wymianę jabłczan/Pi. Pociąga to za sobą mniejsze i 

nagromadzanie jabłczanu i w konsekwencji zmniejsza jego wymianę 

z cytrynianem. Zmiany wywołane hipoksją w transporcie cytrynianu 

są o wiele głębsze od tych, które dotyczą jego utleniania w cyto-

solu. 

4. Otrzymana frakcja synaptosomal a z mózgów anestetyzowa-

nych szczurów odznacza się wyższą od uzyskiwanych dotychczas 

frakcji, homogennością. Synaptosomy charakteryzują się wartością 

wolnej energii, między reakcjami utleniania i redukcji łańcucha 

oddechowego i stanu fosforylacji nukleotydów adeninowych, bliską 

równowagi jak w przypadku całych nienaruszonych komórek i charak 

teryzują się wysokim potencjałem błonowym zmieniającym się 

w obecności jonów K , ouabainy i weratryny. Jest zatem frakcją 

zawierającą synaptosomy niezmienione metabolicznie w stosunku do 

stanu in vivo. Hipoksja praktycznie nie zmienia stanu energetycz­

nego synaptosomów, obniżając jednakże w niewielkim stopniu ich 

oddychanie w obecności substratów oddechowych. Zmiany te jednak 
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szybko powracają do normy i występują jedynie u zwierząt 

głodzonych, bez efektu w przypadku zwierząt normalnie odży­

wianych. Wydaje się, że synaptosomy są dość odporne na wpływ 

niedotlenienia. 

W mitochondriach izolowanych z synaptosomów transport cytrynia­

nu mimo szybszego czasu maksymalnej akumulacji jest znacznie 

mniejszy niż w mitochondriach perikarionów i mniej wrażliwy na 

wpływ niedotlenienia hipoksyjnego. 
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WNIOSKI 1  

i 
i 

1. Podstawowe układy enzymatyczne i procesy metabolizują- * 
j 

ce cytrynian w mózgu są podobne do poznanych wcześniej w wątro­

bie, posiadają jednak szereg cech swoistych dla centralnego układu 

nerwowego. 
I 
I 

2. Wykrycie nieznanej dotychczas drogi utleniania cytrynianu ' 

w cytosolu mózgu z udziałem dehydrogenazy izocytrynianowej NADPi 

zależnej daje nowy pogląd na powiązanie cytrynianu z metabolizmem 

aminokwasów i węglowodanów oraz regulację zużycie tego związku 

w neuronach. 

3. Oczyszczona i scharakteryzowana dehydrogenaza izocytry-

nianowa N ADP zależna mózgu może być stosowana jako preparat 

w badaniach metabolizmu centralnego układu nerwowego. 

4. Różnice w transporcie cytrynianu przez błony mitochon-

driów izolowanych z perikarionów i synaptosomów oraz różna 

w obu przypadkach wrażliwość transportu na niedotlenienie wska­

zują na różnice w budowie i /lub/ w metaboliźmie tych dwu ro­

dzajów mózgowych mitochondriów. 

5. Frakcja synaptosomalna otrzymana z mózgów anestety-

zowanych zwierząt jest prawidłowym i wygodnym modelem do ba­

dań metabolizmu zakończeń nerwowych. 

6. Niedotlenienie hipoksyjne wywołuje zmiany w metaboliźmie 

cytrynianu w neuronach. Poszczególne reakcje i procesy metabo­

lizujące cytrynian różnią się stopniem wrażliwości na niedobór 

tlenowy. 
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7. Zaburzenia przemian cytrynianu w hipoksji nie są zwią- ' 

zane ze zmianami w aktywności enzymów metabolizujących go 
i 

w mózgu. . 
i 

i 
8. Bezpośrednie przyczyny zaburzeń metabolizmu cytrynianu 

w hipoksji mają dwojaki charakter: 
i 

Zmiany łagodne, szybko powracające do normy wywołane są zaburze-
I 

niami w poziomie substratów i metabolitów regulujących przemiany 

cytrynianu. 
! 

Zmiany głębokie, powracające do normy dopiero po kilku dniach 

zależne są od zmian w poziomie wolnych grup -SH, wiążą się 

prawdopodobnie z zaburzeniami w konformacji i /"lub/ syntezie 

białka. — 
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