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W SKAZÓ W KI D LA  AUTOROW

K w arta ln ik  „Postępy B iochem ii” pub liku je  artyku ły  przeg lądow e  
z biochem ii i nauk pokrewnych. A rty k u ły  w inn y  obejm ow ać syntetyczny 

przegląd postępu w iedzy  w  om aw ianej dziedzinie opracow any na podsta­
w ie  piśm iennictwa z kilku ostatnich lat. P rzekazan ie artyku łu  do R e ­
dakcji jest równoznaczne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie by ła  
i nie będzie pu b lik ow ana w  innym  czasopiśm ie jeżeli zostanie ogłoszona 

w  „Postępach B iochem ii”. A utorzy  artyku łu  odpow iadają  za p raw id łow ość  

i ścisłość podaw anych  in form acji. A u to rów  obow iązu je korekta autorska. 
Koszty zm ian tekstu w  korekcie (poza popraw ien ie b łędów  drukarsk ich ) 
ponoszą autorzy. A rty k u ły  honoruje się w ed łu g  obow iązu jących stawek. 
A utorzy  otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego artyku łu ; zam ów ienia na 
dodatkowe odbitk i (p łatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po k o ­
rekcie autorskiej.

R edakc ja  prosi autorów  o przestrzeganie następujących w skazów ek :
Form a m aszynopisu: M aszynopis pracy i w szelk ie załączniki należy  

nadsyłać w  dw u  egzem plarzach. M aszynopis pow inien  być napisany je d ­
nostronnie, z podw ó jną  interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lew e j i ok. 
1 cm po p raw e j stronie; nie może zaw ierać w ięcej niż 60 znaków  w  je d ­
nym  w ierszu  nie w ięcej niż 30 w ierszy  na stronie zgodnie z N o rm ą  
Polską.

U k ład  m aszynopisu: strona ok ładkow a n ienum erow ana zaw iera  im io ­
na i nazw isko (a ) au tora (ów ), adres(y ) Z ak ład u (ów ) w  języku polskim  

i angielskim , w  których pracu ją  autorzy, adres pocztowy na który autorzy  

życzą sobie otrzym yw ać korespondencję, telefon m iejsca pracy, tytuł 
artyku łu  (w  języku polskim  i angielsk im ) oraz —  w  p raw ym  dolnym  

rogu  —  liczbę stron, liczbę rycin, w zo ró w  i tabel oraz skrót tytułu (nie 
w ięcej niż 25 znaków  drukarskich ).

Strona tytu łow a (1) im iona (w  pełnym  brzm ieniu ) i nazw isko (a ) auto - 
ra (ów ), tytuł pracy w  języku polskim  i angielskim , rzeczowy spis treści 
w  języku polskim  i angielskim , tytuł naukow y au to ra (ów ) i jego (ich) 
m iejsce(a ) pracy, w ykaz  skrótów  stosowanych w  pracy.

Strona 2 i następne obe jm u ją  tekst pracy do spisu p iśm iennictwa  
włącznie, tabele, spis rycin, w zo ró w  oraz tytuły i objaśnien ia do rycin na 
stronach końcowych.

D la  przejrzystości tekstu obow iązu je  podział artyku łu  na rozdziały  
i podrozdziały, których tytuły rzeczowo w inn y  in form ow ać o przedsta­
w ianych  treściach. Rzeczowy spis treści z podaniem  stron pub liku jem y  

bezpośrednio po tytule pracy. Rozdziały num eru jem y liczbam i rzym ­
skimi, a podrozdziały  odpow iednią rzym ską i arabską (np. I— 1.). T y tu ­
łów  podrozdziałów  nie wydzie lonych z tekstu nie trzeba num erować. 
W  tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego  

druku. E w entualne sugestie autorskie co do charakteru  czcionki d ru ­
karskiej należy zaznaczyć o łów kiem  na m arginesie m aszynopisu. W  p rzy ­
padku  um ieszczenia w  tekście liter a lfabetu  greckiego należy na m a r ­
ginesie w pisać o łów kiem  ich fonetyczne brzm ienie. W  tekście nie należy  

umieszczać żadnych tablic, rycin czy w zorów , lecz w  żądanym  m iejscu  
pozostawić w o lny  w iersz  i zaznaczyć: T abe la  1, Ryc. 1, W zó r I itp. N u ­
m erację w zoru  w  tekście należy podaw ać po nazw ie zw iązku  np. kw as  

glutam inow y (I).
Redakcja prosi au torów  o zw rócenie szczególnej u w ag i na p o p ra w ­

ność językow ą tekstu a także na ścisłość i jasność sform ułow ań , unikanie  
gw a ry  laborato ry jn e j oraz o nie w prow adzan ie  do tekstu tworzonych do ­
raźnie skrótów , naw et jeśli niektóre z nich b y w a ją  używ ane w  pracach  

obcojęzycznych.
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Post. B ioch em . 22, 439— 465, (1976).

D AN U TA FRĄCKO W IAK  *, KRZYSZTO F F IK S IŃ SK I **

Przekazywanie energii w jednostkach fotosyntetycznych ***

Energy Transfer in Photosynthetic Units

I. W stęp

Od wielu lat wiadomo, że w organizmach fotosyntetyzujących zachodzi 
migracja energii wzbudzenia od cząsteczek absorbujących światło słonecz­
ne („anten” ), do tych w których zachodzą reakcje fotochemiczne czyli tzw. 
centrów reaktywnych. Pomimo dużego i ciągle rosnącego materiału do­
świadczalnego oraz całego szeregu rozważań teoretycznych nie udało się 
jeszcze ostatecznie uzgodnić poglądu na mechanizm molekularny odpowie­
dzialny za tę migrację.

Ukazał się już cały szereg przeglądowych opracowań referowanego za­
gadnienia (1 —  8), przedstawionych bądź w monografiach poświęconych ca­
łemu zjawisku fotosyntezy (np. 1, 9), bądź też w opracowaniach omawia­
jących jedynie pierwotne procesy fotosyntezy (np. 3, 7). Autorzy tych 
opracowań używają różnych sposobów opisu zjawiska migracji energii. 
Nie jest jednak łatwy ani wybór najwłaściwszego przybliżenia fizycznego, 
ani też prawidłowe przejście od jednego typu opisu do innego (10, 11).

Celem niniejszego artykułu jest konfrontacja różnych współczesnych 
poglądów zarówno na mechanizm przekazywania energii między pigmenta­
mi aparatu fotosyntetycznego jak i na proces pułapkowania tej energii 
w centrach reaktywnych. Migracja energii jest wynikiem wielu aktów 
przekazania energii (energy transfer), przy czym zakłada się przeważnie, 
że wzbudzenie błądzi w sposób przypadkowy w układzie „anten” , aż osiąg­
nie centrum.

* P ro f. dr, ** m gr, Instytut Fizyki Politechniki Poznańskiej, P iotrow o  3, 60-965
Poznań.

*** R eferat sym pozjalny wygłoszony na X I I I  Z jeździe Polskiego Tow arzystw a  
Biochemicznego, Toruń, 4— 7 wrzesień, 1975 r.

W yk az  stosowanych skrótów : E SR  —  elektronowy rezonans spinowy; E N D O R  —  
podw ójny  rezonans e lek tronow o -jądrow y ; r  —  średni czas życia w  stanie wzbudzonym ; 
K  —  liczba przekazań energii w  jednostce czasu (szybkość przekazyw an ia ); D  i A  —  

donor i akceptor energii; D  i A  —  momenty przejść donora i akceptora; R  —  od leg ­
łość D  —  A ; ^ —  czynnik orientacyjny; r —  anizotropia em isji; L R R T  —  dalekozasię- 
gow e przekazyw an ie rezonansowe.
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440 D. FR Ą C K O W IA K  I IN . [2 ]

Jednostką fotosyntetyczną będziemy nazywać zespół złożony z centrum 
reaktywnego i pracujących na jego potrzeby „anten” , nie wgłębiając się 
w  dociekania czy i o ile takie zespoły są od siebie izolowane, tj. czy obowią­
zuje model „kałuży” , czy też model „jeziora” (3, 6). W pierwszym przy­
padku między poszczególnymi jednostkami fotosyntetycznymi istnieje 
bariera potencjału utrudniająca migrację energii; w drugim —  energia 
migruje przede wszystkim do najbliższego centrum reaktywnego, gdyż za­
sięg migracji jest mały, a centra są rozmieszczone równomiernie wśród 
absorbujących cząsteczek.

Nie omawiamy również tutaj szczegółowo roli dwóch układów fotosyn- 
tetycznych występujących w glonach i roślinach wyższych, ani też roz­
działu energii wzbudzenia pomiędzy te układy (12). Nie będziemy też refe­
rowali materiału na temat ewentualnego występowania przekazywania 
energii wzbudzenia pomiędzy układami fotosyntetycznymi.

Wiadomo bezspornie, że w jednostkach fotosyntetycznych migruje 
przede wszystkim energia elektronowego wzbudzenia. Migracja nośników 
ładunków nie jest podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za prze­
kazywanie energii, choć ostatecznie w  centrach reaktywnych następuje 
przekazywanie ładunku między partnerami (charge transfer). Wiadomo 
wprawdzie, że energia migruje w jednostkach fotosyntetycznych w postaci 
singletowego elektronowego wzbudzenia (4), jednakże ostatnie dane litera­
turowe (13) sugerują istotną rolę wzbudzeń trypletowych w centrach. Zna­
leziono np., że fotoutlenianie bakteriochlorofilu w centrach zachodzi po­
przez stan trypletowy (14) oraz, że wydajności utleniania centrów reak­
tywnych i tworzenia stanów trypletowych są zbliżone (15). Ustalić więc na­
leży możliwość przekazywania energii wzbudzenia z układu poziomów 
singletowych do poziomów trypletowych poprzez tzw. przejścia interkom- 
binacyjne (intersystem Crossing). Prawdopodobieństwa przejść interkombi- 
nacyjnych w cząsteczkach chlorofili i innych porfiryn zebrane są w litera­
turze (16, str. 160), przy czym ilość tego typu danych szybko wzrasta.

II. Stany trypletow e w  jednostkach fotosyntetycznych

Obserwuje się ostatnio znaczny wzrost zainteresowania stanami tryple- 
towymi barwników fotosyntetycznych. I tak K r a s n o w s k i j  ze współ­
pracownikami (17), badając niskotemperaturowe widma emisji znaleźli zgo­
ła inne niż dotychczas podawane (17, 18, 12) energie i czasy życia poziomów 
trypletowych pigmentów chlorofilowych. Na przykład maksimum emisji 
T j —>■ S0 chlorofilu a znaleziono w okolicy 985 nm, a średnie czasy życia 
stanu trypletowego różnych odmian chlorofilu mieściły się w przedziale 
1,4— 2,8 msek. Nie wykluczono jednak pewnego wpływu rozproszonego 
światła na te wyniki.

http://rcin.org.pl



13] ENERG IA  W  FO TO SYNTEZIE 441

Zastosowano również do chlorofilu i jego pochodnych (19) bardzo obie­
cującą metodę badania zmian populacji poszczególnych podpoziomów 
trypletowych, a więc i przejść interkombinacyjnych. Jest to tzw. metoda 
optycznej detekcji magnetycznego rezonansu (ODMR), w której rejestruje 
się zmianę natężenia fluorescencji próbki umieszczonej w temperaturze 
kilku stopni Kelvina po dodatkowym napromieniowaniu jej mikrofalami, 
powodującym przejścia między podpoziomami stanu trypletowego. W ywo­
łana mikrofalami zmiana obsadzeń trypletowych podpoziomów powoduje, 
wobec różnego prawdopodobieństwa przejść interkombinacyjnych z tych 
podpoziomów, zmianę natężenia rejestrowanego przejścia O —  O z  pierw­
szego singletowego poziomu wzbudzonego do stanu normalnego Sx -> S0. 
Doświadczenie przeprowadza się przy tak niskim natężeniu światła wzbu­
dzającego, że z jego wzrostem liniowo rośnie natężenie fluorescencji. Natę­
żenie mikrofal dobiera się wysokie, tak aby uzyskać nasycenie przejść po­
między składowymi trypletowymi. Metodą ODMR (19) stwierdzono wystę­
powanie form tautomerycznych niektórych porfiryn, gdyż pozwala wykry­
wać małe ilości cząsteczek wzbudzonych do stanu trypletowego. Może mieć 
ona również znaczenie przy badaniach centrów.

W pracowni G u r i n o w i c h a  (20) zastosowano metody fotoselekcji do 
badania dichroizmu przejść trypletowych chlorofilu i jego pochodnych 
umieszczonych w  niskotemperaturowym szkliwie. Stwierdzono w ten spo­
sób, że momenty przejść trypletowych badanych barwników leżą w płasz­
czyźnie pierścienia porfirynowego.

Szczególnie bliski związek z ustaleniem roli przejść trypletowych 
w działaniu centrów mają (21) badania przekazywania elektronu dzięki 
uczuleniu poprzez wzbudzony do stanów trypletowych chlorofil. Badano 
również widmo wyższych stanów trypletowych chlorofilu (przejścia tryp- 
let— tryplet, T— T) (22). Badania stanów trypletowych pozwalają ponadto 
wniknąć w oddziaływania porfirynowych grup chromoforowych makro­
cząsteczek z ich częścią białkową (23) lub innymi cząsteczkami (24). Jak w y­
kazano badając hemoglobiny, kinetyka zanikania absorpcji trypletowej po 
błysku laserowym w próbkach zawierających tlen molekularny oraz 
w próbkach odtlenionych dostarcza informacji o penetracji tlenu do „kie­
szeni” makrocząsteczki (24). Nie badano dotąd w ten sposób kompleksów 
pigmentowo— białkowych organizmów fotosyntezujących (np. bilipro- 
teidów), chociaż badania takie mogłyby zapewne dostarczyć nowych infor­
macji.

III. Agregacja chlorofilu

Wzajemne oddziaływania barwników można, przynajmniej w pewnym 
zakresie siły oddziaływania, traktować jako ich agregację. W agregacji 
chlorofilu i jego pochodnych bardzo istotną rolę odgrywa woda. Wielu ba-
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442 D. F R Ą C K O W IA K  I IN . [4 ]

daczy zwraca uwagę na zmianę własności spektralnych barwników profi- 
rynowych przy przejściu do bezwodnych rozpuszczalników (18, 25, 26). 
Usunięcie resztek wody poniżej stężeń porównywalnych ze stężeniami 
barwnika, wymaga bardzo starannej preparatyki (26— 29). W laboratorium 
kierowanym przez K  a t z a badano zmiany widm absorpcji w podczerwie­
ni przy dodawaniu równomolarnych ilości wody do starannie osuszonego 
niepolarnego roztworu chlorofilu (28). Na tej podstawie zaproponowano 
następujący model agregatu: (Chi +  H20 )n, którego budowę, przy naj-

Ryc. 1. M odele agregatów  chlorofilu
A ) Chi a + H 2 0 2, występujące w  centrach reaktyw nych (27),
B ) to samo lecz o innej sym etrii (30),
C ) oligom er ch lorofilow y —  zespół „anten” (32),
D ) agregaty  ch lorofilu  połączone w  centrum  (33).

prostszym założeniu n =  2 przedstawia rycina 1A. Autorzy (27) sugerują 
występowanie w centrach tego typu agregatów, składających się z dwóch 
drobin chlorofilu połączonych koordynacyjnym wiązaniem poprzez dwie 
molekuły wody. Jednakże F o n g (30) zauważył fakt, że powyższy model 
nie jest zgodny z wynikami pomiarów widm ESR, przeprowadzanymi
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[5 ] E N E R G IA  W  FO TO SYNTEZIE 443

w szkole K  a t z a (31). Z widm tych wynika, że powstający w organizmach 
pierwotny produkt fotoutlenienia, zawiera parę cząsteczek chlorofilu
o równomiernie rozłożonych spinach. Biorąc pod uwagę tę równoważność 
spinów w obu cząsteczkach zaproponowano (30), że w centrum reaktyw­
nym występuje agregat przedstawiony na rycinie IB. Agregat ten ma sy­
metrię C2*. Drobiny H20  cdgrywają w modelu Fonga rolę nie tylko struk­
turalną, lecz biorą też udział w procesie przekazania ładunku, zachodzącym 
w centrum reaktywnym. Z obliczeń Fonga wynika, że oddziaływania w y­
stępujące wewnątrz takiego kompleksu prowadzą do wytworzenia antysy- 
metrycznego stanu trypletowego, z którego przejścia do stanu podstawowe­
go chlorofilu są silnie wzbronione. Tego typu agregat może więc grać rolę 
bardzo dobrej pułapki energii czyli centrum reaktywnego. Autor propo­
nuje inny model agregatów cząsteczek chlorofilu odgrywających rolę 
„anten” . W  modelu tym część donorowa jednej cząsteczki, (Ryc. IB) łą­
czy się z akceptorową częścią drugiej cząsteczki (z Mg) przez co tworzy 
się polimer chlorofilów, odpowiedzialnych za przekazywanie energii wzbu­
dzenia do centrum. W jednej z ostatnich prac ze szkoły K  a t z a (29) pro­
ponowano na podstawie widm ESR i ENDOR chlorofilu w roztworze i in 
vivo , następujący model centrum reaktywnego: (Chi —  H 20  —  Chi) przy 
czym „anteny” tworzą oligomer typu (Chl2)n.

W nowszej pracy K  a t z a i współpracowników (32) przyjęto bardziej 
szczegółowy model ułożenia chlorofili —  „anten” w oligomerze chlorofilo­
wym, złożonym z szeregu dimerów (Ryc. 1C). Posłużono się wówczas ana­
lizą pasm absorpcji chlorofilu w roztworach i in vivo (32), biorąc również 
pod uwagę wyniki badań struktury powstających w różnych ośrodkach 
agregatów chlorofilu.

Zaproponowano też (33), jako model centrum reaktywnego kompleks 
benzochinonowo-chlorofiłowy (Ryc. 10), oparty na wynikach badania 
kompleksów chlorofilowo-dioksanowych.

Na podstawie badań modelowych proponuje się więc różne typy agre­
gatów występujących w jednostkach fotosyntetycznych zarówno w cen­
trach reaktywnych, jak i w układach absorbujących. Jak widać istnieje 
jeszcze duża rozbieżność zdań nawet w przypadku centrum reaktywnego. 
Trudno rozstrzygnąć który z poprzednio (12) i obecnie proponowanych mo­
deli jest słuszny.

IV. Spektroskopia o czasowej zdolności rozdzielczej

Bardzo przydatne do ustalenie typu reakcji zachodzących w centrach 
oraz pośrednio ich budowy, są rozwinięte w ostatnich latach badania prze­
biegu reakcji fotochemicznych w czasie. Już od kilkunastu lat w szkole

* Sym etrię zob. np. P .W . A tk ins (1974), M o leku larna m echanika kw antow a, s. 154. 

P W N , W arszaw a .
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W i t t a  (34) mierzono przebieg niektórych reakcji fotochemicznych proce­
su fotosyntezy, zachodzących w czasach rzędu 10 nsek. Jednakże należy 
obecnie prowadzić badania procesów relaksacji cieplnej drobin, przebiega­
jące w czasach pikosekund (10~12sek). W tym celu rozwinięte zostały spec­
jalne techniki pomiarowe, przy użyciu których R e n z e p i s  (35) zmierzył 
energie i czasy życia stanów wzbudzonych w centrach, w warunkach, 
w których mogą w nich zachodzić reakcje fotochemiczne i stwierdził, że 
utlenienie centrów przebiega w czasie około 120psek. Nie wyjaśnia to jed­
nak, które stany wzbudzone biorą udział w tej reakcji. Warto zauważyć, że 
wewnątrzmolekularne przejścia interkombinacyjne w chlorofilu nie są ko­
nieczne na to, by wędrująca w postaci singletowego wzbudzenia energia, 
mogła zostać przekazana do wyższych stanów trypletowych w centrum, 
gdyż jak wykazali na gruncie teorii Forstera R a h m a n i K n o x  (36) oraz 
K n o x i G o s h  (37), istnieje duże prawdopodobieństwo dwucząsteczkowe- 
go wygaszania wzbudzeń singletowych chlorofilu poprzez cząsteczki wzbu­
dzone do poziomów trypletowych zgodnie z procesem:

SX(D) +  T„(A) ->  T X(D) +  S0(A).

Badania kinetyki zaników wzbudzenia rozstrzygnąć mogą w jakim stop­
niu jedno-, a w jakim dwucząsteczkowy proces przyczynia się do dezakty­
wacji wzbudzenia i jakie poziomy energetyczne są w tym zaangażowane. 
W przypadku organizmów występują dodatkowe trudności, gdyż należy 
rozpatrywać nie stany energetyczne chlorofilu, lecz kompleksów chlorofi- 
lowo-białkowych, które posiadają zwykle inne stany metatrwałe odpowie­
dzialne za reakcje fotochemiczne, niż chlorofil lub jego agregaty (38). Przy 
tym nie jest znana ani dokładna struktura, ani nawet skład chemiczny 
centrum reaktywngo (39). Np. na gruncie pomiarów widm kołowego dich­
roizmu, proponowano (40) centrum reaktywne w bakteriach składające się 
z czterech cząsteczek bakteriochlorofilu i dwóch bakteriofeofityny. Wyda­
je się, że proponowane na podstawie modelowych badań, struktury cen­
trów, powinny być ściślej dopasowane do wyników dotyczących składu 
i struktury centrów reaktywnych badanych in vivo (41, 42).

V. Opisy procesu przekazywania energii wzbudzenia

Wewnątrz jednostek fotosyntetycznych zachodzi zarówno homogeniczne 
(pomiędzy jednakowymi cząsteczkami) jak i heterogeniczne przekazywa­
nie energii, gdyż jednostka fotosyntetyczna składa się z całego szeregu róż­
nych barwników oraz ich spektralnych odmian, tworzonych w oddziały­
waniach z otoczeniem.

Przekazywanie energii dotyczy jej „przeskoku” pomiędzy cząsteczka-
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mi —  migracja energii natomiast, to wynik całego szeregu kolejnych aktów 
przekazania energii.

Zjawiska przekazywania energii w jednostkach fotosyntetycznych moż­
na opisywać dwojako. Można przybliżyć warstwę cząsteczek barwników 
w układzie lamellarnym przez dwuwymiarowy kryształ i stosując forma­
lizm pasmowej teorii ciała stałego rozpatrywać wędrówkę ekcytonu wew­
nątrz tego kryształu. Drugi sposób polega na traktowaniu jednostki foto- 
syntetycznej jako roztworu cząsteczek barwników, pomiędzy którymi ener­
gia wzbudzenia zostaje przekazywana poprzez proces rezonansowy (1, 12, 
43).

Od lat zestawiano te podejścia oraz porównywano kryteria ich stosowal­
ności, przy czym najpopularniejsze opracowanie zbiorcze podaje monogra­
fia C l a y t o n a  (1).

Zwracano też uwagę, że dane doświadczalne można wyjaśnić przy zało­
żeniu słabszych międzycząsteczkowych oddziaływań i większej wydajności 
pułapkowania, lub odwrotnie silniejszych oddziaływań i słabego pułapko- 
wania (4). A  więc niełatwo, na gruncie pomiarów in vivo rozstrzygnąć jakie 
oddziaływania występują. Kryteria podziału oddziaływań podane zostały 
przez S i m p s o n a  i P e t e r s o n a  (44), a następnie nieco zmodyfikowa­
ne (45). Kryteria te wykorzystano w podstawowych pracach F o r s t e r a  
(46) i są one podane we wszystkich pracach przeglądowych, na przykład 
(1, 4).

I tak podział Forstera opiera się na następującym porównaniu enregii 
oddziaływania E pomiędzy D i A  z energetyczną odległością AE pomiędzy 
kolejnymi poziomami oscylacyjnymi związanymi z danym przejściem elek­
tronowym, oraz z energetyczną szerokością AE' poziomu oscylacyjnego:

E >  AE oddziaływanie silne,
AE >  E >  AE' oddziaływanie słabe,
A E '>  E oddziaływanie bardzo słabe.

Decydującą wielkością jest iloczyn czasu życia t i szybkość przekazywania 
K. Gdy tK  <C 1 to odziaływanie jest bardzo słabe; jest ono silne gdy tK  5>> 1.

Wg kryterium Simpsona i Petersona oddziaływania są silne, gdy stosu­
je się przybliżenie Borna-Oppenheimera tj. gdy można rozseparować funk­
cje falowe oscylacyjne i elektronowe. Inaczej mówiąc efekt silnych oddzia­
ływań występuje gdy pasmo przesuwa się znacznie w wyniku oddziaływań, 
lecz bez zmiany swego kształtu zależnego od wzajemnego położenia i cha­
rakteru krzywych potencjalnych Francka-Condona.

Nawet bez rozstrzygania mechanizmu odpowiedzialnego za przekazy­
wanie energii, można omówić dwa zagadnienia: wpływ uporządkowania na 
przekazywanie energii oraz proces błądzenia energii wzbudzenia wewnątrz 
jednostki fotosyntetycznej, prowadzący do osiągnięcia przez nią centrum 
reaktywnego.
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VI. Uporządkowania cząsteczek

Prowadzono doświadczalne badania uporządkowania barwników w cen­
trach reaktywnych i układach „anten” . I tak znaleziono z liniowego dichro­
izmu fotoindukowanych zmian absorpcji związanych z utlenieniem cen­
trum, że pierścienie chlorofilu w centrach są zorientowane prawie równole­
gle do płaszczyzny membran (47, 48). Badano również podobną metodą 
uporządkowanie innych barwników (49, 50).

Oprócz badań organizmów fotosyntetyzujących prowadzono badania 
modelowe i tak na przykład badano orientację grup chromoforowych bili- 
proteidów przez sztuczny ośrodek anizotropowy (51). Z wielu względów 
użyteczna przy próbach porównania wyników doświadczenia z teorią jest 
praca E i s i n g e r a  i D a l e a  (52). Autorzy ci wyliczyli w  konkretnych 
uproszczonych przypadkach orientacyjny czynnik występujący we wzorze 
na wydajność przekazywania energii (wzór 12). Czynnik ten można przed­
stawić:

(1) x = ( D x A ) - 3 ( D x R ) ( A x R )

gdzie: D i A  —  momenty przejść donora i akceptora,

R < - —  wektor łączący środki wektorów momentów przejść. 
Zwrócono uwagę, że należy odróżnić dynamiczne i statyczne wydajnoś­

ci przekazywania energii (52). Przypadek dynamiczny występuje wtedy, 
gdy czas potrzebny na przekazanie energii jest długi w porównaniu z cza­
sem obrotu cząsteczek. W tym przypadku, każdej parze donora i akcep­
tora odpowiadają różne konfiguracje, należy je przeto uśrednić. Średnie 
prawdopodobieństwo przekazywania ujmuje wzór 2.

<2) <T>- ^ ib
gdzie: —  prawdopodobieństwo przekazywania przy i-tej konfi­

guracji, przy czym:

Z niKTi
(3) <KTi> =

Z ni
i

rij —  częstość, z którą występuje konfiguracja i, 
td —  średni czas życia donora.
W przypadku statycznym występują w  zespole par D i A  różne wzajem­

ne orientacje, lecz nie zmieniają się one w czasie przebywania wzbudzenia 
w cząsteczce donora. W wyniku średnie prawdopodobieństwo przekazywa­
nia energii wyraża wzór 4:
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Z porównania wzoru 2 i 4 widać, że zawsze:

(5)

Różnica między prawdopodobieństwami statycznym i dynamicznym 
znika, gdy wszystkie momenty przejść są jednakowo uporządkowane. Ze 
wzoru 1 widać, że w  przypadku izotropowego rozkładu momentów przejść 
donora i akceptora w przestrzeni, średni kwadrat czynnika orientacyjnego 
wynosi <  x2 >  — 2/3.

Eksperymentalnie czynnik x można wyznaczyć z pomiarów depolaryza­
cji emisji gdy znany jest cały szereg parametrów opisujących sytuację D 
i A  w makrocząsteczce (53, 54):

gdzie: dt — czynnik depolaryzacyjny,
rF — anizotropia podstawowa (fundamentalna) emisji tj. otrzymana

© -  zmiany kąta orientacji D wzgl. A  przez dany czynnik depola- 
ryzujący np. przez obroty grup chromoforowych.

Anizotropię emisji definiujemy jak zawsze jako:

In — I ,

( 7 )  r = i ^ 2 i r

gdzie: Iu i I i  —  spolaryzowane składowe światła fluorescencji.
Jeżeli D i A  są przymocowane do cząsteczki i posiadają po jednym 

przejściu elektronowym, przy czym momenty przejścia D są izotropowo 
rozłożone w roztworze, lecz wzbudzone światłem liniowo spolaryzowanym, 
to natychmiast po wzbudzeniu rF =  0,4. Jeżeli D ma swobodę ruchu w sto­
sunku do makrocząsteczki, to r maleje o czynnik

gdzie uśrednienie przebiega po wszystkich wzbudzonych donorach, których 
momenty przejścia zmieniają się o kąt 0D.

Jeśli zachodzi przekazywanie energii, to dodatkowo należy uwzględnić 
depolaryzację emisji akceptorów wzbudzonych przez przekazywanie ener­
gii:

(6) <r> = rF n <di> =  rF n (4
i i \ Z

< cos20 >  —

w przypadku gdy nie występują żadne czynniki depolaryzu- 
jące,

(8) <dó> =  y  <cos2e ;> --~

(9) | — *Vd \dT)>

gdzie: rFD —  podstawowa anizotropia donora,
@T —  kąt między momentami przejść D i A.
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Tę wartość rA(D) porównuje się z polaryzacją bezpośrednio wzbudzonych 
D i A

(10a) rD =  rFD <d^>

oraz

(10b) rA =  rFA| y  <cos20A> -  y j  =-• rFA<dl>

gdzie: rD, rA —  anizotropia D i A,
—  zmiany kątów orientacji wektorów momentów przejść 

D i A.
Anizotropię rA i rA(D), można wyznaczyć bezpośrednio z pomiaru, jeśli wid­
ma D i A  nie pokrywają się, lub z reguły sumacyjnej Webera, przy użyciu 
widm wzbudzenia, w przypadku pokrywania się widm. Reguła ta daje robs:

448 D- FR Ą C K O W IA K  I IN . [10 ]

(11) rQbS =
Ia +  1A ( D )

gdzie: IA —  natężenie emisji bezpośrednio wzbudzonego A,
Ia(D) —  natężenie emisji akceptora wzbudzonego w  paśmie absorp­

cji D.
Aby skorzystać, z przytoczonych wzorów i wyliczeń (55), trzeba oszaco­

wać stopień swobody orientacyjnej D i A  względem makrocząsteczki jako 
całości. Można zmierzyć rD i rA bądź przy wzbudzeniach bezpośrednich, 
bądź też otrzymać z wzoru 11, jednakże trzeba wyeliminować wpływ ruchu 
cząsteczki jako całości. W tym celu można stosować bądź techniki o czaso­
wej zdolności rozdzielczej, bądź też badać układy w stanie równowagi. 
W pierwszym przypadku korzysta się z wzorów, które podają zmianę ani­
zotropii jako funkcję czasu (55), w drugim ze wzorów na ekstrapolację po­
laryzacji ze zmianą temperatury, lepkości itp. (56). Tego typu pomiary na­
leży najpierw wykonać stosując kompleksy barwniki-białko, a dopiero na­
stępnie badać lamellę jako całość. Można też badać najpierw warstwy m o- 
nomolekularne na granicy dwóch faz (57, 58).

VII. Migracja energii wzbudzenia

Migracja energii wzbudzenia jest drugim zagadnieniem, które w pew­
nym zakresie można omówić nawet bez rozstrzygania cząsteczkowego me­
chanizmu odpowiedzialnego za przekazywanie energii. Możemy opisywać 
przemieszczenie się wzbudzenia w jednostkach fotosyntetycznych bądź 
przy założeniu, że energia wzbudzenia jest zlokalizowana kolejno w  po­
szczególnych cząsteczkach, bądź też przy założeniu, że przemieszcza się zde- 
lokalizowany ekscyton, a rozproszenie fali de Broglie’a z nim związanej na­
stępuje w odległościach porównywalnych ze stałymi sieci krystalicznej
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(59). Ostatnie założenie jest spełnione w jdnostkach fotosyntetycznych (59). 
Ekscyton rozważamy zresztą z reguły jako pseudocząstkę, gdyż formalizm 
falowy jest mniej dogodny do opisu (10).

A  więc zawsze można modelowo mówić o przeskoku wzbudzenia mię­
dzy kolejnymi punktami, w których znajdują się cząsteczki, przy czym 
można przyjąć bądź przypadkową wędrówkę (random walk) energii wzbu­
dzenia, bądź też założyć uprzywilejowany w jakiś sposób kierunek przeka­
zywania energii. Przy rozważaniu układu cząsteczek zorientowanych (3)

Ryc. 2. Dom eny fotosyntetyczne [60]:
E  —  en erg ia  w zbud zen ia  b a rw n ik ó w  
C  —  centra reak ty w n e
B liże j cen trów  u łożone są b a rw n ik i o n iższych energ iach  w zbudzen ia .

A ) przypadek  dom eny o dwóch centrach,
B ) izolowane jednostki fotosyntetyczne domeny jednocentrowe.

występują zawsze uprzywilejowane kierunki migracji energii. P a i 11 o - 
t i n (60), poprzez założenie, że cząsteczki barwników o niższych ener­
giach wzbudzenia ułożone są bliżej centrów reaktywnych, uzyskuje uprzy­
wilejowanie przekazywania energii w kierunku centrum. Przy odpowied­
nim ułożeniu barwników, powstaje na granicach jednostek fotosyntetycz­
nych bariera potencjału, mająca w różnych organizmach różne wysokości, 
co może wyjaśnić zarówno obserwowane w glonach i roślinach wyższych, 
energetycznie izolowane jednostki, jak również nie izolowane od siebie jed­
nostki bakterii. Wprowadzono (60, 61) pojęcie domeny fotosyntetycznej: 
jest to część aparatu fotosyntetycznego, w którym może migrować wzbu­
dzenie. Domena może zawierać więcej niż jedno centrum reaktywne 
(Ryc. 2). Autorzy rozważający migrację energii wzbudzenia w jednostkach 
fotosyntetycznych powołują się na jeden z dwu prostszych układów fizycz­
nych, a mianowicie na migrację energii w kryształach molekularnych 
lub w roztworach molekuł fluoryzujących. Odpowiednikiem jednostki 
fotosyntetycznej w pierwszym przypadku, może być kryształ, w którym 
następuje tzw. „uczulenie przez gospodarza” (Host-Guest Effect). Wtedy 
energia migruje od bardzo dużej liczby cząsteczek „gospodarza” do cząste­
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czki akceptora, która gra rolę pułapki wzbudzenia. Badano tak porfiryny, 
które w kryształach organicznych grały rolę „gościa” (62). Jest w takim 
układzie wiele cząsteczek uczulacza, tak jak wiele jest cząsteczek —  „an­
ten” w jednostkach fotosyntetycznych. Przy tym ekscytonów jest zwykle 
dużo mniej niż pułapek, a więc nie trzeba rozważać ani zagadnienia zderzeń 
ekscytonowo-ekscytonowych ani problemu nasycenia pułapek. Można też, 
w tym przybliżeniu, zaniedbać bezpośrednie wzbudzenie pułapek (63, 64).

Takie założenia prowadzą do prostego równania kinetycznego:

(12a) =  G(t) —pun^t) —K(t)n„(t)

oraz

( 12b) -dn^ (t) = K (t)nu(t) — ¡3AKnAK(t)

gdzie: nu(t) i nAK(t) —  liczba wzbudzonych cząsteczek uczulacza i aktywa­
tora.

Tego typu równania mogą służyć do sprawdzenia słuszności przyjętych 
przybliżeń, jeżeli zmierzymy (3u i (3AK tj. szybkości zaniku fluorescencji 
uczulacza U i aktywatora A K  oraz gdy G(t) jest znanym kształtem impulsu 
wzbudzającego. Tego typu pomiary wykonuje się badając kryształy mole­
kularne (63). W równaniach tych nie zastosowano żadnych założeń dotyczą­
cych mechanizmu przekazywania energii. Jednakże analiza eksperymen­
talnych stałych równań 12 a i b może doprowadzić do informacji o tych me­
chanizmach. Niestety w przypadku złożonych układów in vivo analiza taka 
może nie być jednoznaczna.

Drugi rozważany układ fizyczny składa się zwykle z dwóch rodzajów 
cząsteczek: donora (D) i akceptora (A), rozłożonych przypadkowo w ośrodku 
nie uczestniczącym w procesie przekazywania energii wzbudzenia. Zakła­
da się przy tym, że liczba wzbudzonych cząsteczek D jest mała, wobec cał­
kowitej liczby cząsteczek donora w roztworze. Oznacza to, że prawdopo­
dobieństwo spotkania niewzbudzonego D w sąsiedztwie donora wzbudzo­
nego jest bliskie jedności. Jeżeli założyć, że rzecz dzieje się w roztworze 
lepkim, to proces dezaktywacji wzbudzonej cząsteczki donora zależy w isto­
tny sposób od konfiguracji cząsteczek donorów i akceptorów w otoczeniu 
wzbudzonego donora. Rolę akceptora w roztworze luminezującym grać mo­
że na przykład dimer rozpuszczonego barwnika. W  tym przypadku, jeśli 
założymy możliwość występowania szeregu przekazań pomiędzy cząstecz­
kami donorów przed osiągnięciem przez wzbudzenie akceptora, mamy mo­
del bardzo zbliżony do sytuacji w jednostkach fotosyntetycznych (65). 
Wpływ konfiguracji cząsteczek na migrację energii wzbudzenia D —  A  
ujęto zarówno w klasycznej już pracy F o r s t e r a  (66), jak i w grupie 
prac Jabłońskiego (67, 68). W  pierwszym przypadku rozważano prawdo­
podobieństwo przekazania energii między parą jednakowych cząsteczek.
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Oblicza się zanik prawdopodobieństwa wzbudzenia pierwszej cząsteczki 
pk(t) i wzrost w tym samym czasie prawdopodobieństwa wzbudzenia akcep­
tora Qi(t). Następnie autor zakłada, że procesy takie zachodzą pomiędzy 
wszystkimi parami donorów i akceptorów i otrzymuje wzór:

(13) pK(t ) ] -  i  Pk(t); K k) =  K lk

gdzie: K kl —  liczba przekazań z k-tej do 1-tej drobiny obliczonych na jed­
nostkę czasu, która byłaby otrzymana przy Qk =  const. 

t  —  średni czas życia wykładniczo zanikającego stanu wzbudzo­
nego.

Równanie to opisuje przekazywanie energii, a nie reabsorpcję, gdyż w os­
tatnim przypadku promieniowanie i absorpcja byłyby procesami sukcesyw­
nymi, a nie jak w tym równaniu procesami równoczesnymi. Z równania 13 
wynika, że czas zaniku wzbudzenia w układzie nie zależy od liczby 
przekazywań, czyli suma prawdopodobieństw wzbudzenia k cząsteczek 
w chwili t, Qk(t), jest równa sumie prawdopodobieństw wzbudzenia w cza­
sie t =  0 pomnożonej przez czynnik wykładniczy zdający sprawę z zaniku 
wzbudzenia

(14) ^  Pk(t) =  Pk(°)exP ( -
k k \ ' I

F o r s t e r  (66) rozpatruje sytuację taką, gdy jedna niewzbudzona drobina 
znajduje się w sąsiedztwie drobiny pierwotnie wzbudzonej. Przy takim za­
łożeniu otrzymuje wzory na całkowite prawdopodobieństwo promieniowa­
nia każdej z tych dwu drobin (66, 65):

(15a) F d =  y) 1 + ^ °
1 +  2[X7)T0 

oraz

<15b> =  

gdzie: rj —  wydajność fluorescencji,

t0 =  —---- naturalny czas życia fluorescencji; y prawdopodobień­

stwo emisji fluorescencji na jednostkę czasu,
(.i —  prawdopodobieństwo przekazania energii pomiędzy D

i A  dla określonej konfiguracji tj. odległości i orientacji 

momentów przejść D i A.
Takie same wzory uzyskuje Jabłoński (55) jako szczególny przypadek 

swej teorii centrów luminezujących. Centrum luminezujące składa się 
z cząsteczki donora D umieszczonej w środku tzw. sfery aktywnej, w  któ­
rej może znajdować się kilka cząsteczek akceptora A. Luminezujące czą­
steczki mogą zostać wzbudzone bezpośrednio przez światło lub poprzez
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przekazanie energii, jeżeli nie były wzbudzone w momencie wzbudzenia D. 
Promień sfery czynnej można wybrać w pewnym stopniu dowolnie, lecz 
musi on być tak duży, aby można było zaniedbać przekazywanie energii 
od D do tych A, które znajdują się poza zasięgiem sfery czynnej. Z drugiej 
strony zbyt duży promień sfery czynnej utrudniałby rachunki. Przy nis­
kich natężeniach światła można zaniedbać wzbudzenie więcej niż jednej 
cząsteczki D wewnątrz centrum luminezującego. Centra zawierające różne 
liczby A  mają różne własności i występują one z różnymi prawdopodobień­
stwami.

W przypadku, gdy można zaniedbać wpływ sił międzymolekularnych 
na rozkład donora i akceptora Jabłoński, na podstawie teorii fluktuacji 
Smoluchowskiego otrzymuje prawdopodobieństwa występowania centrów 
zawierających określone liczby akceptorów. W najprostszym przypadku, 
przy założeniu występowania jednego akceptora w każdej sferze czynnej, 
wzory Jabłońskiego sprowadzają się do wzorów identycznych z otrzyma­
nymi przez Forstera (wzory 15 a, b).

Oba przybliżenia molekularnego kryształu i roztworu prowadzą w w y­
niku do nieuporządkowanego błądzenia energii wzbudzenia między czą­
steczkami luminezującymi lub też węzłami sieci pomimo, że w drugim 
przypadku wychodzi się przeważnie od rozważania pary D— A  i dopiero 
następnie uwzględnia się w ten lub inny sposób, wpływ dalszych cząste­
czek na migrację energii (66, 67), podczas gdy w pierwszym przypadku roz­
waża się migrację ekscytonu w całym krysztale molekularnym o znanej 
strukturze.

Ekscyton, czyli obojętny elementarny stan wzbudzenia składający się 
z elektronu i dziury, został wprowadzony w 1931 roku przez Frenkela do 
opisu delokalizacji wzbudzenia w ciałach stałych. Od tego czasu pojęcie 
ekscytonu było stosowane do wielu różnych układów, przy czym różni au­
torzy proponowali różne „systematyki” ekscytonów. Z dwóch podstawo­
wych typów ekscytonów —  D a v i d o v a  i W a n n i e r a  —  tylko pierw­
sze można stosować w  rozważaniach fotosyntetycznych (11). Ekscytony 
Wanniera —  tak zwane atomowe stosować można jedynie do kryształów jo­
nowych, o silnych oddziaływaniach elektrycznych pomiędzy składnikami 
sieci. Są to ekscytony słabo związane, o odległościach między elektronem 
a dziurą większych niż odległości międzywęzłowe. W kryształach moleku­
larnych cząsteczki zachowują w dużym stopniu swą indywidualność, gdyż 
oddziaływania wewnątrzmolekularne są dużo większe niż międzymoleku- 
larne. Te ostatnie traktować można jako zaburzenie w wyniku którego po- , 
wstaje „davidovowskie” rozszczepienie poziomów energetycznych. Polary­
zacja przejść związanych ze składowymi powstałymi w wyniku rozszcze­
pienia zależy od symetrii sieci krystalicznej. W ekscytonie Davidova se­
paracja ładunku jest tak mała, że cały ekscyton można przypisać jednemu 
z węzłów sieci. Stąd obrazowo mówi się o „przeskokach” ekscytonu mię­
dzy cząsteczkami kryształu. Jeśli w krysztale molekularnym ekscyton jest
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wielokrotnie przekazywany między uczulaczami, to jego wędrówkę można 
opisać jako dyfuzję wzbudzenia (64). Postać współczynnika dyfuzji, opisu­
jącego ruch ekscytonu zależy od jego średniej drogi swobodnej, oraz od sie­
ci kryształu. W przypadku, gdy średnia droga swobodna ekscytonu jest rzę­
du stałej sieci, a więc odległości między uczulaczami, to ekscyton „skacze” 
pomiędzy węzłami sieci i jest rozpraszany praktycznie na każdym węźle. 
W tym przypadku współczynnik dyfuzji zależy od odległości i czasu prze­
skoku. Gdy droga swobodna jest dłuższa, to ekscyton porusza się w sposób 
koherentny i jego współczynnik dyfuzji zależy od niej oraz od pędu ekscy­
tonu.

Do opisu migracji singletowego ekscytonu w molekularnych kryształach 
stosuje się na ogół model niekoherentny: jest to więc model, który należy 
stosować również do jednostek fotosyntetycznych gdyż jedynie w bardzo 
niskich temperaturach i w bardzo czystych kryształach obserwuje się ko­
herentny ruch ekscytonu. A  więc w jednostkach fotosyntetycznych można 
zawsze mówić o lokalizacji wzbudzenia bądź też o zlokalizowanym ekscy- 
tonie.

VIII. Param etry charakteryzujące przekazywanie energii

Zbierzmy parametry, które służą do scharakteryzowania mechanizmu 
przekazywania energii:
1. Szybkość przekazywania energii (energy trans jer rate), lub też liczba 
przekazań na jednostkę czasu K[sek- ]; używany również bywa termin czas

przeskoku (hopping time) .

2. Energia oddziaływania między partnerami, mierzona rozszczepieniem 
ekscytonowym poziomów w wyniku oddziaływania D —  A.
3. Stała dyfuzji wzbudzenia —  cm2/sek,
4. Odległość między partnerami D —  A.
5. Krytyczna odległość R0 między D i A, taka przy której prawdopodobień­
stwo przekazywania jest równe prawdopodobieństwu dezaktywacji wzbu­
dzenia na innej drodze.

W  poszczególnych teoriach występują inne wielkości związane prze­
ważnie z wprowadzonym modelem, jak na przykład promień sfery czynnej 
w teorii J a b ł o ń s k i e g o  (68).

Bardzo dobry sposób na określenie mechanizmów przekazywania ener­
gii stanowi porównanie pomiarów depolaryzacji fluorescencji spowodowa­
nej przekazywaniem energii z przewidywaniami teoretycznymi (54, 68). 
Wymaga to jednak przeprowadzenia specjalnych pomiarów na przykład 
pomiarów czasów życia oddzielnie dla dwu spolaryzowanych składowych 
światła fluorescencji.

2 P ostęp y  B iochem ii http://rcin.org.pl
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IX. M echanizmy przekazywania energii wzbudzenia w  jednostkach  
fotosyntetycznych

Analogia pomiędzy kryształami molekularnymi, w  których mierzony 
jest efekt „gościa” i „gospodarza” , a jednostkami fotosyntetycznymi nie 
jest zbyt ścisła. W kryształach molekularnych odległości między uczula- 
czem i aktywatorem są zwykle rzędu 20— 30A. Nie ma więc konieczności 
rozpatrywania dyfuzji wzbudzenia pomiędzy uczulaczami, aż do osiągnięcia 
aktywatora, a raczej trzeba mówić o dalekozasięgowym przekazywaniu re­
zonansowym (long rangę rezonance transfer, LRRT ) od dowolnego uczula- 
cza do aktywatora. Przekazywanie to nazywane jest również mechanizmem 
rezonansowym, indukcją rezonansową, przekazywaniem Fórstera-Dexte- 
ra (64). W  organizmach fotosyntetyzujących odległości między centrami re­
aktywnymi są dużo większe i wiadomo, że wzbudzenie jest przekazywane 
wielokrotnie (1) pomiędzy „antenami” zanim osiągnie centrum. Bliższe sy­
tuacji panującej w jednostkach fotosyntetycznych są teorie, w których 
uwzględnia się dyfuzję jako zaburzenie LRRT (na przykład 64, 69). W  te­
oriach tych wzbudzenie singletowe porusza się w sposób dyfuzyjny przez 
sieć „gospodarza” , ze skończonym prawdopodobieństwem przekazania go 
przez LRRT po każdym kroku wędrówki w sieci do jednego z aktywato­
rów. Dostajemy wtedy różne wyrażenia na fluorescencję uczulacza i akty­
watora (64). Tego typu teorie dają dobre wyniki w  przypadku, gdy Rouu dla 
przekazywania między molekułami uczulacza i Rouar dla przekazywania od 
uczulacza do akceptora, są znacznie różne. W jednostce fotosyntetycznej 
warunek ten może być spełniony jeśli na przykład założymy, że energia 
singletowego wzbudzenia musi poprzez przejście interkombinacyjne zostać 
przekazana do stanu trypletowego cząsteczki w centrum reaktywnym.

Bardzo interesujące z punktu widzenia zastosowania w rozważaniach 
fotosyntetycznych są koncepcje Soosa i Powella (70), którzy proponują 
wprowadzenie rozszerzonych obszarów pułapkowania. Zamiast pojedyńczej 
cząsteczki będącej pułapką, istnieje wtedy pewien obszar otaczający akty­
wator, w którym prawdopodobieństwo pułapkowania jest większe niż w po­
zostałym obszarze kryształu „gospodarza” . Taki obszar przerywa przypad­
kowe błądzenie na czas wystarczająco długi, aby z pewnością zaszło pułap- 
kowanie. Z całego rzędu danych dotyczących migracji singletowego wzbu­
dzenia w kryształach organicznych (64), wynika, że nawet w tym stosunku 
prostym przypadku układów o znanej strukturze i składzie chemicznym, 
istnieje duża rozbieżność danych doświadczalnych. Rozbieżności te wystę­
pują w przypadku danych dotyczących np. wygaszania fluorescencji uczu­
lacza przez molekuły aktywatora. Należy to przypuszczalnie przypisać nie­
uwzględnieniu takich efektów jak na przykład oddziaływanie między uczu- 
laczem a aktywatorem (70). Ilość efektów wtórnych w bardziej złożonych 
układach fotosyntetycznych, zmusza do dużej ostrożności w interpretacji 
danych dotyczących tych układów. Mimo to wzory, uzyskane na gruncie
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badań i obliczeń dotyczących kryształów molekularnych mogą i powinny 
być przymierzane do wyników uzyskiwanych' dla układów modelowych 
z barwnikami fotosyntetycznymi.

Zbyt ścisłe trzymanie się analogii pomiędzy kryształami molekularny­
mi i jednostkami fotosyntetycznymi prowadzi do odrzucenia wszystkich 
wyników, które mogą sugerować inne niż długozasięgowe rezonansowe po- 
relaksacyjne przekazywania energii, czyli przekazywania typu Fórstera- 
Dextera (71). Jak już wspomniano, wędrówkę wzbudzenia opisuje się prze­
ważnie w  formaliźmie cząstkowym, a nie falowym. Mówi się bądź o prze­
skokach wzbudzenia, bądź o przekazywaniu pseudocząstki —  ekscytonu. 
W  tej sytuacji można i należy znaleźć analogię pomiędzy tymi dwoma opi­
sami: opisem Forstera i opisem ekscytonowym. Takie próby wielokrotnie 
ponawiano. Forster rozszerzył swą teorię na zakres silniejszych oddziały­
wań, choć już wcześniej rozważał możliwość zastosowania mechanizmu 
przekazywania energii przy bardzo słabych oddziaływaniach do wyjaśnie­
nia pierwotnych procesów fotosyntezy (66). Najczęściej cytuje się i używa 
w konkretnych procesach doświadczalnych analogii pomiędzy opisem eks­
cytowanym i rezonansowym, podanej przez C l a y t o n a  (1). Ostatnio nie­
co inne przyporządkowanie zaproponował K a s  ha (11). Zestawienie tych 
propozycji zebrano w tabeli 1.

Tabela 1

Klasyfikacja ekscytonów (zmodyfikowana) (11)

Modele ekscytonów poprzecznych tj. wytworzonych przez wzbudzenie elektromagnetyczne

słabo związany ekscyton ekscyton silnie związany ekscyton 

Wanniera Frenkela Davidowa
(kryształy atomowe) (kryształy molekularne)

rezonansowe oddziaływania nierezonansowe
(porelaksacyjne*) 

przekazywania 
indukcyjne

zlokalizowany 
ekscyton"

słabe sprzężenie6

(słabe sprzężenie*)0 bardzo słabe 

sprzężenie0
(przedrelaksacyjne 

przekazywanie 
energii*)d

a —  w e d łu g  D a w id o w a  (11); b  —  w ed łu g  S im psona i P ete rson a  (44): c —  w e d łu g  Forstera  (53); 
d —  w e d łu g  E isingera  (72); * —  uzupełn ienie dokonane przez autora  a rtyku łu .

swododny ekscyton“

silne sprzężenie6 

silne sprzężenie0

2* http://rcin.org.pl
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X. Dyskusja schem atu M. Kasha’y

Porównując różne teorie (tabela I) Kasha nie podaje zależności szybkoś­
ci przekazywania energii odległości R pomiędzy D i A. Zależność ta może 
stanowić sprawdzian mechanizmu przekazywania energii. Jeśli energia jest 
przekazywana rezonansowo dzięki dipolowo-diopolowym bardzo słabym 
oddziaływaniom jest to szybkość K  ~  R~6. Tak jak wynika z doświadcze­
nia w kryształach molekularnych przekazywana jest energia swobodnych 
singletowych ekscytonów. Ten sam typ zależności został wielokrotnie 
potwierdzony dla roztworów barwników, w przypadku migracji wzbudzeń 
singletowych (9, 72), a ostatnio również dla wzbudzeń trypletowych (73). 
W kryształach molekularnych występuje „prawdziwy” rezonans, podczas 
gdy w roztworach barwników, w przypadku heterogenicznych przekazy­
wań (np. Chi b —>- Chi a) rezonans może zajść dopiero po oscylacyjnej relak-

0 A D A

Ryc. 3. Schemat porelaksacyjnego a) i przedrelaksacyjnego b ) przekazyw an ia energii.
D  —  donor energ ii w zbudzen ia , A  — akceptor.

sacji cząsteczki donora, gdy któryś poziom oscylacyjny D znajdzie się w re­
zonansie z którymś z poziomów A  (Ryc. 3a). Relaksacja cieplna zachodzi 
w czasie ~  10-12 s. E i s i n g e r (74) przewiduje możliwość występowania 
w niektórych przypadkach przedrelaksacyjnych przekazywań energii 
(Ryc. 3b). Wprawdzie przy dipolowo— dipolowych oddziaływaniach w dal­
szym ciągu K  ~  R -6, ale obliczone z wzoru Forstera prawdopodobieństwo 
przekazywania będzie fałszywe, gdyż pokrywanie się widm emisji donora 
z widmem absorpcji akceptora przed relaksacją i po relaksacji jest róż­
ne (75). Nie uwzględniając „przedrelaksacyjności” przekazywania można 
dostać błędne R0 (75).

Przy fórsterowskich silnych i słabych oddziaływaniach (tabela I) więk­
szość autorów przewiduje K  ~  R “ 3 (1, 46, 76, 77). Silne oddziaływania do­
tyczą przypadków, w których obowiązuje przybliżenie Borna-Oppenheime-
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ra, a więc nie można do nich zaliczyć „opóźnionego heterogenicznego rezo­
nansu” na przykład od Chi b -> Chi a, bezsprzecznie występującego w or­
ganizmach fotosyntetyzujących.

Również w przypadku chlorofilu w podwójnych warstwach lipidowych 
(7) stwierdzono zależności K  ~  R"~8 przy charakterystycznym dla LRRT 
R0 =  65A. Na podstawie tych danych M. Kasha, jak wynika z dyskusji 
z jednym z autorów sądzi, że nie ma podstaw do rozpatrywania innej niż 
K  ~  R -6 zależności w przypadku układów fotosyntetyzujących, gdyż w y­
starczy ograniczyć się do bardzo słabych fórsterowskich oddziaływań, aby 
otrzymać zgodność z doświadczeniem. Istnieją jednak poszlaki, które omó­
wione zostaną w następnym paragrafie, że przy przekazywaniu energii po­
między pigmentami chloroplastów K  ~  R -x dla x <  6. Zastanówmy się 
jakie mogą być przyczyny występowania nietypowych zależności K  (R). 
We wzorach Forstera K  ~  R -6 pochodzi z energii elektrostatycznego od­
działywania. Energia oddziaływania dwóch stacjonarnych dipoli jest
— R~3. W  przypadku dwu dipoli indukowanych jest to efekt II rzędu, więc 
energia jest — R~®. Gdyby w grę wchodziły multipole innych rzędów moż­
naby otrzymać odchylenia od K ~  R~6, na przykład przy oddziaływaniu 
monopola z dipolem energia ~  R -4 itp. Oddziaływania dwóch momentów 
przejść możemy rozpatrywać jako oddziaływania dwóch dipoli pod wa­
runkiem, że odległość między ich środkami jest większa niż wymiary czą­
steczek (3, 66). Warunek ten nie jest prawdopodobnie spełniony w przy­
padku chlorofili —  „anten” tworzących oligomer.

Nie wykluczony jest więc w tym przypadku udział innych multipoli 
w energii oddziaływania. Poza tym przy małych odległościach i silnych 
oddziaływaniach cząsteczek mogą oprócz sił rezonansowych grać rolę siły 
wymienne odpowiedzialne za agregację cząsteczek (78). Poza tym, jak już 
wspomniano, występowanie przedrelaksacyjnych migracji płytkich puła­
pek energii, lub też nieznanych uporządkowań cząsteczek może prowadzić 
do pozornej niezgodności wyników doświadczenia z teorią.

XI. W yznaczanie szybkości przekazywania energii

W poprzednim paragrafie omówiono już pewne prace popierające me­
chanizm LRRT. Wspomnijmy wobec tego obecnie o wynikach, które suge­
rują K  ~  R -x ; x <C 6. Pierwszą tego typu sugestię zaproponowano na pod­
stawie badań przekazywania energii elektronowego wzbudzenia od chloro­
filu b do chlorofilu a (79). Wyniki tych doświadczeń można wyjaśnić bądź 
przez założenie superpozycji przed i po relaksacyjnych przekazywań przy 
zachowaniu w obu mechanizmach K  ~  R -6, bądź też przez założenie jedy­
nie „szybkiego” przekazywania przy K  ~  R -3. Biorąc pod uwagę małe 
zmiany stężeniowe widm badanych barwników, świadczące o bardzo sła­
bych wzajemnych oddziaływaniach cząsteczek, autorzy (79) przychylają
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się do pierwszego przypuszczenia i rozpatrują możliwość wpływu „powrot­
nych” przekazywań, które w badanym układzie mogą zachodzić przede 
wszystkim przedrelaksacyjnie, bo ze względu na przesunięcie stokesowskie 
między pasmem absorpcji i emisji, po relaksacji są mało prawdopodobne.

Za typową (R -6) zależnością prawdopodobieństw przekazywania pomię­
dzy molekułami chlorofilów w roztworach, przemawiają również wyniki 
uzyskane w naszym laboratorium. Eksperymentalnie wyznaczone wydaj­
ności przekazywania pomiędzy chlorofilem c i chlorofilem a w  roztworach 
dosięgają obserwowanych in vivo i zgodne są z teoretycznymi przewidywa­
niami (80, 81) teorii F o r s t e r a .

Odchylenia od rozpatrywanej zależności obserwuje się przede wszyst­
kim w układach zawierających karotenoidy i porfiryny. Własności niektó­
rych układów zawierających te barwniki można wyjaśnić kombinacją 
przed i po relaksacyjnego przekazywania energii (82).

Jeszcze bardziej przekonywujące wyniki dotyczące szybkości przeka­
zywania energii K  ~  R -3 otrzymano w przypadku luteiny i chlorofilu 
w układach detergentowych (83). W układach tych agregacja chlorofilu jest 
częściowo hamowana przez obecność luteiny, przy czym oba barwniki są 
wbudowane w układy micelarne. Wydajność przekazywania energii jest 
porównywalna z wydajnością in vivo (15°/o); R0, przy założeniu równomier­
nego układu barwników, wynosi 25Á. W dawniejszych pracach (84) przy 
badaniu podobnego układu (|3-karoten z chlorofilem) otrzymano tak małe 
R0 =  8,5A, że trudno było mówić o dipolowo— dipolowym rezonansowym 
oddziaływaniu barwników (3). Otrzymane obecnie w układzie micelarnym 
wyniki (83) wydają się tym bardziej wiarogodne, że w podobnym ośrodku, 
ale zawierającym jedynie chlorofil a, otrzymano Rn =  56Á (86); chlorofil 
b —  R =  43Á (85). Obie te wielkości są zbliżone do R0 roztworów tych 
chlorofili w typowych rozpuszczalnikach, co świadczy o tym, że wyniki 
w przypadku mieszaniny luteiny i chlorofilu nie są związane z tworzeniem 
miceli (85, 86). Wiadomo jednak, że w układach micelarnych powstaje wiele 
typów agregatów barwników (87) i agregatów barwnikowo-detergento- 
wych (88), co utrudnia oszacowanie wzajemnych odległości D i A.

Również badania biliproteidów sinic (89) sugerują, że przy przekazy­
waniach energii wzbudzenia od tych kompleksów pigmentowo-białkowych 
do chlorofilu występuje zależność K  ~  R~x gdzie 3 <  x <C 5. Sugestie te 
opierają się jednak na grubych oszacowaniach odległości pomiędzy grupa­
mi chromoforowymi badanych układów. Dokładniejsze badania i rachunki 
są obecnie w  toku. Pewne jest już jednak, że zmiany w konformacji białek 
wpływają znacznie na wydajność przekazywania energii pomiędzy grupa­
mi chromoforowymi biliproteidów (90) oraz, że występują chromofory
o różnej wydajności fluorescencji (51).
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XII. Szybkie i powolne przekazywanie energii

Zastanówmy się jaka jest istotna różnica pomiędzy przekazywaniem 
energii przy silnym sprzężeniu (tablica I), zwanym też szybkim przekazy­
waniem (K  ~  R~3), a przekazywaniem przy bardzo słabym sprzężeniu — 
przekazywaniu powolnym (K  — R~6).

Podstawowa praca F o r s t e r a  (66) dotyczy przekazywań powol­
nych —  pomiędzy poszczególnymi aktami przekazywania energii zachodzi 
cały szereg oscylacji jąder. Przekazywanie następuje dzięki oddziaływa­
niom pomiędzy stanami elektronowymi D i A. Funkcje własne obu cząste­
czek zależą jedynie od współrzędnych elektronowych. Przy przejściu wzbu­
dzenia od k-tej do 1-tej cząsteczki zmienia się również energia oscylacyjna 
tych cząsteczek. Jeśli w0 jest przekazywaną energią elektronowego wzbu­
dzenia oddaną przez k-tą cząsteczkę, to całkowita oddana energia jest:

w 0 + w ; -  wk

gdzie:
W 'k i W k —  energie oscylacyjne tej cząsteczki w stanie wzbudzonym 

i podstawowym.
Energia zyskana przez 1-tą cząsteczkę jest odpowiednio:

w 0 + wi — w Ł

przy czym całkowita energia jest zachowana przy przekazywaniu energii, 
tak, że

Aw = w k +  w ' — w k — Wj = 0

Z teorii promieniowania Diraca wiadomo, że liczba przejść na jednost­
kę czasu dla każdej, początkowo wzbudzonej cząsteczki jest

-  S|Ukl(w ;,Wl;w k,w;|2dw

przy czym element macierzy czysto elektronowego oddziaływania można 
zapisać

(17) Ukl(rk,?i) =  Jp,k)(wk, ?k)*p1(w 1, f 1)*U (rk,r 1)-pk(wk,rk)p;(w'1, r^di^-dr,,

gdzie: r ^ r j—  są kolektywnymi współrzędnymi przestrzennymi elektro­
nów dla odpowiednich cząsteczek.

Należy następnie uwzględnić fakt, że w stanie początkowym energia oscy­
lacyjna ulega wielokrotnie zmianom, zanim nastąpi przeskok tej energii. 
Częstości występowania poszczególnych wartości energii oscylacyjnych da­
ne są w stanie równowagi cieplnej przez odpowiednie unormowane funk­
cje rozkładu g (w !);g '(w k);
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a więc stąd prawdopodobieństwo przeskoku otrzymuje się

K *i =  jj ij Sj g^w^giw ,) x

00 00 00

(18)

w  =  0 W, = 0  w '  =0  1 k

x Ukl(w'k wj, w 0 -  w + w,'.; w -  w 0 + w jj2 dw'kdw,dw
gdzie:

w —  średnia arytmetyczna energii oddanej i pobranej.
U(rk, r,) jest dane przez oddziaływanie kulombowskie poruszających się 

elektronów. Przy przyjętych założeniach, że odległości międzymolekularne 
są duże w porównaniu z wewnątrzmolekularnymi, są to oddziaływania 
dipoli. Element macierzy momentu przejścia jest więc

rk —  środek ciężkości cząsteczki początkowo wzbudzonej,
w k> w k— energia oscylacyjna jąder w stanie podstawowym i wzbudzonym.

Po uśrednieniu różnych orientacji momentów przejść, odpowiedniej 
normalizacji i uwzględnieniu, że dzięki oddziaływaniu z rozpuszczalnikiem 
przejścia zachodzą od stanu o określonej energii oscylacyjnej w 'k do stanu
0 energii zawartej w przedziale w k; wk +  wk i podobnie dla cząsteczki
1 otrzymuje się wzór, który ma bezpośredni związek z widmami absorpcji 
i emisji:

n —  współczynnik załamania,
Rki —  odległości pomiędzy środkami momentów przejść k-tej i 1-tej 

cząsteczki.
Pierwsza z całek we wzorze 20 związana jest, poprzez współczynnik 

Einsteina A  uśrednione dla różnych oscylacji stanu wzbudzonego z liczbą 
kwantów emitowanych spontanicznie przez cząsteczki w jednostce czasu, 
w przedziale energii w; w +  dw, a więc z widmem emisji.

Podobnie druga całka związana jest z widmem absorpcji przez współ­
czynnik B(w, w +  dw) i gęstość promieniowania.

Absorpcja jest łatwiej mierzalna, niż emisja. Dogodne jest więc czasem, 
przy założeniu zwierciadlanej symetrii widm absorpcji i emisji oraz od- 
powiedniości oscylacyjnych stopni swobody obu stanów, wyrażenie K k] 
jedynie przez molarne współczynniki absorpcji (66).

(19)

gdzie:

(20)

00

w , =0
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Ostateczny wynik rozważań ująć można w znanym wzorze

( 2 1 > K “ ' = - i ( - R - ) 6

gdzie: R0 jest krytyczną odległością, która może być oszacowana z połów­
kowej szerokości pasma absorpcji i z pokrywania się widm absorpcji i emi­
sji. W  przypadku roztworu chlorofilu Forster (66) otrzymał R0 =  80 A, co 
dość dobrze zgadza się z późniejszymi wartościami otrzymanymi z pomiaru 
t  =  5 X  10_9sek skąd otrzymano R0 =  60A (91). W późniejszych pracach 
(46) F o r s t e r  rozszerzył swe rozważania dla słabych i silnych oddzia­
ływań (tablica I), przy których K  — R~8.

G u e r o n  i E i s i n g e r  (74) zwracają uwagę, że przypadek silnych od­
działywań różni się znacznie od typowego fórsterowskiego przekazywania.

Silne oddziaływania opisuje się przede wszystkim podając wielkość da- 
vidovowskich rozszczepień poziomów energetycznych, proporcjonalnych do 
energii oddziaływania | U |, podczas gdy bardzo słabe oddziaływania opisy­
wane są przede wszystkim przez podanie szybkości migracji energii K.

Bardzo ciekawą próbę przejścia od teorii powolnych (K  ~  R~6) do 
szybkich (K  ~  R -3) oddziaływań podali ostatnio K e n k r e  i K n o x  (10). 
Zwykle w obu przybliżeniach stosuje się różne definicje szybkości przeka­
zywania energii. Wynika to stąd, że dla słabo oddziaływujących cząsteczek 
(powolne przekazywania) szybkość przekazywania otrzymuje się przy po­

mocy zależnego od czasu, rachunku zaburzeń jako K  ~ [U | 2 ~

gdzie: U —  energia oddziaływania,
AE —  jest szerokością pasm związanych z przejściem biorącym 

udział w przekazywaniu energii.
1 . .

Silne oddziaływania, w których K  występują raczej w ukła­

dach rozciągłych, w których przekazywanie energii rozpatruje się w opar­
ciu o macierz gęstości i równania na średni kwadrat przesunięcia wzbudze­
nia (92). Nie ma bezpośredniego związku pomiędzy tymi dwoma przypad­
kami, pierwszy dotyczy układu dwóch cząsteczek, drugi —  układu rozciąg­
łego.

Można jednak, jak pokazali autorzy (10), uzyskać treść obu przybliżeń 
jako przypadki graniczne jednego wyrażenia, jeśli wprowadzi się odpo­
wiednią definicję szybkości przekazywania. Definiuje się wtedy szybkość 
przekazywania energii wzbudzenia w układzie cząsteczek jako odwrot­
ność czasu, w którym średni kwadrat przesunięcia wzbudzenia wzrasta od
O do a2; gdzie a jest odległością międzymolekularną w rozpatrywanym 
łańcuchu cząsteczek.

Wprowadzony opis pozwala w sposób ciągły przejść poprzez pośrednie 
oddziaływanie od bardzo słabych (K  ~  R -6) do silnych (K  ~  R~3) oddzia­
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ływań. Cząsteczki o złożonych widmach można opisać w tym samym for­
malizmie (10) przez wprowadzenie odpowiednio dobranej funkcji pamięci.

Teorię swą autorzy zastosowali do kompleksów złożonych z pięciu czą­
steczek bakteriochlorofilu. Widma tych kompleksów wykazują silne prze­
sunięcia dzięki międzymolekularnym oddziaływaniom (93). Opierając się 
na wynikach badań spektralnych autorzy obliczyli, że K  ~  R “ 5-9, tak, że 
mimo obserwowanego rozszczepienia poziomów, nie jest to jednak jeszcze 
przykład „szybkiego” przekazywania energii wzbudzenia.

P a i l l o t i n  (60) rozważa oddziaływania rezonansowe zmodulowane 
przez oscylację jąder i dochodzi do wniosku, że zależność K  od R jest zło­
żona (pośrednia pomiędzy R~3 i R “ 6), przy czym można posługiwać się zaw­
sze zależnością K  ~  R -6 przy wprowadzeniu odpowiedniego czynnika kory­
gującego.

P a i l l o t i n  (60) zauważa podobnie jak Knox (3) dramatyczny wpływ 
uporządkowania cząsteczek na przekazywanie energii. Szacując przekazy­
wanie energii w  jednostkach fotosyntetycznych autor dochodzi do wniosku, 
że przy odległościach ~15Â  pomiędzy chlorofilami zachodzi około 1012 prze­
kazań energii na sekundę. Ruch wzbudzenia nie jest więc typowym „po­
wolnym” przekazywaniem, w którym zwykle zachodzi od 1011— 108 prze­
kazań sek“ 1 (1). Paillotin łączy obserwowaną wydajność przekazywania 
energii w jednostkach z własnościami widmowymi chlorofilu, który ma 
małą energię deformacji w stanie wzbudzonym.

Jak widać, poglądy poszczególnych autorów są bardzo różne. Wydaje 
się, że należy dalej prowadzić badania modelowe, aby zwiększyć materiał 
doświadczalny dotyczący ewentualnego występowania silnych oddziaływań 
w układach biologicznych. Badać należy nie tylko przesunięcia energetycz­
ne pasm, szczególnie w warunkach niskotemperaturowych, ale i szybkości 
przekazywania energii, uwzględniając przy tym możliwość występowania 
przed i porelaksacyjnych efektów.

A rty k u ł nadszedł 5.4.1976; po rew iz ji autorsk ie j otrzym ano 28.5.1976.
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RENATA DĄBROWSKA *

Systemy regulujące cykl skurczowo-rozkurczowy mięśni 

Regulatory System s of Contraction-relaxation Cycle of M uscle

Poprzednie dwa artykuły opublikowane w Postępach Biochemii (1,2) 
dotyczyły współczesnych poglądów na budowę mięśni i mechanizm skur­
czu. Obecny artykuł poświęcony jest zagadnieniom regulacji cyklu skur- 
czowo-rozkurczowego mięśni zwierząt w aspekcie filogenetycznym.

Podstawowym procesem powodującym skurcz mięśni jest interakcja ak­
tyny z miozyną w obecności adenozynotrójfosforanu, który rozkładany 
przez ATP-azę aktomiozynową dostarcza energii do pracy mięśni. W cza­
sie rozkurczu aktyna nie reaguje z miozyną. Regulacja cyklu skurczowo- 
rozkurczowego mięśni sprowadza się do kontroli interakcji tych białek.

Istnieją dwa systemy regulacji, które różnią się między sobą miejscem 
ich działania (3). W systemie, który kontroluje mięśnie szkieletowe krę­
gowców następuje blokowanie miejsc aktywnych aktyny biorących udział 
w interakcji z miozyną (actin-linked system). W systemie kontrolującym 
cykl skurczowo-rozkurczowy mięśni mięczaków zapobieganie tworzenia 
kompleksu aktyny z miozyną wywołują zmiany w cząsteczce miozyny 
(myosin-linked system). Jakkolwiek mechanizm działania obydwu syste­
mów jest całkowicie odmienny, wspólną cechą jest zależność ich funkcjo­
nowania od stężenia jonów wapnia. A  mianowicie: blokowanie interakcji 
aktyny z miozyną ma miejsce tylko w nieobecności jonów wapnia, zniesie­
nie zaś blokowania może nastąpić przy podniesieniu stężenia tych jonów 
do lO“ 6 —  10~5M (3).

* D r  hab., Zak ład  Biochem ii U k ładu  N erw ow ego  i M ięśni Instytutu B iologii D o ­
św iadczalnej im. M. Nenckiego P A N , ul. Pasteura 3, 02-093 W arszaw a .

W yk az  stosowanych skrótów : E D T A  —  sól sodowa kw asu  ety leno-dwuam inoczte- 
rooctowego; E G T A  —  sól sodowa kw asu  etylenoglikolo-bis/eter |3-am inometylo/-NN’- 
-czterooctowego; D T N B  —  kwas 5,5’-dwutiobis-/2 nitrobenzoesowy/; T N — C, T N — I 
i T N — T  —  składniki troponiny; L C Ai, L C A 2 i L C d t n b  —  lekkie łańcuchy miozyny  
z mięśni szkieletowych kręgow ców ; L C e d t a  i L C Sh  —  lekkie łańcuchy m iozyny  

z mięśni m ięczaków.
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1-1. System  regulacji zw iązany z aktyną

Aktyna w swojej polimerycznej postaci superspirali (tzw. F-aktyny) sta­
nowi trzon filamentów cienkich (4). W mięśniach szkieletowych kręgow­
ców w cienkich filamentach oprócz aktyny występują białka, które z racji 
swojej funkcji w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego tych mięśni 
nazwano białkami regulującymi (5). Są to troponina i tropomiozyna. Tropo- 
miozyna znajduje się w rowkach podwójnej spirali nici F-aktyny i tworząc 
liniowe polimery występuje na całej długości cienkich filamentów. Czą­
steczki troponiny rozmieszczone są na cienkich filamentach z okresowością 
400A (Ryc. 1). (5).

Ryc. 1. Schem at budow y  cienkiego filam entu (7).
A  —  aktyna, T M  —  tropom iozyna, T N — I, T N — C, T N — T —  sk ładn ik i troponiny.

Badania lat siedemdziesiątych wykazały, że troponina jest białkiem 
heterogennym, składającym się z trzech składników: TN— I, TN — C 
i TN— T. Każdy z tych składników ma swoją specyficzną funkcję w syste­
mie regulacji: TN— I, o masie cząsteczkowej 23 500, jest inhibitorem inte­
rakcji aktyny z miozyną niezależnie od stężenia jonów wapnia; TN— C,
o masie cząsteczkowej 18 300, jest akceptorem jonów wapnia podczas skur­
czu mięśnia oraz powoduje, że współdziałanie aktyny z miozyną zależy od 
stężenia jonów wapnia; TN— T, o masie cząsteczkowej 39 000, wykazuje 
bardzo silne powinowactwo do tropomiozyny i F-aktyny (2,6). Szczegóło­
we badania interakcji poszczególnych składników troponiny z tropomiozy- 
ną i F-aktyną przy zastosowaniu metod fizykochemicznych, takich jak ul- 
trawirowanie, sączenie przez Sephadex, chromatografia powinowactwa, 
wiskozymetria oraz metod mikroskopii elektronowej wykazały, że cząstecz­
ka troponiny ma dwa miejsca przymocowania do cienkich filamentów: jed­
no poprzez TN— I, drugie poprzez TN— T. Połączenie poprzez TN— I ist­
nieje tylko w nieobecności jonów wapnia, podczas gdy połączenie poprzez 
TN— T jest trwałe niezależnie od stężenia tych jonów (8— 13). Składnik 
TN— C nie łączy się bezpośrednio ani z tropomiozyną ani z F-aktyną, nato­
miast łączy się zarówno z TN— I jak i TN— T (Ryc. 2). Zmiany kon- 
formacyjne zachodzące w  cząsteczce TN— C podczas wiązania z nią wapnia 
przenoszą się na pozostałe składniki troponiny (14— 16), powodując m.in. 
wzmocnienie wiązania TN— C —  TN— I, co z kolei pociąga za sobą przer­
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wanie wiązania między TN— I a tropomiozyną i aktyną (10, 13). Wydaje 
się, że tworzenie i przerywanie połączenia między TN— I i kompleksem 
tropomiozyną— aktyna zależnie od stężenia jonów wapnia powoduje zmia­
ny pozycji nici tropomiozyny w stosunku do aktyny. Takie zmiany poło­
żenia tropomiozyny w zależności od stanu fizjologicznego mięśni szkieleto­
wych żaby obserwowano in vivo stosując technikę niskokątowej dyfrakcji 
promieni X  (17,18). Przypuszcza, że w stanie rozkurczu mięśni tropomio-

Ryc. 2. P roponow any mechanizm regu lac ji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni 
w  obecności systemu regulacji zw iązanego z aktyną (25). a) U łożenie b ia łek  w  czasie 

rozkurczu, b ) w  czasie skurczu.

A — aktyn a , T M — tropom iozyną, T N — I, T N — C, T N — T  —  sk ładn ik i tropon iny , S t— su b fragm ent
1 m iozyny.

zyna zasłania te miejsca aktyny, które biorą udział w interakcji z miozyną 
(Ryc. 2a). W czasie skurczu tropomiozyną wsuwa się w  głąb rowków pod­
wójnej spirali nici F-aktyny umożliwiając współdziałanie aktyny i miozy­
ny (Ryc. 2b). Tropomiozyną przenosi działanie jednej cząsteczki troponiny 
na siedem monomerów aktyny. Mechanizm regulacji charakteryzuje się 
kooperatywnością między monomerami aktyny (19).

Obecne poglądy na temat mechanizmu regulacji cyklu skurczowo-roz­
kurczowego mięśni szkieletowych kręgowców oparte zostały głównie na 
badaniach szybkich mięśni szkieletowych królika. Interesujące, że jakkol-
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wiek troponina izolowana z mięśni zwierząt innych gatunków posiada te 
same trzy podjednostki funkcjonalne, to podjednostki te różnią się niektó­
rymi własnościami i masami cząsteczkowymi; dotyczy to szczególnie TN — I 
i TN— T. I tak np. TN— I z mięśni rekinka psiego (Sąualus acanthias) czy 
homara (Homarus americanus) posiada masę cząsteczkową około 30 000, 
a TN— T —  58 000 (20,21). Troponina wolnych mięśni szkieletowych kró­
lika i mięśni serca wołu posiada TN— I o masie cząsteczkowej 30 000, 
a TN— T o masie cząsteczkowej 42 000 (22— 24). TN — C izolowany z mięśni 
różnych zwierząt nie różni się znacznie ani masą cząsteczkową ani właści­
wościami fizykochemicznymi, zmieniają się jednak parametry wiązania 
wapnia przez to białko. I tak np. troponina mięśni bezkręgowców wiąże 
tylko lmol wapnia/mol białka (21), podczas gdy troponina kręgowców aż 
4mole/mol (25).

1-2. System  regu lacji zw iązany z miozyną

Mięśnie mięczaków nie posiadają troponiny. Ich cykl skurczowo-roz- 
kurczowy podlega regulacji poprzez interakcję jonów wapnia z miozyną
(26). Cząsteczka miozyny mięczaków, podobnie jak miozyna mięśni szkiele­
towych kręgowców, ma kształt wysoce asymetryczny. Jej część pałeczko-

Ryc. 3. Schem at budow y  cząsteczki miozyny. (M odyfik ac ja  schematu w g  30). a) M iozy ­
na mięśni kręgow ców . L C Ai, L C a 2, L C d n t b  —  lekkie łańcuchy m iozyny k ręgow ców , 
b )  M iozyna mięśni m ięczaków, L C SH, L C Ed t a  lekkie łańcuchy m iozyny m ięczaków. 

N a  schem acie uw idoczn ione  są ew entu aln e  m ie jsca  p rzy łączan ia  w apn ia  do cząsteczki m iozyny.

wata, która bierze udział w agregacji cząsteczek prowadzącej do wytworze­
nia grubych filamentów, wydaje się niczym nie różnić od miozyny kręgow­
ców (27). W części globularnej, składającej się z dwóch głów tzw. subfrag- 
mentów 1 (Sj), w której znajduje się aktywność enzymatyczna oraz miejsce
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interakcji z aktyną, występują niskocząsteczkowe fragmenty —  tzw. lekkie 
łańcuchy (light chains), które oddysocjowują od reszty cząsteczki miozyny 
w stosunkowo łagodnych warunkach nie prowadzących do naruszenia całej 
cząsteczki. Te fragmenty różnią się jednak od lekkich łańcuchów miozyny 
mięśni szkieletowych kręgowców (27, 28). Miozyna mięśni szkieletowych 
królika posiada trzy rodzaje lekkich łańcuchów: dwa o masach cząstecz­
kowych 26 000 i 16 000 (LCa1 i LCA2), występujące w ilości lmol/mol mio­
zyny, które oddysocjowują w środowisku alkalicznym oraz lekkie łańcu­
chy o masie cząsteczkowej 18 000 ( L C DTNb ) występujące w ilości 2moli/mol 
miozyny i oddysocjowujące pod wpływem DTNB (Ryc. 3a) (29). Miozyna 
mięczaków posiada dwa rodzaje lekkich łańcuchów: łańcuchy L C SH w y­
stępujące w ilości 2moli/mol miozyny odszczepiane od miozyny przy po­
mocy siarczanu dodecylu, łańcuch L C EDt a  w  ilości lmol/mol miozyny, 
usuwany przez działanie EDTA (Ryc. 3b) (27). Obydwa rodzaje lekkich 
łańcuchów posiadają masę cząsteczkową około 18 000.

Występowanie różnic w kompozycji lekkich łańcuchów miozyny mięś­
ni mięczaków i mięśni szkieletowych kręgowców nie jest zaskakujące, gdyż 
różnice w stechiometrii i masach cząsteczkowych lekkich łańcuchów obser­
wowano już wcześniej w przypadku miozyny izolowanej z mięśni wolnych
i szybkich królika, mięśni serca czy mięśni gładkich izolowanych z różnych 
narządów (31— 33).

- C a

+ Ca

Ryc. 4. P roponow any  mechanizm  regulacji cyklu skurczow o-rozkurczow ego m ięśni 
w  obecności systemu regulacji zw iązanego z miozyną.

Schem at opracow any na podstawie 27 i 30. a) U łożen ie bia łek  w  czasie rozkurczu,
b ) w  czasie skurczu.

A  —  aktyna . P o ró w n a j ob jaśn ien ie  do Ryc. 3.

Rola lekkich łańcuchów nie została jeszcze dokładnie poznana. Przypusz­
cza się, że zmiany w kompozycji lekkich łańcuchów miozyny izolowanej 
z różnych typów mięśni odpowiadają za różnice w jej aktywności enzyma­
tycznej. Wiadomo np., że lekkie łańcuchy miozyny mięśni szkieletowych
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LCA1 i LCA2 niezbędne są dla aktywności enzymatycznej miozyny, podczas 
gdy łańcuch LCDTNB można usunąć bez utraty tej aktywności (29).

Spośród lekkich łańcuchów miozyny mięczaków poznano dotąd tylko 
rolę LCedta. Posiada on kluczowe znaczenie w regulacji cyklu skurczowo- 
rozkurczowego mięśni tych zwierząt; jego usunięcie pozbawia miozynę 
w połączeniu z aktyną wrażliwości na działanie jonów wapnia oraz zmniej­
sza zdolność wiązania tego kationu z 1,67 lamola/g do 0,78 n-mola/g miozyny
(27). Po rekombinacji „odczulonej” miozyny i LCEDTA w obecności dwuwar- 
tościowych kationów obydwie te właściwości zostają przywrócone. LCEDTA, 
mimo że ani sam nie posiada właściwości enzymatycznych ani nie wiąże 
jonów wapnia, działa jako podjednostka miozyny regulująca skurcz, ha­
mując interakcję miozyny z aktyną tylko w nieobecności jonów wapnia, 
podobnie jak to czyni kompleks białek troponina— tropomiozyną regulu­
jący skurcz mięśni szkieletowych kręgowców. Sposób, w jaki jony wapń
i LCedta regulują interakcję aktyny z miozyną mięczaków nie został jesz­
cze zbadany. Istnieją hipotezy, że LCEDTA w nieobecności jonów wapnia 
łączy się z obydwoma globularnymi subfragmentami miozyny (S0, wpły­
wając na nie w taki sposób, że nie mogą one reagować z aktyną (27). Taka 
sytuacja odpowiada stanowi rozkurczu mięśni (Ryc. 4a). Pod wpływem 
jonów wapnia następują zmiany konformacyjne w LCEDTA, powodujące 
odsłanianie tych miejsc miozyny, które reagują z aktyną a w konsek­
wencji powodują skurcz mięśni (Ryc. 4b).

Ten mechanizm regulacji nie wymaga obecności tropomiozyny, nie ob­
serwuje się też kooperatywności między monomerami aktyny. Jeden 
LCedta blokuje jedną cząsteczkę miozyny.

II. Sposoby klasyfikacji system ów  regulacji

Aktyna stymuluje aktywność enzymatyczną miozyny zależnie od typu 
mięśni od kilku do kilkuset razy (1). Miarą interakcji aktyny z miozyną in 
vitro jest więc poziom aktywności ATP-azy aktomiozynowej w obecności 
ATP.

I I - l .  K om petycyjna aktyw ac ja  aktom iozyny przez aktynę

Test ten służy do identyfikacji systemu regulacji związanego z miozyną
i polega na mierzeniu wpływu nadmiaru czystej aktyny na aktywność en­
zymatyczną miofibryli lub aktomiozyny wyizolowanej z badanych mięśni. 
W przypadku występowania systemu regulacji związanego z miozyną, 
w  nieobecności jonów wapnia, dodana aktyna nie może reagować z miozy­
ną obecną w badanym systemie (patrz rozdz. 1-2) i aktywność ATP-azy 
aktomiozynowej jest niska. Podwyższenie poziomu aktywności ATP-azy 
następuje dopiero po wprowadzeniu do środowiska jonów wapnia (Ryc. 5a)
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Obecność systemu regulacji związanego z aktyną ujawnia się w  takim ukła­
dzie podwyższeniem aktywności ATP-azy w nieobecności jonów wapnia na 
skutek interakcji dodanej aktyny z miozyną obecną w układzie; własna 
aktyna nie reaguje z miozyną, gdyż w nieobecności jonów wapnia jest ona 
zablokowana przez białka regulujące znajdujące się w cienkich filamentach. 
Wprowadzenie wapnia nie zmienia już w tej sytuacji aktywności enzyma­
tycznej aktomiozyny (Ryc. 5b). Obserwowany zanik wrażliwości ATP-azy

b

Ryc. 5. Identyfikacja system ów regulacji. W p ły w  aktyny królika na w łasności enzy­
m atyczne m iofibry li z mięśni posiadających system regu lac ji zw iązany z m iozyną  

(a ) oraz z m ięśni posiadających system regu lac ji zw iązany z aktyną (b).
Poziom  aktyw nośc i m io fib ry la rn e j A T P -a z y  określa  re je strow an a  na pH -stac ie  ilość u w a ln ia ­
n ych  p roton ów  po dodan iu  A T P  w  obecności Im M  M g C l2, 25mM N a C l oraz Im M  E G T A  lu b  
Im M  C aC l2 (28). W y b u ch o w e  u w a ln ian ie  p roton ów  po dodan iu  jo n ó w  w apn ia  jest skutkiem

w yp ie ran ia  ich z E G T A  przez w apń .

aktomiozynowej na działanie jonów wapnia jest bezspornym dowodem ist­
nienia regulacji, w której biorą udział troponina i tropomiozyna. W przy­
padku braku zmian aktywności ATP-azy aktomiozynowej badanych mięśni 
pod wpływem aktyny w nieobecności jonów wapnia wiadomo, że regulacja
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skurczu związana jest z miozyną, ale nie wyklucza to istnienia również dru­
giego systemu regulacji związanego z aktyną. Wówczas muszą być przepro­
wadzone dodatkowe badania (patrz rozdz. II-3, II-4).

II-2 . Kom petycyjna ak tyw acja  aktom iozyny przez miozynę

Test ten służy do wykrywania systemu regulacji związanego z aktyną. 
Polega on na pomiarach aktywności ATP-azy aktomiozyny lub miofibryli 
badanych mięśni w obecności i nieobecności jonów wapnia po dodaniu nad­
miaru miozyny z mięśni królika. Różnice w poziomie aktywności ATP-azy 
wskazują na tworzenie kompleksu pomiędzy dodaną miozyną i aktyną znaj­
dującą się w badanym systemie. Wrażliwość na wapń przyrostu aktywności 
ATP-azy wskazuje na obecność systemu regulacji związanego z aktyną, 
brak czułości na działanie jonów wapnia wskazuje na brak tego systemu re­
gulacji. Test ten może być zastosowany tylko w przypadku mięśni posiada­
jących niską aktywność ATP-azy aktomiozynowej; w przypadku wysokie­
go poziomu aktywności ATP-azy wyjściowej trudno jest ocenić jej wrażli­
wość na działanie jonów wapnia po dodaniu miozyny z mięśni królika.

Obydwa wyżej opisane testy opracowane przez L e h m a n a i wsp. 
(3,34) pozwalające na identyfikację systemów regulacji skurczu w poszcze­
gólnych typach mięśni różnych gatunków zwierząt są bardzo wygodne ze 
względu na prostotę ich wykonania i możliwość użycia do doświadczeń bar­
dzo małych próbek badanych mięśni. Inną zaletą jest to, że przeprowadza 
się je stosując systemy kurczliwe (miofibryle lub aktomiozyna), poddawane 
stosunkowo niewielu manipulacjom prowadzącym do ich izolacji, które mo­
gą powodować zmiany struktury białek lub zmiany w ich stechiometrii.

II-3 . Badanie miozyny

Obecność systemu regulacji związanego z miozyną można łatwo wyka­
zać przy użyciu czystej miozyny. W przypadku, kiedy możliwe jest w y­
dzielenie czystej miozyny sprawdza się czy po dodaniu do niej czystej ak­
tyny aktywność ATP-azy otrzymanej w ten sposób syntetycznej aktomio­
zyny wrażliwa jest na działanie jonów wapnia, tj. czy obserwuje się ha­
mowanie aktywności ATP-azy w nieobecności tych jonów. Uzupełniającym 
testem jest sprawdzenie, czy preparaty czystej miozyny są zdolne do wią­
zania jonów wapnia.

II-4 . Badanie cienkich filam entów

Izolacja cienkich filamentów umożliwia sprawdzenie, czy w ich obrazie 
elektroforetycznym znajdują się białka o niskich masach cząsteczkowych 
odpowiadających składnikom troponiny. Zwykle obecność niskocząstecz-
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kowych białek obok aktyny i tropomiozyny w preparatach cienkich fila- 
mentów jest w korelacji z testami funkcjonalnymi charakterystycznymi dla 
troponiny, tj. zdolnością wiązania jonów wapnia oraz hamowaniem w nie­
obecności tych jonów ATP-azy aktomiozyny rekonstytuowanej z cienkich 
filamentów i miozyny królika. Brak troponinowych komponent na elektro- 
foregramach cienkich filamentów świadczy na ogół o regulacji związanej 
wyłącznie z miozyną (34). Interesująca jest obecność tropomiozyny w cien­
kich filamentach, np. mięśni mięczaków, w których jak wiadomo, nie pełni 
ona funkcji w regulacji.

W  obecności dwu systemów regulacji zwykle wypadkowa wrażliwość na 
działanie jonów wapnia aktywności ATP-azy aktomiozynowej jest wyższa 
niż indywidualnych składowych mierzona w obecności aktyny lub miozy­
ny królika (35). Także wiązanie jonów wapnia w obecności obydwu syste­
mów regulacji przebiega w sposób synergiczny, tzn. ilość wiązanego wap­
nia jest wyższa niż ta, którą wiążą miofibryle w przypadku występowania 
pojedyńczych systemów regulacji (36).

III. W ystępowanie system ów  regulacji w  św iecie zw ierzęcym

Opierając się na wynikach testów omówionych w rozdziale II przepro­
wadzono klasyfikację systemów regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego 
mięśni około 100 gatunków zwierząt (34). Jak pokazuje rycina 6 dystrybu­
cja systemów regulacji w świecie zwierzęcym jest względnie prosta; na 
ogół zwierzęta należące do tych samych typów lub gromad posiadają ten 
sam system regulacji. Pojedyńcze systemy regulacji występują stosunkowo 
rzadko. Pojedyńczy system regulacji związany z aktyną posiadają mięśnie 
szkieletowe kręgowców i wszystkich badanych strunowców (13 gatunków), 
włączając bezczaszkowce zajmujące wśród strunowców najniższy szczebel 
rozwoju filogenetycznego. Pośród bezkręgowców system kontroli przez ak­
tynę wykazano w szybkich mięśniach stawonogów z rzędu dziesięcionogów 
(14 gatunków) i lascnogów (2 gatunki). Pojedyńczy system regulacji zwią­
zany z miozyną stwierdzono w mięśniach mięczaków (23 gatunki, włącza­
jąc: obunerwce, ślimaki, małże i głowonogi), szkarłupni (2 gatunki), wstęż- 
nic (2 gatunki), szczetnic (1 gatunek) oraz ramienionogów (1 gatunek). Pod­
wójna kontrola regulacji występuje u wszystkich badanych owadów (12 ga­
tunków), u przedstawicieli starorakćw (skrzypłocz —  Limulus polyphenus
i Eurypelma), wąsonogów (4 gatunki), równonogów (6 gatunków), obuno- 
gów (7 gatunków) i rawek (1 gatunek). Podwójny system regulacji posiada­
ją także mięśnie wszystkich badanych pierścienic z wyjątkiem szczetnic 
(4 gatunki) oraz mięśnie reprezentującej nicienie glisty ludzkiej (Ascaris 
lumbricoid.es) (1 gatunek). Wolne mięśnie szczypiec i wolne mięśnie brzusz­
ne homara posiadają także obydwa systemy regulacji, jakkolwiek szybkie 
mięśnie ogona homara mają już tylko jeden system, związany z aktyną. 
W mięśniach sikwiaków także występują różne systemy regulacji w ra-
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Ryc. 6. W ystępow an ie  system ów regulacji w  św iecie zw ierzęcym  (34).

T y p y  bądź g ro m ad y  zw ierząt, w  m ięśniach  k tórych  w y k ry to  system  reg u la c ji  zw iązan y  z m io ­
zyną zaznaczono na d rzew ie  ew o lu cy jn y m  lin iam i poziom ym i, system  reg u la c ji  zw iązan y  
z ak tyną , lin iam i p ion ow ym i, zaś o b y d w a  system y reg u la c ji  rep rezen tu ją  lin ie  p ion ow e  i p o ­
ziom e. S k ró ty  na rycin ie  oznacza ją , Spor. —  zarodn ikow ce, F lage lla ta  —  w ic iow ce , C iliata —  
orzęsk i, —  Rhiz. —  K orzen ionóżk i, S pongia  —  gąbk i, Scyphoz. —  k rążk o p ław y , H ydroz. —  stu l-  
b io p ław y , Cten. —  żeb rap ław y , An thoza —  kora low ce, Coelent. —  jam och łony . Coelom ata —  
Coelom ata, B last. —  B lastoidea , C rino ida  —  liliow ce, Holoth. —  strzyk w y , Echinoid. —  jeżow ce, 
Aster. —  rozgw iazdy , O ph iur. —  w ężo w id ła , Cyst. —  Cysto idea, E sch ionderm . —  szkarłupn ie,
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mach tej samej gromady. Mięśnie Dendrostromum pyroides wykazują 
tylko jeden, aktynowy system regulacji, ich miozyna nie wykazuje funkcji 
regulujących, chociaż wiąże wapń. Dwa inne gatunki tej gromady posia­
dają obydwa systemy regulacji (cyt. wg 34). Ostatnie badania wskazują, 
że mięśnie gładkie żołądków kurcząt stanowią również wyjątek pośród 
mięśni gładkich —  kontrola ich skurczu jest związana z miozyną (37).

IV. Ewolucyjne i funkcjonalne aspekty system ów  regulacji

W 1972 roku L e h m a n  i wsp. (3) po przeprowadzeniu klasyfikacji 
systemów regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni około 50 gatun­
ków zwierząt postawili hipotezę, że system regulacji związany z miozyną, 
jako znacznie prostszy i występujący tylko u mięczaków i bezkręgowców, 
jest ewolucyjnie wcześniejszy niż system regulacji związany z aktyną. Roz­
szerzenie jednak klasyfikacji do około 100 gatunków i znalezienie systemu 
regulacji związanego z aktyną m.in. u przedstawicieli nicieni (cyt. wg 34)
i śluzowców (38— 39) nie pozwala na podtrzymanie tej hipotezy.

In vivo regulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni może ulegać 
zmianom kilkoma sposobami:
a) przez obniżenie syntezy białek regulujących
b) przez wytworzenie nieaktywnych białek regulujących
c) przez zmianę miejsca aktywnego aktyny, lub miozyny, do którego wiążą

się białka regulujące.

d. c. podpisu  do R yc . 6

G rap t. —  grap to lity , P te robr. —  piórsk rze lne , Enteropn. —  je litodyszne, T un icata  —  osłonice, 
A cr. —  bezczaszkow e, A gn ath a  —  bezżuchow ow ce, E lsm obr. —  spodoustne, Actinopt. —  fa łd o -  
p łetw e , D ipno i —  dw udyszne, Crossopt. —  trzonopletw e, U rod e la  —  p łazy  ogoniaste, A n u ra  —  
p łazy  bezogoniaste, Stegoceph. —  p łazy  tarczogłow e, R eptiles —  gady , Chelon. —  żółw ie , P terod . —  
pterozau ry , P leis . —  p lezjozau ry , Croc. —  k rokody le , L ep idosaura  —  lep idozau ry , Rh. —  ry łog łow e , 
Dinos. —  d inozaury, Theriod . —  ssakozębne, M onot. —  stekow ce, M u ltit. —  w ie loguzk ow ce, M a r -  
sup. —  torbacze, Insectiv. —  ow adożerne, Rodent. —  gryzon ie , Cheir. —  nietoperze, Carn iv . —  d ra ­
pieżne, P rim ates —  naczelne, H om o —  człow iek , A rtiod acty l. —  parzystokopytne, P erissodactyl. —  
nieparzystokopytne, Candy l. —  prakopytne, Creod. —  pradrap ieżne, P roboscid . —  słonie, Cetacea —  
w a len ie , N em er. —  wstężnice, T u rbe l. —  w y p ła w k i, Cest. —  tasiem ce, T rem . —  p rzy w ry , A c a n -  
thoceph. —  ko lcog łow y, G ord . —  w łośn iak i, Nem atoda  —  nicienie, Rotif. —  w rotk i, B rach . —  
ram ien ion og i, Ectoproct. —  m szyw io ły , S ipunc. —  sikw iak i, Solen. —  bezp ły tkow ce, Lam e llib . —  
m ałże, Cephalopod. —  g łow o no gi, G asteropod. —  brzuchonogi, A m phin . — obun erw ce , P riap . —  
g ru b o ry jk o w e , Echiur. —  d łu g o ry jk o w e , Po lych aeta  —  w ieloszczety, H irud . —  p ija w k i, O ligoch . —  
skąposzczety, Onych. —  pazurn ice, T ard . —  n iesporaczki, A rth ro p o d a  —  staw onogi, C rustacea —  
skorup iak i, Cop. —  w id łonogi, Lep t. —  Leptostraca , Isopod. —  rów nonog i, A m phipod. —  obunogi, 
D ecapoda  —  dziesięcionogi, M ysid . —  lasonogi, H oploc. —  raw k i, C irrip . —  w ąsonogi, P hy llo p . —  
liśc ionogi, Chelic. — szczękoczu łkow ce, M ero. —  staro rak i, Sca. —  skorp iony, Pal. — g łaszczko - 
chody, A rane id . —  pa jąk i, Pha l. —  kosarze, Sal. —  solpugi, Ps. Sc. —  zaleszczotki, D iplo. —  d w u -  
parce, P a . —  skąponogi, Sy. —  d robnonogi, Chil. —  pareczn ik i, Insecta —  ow ady , Collem . —  sk o - 
czogonki, Prot. — p ierw ogonk i, D ip lu ra  — w id ło go nk i, B latt. —  karaczan y , Thysan . —  p rzy le -  
żeńce, Odon. —  w ażk i, Eph. —  jętk i, Mant. —  m od liszk i, Fortic. —  skorki, Coleop. —  chrząszcze, 
T erm . —  term ity, Locust —  szarańczak i, H om op. —  p lu sk w iak i rów n osk rzyd łe , H eter. —  p lu s ­
k w ia k i różnoskrzydłe, H ym enopt. —  b ło nk ów k i, D ipt. —  m uchów k i, Lep idopt. —  m otyle, P an orp . —  
w o js iłk i, S ial. —  zabarw ice , H em er. —  życiorkow ate , Ped ic . —  w szy , Psoc. —  gryzk i, P e r l. —

w ideln ice , P h o  — po dk rzew in y
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Istnieje ponadto możliwość mutacji powodująca szczególną wrażliwość 
systemu regulacji na wszelkie manipulacje biochemiczne i wówczas zacho­
wanie białek in vitro może nie być odbiciem zachowania tych białek in vivo.

Brak kontroli poprzez aktynę w mięśniach mięczaków czy ramieniono- 
gów może sugerować obniżenie syntezy troponiny. Poddanie elektroforezie 
bardzo dużej ilości preparatu cienkich filamentów małża przegrzebka 
(Aequipecten irridians) uwidacznia obecność niewielkiej ilości białek, które 
mogą odpowiadać składnikom troponiny. I tak np. stosunek molowy białka
0 masie cząsteczkowej 25 000 (prawdopodobnie TN— I) do tropomiozyny 
wynosi 0,2:1, podczas gdy w mięśniach posiadających system kontroli zwią­
zany z aktyną ten stosunek wynosi 1:1 (cyt. wg 34). Możliwe również, że 
w mięśniach mięczaków wytwarzany jest nieaktywny mutant troponiny, 
który stracił już zdolność interakcji z aktyną i tropomiozyną. Z frakcji roz­
puszczalnej mięśni przegrzebka wyizolowano niedawno białko o masie czą­
steczkowej 22 000, które pod względem zdolności wiązania wapnia przypo­
mina składnik TN— C troponiny, ale podobnie jak parwalbuminy —  białka 
wiążące wapń i występujące głównie u niższych kręgowców (40) nie posiada 
funkcji w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni (cyt. wg 34). 
Pomimo braku funkcjonalnych homologii między TN— C, parwalbumina- 
mi oraz lekkimi łańcuchami miozyny LCA1 i LCA2 (28), białka te wykazują 
duże podobieństwa w sekwencji aminokwasów oraz strukturze trzeciorzęd­
owej, co sugeruje, że mogą one pochodzić od wspólnego prekursora 
(41— 43). Sądzi się, że TN— C i lekkie łańcuchy LC A1 i LCA2 powstały 
z mniejszej cząsteczki na drodze duplikacji genów (41).

Brak kontroli poprzez miozynę w mięśniach kręgowców czy niektórych 
przedstawicieli stawonogów nie jest wynikiem braku „regulacyjnych” łań­
cuchów lekkich. Badania K e n d r i c k - J o n e s a  wskazują, że LCnTNB 
mięśni szkieletowych królika może zastępować w pełni LCEDTA mięśni mię­
czaków (44). Zaskakujące jest jednak, że miozyna kręgowców, jak też hyb­
rydy miozyny kręgowców pozbawionej LCDTNB z LCEDTA mięczaków nie są 
wrażliwe na działanie jonów wapnia po połączeniu z czystą aktyną (30,44). 
Wydaje się więc, że brak systemu regulacji związanego z miozyną w mięś­
niach kręgowców może być efektem albo zmian w ciężkim łańcuchu miozy­
ny, które uniemożliwiają jego prawidłową interakcję z lekkimi łańcuchami, 
albo inaktywacją tego systemu regulującego podczas preparatyki aktomio- 
zyny czy miofibryli. Tak np. wytrącanie miozyny z mięśni niektórych owa­
dów —  jak np. Lethocerus cordofanus (pluskwiak wodny) lub szarańczy
1 ponowne jej rozpuszczenie powoduje zanik jej odpowiedzi na działanie 
jonów wapnia po połączeniu z aktyną (35).

Obserwacje wpływu jonów wapnia na fluorescencję LCDTNB (45), na 
lepkość i sedymentację syntetycznych i naturalnych miozynowych fila­
mentów (45) oraz na ułożenie przestrzenne główek miozyny rozciągniętych 
mięśni (gdzie nie dochodzi do interakcji grubych i cienkich filamentów) (47) 
nie dają wprawdzie dowodów na istnienie kontroli poprzez miozynę w
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mięśniach szkieletowych kręgowców, ale wskazują na zmiany zachodzące 
w miozynie tych mięśni pod wpływem wapnia. Ostatnie badania wskazują, 
że modyfikacja lub usuwanie LCDTNB z miozyny zmienia wrażliwość na 
działanie jonów wapnia jej kompleksu z cienkimi filamentami (48,49).

Zmiany w ułożeniu przestrzennym główek miozyny pod wpływem wap­
nia zanim zaczną się łączyć z aktyną, obserwowane in vivo w mięśniach 
owadów przy użyciu techniki dyfrakcji promieni X, mogą być łatwo wytłu­
maczone istnieniem systemu regulacji związanego z miozyną (50). Trudno 
natomiast wytłumaczyć zależne od wapnia zmiany w położeniu tropomio- 
zyny w mięśniu zwieracza małża omułka (Mytilus edulis), o którym wia­
domo, że nie zawiera troponiny a regulacja związana jest tam wyłącznie 
z miozyną (51). Nie wyjaśniono także dotąd dlaczego w przypadku mięśni 
niektórych zwierząt obecność tropomiozyny jest konieczna dla pełnej in­
terakcji aktyny z miozyną (52,53).

Nie stwierdzono korelacji pomiędzy aktywnością miofibrylarnej 
ATP-azy, strukturą mięśni i rodzajem regulacji. Obydwa systemy regula­
cji występują zarówno w mięśniach poprzecznie prążkowanych jak i gład­
kich, posiadających różny poziom aktywności enzymatycznej (34). Np. 
mięśnie poprzecznie prążkowane i gładkie małży posiadają ten sam zwią­
zany z miozyną system regulacji.

Przewaga podwójnego systemu regulacji skurczu mięśni nad systemem 
pojedyńczym polega na większej precyzji i dokładności jego działania. Do­
tychczasowe badania sugerują, że genom wszystkich zwierząt posiada in­
formację dla obydwu systemów regulacji. Informacja ta może być w pełni 
zrealizowana i wówczas wszystkie składniki białkowe potrzebne dla dzia­
łania obydwu systemów regulacji są wytwarzane w wystarczających iloś­
ciach, jak to ma miejsce w mięśniach większości zwierząt z wyjątkiem 
mięczaków, ramienionogów, szkarłupni i wstężnic, które nie mają troponi­
ny. Może też następować utrata jednego systemu regulacji w wyniku zmian 
w cząsteczce miozyny bez utraty składników regulujących.

A rty k u ł p rzy ję to  17.4.1976.

W  czasie składania artyku łu  ukazała się now a publikac ja  Kendrick-Jonesa, 
Szentkiraly i, Szent-G yorgyi, (1976), J. Mol. Biol., 104, 745— 775, w  której autorzy  

opisu ją metody izolacji oraz w łasności „regu lu jących” lekkich łańcuchów  m iozyny  
-z. różnych typów  mięśni. A utorzy  stw ierdzają ponadto, że cząsteczka m iozyny m ię­
czaków posiada 2 mole łańcuchów  „regu lu jących”, usunięcie jednego z nich ( L C e d t a )  

pozbaw ia  miozynę połączoną z aktyną w rażliw ości na wapń.
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Sekcja Mikroskopii Elektronowej Polskiego Towarzystwa 
Patologów i Instytut Reumatologiczny w Warszawie organizują 
w dniu 16 maja 1977 r. (poniedziałek)
Sympozjum na temat:

„ K O L A G E N  — JE G O  S T R U K T U R A  I F U N K C J A ”.

Sympozjum odbędzie się w Instytucie Reumatologicznym. 
Referaty i udział w Sympozjum oraz rezerwację hotelu należy 
zgłaszać do dnia 28 lutego 1977 r. na adres:

Komitet Organizacyjny Sympozjum:
Kolagen —  jego struktura i funkcja 
ul. Spartańska 1 
Instytut Reumatologiczny 
02-637 Warszawa 
(telefon: 44-42-41 wewn. 170, 173)

Referaty zostaną zamieszczone w kwartalniku ,,Reumato­
logia” .
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M AR IA  P IL A R S K A *

Biosynteza eterowych odpowiedników lecytyn 
i fosfatydyloetanoloamin

B iosynthesis of Ether Bonds Containing Analogues 
of Phosphatidylocholines and Phosphatidylethanolam ines

Oprócz fosfolipidów dwuacylowych w przyrodzie występują również 
ich eterowe odpowiedniki —  fosfolipidy O-alkilowe i O-alkenylowe. Stru­
kturę tych fosfolipidów ustalono ostatecznie pod koniec lat pięćdziesiątych 
(1). O-alkenylowe pochodne nazwano plazmalogenami, gdyż uwalniane 
z nich w określonych warunkach aldehydy są odpowiedzialne za histoche- 
miczną reakcję aldehydową obserwowaną w plazmie komórkowej (reakcja 
plazmalowa). Plazmalogeny cholinowe i etanoloaminowe (l-a lk - l ’-enylo-2- 
-acylo-sn-glicero-3-fosfocholiny i l-alk-r-enylo-2-acylo-sn-glicero-3-fos- 
foetanoloaminy) zawierają grupę alkenylową (najczęściej C14, C16, C18) 
w pozycji pierwszej reszty glicerolowej. W O-alkilowych fosfatydylocholi- 
nach i fosfatydyloetanoloaminach (l-alkilo-2-acylo-sn-glicero-3-fosfocholi- 
nach i l-alkilo-2-acylo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminach) w pierwszej po­
zycji reszty glicerolowej znajduje się grupa alkilowa.

Eterowe fosfolipidy zostały stosunkowo późno zbadane, ponieważ nie 
można ich było oddzielić od dwuacylowych pochodnych przy pomocy stan­
dartowych metod rozdziału chromatograficznego fosfolipidów. O-alkilowe 
fosfatydyloetanoloaminy wyizolowane dopiero w 1958 roku z żółtka jaja (2), 
a plazmalogeny cholinowe otrzymano po raz pierwszy w 1962 roku z serca 
wołu (3). W analizie eterowych fosfolipidów bardzo pomocna okazała się 
opracowana przez D a w s o n a  i wsp. (4) metoda stopniowej hydrolizy, 
która pozwala na rozdzielenie produktów powstałych po zhydrolizowaniu 
wszystkich trzech typów (alkiloacylowych, alkenyloacylowych i dwuacy­
lowych) fosfolipidów.

Stwierdzono, że fosfolipidy eterowe obecne są w  tkankach zwierząt 
prawie wszystkich gatunków; najczęściej występują one jedynie w ślado­
wych ilościach. Znaczniejsze ilości tych fosfolipidów wykryto w tkankach 
zwierząt wyższych i to głównie w mięśniu sercowym i szkieletowym, tkan­

* Dr. Zak ład  Biochem ii U k ładu  N e rw o w ego  i M ięśni, Instytut B io logii D o św iad ­
czalnej im. M. Nenckiego ul. Pasteura 3, 02-093 W a rszaw a

W yk az  stosowanych skrótów : C D P -ch o lin a  —  cytydyno-5 ’-dw ufosfocho lina ; C D P -  
-etanoloam ina —  cytydyno-5 ’-dw ufosfoetanoloam ina; E G T A  —  ety lenoglikolo-bis(2 - 
-am inoety lo )N ,N ’czterooctan.
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ce nerwowej (5), szpiku kostnym i erytrocytach (6, 7, 8). Stosunkowo dużą 
zawartością eterowych fosfolipidów charakteryzują się również tkanki no­
wotworowe (1) i tkanki zwierząt morskich, głównie krabów oraz tkanki 
ślimaków (1).

Interesujący jest fakt, że eterowe fosfolipidy występują w tych błonach, 
których główna rola fizjologiczna związana jest z transportem jonów i de­
polaryzacją błon, jak np. błony komórek nerwowych czy błony sarkoplaz- 
matycznego retikulum (5, 9).

O-alkilowe fosfatydylocholiny izolowane z tkanek zwierząt wyższych 
zawierają nienasycone kwasy tłuszczowe na węglu C— 2 glicerolu, jedynie 
w tkance ślimaków występują eterowe fosfolipidy cholinowe, których na 
C— 2 glicerolu znajduje się nasycony kwas tłuszczowy (1).

W tkankach ssaków większość O-alkilowych i O-alkenylowych fosfoli­
pidów znajduje się we frakcji fosfatydyloetanoloamin, jedynie w szpiku 
kostnym znajduje się dużo eterowych pochodnych fosfatydylocholin (7).

Dopiero niedawno poznano dokładniej mechanizm syntezy fosfolipidów 
O-alkilowych i to głównie w takich tkankach jak mózg i tkanki nowotwo­
rowe, gdyż w wątrobie, gdzie najintensywniej badano syntezę fosfolipidów 
w tkankach zwierząt wyższych, eterowe fosfolipidy występują jedynie 
w śladowych ilościach (10, 11). Do tej pory nie wyjaśniono dostatecznie 
wszystkich etapów syntezy fosfolipidów O-alkenylowych.

I. Synteza O-alkilowych fosfatydylocholin i fosfatydyloetanoloam in

Syntezę eterowych fosfolipidów w obecności długołańcuchowych alko­
holi obserwowano po raz pierwszy w  sercu psa z nadciśnieniem płucnym 
(12) oraz w mózgu szczura (cyt. według 13). W początkach 1969 r. S n y d e r 
i wsp. (14) stwierdzili, że homogenat komórek nowotworowych myszy lub 
wyizolowana z homogenatu frakcja mikrosomalna razem z postmikrosomal- 
nym supernatantem katalizują inkorporację długołańcuchowych alkoholi 
do eterowych pochodnych lipidów. Następne badania (15, 16, 17) wykazały, 
że alkilowa pochodna kwasu fosfatydowego l-alkilo-2-acylo-sn-glicero-3- 
-fosforan jest syntetyzowany z długołańcuchowego alkoholu (heksadekano- 
lu) i fosfodwuhydroksyacetonu w obecności mikrosomów izolowanych 
z tkanek nowotworowych (Ryc. 1). Synteza ta wymagała obecności ATP, 
CoA i jonów magnezu i zachodziła poprzez alkilofosfodwuhydroksyaceton.

Początkowo sądzono, że prekursorem O-alkilowych fosfolipidów jest 
aldehyd 3-fosfoglicerynowy (18). Późniejsze badania (15, 16) z użyciem spe­
cyficznych inhibitorów udowodniły, że wprowadzenie eterowego wiązania 
do lipidów zachodzi przy udziale formy ketonowej fosfotriozy —  a więc 
fosfodwuhydroksyacetonu.

Reakcja fosfodwuhydroksyacetonu z długołańcuchowym alkoholem, 
prowadząca do powstania alkilofosfodwuhydroksyacetonu jest pierwszym
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etapem syntezy fosfolipidów O-alkilowych (Ryc. 1, reakcja 1 i 2). Zachodzi 
ona dwustopniowo —  najpierw następuje estryfikacja fosfodwuhydroksy- 
acetonu kwasem tłuszczowym z powstaniem acylofosfodwuhydroksyaceto- 
nu (l-acylo-dwuhydroksy-3-fosforanu) (Ryc. 1, reakcja 1), a następnie.
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w obecności jonów magnezu, wymiana reszty acylowej na alkohol (Ryc. 1, 
reakcja 2) (19). Ten cykl reakcji zaobserwowano po raz pierwszy w obec­
ności mikrosomów mózgu szczura i mitochondrii wątroby świnki morskiej 
(20, 21). Wymiana taka zachodzi również w mikrosomach raka wysięko­
wego Ehrlicha (22).
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Tlen w wiązaniu eterowym fosfolipidów pochodzi z alkoholu długołań- 
cuchowego, co wykazały badania z użyciem substratów znakowanych tle­
nem 180  (23). W badaniach zarówno in vivo jak i in vitro, jako alkohol tłusz­
czowy stosowany jest zwykle heksadekanol.

Alkilofosfodwuhydroksyaceton, który zidentyfikowano (17, 24) jako 
związek pośredni w syntezie eterowych lipidów, ulega następnie redukcji 
do alkiloglicerofosforanu (l-alkilo-sn-glicero-3-fosforanu) przy udziale 
NADPH (Rye. 1, reakcja 3) (17).

Po wprowadzeniu grupy acylowej w drugą pozycję reszty glicerolowej 
powstaje alkiloacyloglicerofosforan (l-alkilo-2-acylo-s7i-glicero-3-fosforan 
(Rye. 1, reakcja 4), będący alkilową pochodną kwasu fosfatydowego. Dwie 
ostatnie reakcje obserwowano w mitochondriach wątroby świnki morskiej 
i mikrotomach mózgu szczura (20) oraz w tkankach nowotworowych (17).

Przy udziale odpowiedniej fosfatazy powstają alkilowe pochodne dwu- 
glicerydów (l-alkilo-2-acylo-sn-glicerole) (Rye. 1, reakcja 5) (17), które ana­
logicznie jak dwuacylowe dwuglicerydy reagują z CDP-choliną lub CDP- 
etanoloaminą z utworzeniem O-alkilowych fosfolipidów (l-alkilo-2-acylo- 
-sn-glicero-3-fosfocholin i l-alkilo-2-acylo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamin) 
(Rye. 1, reakcja 6 i 7) (25). Tę ostatnią reakcję obserwowano w tkankach 
nowotworowych (25) i w mikrosomach wątroby i mózgu szczura (13, 26).

Etanoloaminofosfotransferazę (CDP-etanoloamina: 1,2-dwugliceryd eta- 
noloaminofosfotransferazę (E.C. 2.7.8.1)) katalizującą syntezę eterowych 
fosfolipidów z CDP-etanoloaminy (CMP-32P-etanoloaminy) i naturalnych 
alkiloacylogliceroli oraz dwuacylowych gliceroli scharakteryzowano w mi­
krosomach mózgu szczura (13). W  zależności od typu dodanych dwuglice- 
rydów następowała synteza dwuacylowych lub eterowych fosfolipidów. 
Egzogenne alkiloacylowe dwuglicerydy hamowały inkorporację endo­
gennych dwuacylowych dwuglicerydów do frakcji fosfatydyloetanolo- 
amin, co wskazuje że fosfotransferaza nie jest specyficzna w stosunku do 
rodzaju dwuglicerydów. Istnieją także sugestie, że te same fosfotransfera- 
zy są odpowiedzialne za syntezę O-alkenylowych fosfolipidów etanoloami- 
nowych i cholinowych (27).

Sądzi się powszechnie, że w tkanach zwierząt wyższych jednym wspól­
nym etapem syntezy zarówno dwuacylowych fosfolipidów, jak i ich etero­
wych pochodnych jest acylacja fosfodwuhydroksyacetonu. Jednakże syn­
teza dwuacylowych fosfolipidów poprzez acylofosfodwuhydroksyaceton ma 
małe znaczenie (28). Wykazano (21), że jeżeli acylofosfodwuhydroksyaceton 
ulegnie redukcji do acyloglicerofosforanu, to nie może on już służyć jako 
prekursor eterów alkilowych. Dlatego też w literaturze mówi się o braku 
bezpośredniego połączenia metabolicznego między fosfolipidami dwuacylo- 
wymi i eterowymi.

Fosfolipidy eterowe mogą być prawdopodobnie syntetyzowane innymi 
drogami niż poprzez fosfodwuhydroksyaceton. Uzyskano dane (29) wska­
zujące na to, że inkorporacja 2-3H-glicerolu do alkilowych fosfolipidów
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w mikrosomach mięśni szkieletowych zachodzi bez odszczepienia trytu 
z drugiej pozycji reszty glicerolowej. Glicerol nie jest więc przemieniany 
w fosfodwuhydroksyaceton.

II. Synteza plazmalogenów

Pierwszych dowodów na to, że O-alkilowe fosfolipidy są prekursorami 
plazmalogenowych pochodnych dostarczyły badania nad inkorporacją in 
vivo l - 0 - l - 14C-heksadecylo-2-8H-glicerolu do fosfolipidów w tkankach śli­
maka ziemnego Arion ater (30) i psa morskiego (31). Oba izotopy obecne 
były zarówno w alkilowych jak i alkenylowych pochodnych, a stosunek 8H 
do 14C był taki sam w plazmalogenach jak i w podanym prekursorze. Świad­
czyło to o bezpośrednim przekształceniu związków O-alkilowych w O-alke- 
nylowe bez rozpadu wiązania eterowego (Ryc. 1, reakcja 8 i 9).

Wyniki analizy strukturalnej reszt acylowych, alkilowych i alkenylo­
wych w  fosfolipidach i lipidach obojętnych raka wysiękowego Ehrlicha 
wskazywały na bliskie metaboliczne pokrewieństwo między dwoma grupa­
mi fosfolipidów eterowych (32), co potwierdziły badania (33) nad inkorpo­
racją in vivo znakowanego heksadekanolu. Początkowo radioaktywność lo­
kowała się w O-alkilowych fosfolipidach etanoloaminowych i cholinowych. 
W  miarę upływu czasu jednak poziom radioaktywności w  tych fosfolipi­
dach malał, a wzrastała radioaktywność w plazmalogenach. Wyniki te w y­
raźnie wskazywały na bezpośrednie przejście grup alkilowych w alkeny- 
lowe.

Syntezę plazmalogenów etanoloaminowych z heksadekanolu i fosfodwu- 
hydroksyacetonu obserwowano w obecności mikrosomów i frakcji rozpusz­
czalnej komórek tkanek nowotworowych (22). Mieszanina inkubacyjna by­
ła identyczna z tą, w jakiej zachodziła synteza O-alkilowych fosfolipidów, 
z tym że zawierała dodatkowo NAD P lub NAD, konieczne do odwodoro- 
wania łańcucha alkilowego. Stosując różnie znakowane substraty wykaza­
no, że rozkład radioaktywności w alkilowych i alkenylowych fosfolipidach 
jest identyczny, co wskazuje na bezpośrednie utlenienie fosfolipidów alki­
lowych do plazmalogenów (22).

Istnieją kontrowersje co do tego na jakim etapie zachodzi odwodoro- 
wanie, czy na poziomie l-alkilo-2-acylo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminy (16, 
26, 34— 37), czy też l-alkilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminy (38, 39). Aby 
wyjaśnić różnice w  wynikach uzyskiwanych w różnych pracowniach wysu­
nięto sugestię, że egzogenne lizopochodne ulegają najpierw acylacji, a do­
piero potem odwodorowaniu (34— 36). Odwodorowanie zachodzi prawdopo­
dobnie przy udziale mikrosomalnego transportu elektronów zawierającego 
cytochrom b5 (36). Przemawiają za tym wyniki badań immunologicznych, 
w których obserwowano hamowanie odwodorowania O-alkilowych fosfo­
lipidów w obecności mikrosomów śledziony przez przeciwciała przeciwko 
cytochromowi b5 (40).
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Proces bezpośredniego odwodorowania O-alkilowych fosfolipidów do 
O-alkenylowych pochodnych zbadano również in vitro (25, 35, 36, 41, 42). 
Reakcja utlenienia O-alkilowych fosfatydyloetanoloamin, która katalizo­
wana jest przez mikrosomy mózgu szczura, wymaga obecności tlenu 
i NADPH lub NADH a hamowana jest przez cyjanki. Obecność ATP  nie 
ma wpływu na proces odwodorowania. Podobne właściwości ma również 
dehydrogenaza utleniająca O-alkilowe fosfatydyloetanoloaminy znajdują­
ca się we frakcji mikrosomalnej komórek tkanki nowotworowej (35). De­
hydrogenaza ta ma własności zbliżone do własności dehydrogenaz utlenia­
jących kwasy tłuszczowe (35, 36). Ponadto wykazano, że w obecności mi- 
krosomów mózgu szczura zachodzi reakcja odwodorowania O-alkilowych 
fosfatydyloetanoloamin do plazmalogenów, która wymaga obecności ATP  
oraz jest hamowana przez NADPH i NADP (41). Wyniki te wskazują na to, 
że w  tkance nerwowej występuje także specyficzna dehydrogenaza, cha­
rakterystyczna dla tej tkanki. Syntezę plazmalogenów z O-alkilowych fos­
folipidów obserwowano również w obecności komórek glejowych i neuro­
nów mózgu szczura (42). Dodatkowo otrzymano dane wskazujące na to, 
że istnieją prawdopodobnie dehydrogenazy działające na poziomie O-alkilo- 
wego dwuglicerydu (Radomińska-Pyrek, prywatna informacja).

Lokalizację enzymów związanych z syntezą plazmalogenów zbadano 
w komórkach tkanek nowotworowych (22, 43). Stwierdzono, że homoge- 
nat komórek jest równie aktywny jak frakcja mikrosomalna razem z post- 
mikrosomalnym supernatantem (43). Synteza plazmalogenów nie zachodzi 
w obecności samych mikrosomów (22), konieczny jest dodatek postmikro- 
somalnego supernatantu. Jednakże ostatnio (36) obserwowano syntezę plaz­
malogenów in vitro z l - 0 - l - 14C-heksadecylo-sn-glicero-3-fosfoetanoloami- 
ny w obecności jedynie frakcji mikrosomalnej mózgu szczura.

Odwodorowanie O-alkilowych fosfolipidów nie jest prawdopodobnie 
jedyną drogą syntezy plazmalogenów. Wskazują na to wyniki badań nad 
inkorporacją podwójnie znakowanego glicerolu (2-3H i 14C-glicerolu) do 
dwuacylowych i alkenyloacylowych fosfolipidów w Clostridium butyricum  
(44). Porównanie poziomu syntezy radioaktywnych fosfolipidów eterowych 
i dwuacylowych w mikrosomach mięśni szkieletowych po podaniu radio­
aktywnych prekursorów wskazywało na to, że brak jest metabolicznego po­
krewieństwa między fosfolipidami O-alkilowymi i O-alkenylowymi (29). 
Jednakże na podstawie analizy składu kwasów tłuszczowych i ich pochod­
nych znajdujących się w fosfolipidach mikrosomów mięśni wykluczono ist­
nienie wspólnego prekursora dla acylowych i eterowych fosfolipidów eta- 
noloaminowych (37). Uzyskane wyniki świadczą także o bezpośrednim po­
wiązaniu metabolicznym między O-alkilowymi i O-alkenylowymi fosfa- 
tydyloetanoloaminami.

Acylację O-alkenylowych fosfolipidów zaobserwowano po raz pierw­
szy (45, 46) w błonie erytrocytów i w błonach sarkoplazmatycznego retiku- 
lum mięśni szkieletowych królika. Już wtedy wysunięto sugestię, że reak­
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cja ta pełni ważną rolę w wymianie kwasów tłuszczowych w cząsteczkach 
plazmalogenów.

Potwierdziły to badania nad specyficznością acylotransferaz (46, 47, 48). 
Acylotransferazy acylujące O-alkenylowe pochodne lizofosfatydylocholiny 
w mikrosomach mięśni są specyficzne w stosunku do kwasu arachidonowe- 
go i linolowego (46, 47). Również i w tkance jąder kwas arachidonowy jest 
wbudowywany do drugiej pozycji reszty glicerolowej O-alkenylowych fos­
fatydyloetanoloamin i alkilowych lecytyn w cyklu reakcji acylacji i deacy- 
lacji (48). Aktywność acylotransferaz w stosunku do eterowych lizofosfoli- 
pidów obserwowano jedynie w erytrocytach, mięśniach szkieletowych 
i w tkance jąder, nie stwierdzono jej natomiast w  innych tkankach i na­
rządach zwierząt wyższych (46).

Mimo intensywnych badań prowadzonych nad syntezą fosfolipidów ete­
rowych nie wyjaśniono wielu problemów związanych z tym zagadnieniem. 
Szczególnie dużo pracy wymaga zbadanie szlaków reakcji prowadzących 
do powstania plazmalogenów.

A rty k u ł nadszedł 2.1.1976; po rew iz ji autorsk ie j otrzym ano 15.6.1976.
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K R Y S T YN A  K O N O PK A *

Wewnątrzkomórkowy transport żelaza 

Intracellular Transport of Iron

Około 90% żelaza znajdującego się w warunkach prawidłowych w oso­
czu pochodzi z rozpadu hemoglobiny, który odbywa się w układzie siatecz- 
kowo-śródbłonkowym, głównie wątroby i śledziony. Ilość żelaza pochodząca 
z wchłaniania jelitowego jest niewielka a wymiana żelaza między hemoglo­
biną i białkami magazynującymi żelazo —  ferrytyną i hemosyderyną bar­
dzo powolna.

Prawie całe żelazo zawarte w osoczu jest zużywane w procesie syntezy 
hemoproteidów. Synteza Hb wymaga dziennie 30— 40mg żelaza, co sta­
nowi ilość 6— 10 razy większą od całkowitej zawartości żelaza w osoczu. 
Podczas ciąży duże ilości żelaza pobiera z osocza łożysko.

Osoczowym przenośnikiem żelaza, który odgrywa rolę w  regulacji me­
tabolizmu żelaza, jest transferryna (T f) (1,2,3,4,5,6,7). Mechanizm uwalnia­
nia żelaza z transferryny do tkanek nie został do tej pory całkowicie w y­
jaśniony. Komórki, które mają zdolność wbudowywania żelaza (wątroba, 
jelito cienkie, tkanki erytropoetyczne) posiadają na powierzchni błony ko­
mórkowej swoiste receptory wiążące transferrynę (8,9,10,11,12). Ilość re­
ceptorów warunkuje intensywność włączania żelaza i zależy od potrzeb 
danej tkanki. Komórki erytroidalne w procesie dojrzewania tracą recepto­
ry i dojrzałe krwinki czerwone nie mają zdolności pobierania żelaza. Nie­
liczne prace postulują udział innych białek osocza w transporcie żelaza. We 
frakcji y-globulin ludzkiej surowicy opisano białka wiążące żelazo, odmien­
ne pod względem immunologicznym od transferryny (13). Sugerowano, że 
ferrytyną obecna w  osoczu szczurów odgrywa rolę w przenoszeniu żelaza 
z komórek układu siateczkowo-śrćdbłonkowego do parenchymalnych ko­
mórek wątroby (14).

Pomimo dużej ilości danych o funkcji transferryny i syntezie hemu, nie­
wiele wiadomo o mechanizmach transportu żelaza w obrębie komórki. 
Część badaczy postuluje udział specyficznych białkowych przenośników

* D r, Z ak ład  Biochem ii, Instytut Fizjo logii i Biochem ii A kadem ii M edycznej 
w  Łodzi, ul. L ind leya 6, 90— 131 Łódź.

W yk az  stosowanych skrótów : T f —  transferryna, T f— Fe— A  —  kom pleks trans- 
fe rrryna— Fe— anion; H b  —  hem oglobina
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cytoplazmatycznych (15,16,17,18). Przyłączenie żelaza do pierścienia porfi- 
rynowego zachodzi prawdopodobnie w mitochondriach, co pociąga za sobą 
transport żelaza do wnętrza mitochondrionu. Większość nowopowstają­
cego hemu przechodzi do cytoplazmy, gdzie łączy się z odpowiednim apo- 
proteidem np. z globiną. Podczas syntezy hemoproteidów mitochondrial- 
nych przyłączenie hemu do białka odbywa się przypuszczalnie w mito­
chondriach (19,20,21). Biosynteza hemoproteidów wymaga skoordynowa­
nej kontroli transportu żelaza, produkcji hemu i białka oraz łączenia się 
hemu z apoproteidem. Regulacja tych procesów wiąże się z wzajemną 
korelacją genomu jądrowego i mitochondrialnego.

Badania włączania żelaza do komórek prowadzono najczęściej przy uży­
ciu komórek erytroidalnych i retikulocytów. Badano również komórki 
wątroby (22,23,24,25,26,27,28), jelita cienkiego (18) i erytrocyty ptasie (29). 
Wydaje się, że mechanizm wbudowywania żelaza przez te komórki jest 
bardzo zbliżony, a najważniejszym układem, który przekazuje żelazo ko­
mórkom w sposób umożliwiający jego wykorzystanie jest kompleks trans- 
ferryny z żelazem. Proces ten przebiega bez rozpadu cząsteczki białkowej. 
Nie można jednak wykluczyć innych mechanizmów pobierania i transpor­
tu żelaza. Badania heteroploidalnych komórek L  132 wyhodowanych z na­
błonka płuc zarodka ludzkiego wykazały, że inkorporacja 59Fe przebiega­
ła w nich z równoczesnym rozpadem transferryny (30).

Niniejszy przegląd stanowi próbę omówienia wyników badań nad wew­
nątrzkomórkowym transportem żelaza w organizmach wyższych.

I. Transport żelaza przez błonę komórkową

Badania nad mechanizmem pobierania żelaza przez retikulocyty ssaków 
doprowadziły do powstania dwóch zasadniczych hipotez:
1. Kompleks T f— Fe przyłącza się do błony komórkowej a następnie prze­
chodzi na drodze endocytozy do wnętrza komórki. Przy takim założeniu 
transferryna pełni rolę wewnętrzkomórkowego nośnika i przekazuje że­
lazo do miejsc syntezy hemu bezpośrednio (1,31) albo za pośrednictwem 
innych nośników (7).
2. Dysocjacja kompleksu T f— Fe zachodzi w błonie komórkowej i żelazo 
przechodzi do wnętrza komórki. Hipoteza ta zakłada istnienie cytoplazma­
tycznych akceptorów pośredniczących w transporcie żelaza (32,33,34,35,36).

I - l .  Łączenie się kom pleksu T f-F e  z błoną kom órkową

Cząsteczka transferryny o masie około 80 000 wiąże dwa atomy Fe+S. 
Przy prawidłowej ilości żelaza w osoczu (60— 150 //g/100 ml) cząsteczki 
transferryny są wysycone żelazem w około 30— 35%. Rozmieszczenie żelaza 
w krążącym białku ma odgrywać istotną rolę w regulacji metabolizmu tego 
pierwiastka (37).
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W ostatnich latach wykazano, że przy fizjologicznym pH powstawanie 
stabilnego kompleksu transferryny z żelazem uwarunkowane jest obec­
nością anionów w środowisku inkubacyjnym. Wiązanie każdego atomu że­
laza przebiega z jednoczesnym przyłączeniem anionu, tak że stosunek żela­
zo/anion wynosi 1 (mol/mol). Przyłączenie anionu do transferryny odbywa 
się tylko w obecności żelaza, a uwolnienie żelaza z kompleksu przebiega 
z odłączeniem cząsteczki anionu. Brak anionów w środowisku inkubacyj­
nym powoduje nieswoiste łączenie się transferryny z żelazem (38). Przez

Ryc. 2. M odel kom pleksu T f— F e— A  (49).

P o w ie rzch n ia  zak reskow an a  oznacza obszar cząsteczki t ra n s fe rry n y  w iążące j żelazo. P ro k s y -  
m alna  g ru p a  fu n k cy jn a  (L )  an ionu  organ icznego  tw orzy  w iązan ie  k oo rdy n acy jn e  z F e + 3. G ru p a  
k a rb o k sy lo w a  o d dz ia ły w u je  z b ia łk iem  poprzez w iązan ie  elektrostatyczne. N a  ryc in ie  zaznaczono  
d o datk ow o  m ożliw ość tw orzen ia  w iązan ia  w o d o ro w ego  (X ). P od staw n ik  R, k tó ry  posiada  zby t  
duże w y m ia ry , aby  u lokow ać  się w  m iejscu  w iążącym  w y sta je  ponad pow ierzch n ię  cząsteczki 
b ia łka . W  n ieobecności an ionu  następu je  od dz ia ły w an ie  pom iędzy  F e + 3 i dodatn im i ład un k am i  
cząsteczki b ia łka , co un iem oż liw ia  w y tw a rza n ie  stab ilnych  k o m p lek sów  tra n s fe rry n y  z żelazem .

długi okres czasu przypuszczano, że in vivo w wiązaniu transferryny z że­
lazem bierze udział H C03~ (5,39,40— 45). In  vitro  proces ten zachodził 
także w obecności np. szczawianu, malonianu, EDTA i nitrylotrójoctanu 
(46,47). Ostatnio B a t e s  i S c h l a b a c h  (48) wysunęli sugestię, że 
w  tworzeniu kompleksu bierze udział C 03~2 i na podstawie przeprowadzo­
nych badań potencjometrycznych zaproponowali model stabilnego komp­
leksu T f— Fe— C 03-2 (ryc. 1).
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Autorzy ci wykazali (49), że trwałe kompleksy z żelazem i transferryną 
mogą tworzyć związki, które posiadają grupę karboksylową oraz w jej są­
siedztwie, w odległości nie większej niż 6,3— 7A tzw. proksymalną grupę 
funkcyjną, tworzącą wiązanie koordynacyjne z Fe+3 (Ryc. 2).
Konfiguracja cząsteczki takiego związku musi być podobna do jonu C 03-2, 
a jej wymiary muszą umożliwić ulokowanie jej w miejscu wiążącym o głę­
bokości 3A, szerokości 6A i długości 4— 6A. Najbardziej stabilne były kom­
pleksy: T f— Fe— C 03~2 i T f— Fe— kwas dwukarboksylowy. Jon węglanowy 
nazwano „kluczem” , który umożliwia ulokowanie żelaza w cząsteczce 
transferryny. Przyjmuje się, że w kompleksie T f— Fe— C 03-2 żelazo jest 
„zabezpieczone” przed wpływem czynników chelatujących obecnych 
w osoczu i dopiero połączenie kompleksu z receptorami powierzchniowymi 
osłabia interakcję Fe i C 03“ 2 i pozwala na uwolnienie żelaza.

Ryc. 3. W łączan ie 59Fe i uw aln ian ie H 14C 0 3~  z kom pleksu T f— Fe— H C 0 3~  (44).
25% zaw iesinę  retiku locy tów  k ró lik a  in k u bow an o  w  37° w  środo w isk u  z aw ie ra jący m  0,51 mg/ml 
T f— (“ F e )— H C O j-  a lbo  T f— Fe— (H » C O r ) .  A : A — A , stabilność T f— (H “ C O r )  w  0°C, B : © — © ,  

w łączan ie  «F e , C: x — x, u w a ln ian ie  H « C 0 3- .

Niewiele wiadomo o wiązaniu kompleksu T f-Fe-A  z receptorami błony 
komórkowej. Proces ten ulega zahamowaniu pod wpływem związków blo­
kujących grupy — SH (50, 51). We frakcji błon uzyskanej z retikulocytów 
inkubowanych z (o9Fe, 32oJ) transferryną wykazano obecność 3 składników 
zawierających żelazo. W  jednym z nich o masie cząsteczkowej około
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230 000, stwierdzono prawie całą aktywność 125J i zidentyfikowano go jako 
kompleks T f— Fe— receptor. Masa cząsteczkowa receptora wynosi około 
150 000, a stosunek T f— Fe/receptor 1 (mol/mol) (36, 52).

Cząsteczki apotransferryny, tzn. transferryny nie zawierającej żelaza, 
nie wiążą się z receptorami. Sugerowano, że przyłączenie żelaza powodu­
je zmiany konformacyjne, które umożliwiają połączenie białka z powierz­
chnią błony. Przy użyciu rozdziału na DEAE celulozie wykazano, że przy­
łączenie Cu+2, Mn+2 i Zn+2 do apotransferryny nie wpływa na konformację 
cząsteczki białkowej, ponieważ wytworzone kompleksy wymywały się z ko­
lumny w ten sam sposób co apotransferryna (53).

Ryc. 4. W łączan ie 59Fe przez retikulocyty królika: © — ©  z kom pleksu T f— (59Fe )—  

— H C 0 3, x — x z kom pleksu T f— (59Fe )— (C O O - )2 (42).

Jeżeli uwalnianie żelaza z kompleksu T f— Fe— A  zachodzi w obrębie 
błony komórkowej, to w procesie tym możemy wyróżnić następujące etapy 
wiązanie kompleksu z receptorami, uwalnianie żelaza i jego transport do 
wnętrza komórki oraz odłączenie apotransferryny lub Tf(Fe)!. Jeżeli nato­
miast T f— Fe— A, w myśl poglądów niektórych badaczy przechodzi do cy- 
toplazmy, uwalnianie żelaza z kompleksu zachodzi prawdopodobnie w po­
bliżu mitochondrionu.
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1-2. U w aln ian ie  żelaza z kom pleksu T f— Fe— A

Obecny w kompleksie T f— Fe— A  anion nie bierze przypuszczalnie 
udziału w wiązaniu transferryny z receptorami powierzchniowymi, nato­
miast odgrywa rolę w uwalnianiu żelaza. Postulowano, że odłączenie anio­
nu pociąga za sobą uwolnienie żelaza (5, 42, 43, 44) (Ryc. 3).

Jak wynika z ryciny 4, odłączenie jonów H C03~ następuje znacznie 
szybciej niż (COO“ )2. Zamiana H C03~ na (COO~)2 powoduje obniżenie włą­
czania żelaza o 35°/o, natomiast nie wpływa na wiązanie się kompleksu 
z błoną (42) (Ryc. 5). Obserwowana specyficzność substratowa przemawia 
za enzymatycznym charakterem omawianej reakcji i sugeruje istnienie 
w błonie komórkowej retikulocytów enzymu odszczepiającego anion z kom­
pleksu T f— Fe— A  (5, 51). A ^ -y n  i błękit metylenowy hamują w  sposób 
odwracalny pobieranie żelaza z kompleksu T f— Fe— C 03~2. Z ryciny 6 wy-

Czas inkubacji (minuty)

Ryc. 5. W iązan ie  kom pleksów : O — O  (125J )T f— Fe— H C 0 3~  i x — x  (125J )T f— Fe—  

— (C O O - )2 przez retikulocyty królika (42).
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nika, że redukcja NAD powoduje reaktywację układu, co pozwala wniosko­
wać o udziale NADH— H+ w uwalnianiu anionu i żelaza.

T f— Fe+S— C 03-2 +  NADH— H + -> apo Tf + Fe+2 +  H C 03“  +  NAD+

Zredukowane żelazo nie jest wiązane przez transferrynę i przyłącza się naj­
prawdopodobniej do wewnątrzkomórkowego akceptora (54).

Dyskusyjna jest rola łańcucha oddechowego we włączaniu żelaza do ko­
mórek. Wielu autorów (1, 2, 7, 51, 55) uważa, że proces ten zachodzi jedynie 
w obecności czynnego łańcucha transportu elektronów i ulega zahamowa­
niu pod wpływem NaCN, NaN3, rotenonu, oligomycyny i 2,4— dwunitrofe- 
nolu. Związki te w znacznie większym stopniu hamują pobieranie żelaza niż 
wiązanie kompleksu T f— Fe— A  z błoną komórkową (51) lub mitochondrial- 
ną (1, 55). Samo połączenie kompleksu z receptorami nie jest więc czynni­
kiem uwalniającym żelazo i anion.

Ryc. 6. W p ły w  różnych substratów  na pobieranie żelaza z T f— (59Fe )— H C 0 3-  przez
retikulocyty królika (54).

P re in k u b a c ja : 0,15M N a C l, Im M  N a sPO< (p H  7,4) lOm M N a N 0 2 0,05ml zaw ies in y  retiku locytów , 
30 m inu t w  37°C. B ia łe  k o lu m n y  oznacza ją  ca łk ow ite  po b ie ran ie  żelaza, zak reskow an e  —  w łącza ­
n ie  żelaza  w  hem . I: p ró ba  kon tro lna , II: N a N O s, I I I :  N a N 0 2 —  10 m M  m leczan : IV :  N a N 0 2 —  

10 m M  inozyna, V : N a N O , —  10 m M  glukoza, V I :  N a N O z — 10 m M  p irogron ian .
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II. N iehem owe związki pośredniczące w  transporcie żelaza 

I I - l .  T ransferryna

Wyniki wielu prac nasuwają przypuszczenie, że po przyłączeniu się do 
receptorów powierzchniowych błony komórkowej kompleks T f— Fe— C 0 3~2' 
przechodzi na drodze endocytozy do wnętrza komórki (1, 31, 56, 57). W  pro­
cesie tym biorą udział strukturalne składniki błon komórkowych: mikro- 
kanaliki i białka tubulino— podobne. Zmiana struktury mikrokanalikowej 
komórek erytroidalnych królika pod wpływem winblastyny powoduje za­
hamowanie pobierania transferryny i żelaza (58).

Stosując metodę autoradiografii, wykazano, że około 40% transferryny 
związanej z retikulocytami znajduje się wewnątrz krwinek (57). M a r t i -  
n e z - M e d e l l i n  i S c h u l m a n  (31) ilość związanej transferryny oce­
nili na 50— 60°/o. Autorzy ci uważają, że cytoplazma i stroma retikulocy- 
tów nie zawiera innych specyficznych niehemowych związków żelaza, peł­
niących funkcję transportującą.

Przebadano wpływ związków chelatujących na pobieranie żelaza przez 
retikulocyty (2). Stwierdzono, że 2,2’-dwupirydyna i 1,10-fenantrolina blo­
kują całkowicie ten proces, natomiast EDTA i cytrynian nie wywierały 
wpływu nawet w stężeniu 5mM. Wynika z tego, że współzawodniczyć 
z transferryną mogą chelatory o dużej zdolności wiązania żelaza, głównie 
dwuwartościowego.

II-2 . Fcrrytyna

Badania wielu autorów (33, 34, 35, 59, 60) wskazywały na obecność fer- 
rytyny w komórkach erytroidalnych. Cząsteczki ferrytyny mogą być syn­
tetyzowane na rybosomach cytoplazmatycznych w pobliżu błony komórko­
wej erytroblastów. Jest to tzw. ferrytyna stromy, której powstawanie po­
budzane jest nadmiernym nagromadzeniem się żelaza w komórce (60a) 
Ponadto ferryna może być pobierana na drodze pinocytozy z makrofagów 
układu siateczkowo-śródbłonkowego. Nie udało się potwierdzić wysuwa­
nych początkowo sugestii o roli ferrytyny w wewnątrzkomórkowym trans­
porcie żelaza (17, 34, 35).

II-3 . W ew nątrzkom órkow e swoiste akceptory żelaza

Akceptorom żelaza przypisuje się rolę przenośników żelaza w obrębie- 
komórki a w zależności od postulowanej roli transferryny mają one być 
różnie umiejscowione w schemacie transportu (Ryc. 7). Poza cytoplazma- 
tycznymi akceptorami żelaza (A i B, Ryc. 7) sugerowano także obecność 
w stromie retikulocytów makrocząsteczki pośredniczącej w transporcie że-
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laza pomiędzy transferryną a nośnikami cytoplazmatycznymi (C, Ryc. 7) 
(16, 61). Część badaczy uważa, że jedynym wewnątrzkomórkowym przenoś­
nikiem żelaza jest transferryna (D, Ryc. 7) (31, 57), według innych trans­
port kompleksu T f— Fe w cytosolu odbywa się za pośrednictwem specyficz­
nego nośnika o masie cząsteczkowej 20 000 (E, Ryc. 7) (62).

Poszukując wewnątrzkomórkowych akceptorów żelaza Borova i wsp. 
(17) inkubowali retikulocyty królika z 50Fe— Tf i inhibitorem syntezy hemu,

Błona komórkowa Mitochondrion

A Tf-Fe-A  

B Tf-Fe-A  

C Tf-Fe-A- 

D Tf-Fe-A- 

E Tf-Fe-A

Ryc. 7. Schem aty w ew nątrzkom órkow ego transportu żelaza.

X  i X ;, cytop lazm atyczne akceptory  żelaza, X x — stro m ow y  nośnik  żelaza, X T f —  cytop lazm a- 
tyczny akceptor kom pleksu  T f— Fe. Szczegó łow e  om ów ien ie  w  tekście.

zew

►Tf-Fe-A— -X-Fe -

t e

X -Fe

X2-Fe

Tf-Fè-A

V ' -Fe-A

wew 

Fe

Fe

Fe

Fe

Fe

Ryc. 8. Rozmieszczenie żelaza w  retikulocytach królika po 1 godz. inkubacji
z 59F e _ T f  (17 ).

1 I —  próba  kontrolna, S 3  — retiku locyty  ink u bow an e  z hydrazydem  k w asu  izon iko tyn o ­
w ego , — retiku locyty  re in ku bow an e  pó  usunięciu  hydrazy du  k w asu  izon iko tynow ego.
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hydrazydem kwasu izonikotynowego. Stwierdzili nagromadzanie się 59Fe 
w mitochondriach, we frakcji cytoplazmatycznej o niskim ciężarze cząstecz­
kowym i w ferrytynie. Nie zaobserwowano zwiększonego wiązania 131J— T f 
przez stromę (Ryc. 8). Frakcję o niskiej masie cząsteczkowej zawierającą 
59Fe oddzielono na kolumnie z Sephadex G-50 od białek wiążących 59Fe. 
Podczas reinkubacji krwinek po usunięciu hydrazydu kwasu izonikotyno­
wego, żelazo akumulowane w mitrochondriach i frakcji cytoplazmatycz­
nej było szybko zużywane w syntezie Hb. Nie zmieniała się natomiast ak­
tywność właściwa 59Fe— ferrytyny izolowanej metodą immunoprecypitacji. 
Potwierdza to sugestię o niewykorzystywaniu żelaza ferrytynowego w syn­
tezie Hb, przemawiając za obecnością w cytoplażmie akceptorów żelaza.

Ryc. 9. K rzyw a  w ym yw an ia  z kolum ny Sephadex G-100 nadsączu uzyskanego po 
inkubacji radioaktyw nych (59Fe) błon retikulocytów  z n ieradioaktywnym  hemolizatem

retikulocytów  (63).

A  —  fe rry tyn a , B  —  H b, C —  f ra k c ja  o n iskim  ciężarze cząsteczkow ym .

Wyniki uzyskane przez W o r k m a n a  i B a t e s a  (63) przemawiają 
również za istnieniem cytoplazmatycznych nośników żelaza. Radioaktywne 
preparaty błon retikulocytów inkubowano z nieradioaktywnym hemoliza­
tem i wirowano. Rycina 9 przedstawia wyniki rozdziału uzyskanego nad­
sączu na kolumnie Sephadex G-100. 59Fe stwierdzono w  Hb, ferrytynie 
i frakcji o niskim ciężarze cząsteczkowym. Bliższa identyfikacja tej frakcji 
wykazała, że jest to jednorodne pod względem elektroforetycznym białko 
wiążące żelazo, o masie cząsteczkowej około 50 000 daltonów.

Z przedstawionych danych wynika, że cytoplazma retikulocytów zawie­
ra prawdopodobnie specyficzne akceptory żelaza. Nie wiadomo natomiast 
czy i jaką rolę odgrywają w procesach transportu żelaza obecne w  komórce 
chelatory np. aminokwasy i nukleotydy.
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Zgromadzone dotychczas dane na temat mechanizmu pobierania żelaza 
przez retikulocyty nie pozwalają na ostateczne wyjaśnienie, która z obu 
przedstawionych hipotez jest słuszna. Nasuwa się przypuszczenie, że jeżeli 
nawet kompleks transferryny z żelazem przechodzi do wnętrza komórki, to 
prawdopodobnie przekazuje on żelazo do mitochondriów za pośrednictwem 
innych nośników cytoplazmatycznych. Nie wiadomo dotychczas czy mito- 
chondria mogą pobierać żelazo z kompleksu T f— Fe— A. Jeżeli tak, to en­
zym odszczepiający anion powinien być zlokalizowany nie w błonie komór­
kowej, jak opisywano, a w błonie mitochondrialnej. Kompleksy żelaza za­
stosowane w badaniach transportu tego pierwiastka do wnętrza mitochon- 
drionu są układami sztucznymi (sacharoza, nukleotydy). Stwierdzenie jakie 
kompleksy biorą udział in vivo w pobieraniu żelaza przez mitochondria mo­
że w dużym stopniu wyjaśnić całe zagadnienie.

III. Transport żelaza przez błony mitochondrialne

Obserwacje przy użyciu mikroskopu elektronowego wykazały, że w sta­
nach patologicznych przebiegających z zaburzeniami syntezy globiny ((5-ta- 
lassemia) i hemu (anemia syderoblastyczna, niedobór witaminy B6, zatru­
cie ołowiem) ma miejsce nadmierne odkładanie żelaza w mitochondriach 
erytroblastów (64). Podobne zjawisko zaobserwowano w przebiegu łagodnej 
anemii występującej podczas leczenia chloramfenikolem (65). Syntetaza 
kwasu G-aminolewulinowego kluczowy enzym syntezy tetrapiroli —  wy­
stępuje w matriks (66— 67) i przypuszcza się, że jest luźno związany z we­
wnętrzną błoną mitochondrialną (68, 69). Synteza tego enzymu przebiega 
na rybosomach cytoplazmatycznych. Cytosolowa postać o masie cząstecz­
kowej 178 000 jest prekursorem enzymu mitochondrialnego o masie czą­
steczkowej 77 000. Chloramfenikol —  inhibitor translacji mitochondrial­
nej —  hamuje indukowany wzrost aktywności syntetazy kwasu G-aminole- 
wulinowego w mitochondriach, nie wpływa zaś na poziom enzymu w cyto- 
solu (67). Sugerowano, że wbudowywanie białek mitochondrialnych lub ich 
niezbędnych podjednostek syntetyzowanych na rybosomach cytoplazma­
tycznych (i kodowanych przez genom jądrowy) do struktury całych mito­
chondriów wymaga syntezy na rybosomach mitochondrialnych niezbędnego 
białka typu „assembly protein” (70). Mitochondrialna biosynteza białek 
odgrywa prawdopodobnie rolę w transporcie i wbudowaniu syntetazy kwa­
su G-aminolewulinowego do wnętrza mitochondrionu. Zahamowanie tych 
procesów może doprowadzić do zablokowania syntezy hemu i nagromadza­
nia się żelaza w  mitochondriach (71).

Przedstawione wyniki pozostają w zgodzie z sugestią, że ostatni etap 
biosyntezy hemu, wbudowanie żelaza do protoporfiryny pod wpływem 
ferrochelatazy (E. C. 4.99.7.1), zachodzi w obrębie mitochondrionu (72, 73) 
w błonie wewnętrznej (74). Aby osiągnąć wewnętrzny przedział, żelazo mu-
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si przejść przez obie błony mitochondrialne, różniące się znacznie prze­
puszczalnością. Błona zewnętrzna jest rodzajem sita molekularnego. Tran­
sport cząsteczek zjonizowanych przez błonę wewnętrzną, która posiada 
określony potencjał elektrochemiczny, odbywa się za pośrednictwem noś­
ników. Porfiryna przyłącza jedynie Fe+2 niestabilne w warunkach tleno­
wych, tak że tkanki erytropoetyczne posiadają prawdopodobnie system en­
zymatyczny, umożliwiający utrzymanie żelaza w stanie zredukowanym 
Obecność takiego systemu związanego przypuszczalnie z NADH i burszty- 
nianem wykazano w retikulocytach szczura i w erytrocytach ptaków (29). 
Porfiryny mogą przyłączać żelazo także bez udziału enzymu, a wydajność 
i szybkość reakcji jest taka sama jak w obecności enzymu mitochondrial- 
nego (75).

Badania z użyciem izolowanych mitochondriów dostarczyły pewnej iloś­
ci danych na temat transportu żelaza do wnętrza mitochondrionu. Mito­
chondria wątroby szczura inkubowano z 59Fe/III/ADP i 59Fe/III/ATP (22). 
Po wirowaniu w gradiencie sacharozy około 65°/o radioaktywności odnajdy­
wano we frakcji mitochondrialnej. Ilość żelaza wynosiła 100nmoli59Fe/mg 
białka. Kontrolne mitochondria zawierały 16nmoli żelaza/mg białka. W doś­
wiadczeniach przeprowadzonych przy użyciu mitochondriów serca wołu 
(76) stwierdzono wiązanie znacznie większych ilości żelaza. Żelazo dodawa­
no do zawiesiny mitochondriów w postaci pochodnych 8-hydroksychinoliny 
lub cytrynianu, oznaczano zaś metodą spektroskopową. Ilość związanych 
jonów Fe+2 i Fe+3 wynosiła 1,5— 2,5umoli żelaza/mg białka. W obecności P t 
w medium inkubacyjnym ilość wiązanego żelaza zwiększała się do 4,0—  
6,Osmoli/mg białka. Wykazano brak współzawodnictwa pomiędzy jonami 
żelaza i miedzi i sugerowano, że metale te przyłączają się do różnych miejsc 
wiążących.

Najwięcej danych na temat transportu żelaza przez błony mitochon­
drialne dostarczyły badania przeprowadzone przez R o m s 1 o i wsp. (23, 
24, 25, 26) przy użyciu kompleksów Fe(III)— sacharoza. Kompleksy te są 
trwałe, rozpuszczają się w pH obojętnym i nie przechodzą przez błony mi­
tochondrialne. Mitochondria wątroby szczura inkubowano z kompleksem 
59Fe(III)— sacharoza, a następnie wirowano w gradiencie sacharozy. Już 
po 10 minutach inkubacji frakcja mitochondrialna zawierała 62— 70°/o cał­
kowitej radioaktywności 59Fe. Maksymalna ilość nagromadzonego żelaza 
wynosiła 180— 240 nmoli/mg białka. Kontrolne mitochondria zawierały 
4,3— 9,1 nmoli żelaza/mg białka. Inhibitory łańcucha oddechowego hamo­
wały częściowo pobieranie żelaza. Z wyników tych wywnioskowano, że we 
włączaniu żelaza biorą udział dwa procesy: niezależny od dopływu energii 
i taki, który wymaga wysokiego potencjału energetycznego błony wewnę­
trznej. Obydwa procesy różnią się optimum pH i wrażliwością na tempe­
raturę. Zarówno zależna jak i niezależna od dopływu energii akumulacja 
żelaza przebiega jedynie w obecności M g+2 i ulega zahamowaniu pod wpły­
wem Pj i czynników chelatujących np. EDTA. Opisano dwa rodzaje miejsc
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wiążących żelazo. Jedne, bardzo liczne, o stosunkowo niskim (K m ^  400^M) 
powinowactwie, wiążą około 60nmoli żelaza/mg białka, bez udziału związ­
ków wysokoenergetycznych. Żelazo to występuje głównie we frakcji 
błon zewnętrznych. Drugie miejsca wiążące, o dużym powinowactwie 
(K m 30vtM) przyłączają około lOnmoli żelaza/mg białka w obecności czyn­
nego łańcucha oddechowego. Ten „aktywny” transport hamowany jest 
przez związki blokujące grupy — SH oraz kompetycyjnie przez Ca+2. Pobie­
rane żelazo gromadzi się w matriks, przestrzeni międzybłonowej i błonie 
wewnętrznej.

Zależne i niezależne od dopływu energii pobieranie żelaza wykazano 
także w mitochondriach izolowanych z innych tkanek. Jak widać z danych 
przedstawionych w tabeli 1 występują znaczne różnice w ilości transporto­
wanych „aktywnie” jonów Fe+3 i Ca+2, spowodowane specjalizacją metabo­
liczną poszczególnych tkanek. Wysoki stosunek Fe/Ca charakteryzuje tkan­
ki, w których odbywa się intensywna synteza hemu.

Tabela 1

„Aktywne” pobieranie jonów Fe+3 i Ca+2 przez izolowane mitochondria 

królika (26).

źródło
mitochondriów

współczynnik
kontroli

oddechowej

nmole/mg białka stosunek 

Fe: Ca
Fe+3 Ca+2

Retikulocyty 1,6 18,3 20,1 0,910
Nerka 3,9 10,5 105,9 0,099

Wątroba 2,7 8,0 50,5 0,158
Serce 2,9 3,6 174,9 0,021

Śledziona 1,6 2,2 34,6 0,042

W ostatnich pracach scharakteryzowano dokładniej transport żelaza w y­
magający energii, jego zależność od stanu funkcjonalnego mitochondriów 
oraz wpływ na procesy związane z oddychaniem (27, 28). Inkubację prze­
prowadzano bez inhibitorów łańcucha oddechowego oraz w obecności 17m-M 
m-chlorofenylohydrazonu cyjanku karbonylu. Z różnicy obliczano „aktyw­
ny” transport żelaza. Do określenia funkcjonalnej integracji mitochondriów 
stosowano współczynnik kontroli oddechowej przy użyciu ADP (respirato­
ry controlAI)P). Maksymalny transport żelaza zaobserwowano przy wartości 
współczynika 3,5— 4,0. Walinomycyna stymulowała „aktywny” transport 
żelaza zwiększając energizację wewnętrznej błony mitochondrialnej. Po do­
daniu do mieszaniny inkubacyjnej bursztynianu, pirogronianu, jabłczanu,, 
/?-hydroksymaślanu, a-ketoglutaranu oraz ADP i ATP  w stężeniu powyżej 
50uM następowało zahamowanie włączania żelaza (związki te mają włas­
ności chelatujące i tworzą stabilne kompleksy z żelazem). Niższe stężenia 
A T P  zwiększały pobieranie żelaza. Stymulacja ta nie występowała po zaha­
mowaniu translokazy przez atraktylozyd. Natomiast sam atraktylozyd nie
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wywierał wpływu na transport żelaza, co sugerowało, że żelazo nie jest 
transportowane do wnętrza mitochondrionu jako kompleksy z nukleoty- 
dami.

Inkubacja mitochondriów z kompleksem Fe(III)— sacharoza powoduje 
zahamowanie lub stymulację oddychania, zależnie od stanu funkcjonalnego 
mitochondriów. Jeżeli mitochondria znajdują się w I stanie energetycznym 
według C h a n c e ’ a (76 a), następuje spadek pobierania Oz, co może prze­
mawiać za tym, że podczas „aktywnego” transportu zachodzi redukcja żela­
za za pośrednictwem łańcucha oddechowego. Natomiast w III i IV  stanie 
energetycznym zaobserwowano pobudzenie oddychania. IV  stan energe­
tyczny charakteryzuje wysoka energizacja błony wewnętrznej. Dodanie 
kompleksu Fe(III)— sacharoza do mitochondriów w tym stanie zwiększało 
pobieranie C2 w obecności M g+2 i Pj. Maksymalne pobudzenie obserwowano 
w obecności 80— lOO îM żelaza. Zwiększenie pobierania 0 2 było czterokrot­
nie wyższe przy użyciu jako substratu bursztynianu niż pirogronianu 
i jabłczanu. Ponieważ transport bursztynianu do wnętrza mitochondriów 
nie ulegał zmianie w obecności kompleksu Fe(III)— sacharoza w środowisku 
inkubacyjnym, sugerowano że w tych warunkach następuje podwyższenie 
aktywności dehydrogenazy bursztynianowej. Trzykrotnie wyższą stymula­
cję oddychania obserwowano w III stanie energetycznym. Stan ten charak­
teryzuje się niższym poziomem energetycznym błony, dzięki temu, że część 
energii zużywa się na syntezę ATP  po dodaniu ADP. Stymulacja oddycha­
nia w tym stanie przez kompleks Fe (III)— sacharoza powoduje według au­
torów przyspieszenie transportu nukleotydów przez błonę mitochondrialną.

Brak jest danych na temat transportu żelaza in vivo do wnętrza mito­
chondrionu, a wyniki uzyskiwane in vitro  są niejednokrotnie sprzeczne. 
Dyskusyjna jest rola nukleotydów adeninowych w tym procesie. Już 
w r. 1964 (77) stwierdzono, że kompleksy żelaza z nukleotydami adenino- 
wymi pobudzają oddychanie mitochondrialne. Sugerowano wówczas trans­
port tych kompleksów przez błony mitochondrialne. Obecnie przypuszcza 
się, że translokacji podlegają tylko wolne (nieskompleksowane) nukleotydy 
(78). Kompleksy żelaza z nukleotydami są bardzo trwałe, na przykład stała 
K  Fe(III)AD P w pH 7,0 wynosi 1029M _1. Według R o m s 1 o i wsp. (23) mi­
tochondria nie mogą uwalniać żelaza z tych kompleksów, natomiast 
S t r i c k l a n d  i D a v i s  (22) zastosowali je w badaniach transportu żela­
za. W obu pracach mitochondria izolowano z wątroby szczura.

Mitochondria posiadają zdolność akumulowania jonów dwuwartościo- 
wych: Ca+2, M g+2, Mn+2 i Sr+2. Proces ten przebiega w obecności P ; i w y­
maga dopływu energii (79). Wydaje się jednak, że transport żelaza przez 
błony mitochondrialne odbywa się w sposób wysoce specyficzny, przy 
udziale swoistego systemu transportowego, który uniemożliwia komplekso- 
wanie żelaza z innymi chelatorami. Z drugiej strony nie można wykluczyć 
istnienia kompleksów żelaza o określonej roli metabolicznej, które nie bio­
rą udziału w procesach transportu (80).
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IV. Regulacja wewnątrzkom órkowego transportu żelaza

Zagadnienia związane ze wzajemną regulacją syntezy hemu i globiny są 
przedmiotem prac czeskiej grupy badaczy, postulujących istnienie swoiste­
go mechanizmu kontrolującego szybkość pobierania żelaza w komórkach 
erytroidalnych (81). Badano włączanie 59Fe do retikulocytów królika inku- 
bowanych z inhibitorami syntezy hemu i globiny. Szczególną uwagę zwró­
cono na hem, który in vitro pobudza syntezę globiny, wywierając działanie 
supresyjne na inhibitor inicjacji łańcuchów globiny (82), oraz hamuje swoją 
własną syntezę zmniejszając ilość pobieranego żelaza (83). Już w stężeniu 
10-5M hem obniża inkorporację 59Fe z transferryny (84), nie wpływa nato­
miast na aktywność syntetazy kwasu ó-aminolewulinowego i innych enzy­
mów biorących udział w syntezie tetrapiroli (85).

Wykrycie wewnątrzkomórkowej puli wolnego hemu w niedojrzałych 
komórkach erytroidalnych potwierdziło hipotezę o roli tego związku w re­
gulacji transportu żelaza (86). Po inkubacji z inhibitorami syntezy globiny 
wzrasta ilość wolnego hemu w cytoplaźmie i w mitochondriach (87). Nagro­
madzający się hem hamuje pobieranie żelaza, wpływając prawdopodobnie

Błona komórkowa Mitochondrion

Tf-Fe-A -

zew

X -Fe

SYNTEZA
GLOBINY _ ^globina-ł-Hetrv 

Hb

wew

►Fe—►Hem

Tf-Fe-A  -  — X - Fe

Hem

•Fe—»Hem

Ryc. 10. Schemat regulacji pobierania Fe przez hem.

X  —  cytop lazm atyczn y  akceptor Fe. G ó rn a  część ryc in y  (A )  p rzed staw ia  tran spo rt żelaza i syn ­
tezę H b  w  w a ru n k a c h  p raw id ło w y ch . H em  syn tetyzow any  w  m itochondriach  przechodzi do  
cy top lazm y i łączy  się z g lob iną . P o  in k u bac ji z inh ib itoram i syntezy g lob in y  (B ) w zrasta  ilość  
w o ln ego  h em u w  cytoplaźm ie i w  m itochondriach . N ag ro m ad za ją cy  się hem  h am u je  (lin ia  p rze ­
ry w a n a ) po b ie ran ie  żelaza z kom pleksu  T f— Fe— A , natom iast nie w p ły w a  na w yk orzystan ie  w e ­

w n ą trzk o m ó rk o w ego  żelaza n ieh em ow ego  (X — Fe).

na proces uwalniania tego pierwiastka z kompleksu z transferryną (88). In­
hibitory syntezy hemu (hydrazyd kwasu izonikotynowego i penicylamina) 
zmniejszają zahamowanie pobierania żelaza, spowodowane zablokowaniem 
syntezy globiny (83, 89). Pobudzenie syntezy hemu po dodaniu fosforanu 
pirydoksalu powoduje powtórnie spadek pobierania żelaza. W  świetle przy­
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toczonych badań nie ulega wątpliwości, że szybkość włączania 59Fe zależy 
od wzajemnych stosunków pomiędzy syntezą globiny i hemu (90) i jest 
odwrotnie proporcjonalna do stężenia wolnego hemu w cytoplazmie i w mi- 
tochondriach (Ryc. 10).

Hipoteza, że hem hamuje pobieranie żelaza na zasadzie sprzężenia 
zwrotnego jest słuszna, jeżeli założyć, że związek ten nie hamuje wyko­
rzystania wewnątrzkomórkowego żelaza niehemowego np. żelaza połączo­
nego z akceptorami cytoplazmatycznymi lub mitochondrialnymi. Badano 
wpływ heminy na włączanie żelaza przez retikulocyty, które miały sztucz­
nie podwyższoną pulę żelaza prekursorowego. Obniżeniu ulegało pobieranie 
59Fe z kompleksu z transferryną, natomiast wykorzystanie żelaza wew­
nątrzkomórkowego nie ulegało zmianie (17,91,92). Opisany schemat regu­
lacji pozwala na wyjaśnienie nadmiernego nagromadzenia się niehemowe­
go żelaza w krwinkach, w przebiegu anemii syderoblastycznych spowodo­
wanych zahamowaniem syntezy hemu (81).

Rolę regulującą może odgrywać także układ cyklazy adenylowej, ponie­
waż ostatnio stwierdzono, że w procesie uwalniania żelaza z kompleksu 
z transferryną bierze udział cykliczny AM P (93).

Uw agi końcowe

Żelazo odgrywa centralną rolę w mftabolizmie energetycznym każdej 
żywej komórki. W utlenianiu substancji organicznych biorą udział dwa 
typy białek: enzymy z klasy oksydoreduktaz oraz białka przenoszące tlen. 
Są to metaloproteidy zawierające żelazo i miedź. Metale te posiadają dwa 
trwałe stany walencyjne, co umożliwia ich udział w reakcjach utleniania 
i redukcji oraz tworzą stabilne kompleksy m.in. z anionami, ujemnymi bie­
gunami cząsteczek polarnych, tlenem cząsteczkowym i tlenkiem węgla. Że- 
lazo^proteidy można podzielić na białka hemowe (Hb, mioglobina, hydro- 
peroksydazy, cytochromy, oksydaza cytochromowa) i niehemowe (oksydo- 
reduktazy flawoproteidowe, oksygenazy, ferrydoksyna, transferryna, ferry- 
tyna, hemosyderyna).

Transport żelaza w obrębie komórek jest bardzo intensywny. Okres pół- 
trwania żelaza osoczowego wynosi zaledwie 60— 120 minut. Poznanie me­
chanizmów wewnątrzkomórkowego metabolizmu tego pierwiastka otwiera 
nowe perspektywy w zakresie profilaktyki i terapii wielu schorzeń układu 
czerwono-krwinkowego.

A rty k u ł nadszedł 13.2.1976; po rew iz ji au torsk ie j otrzym ano 20.5.1976.

P IŚ M IE N N IC T W O

1. M o r g a n  E. H., B a k e r  E., (1969), Biochim . Biophys. Acta, 184, 442— 454.
2. M o r g a n  E. H., (1971), Biochim . Biophys. Acta, 244, 103— 116.
3. M o r g a n  E. H „ (1972), M ed. J. Aust., 2, 322— 325.

http://rcin.org.pl



[17] T R A N S P O R T  Ż E L A Z A 507

4. B  a t e s G. W ., W  o r k m a n E. F., S c h 1 a b a c h M. R., (1973), Biochem. Biophys. 
Res. Com m un., 50, 84— 90.

5. E g y e d A., (1973), Biochim . Biophys. Acta, 304, 805— 813.
6. V e r h o e f  N.  J., K r e m e r s  J. H. W. ,  L e i j n s e  B., (1973), Biochim. Biophys. 

Acta, 304, 114— 122.
7. H e m m a p l a r d h  D., M o r g a n  E. H., (1974), Biochim . Biophys. Acta, 373, 

84— 99.
8. B a k e r  E,, M o r g a n  E. H., (1969), Biochemistry, 8, 2954— 2958.
9. F l e t c h e r  J., (1970), Proc. Roy. Soc. Med., 63, 1216— 1218.

10. E v a n s  G. H. W . H  r a c e C. J., (1974), Proc. Soc. Exp. Biol. M edr., 147, 687— 689.
11. M  o r g a n E. H., B  a k e r E., (1974), Biochim . Biophys. Acta, 363, 240— 248.
12. H a h n  D., G  a n z o n i A . M., (1975), Acta Haemat., 53, 321— 328.
13. S a r k a r  B., (1970), Can, J. Biochem., 48, 1339— 1350.
14. S i i m e s  M.  A., D a l l m a n  P. R., (1974), Brit. J. Haemat., 28, 7— 18.
15. H r i n d a  M.  E., G o l d w a s s e r  E., (1969), Biochim . Biophys. Acta, 195, 165— 175.
16. G a r r e t  N.  E., G a r r e t  R. J. B., A r c h d e a c o n  J. W ., (1973), Biochem. 

Biophys. Res. Com m un., 52, 466— 474.
17. B  o r o v  a J., P o ń k a  P., N e u  w i r  t J., (1973), Biochim . Biophys. Acta, 320, 

143— 156.

18. B o u l a r d  M.,  D e l  i n  M. ,  N a  j e a n  Y., (1972), Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 139, 
1379— 1384.

19. K  a d e n b a c h B., (1970), Eur. J. Biochem., 12, 392— 398.
20. D r u y a n  R., J a k o v c i c  S., R a b i n o w i t z  M., (1973), Biochem. J., 134, 377'—  

385. I
21. W  e i s s H., Z  i g a n k  e B., (1974), Eur. J. Biochem., 41, 63— 71.
22. S t r i c k l a n d  E. H., D a v i s  B. C., (1965), Biochim . Biophys. Acta, 104, 596— 599.
23. R o m s l o  I., F l a t  m a r k  T., (1973), Biochim . Biophys. Acta, 305, 29— 40.
24. R o m s l o  I., F i a t m a r k  T., (1973), Biochim . Biophys. Acta, 325, 33— 46.
25. R o m s l o  I., F i a t m a r k  T., (1974), Biochim. Biophys. Acta, 347, 160— 167.
26. R o m s l o  I., (1974), Biochim . Biophys. Acta, 357, 34— 42.
27. R o m s 1 o I., (1975), Biochim . Biophys. Acta, 387, 69— 79.
28. R o m s 1 o I., (1975), Biochim . Biophys. Acta, 387, 80— 94.
29. B a r n e s  R., J o n e s O. T. G., (1973), Biochim . Biophys. Acta, 304, 304— 308.
30. H  e m m a p 1 a r d h D., M  o r g a n E. H., (1974), Exp. Cell Res., 87, 207— 212.
31. M a r t i n e z - M e d d e l l i n  J., S c h u l m a n  H. M., (1972), Biochim . Biophys. 

Acta, 264, 272— 284.

32. G r e e n o u g h  W.  B., P e t e r s  T., T h o m a s  D., (1962), J. Clin, Invest., 41, 
1116— 1124.

33. M a z u r  A.,  C a r l e t o n  A., (1963), J. Biol. Chem., 238, 1817— 1824.
24. Z  a i 1 S. S., C h a r 1 e t o n R. W ., T o r r a n c e  J. D., B o t h  w e l l  T. H., (1964), 

J. Clin. Invest., 43, 670— 680.

35. P r i m o s i g l i  J. V., D o n  n a i l  E., (1968), J. Clin. Invest., 47, 1473'— 1482.
36. S p e y e r  B. E., F i e l d i n g  J., (1974), Biochim . Biophys. Acta, 332, 192— 200.
37. K o n o p k a  K., (1970), Post. Bioch., 16, 205— 220.
38. B  a t e s G. W ., S c h 1 a b a c h M. R„ (1975), J. Biol. Chem., 250, 2177— 2181.
39. A i s e n  P., A a s a  R., M a l m s t r ö m  B. G.,  V ä n n a g a r d  T., (1967), J. Biol. 

Chem., 242, 2484— 2490.

40. B  a t e s G. W ., W e r n i c k e  J., (1971), J. Biol. Chem., 246, 3679— 3685.
41. P r i c e  E. M., G i b s o n  J. F., (1972), Biochem. Biophys. Res. Com m un., 46, 

646— 651.

42. A i s e n  P., L e i b m a n  A., (1973), Biochim . Biophys. Acta, 304, 797— 804.

http://rcin.org.pl



508 K . K O N O P K A [18]

43. A  i s e n P., L  e i b m a n A., P i n k o w i t z  R. A.,  P o l l a c k  S., (1973), Biochem ist­
ry, 12, 3679— 3684.

44. M a r t i n e z - M e d e l l i n  J., S c h u l m a n  K. M., (1973), Biochem . Biophys. Res. 
Com m un., 53, 32— 38.

45. V  a n S n i c k J. L., M  a s s o n P. L., H e r e  m a n s J. F., (1973), Biochim . Biophys. 
Acta, 322, 231— 233.

46. B  a t e s G. W ., B i l l u p s  C., S a 11 m a n P., (1967), J. Biol. Chem ., 242, 2810—  
2815.

47. B  a t e s G. W ., B i l l u p s  C., S a 1 1 m a n P., (1967), J. Biol. Chem ., 242, 2816— 2821.
48. B  a t e s G. W ., S c h 1 a b a c h M. R., (1973), FE B S  Letters, 33, 289— 292.
49. S c h 1 a b a c h M. R., B  a t e s G. W ., (1975), J. Biol. Chem., 250, 2182— 2188.
50. F  i e 1 d i n g J., R y a 11 R., E d w a r d s  S. A., (1969), J. Clin. Path., 22, 677— 679.
51. S c h u l m a n  H.  M. ,  M a r t i n e z - M e d e l l i n  J., S i d l o i  R., (1974), Biochim. 

Biophys. Acta, 343, 529— 534.
52. F i e l d i n g  J., S p e y e r  B. E., (1974), Biochim. Biophys. Acta, 363, 387— 396.
53. L a n e  R. S., (1973), Biochim . Biophys. Acta, 320, 133— 142.
54. E g y e d A., (1974), Acta Biochim . Biophys. Acad. Sei. Hung., 9, 43— 52.
55. K  a i 1 i s S. G., M  o r g a n E. H., (1974), Brit. J. Haemat., 28, 37-— 52.
56. B  a k e r E., M  o r g a n E. H., (I960), Biochemistry, 8, 1133— 1141.
57. M  o r g a n E. H., A  p p 1 e t o n T. C., (1969), Nature, 223, 1371— 1372.
58. H e m m a  p l a r d h  D., K a i l i s  S. G.,  M o r g a n  E. H., (1974), Brit. J. Haemat.,

28, 53— 65.
59. B e s s i s  M.  C., B r e t o n - G o r i u s  J., (1962), Blood, 19, 635— 663.
60. G a b u z d a  T. G., P e a r s o n  J., (1969), Biochim. Biophys. Acta, 194, 50— 54.
60a T a n a k a  Y., B r e c h e r  G., (1971), Blood, 37, 211— 219.
61. D e n t o n  M.  J., D e l v e s  H.  T., A r n s t e i n  H. R. V., (1974), Biochem . Biophys. 

Res. Com m un., 61, 8— 13.
62. S l y  D. A ., G r o h l i c h  D., B e z k o r o v a i n y  A., (1975), 385, 36— 40.
63. W  o r k m a n E. F., B  a t e s G. W ., (1974), Eiochem. Biophys. Res. Comm un., 58, 

787— 794.

64. C o o p e r  R. G., W e b s t e r  L.  T., H a r r i s  J. W ., (1963), J. Clin. Invest., 42, 
926— 928.

65. G  o o d m a n J. R., H  a 11 S. G., (1967), Brit. J. Haemat., 13, 335— 340.
66. Z  u y d e r h o u d t F. M. J., B o r s t  P., H  u i j i n g F., (1969), Biochim . Biophys. 

Acta, 178, 408— 411.

67. W h i t i n g  M.  J., E l l i o t t  W . H., (1972), J. Biol. Chem., 247, 6818— 6826.
68. O  h a s h i A., K  i k u c h i G., (1972), Arch. Biochem. Biophys., 153, 34— 46.
69. P a t t o n  G.  M. ,  B e a t t i e  D. S., (1973), J. Biol. Chem., 248, 4467— 4474.
70. B a r a t h  Z., K ü n t z e l  H., (1972), Nature, N ew  Biology, 240, 195— 197.
71. R o s e n b e r  g A., M  a r c u s O., (1974), Brit. J. Haemat., 26, 79— 83.
72. M a z a n o w s k a  A.,  D a n c e w i c z  A.  M.,  M a l i n o w s k a  T., K o w a l s k i  E., 

(1969), Eur. J. Biochem., 7, 583— 587.

73. T o k u n a g a R., S a n o S., (1972), Biochim . Biophys. Acta, 264, 263— 271.
74. J o n e s M . S., J o n e s O. T. G., (1969), Biochem. J., 113, 507— 514.
75. K a s s n e r R .  J., W a l c h a k  H., (1973), Biochim. Biophys. Acta, 304, 294— 303.
76. C e d e r b a u m A. I., W  a i n i o W . W ., (1972), J. Biol. Chem., 247, 4593— 4603.
76a. C h a n c e  B.,  W i l i a m s  G. R., (1955), Nature, 176, 250— 255.
77. G  o u c h e r C. R., T a y 1 o r J. F., (1964), J. Biol. Chem., 239, 2251— 2255.
78. D u s z y n s k i  J„ (1975), Post. Biochem., 21, 275— 293.
79. R e y n a f a r j e  B., L e h n i n g e r  A . L., (1969), J. Biol. Chem ., 244, 584— 593.
80. K  o n o p k a K., L  e y k o W ., G  o n d k o R., S i d o r c z y k  Z., F a b j a n o w s k a  Z., 

S z w e d o w s k a  M., (1969), Clin. Chim. Acta, 24, 359— 366.

http://rcin.org.pl



[19] T R A N S P O R T  Ż E L A Z A 509

81. P o n k a  P., N e u w i r t  J., (1974), Brit. J. Haemat., 28, 1— 5.
82. G r o s s  M., (1974), Biochim . Biophys. Acta, 340, 484— 497.
83. P o n k a  P., N e u  w i r  t J., (1969), Blood, 33, 690— 707.
84. P o n k a  P., N  e u w  i r t J., (1972), Experientia, 28, 189— 190.
85. N e u  w i r  t J., P o n k a  P., B o r o v a  J., (1974), Enzyme, 17, 100— 107.
86. N  e u w  i r  t J., P o n k a  P., B o r o v a  J., (1972), Biochim . Biophys. Acta, 264, 

235— 244.
87. P o n k a  P., B o r o v a  J., N e u  w i r  t J., (1973), Biochim . Biophys. Acta, 304, 

715— 718.
88. P o n k a P . ,  N e u w i r t  J., B o r o v a  J., (1974), Enzyme, 17, 91— 99.
89. P o n k a  P., N e u w i r t  J., (1971), Biochim . Biophys. Acta, 230, 381— 392.
90. F u h r  J. F., G e n g o z i a n  N ., (1973), Biochim. Biophys. Acta, 320, 53— 58.
91. P o n k a  P., N  e u w  i r t J., (1970), Brit. J. Haemat., 19, 593— 604.
92. P o n k a  P., N e u w i r t  J., B o r o v a  J., (1973), Biochim . Biophys. Acta, 304, 

123— 131.
93. P  o n k a P., N  e u w  i r t J., (1975), Proteins of Iron  Storage and T ransport in B io ­

chemistry and Medicine, red. R. R. Crichton. North  H olland  Publish ing Comp. A m ­
sterdam, str. 147— 154.

http://rcin.org.pl



K O M U N IK A T

W pierwszej połowie września 1977 r. odbędzie się w Gdańsku Kolok­
wium pod nazwą „Bioenergetyka i Mitochondria” . Będzie to siódme ko­
lejne spotkanie bioenergetyków Bułgarii, Czechosłowacji, NRD, Polski, 
Węgier i ZSRR (poprzednie kolokwia tego rodzaju odbywały się kolejno 
w Warszawie, Pradze, Tihany, Magdeburgu, Warszawie i Odessie). Pro­
gram Kolokwium przewiduje referaty i doniesienia plakatowe. Obrady 
odbywać się będą w języku angielskim. Organizatorem Kolokwium jest 
Sekcja Bioenergetyki Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, wspólnie 
z Zakładem Biochemii Komórki Instytutu Biologii Doświadczalnej im. 
M. Nenckiego i Zakładem Biochemii Klinicznej Instytutu Patologii A.M. 
w Gdańsku.

Bliższych informacji udziela prof. Stefan Angielski, Zakład Biochemii 
Klinicznej, Instytut Patologii A.M. ul. Dębinki 7, 80-211 Gdańsk.

http://rcin.org.pl



P o s t . B iochem . 22, 511— 525, (1976).

M AR IA  DROBA * KAZIM IERZ STR ZAŁKA  **

Zastosowanie metod immunologicznych 
do badania struktury błon tylakoidów

Application of Im m unological Methods to 
Investigation of Thylakoid Structure

Zasadniczy element strukturalny chloroplastów stanowi układ lamellar- 
ny, którego podstawową jednostką jest tylakoid (1,2,3).

Skład chemiczny lamelli (błon tylakoidów) oraz poglądy na ich organi­
zację na poziomie molekularnym opisał ostatnio W i ę c k o w s k i  w arty­
kule przeglądowym (4).

W błonach tylakoidów zachodzi fosforylacja fotosyntetyczna dzięki 
obecności przenośników elektronów oraz barwników fotosyntetyzujących 
(Ryc. 1).

Strukturę błon tylakoidów, podobnie jak innych błon cytoplazmatycz- 
nych bada się najczęściej za pomocą mikroskopii elektronowej, pomiaru 
dyfrakcji promieni X  pod małym kątem, dichroizmu, stopnia polaryzacji 
światła fluorescencyjnego itp. Badając zjawiska dichroizmu liniowego i po­
laryzacji światła fluorescencyjnego zdołano określić stopień orientacji nie­
których barwników fotosyntetycznych w lamellach (6,7). Stwierdzono, że 
również białka strukturalne występują w obrębie błon tylakoidów w formie 
uporządkowanej. Analizując widma absorpcyjne i dichroizmu liniowego w 
zakresie 260— 290nm, wykazano ukierunkowanie reszt tryptofanowych; 
a-heliksowe odcinki łańcucha polipeptydowego są ułożone równolegle do 
powierzchni błon (8). “

Dotychczas zaproponowano wiele modeli obrazujących strukturę błon 
tylakoidów. Jednym z nich jest model przedstawiony na rycinie 2. Model

* M gr, ** D r, Z ak ład  Biochem ii Roślin, Instytut B io logii M o leku larnej, U n iw e r ­
sytet Jagielloński, ul. G rodzka 53, 31-001 K raków .

W yk az  stosowanych skrótów : P S  I  —  I układ fotosyntezy; P S  I I  —  II układ fo ­
tosyntezy; P  700 i P  680 —  form y ch lorofilu  a znadujące się odpowiednio w  centrum  

reakcji I i I I  uk ładu  fotosyntezy; C 550 i Q  —  akceptory elektronów  P S  II ; P  430 —  
pierwszy akceptor elektronów  P S  I; D P C  —  dw ufeny lokarbazyd ; D C IP  —  2,6 -dwu- 
chlorofenyloindofenol; M V  —  m etylow iologen (dw uch lorow odorek  N — N ’-dw um ety - 
lo -4 ,4 ’dw up irydy lu ); T R IS  —  trójhydroksym etyloam inom etan; SD S  —  siarczan dode- 
cylu sodu; P M S  —  m etylosiarczan N -m ety lo fenazyn iow y ; C F j —  czynnik sprzęgający  
fotofosforylację; E D T A  —  kw as etylenodwuam ino-czterooctowy.
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ten został opracowany przez K  i r k a (9) na podstawie obserwacji w mik­
roskopie elektronowym (10,11,12), danych dotyczących struktury i grubości 
podwójnej warstwy lipidowej (13), oraz dyfrakcji promieni X  pod małym 
kątem na błonach tylakoidów (14,15). Model zakłada, że w podwójnej 
warstwie lipidowej znajdują się co najmniej dwa typy cząstek białkowych. 
Większe z nich składają się z czterech podjednostek. Inne białka (np. CFlf 
ferredoksyna, karboksylaza 1,5-dwufosforybulozy) są dość luźno związane 
z zewnętrzną powierzchnią błon. Według tego modelu cząsteczki chlorofilu 
nie tworzą oddzielnej warstwy, lecz występują w kompleksach z białkami.

My

- 0,6

-0,4

- 0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

10

ADP+P ATP ADP+P ATP

Ryc. 1. Schem at p rzep ływ u  elektronów  (5, zm odyfikow any).

N a  schem acie zaznaczono lin iam i p rze ryw an y m i m iejsca  w łączen ia  sztucznych d o n o ró w  i akcep ­
to ró w  e lek tron ów  oraz lin iam i w ęży k o w a ty m i m iejsca  dz ia łan ia  in h ib ito ró w  reak c ji fo tosyn -

tetycznych.
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Pomimo opracowania różnych modeli przedstawiających strukturę la- 
melli organizacja tych struktur na poziomie molekularnym jest nadal 
przedmiotem licznych spekulacji, gdyż brak odpowiednich metod badaw­
czych uniemożliwia dotąd uzyskanie jednoznacznych wyników.

Od kilku lat stosuje się z powodzeniem metody immunologiczne w celu 
uzyskania informacji o przestrzennym rozmieszczeniu poszczególnych 
składników chemicznych w  obrębie błon tylakoidów i o stanie konforma- 
cyjnym tych struktur.

Ryc. 2. M odel K i r k a  przedstaw iający  strukturę b łony tylakoidu (9).

P o  p ra w e j stronie schem atu podano  w y k re s  o b razu ją cy  rozłożen ie gęstości e lek tron ow e j na 
p odstaw ie  po m ia rów  d y fra k c ji  prom ien i X  pod m ałym  kątem . O bszary  b ło n y  o dużej gęstości 
e lek tron ow e j od pow iada ją  cząsteczkom  b ia łk o w y m , obszary  o m n ie jsze j gęstości e lek tron ow e j —  

w ars tew k o m  lip ido w ym . Inne szczegóły  podano w  tekście.

Metody immunologiczne w zastosowaniu do badań struktury błon tyla­
koidów polegają na otrzymaniu surowic zawierających przeciwciała specy­
ficzne w stosunku do określonych składników błon i śledzeniu aglutynacji 
w wyniku reakcji przeciwciało— antygen. Podstawą tych metod jest założe­
nie, że reakcja przeciwciał z chloroplastami klasy II (pozbawionymi błony 
zewnętrznej) zachodzi jedynie wtedy, gdy determinanty antygenowe mogą 
bezpośrednio kontaktować z przeciwciałami tzn. gdy znajdują się one na 
powierzchni tylakoidów. Aglutynacja przebiega w warunkach gdy każda 
cząsteczka przeciwciała reaguje jednocześnie z dwiema determinantami 
znajdującymi się na powierzchni dwóch tylakoidów. Czasami cząsteczka 
przeciwciała może być związana tylko przez powierzchnię jednego tylakoi­
du. Dzieje się tak np. wtedy, gdy determinanta antygenowa znajduje się 
we wgłębieniu na powierzchni tylakoidu. W takim przypadku aglutynacja 
zachodzi dopiero po dodaniu anty-y-globuliny lub rozpuszczalnego antyge­
nu. Gdy wiązanie przeciwciał następuje dopiero po rozbiciu tylakoidów 
świadczy to, że determinanty antygenowe znajdują się po wewnętrznej 
stronie błony. Rozbicie błon umożliwia dotarcie przeciwciał do właściwych 
antygenów.

MaTe cząstki białkowe Podjednosika dużej 
czas /k i białkow ej
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I. Rozmieszczenie składników białkowych w tylakoidach

Stosując metody immunologiczne potwierdzono obecność dwóch 
warstw białkowych w lamellach chloroplastów oraz wykazano, że w  war­
stwie zewnętrznej znajduje się I układ fotosyntezy (PS I, ang. photo- 
synthetic system) w wewnętrznej zaś II układ (Ps II) (16). Wyniki te uzys­
kano dzięki następującemu postępowaniu: frakcje błon tylakoidów, wzbo­
gacone w PS I lub PS II, otrzymano stosując inkubację chloroplastów 
w roztworze Tritonu X-100 i wirowanie różnicowe. Uzyskane frakcje 
wstrzykiwano królikom, z których następnie izolowano antysurowice w y­
kazujące specyficzność aglutynacyjną w stosunku do kompleksów odpo­
wiednich układów fotosyntezy. Stwierdzono, że proces aglutynacji zacho­
dził intensywniej w wyniku reakcji przeciwciało specyficzne w stosunku 
do PS I, niż przeciwciało specyficzne w stosunku do PS II (chloroplasty 
klasy II). Świadczy to, że antygen odpowiedzialny za aglutynację chloro­
plastów, występujący na powierzchni lamelli jest składnikiem I układu 
fotosyntezy; w nieuszkodzonych tylakoidach przeciwciała trudniej dostają 
się do cząstek należących do PS II niż do PS I.

W innego rodzaju doświadczeniach otrzymano antysurowicę przeciwko 
cząstkom PS II (17, 18). W obecności tych przeciwciał następowało zahamo­
wanie wydzielania tlenu w chloroplastach klasy II, co było przypuszczal­
nie wynikiem przerwania transportu elektronów na odcinku pomiędzy 
miejscami włączenia się MnCl2 i dwufenylokarbozydu (DCP) (Ryc. 1). Au­
torzy przypuszczają, że przeciwciała te działają na czynnik białkowy, który 
ulega inaktywacji podczas przemywania chloroplastów 0,8 M buforem 
TRIS o pH =  8,0. Czynnik reagujący ze specyficznym przeciwciałem moż­
na usunąć przez kilkakrotne zamrażanie i rozmrażanie chloroplastów (19).

Stosując inkubację chloroplastów w roztworze dezoksycholanu i następ­
nie sączenie na żelu Sephadex rozdzielono białka lamellarne chloroplastów 
na trzy frakcje o masach cząsteczkowych 600 000, 110 000 i 83 000, które 
wykazywały aktywność kolejno PS I, PS I i PS II oraz PS II (20). Antysu- 
rowica przeciwko frakcji I nie powodowała aglutynacji struktur lamellar- 
nych ani nie hamowała przepływu elektronów. Natomiast po rozbiciu ty­
lakoidów działaniem ultradźwięków zachodziła bezpośrednia aglutynacja, 
oraz obserwowano przerwanie transportu elektronów w rejonie I reakcji 
świetlnej. Antysurowica przeciwko frakcji II aglutynowała bezpośrednio 
pozbawione stromy lamelle i hamowała transport elektronów w obrębie 
PS I. Przeciwciała przeciwko frakcji III aglutynowały chloroplasty klasy II 
i hamowały reakcję Hilla z żelazicyjankiem potasowym jako akceptorem 
elektronów, podczas gdy redukcja żelazicyjanku w obecności dwufenylo- 
karbazydu jako donatora elektronów przebiegała bez zakłóceń. Wyniki te 
wskazują, że antysurowica przeciwko frakcji III blokuje transport elek­
tronów na odcinku pomiędzy układem rozszczepiającym wodę, a miejscem 
przekazywania elektronów z dwufenylokarbazydu na PS II (Ryc. 1).
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Stosując elektroforezę na żelu poliakryloamidowym w obecności SDS 
wyizolowano z błon tylakoidów cztery polipeptydy o masach cząsteczko­
wych: 66 000, 62 000, 33 000, 24 000 (21). Przeciwciała otrzymane przeciwko 
tym czterem polipeptydom aglutynowały chloroplasty pozbawione stromy, 
co wskazywało, że determinanty antygenowe tych polipeptydów występu­
ją na zewnętrznej powierzchni błony tylakoidu. Badano również wpływ 
tych przeciwciał na aktywność fotochemiczną chloroplastów stosując dla 
porównania także surowice kontrolne. Okazało się, że antysurowica prze­
ciwko polipeptydowi o masie cząsteczkowej 66 000 hamowała tylko reduk­
cję metylowiologenu (MV) przy udziale PS I (Tabela 1). Antysurowica ta 
działała przypuszczalnie pomiędzy pierwotnym akceptorem PS I a ferre- 
doksyną (Ryc. 1). Przeciwciała przeciwko polipeptydowi o masie 33 000 ha­
mowały redukcję metylowiologenu a także w około 30% cykliczną fosfory- 
lację w obecności metylosiarczanu N-metylofenazyniowego (PMS). Fosfo­
rylacja niecykliczna w obecności metylowiologenu jako akceptora elektro­
nów przebiegała bez zakłóceń. Przeciwciała te działały prawdopodobnie 
w miejscu przekazywania elektronów na P 700. Antysurowica przeciwko 
polipeptydowi o masie 62 000 hamowała w około 60% redukcję N A D P+ 
z udziałem wodoru z wody. Zjawisko to nie występowało w obecności 
czynników rozprzęgających fotofosforylację. Ponadto surowica ta hamo­
wała w około 87% cykliczną fosforylację w obecności metylosiarczanu 
N-metylofenazyniowego i w około 65% —  fosforylację niecykliczną. Anty­
surowica przeciwko polipeptydowi o masie 24 000 hamowała o 10— 16% 
przepływ elektronów z wody na N A D P+; nie udało się jednak ustalić 
miejsca jej działania.

Wiązanie się specyficznych przeciwciał z odpowiednimi przenośnikami 
elektronów prowadziło również do zahamowania aktywności PS I. W ten 
sposób wykazano, że indukowany światłem przepływ elektronów ustaje po 
wprowadzeniu przeciwciał przeciwko ferredoksynie (22), substancji redu­
kującej ferredoksynę (23), reduktazie ferredoksyna : NADP+ (24, 25) i P 700 
(26); wszystkie te nośniki muszą się przeto znajdować po stronie zewnętrz­
nej błony. Natomiast przeciwciała przeciwko plastocyjaninie (27) i cyto- 
chromowi f (26) hamują transport elektronów tylko w chloroplastach roz­
bitych działaniem ultradźwięków. Hamowanie transportu elektronów za 
pomocą przeciwciał przeciwko plastocyjaninie obserwowano również po na- 
pęcznieniu chloroplastów (28). W tych warunkach przeciwciała miały do­
stęp do obszaru przegrody (ang. partition) w obrębie błon tylakoidów, gdzie 
mogą występować determinanty antygenowe plastocyjaniny.

Szczepiąc króliki oczyszczonym preparatem ferredoksyny z liści szpina­
ku otrzymano przeciwciała o wysokim stopniu specyficzności w stosunku 
do tego białka (29, 30). Przeciwciała te charakteryzowały się dużą specy­
ficznością wobec ferredoksyny ze szpinaku, mniejszą w stosunku do ferre­
doksyny pochodzącej z sinicy Phormidium persicinum, a nie reagowały 
z ferredoksyną z Clostridium. Badania porównawcze tego typu mogą rzucić
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Tabela 1

Wpływ antysurowic przeciwko polipeptydom izolowanym z układu lamellarnego Antirrhinum 
majus na reakcje fosforylacji w  chloroplastach Nicotiana tabacum (21).

Antysurowica przeciwko 

polipetydowi o masie 

cząsteczkowej

,«M  A T 32P/mg chlorofilu/godz

fosforylacja 

niecykliczna 
H 20 — K 3(FeC N )6

fosforylacja 

niecykliczna 
H 20 — M V

fosforylacja 

cykliczna 

zależna od PMS

66 000 48,1 8,8 477
Surowica kontrolna 43,1 11,3 515
% zahamowania 0 22 7

62 000 16 4,4 24,3
Surowica kontrolna 47 12,5 187
% zahamowania 66 65 87

33 000 47 14,8 156
Surowica kontrola 47 12,6 222
% zahamowania 0 0 30

24 000 47,3 9,0 331
Surowica kontrolna 49 8,8 0
% zahamowania 3 0 0

Kontrola bez dodania suro­
wicy 31 10,3 395

pewne światło na podobieństwa i różnice w strukturze pokrewnych związ­
ków pochodzących z różnych źródeł.

Wykazano również (29, 30), że przeciwciała otrzymane przeciwko fer- 
redoksynie hamowały redukcję NADP+ i fosforylację cykliczną, co może 
wskazywać na reagowanie przeciwciał zarówno z wolną ferredoksyną, łat­
wo wypłukiwaną w czasie izolowania chloroplastów, jak również ze zwią­
zaną z błonami. Z drugiej strony jednak zaobserwowano, że silniejsze ha­
mowanie enzymatycznej redukcji cytochromu c przez NADPH można 
osiągnąć w układach enzymatycznych in vitro w porównaniu z preparatem 
chloroplastów. Fakt ten może z kolei sugerować, że związana ferredoksyną 
jest niedostępna dla przeciwciał.

Zastosowanie metod immunologicznych przyczyniło się także do pozna­
nia rozmieszczenia reduktazy ferredoksyną : N A D P+ w lamellach chloro­
plastów. Wiadomo, że enzym ten ulega łatwo wypłukaniu z tylakoidów 
i dlatego niektórzy badacze uważali, że znajduje się on we frakcji rozpusz­
czalnej. Początkowo nie udawało się stwierdzić obecności tego enzymu na 
powierzchni lamelli; po wprowadzeniu specyficznych przeciwciał do zawie­
siny chloroplastów lub fragmentów tylakoidów nie tworzyły się precypita- 
ty. Dopiero zastosowanie testu podwójnych przeciwciał (aglutynacja po­
średnia) i mieszanej antygenowo aglutynacji (Ryc. 3) pozwoliło na wykaza­
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nie obecności tego enzymu na powierzchni lamelli(24,25). Stwierdzono mia­
nowicie, że y-globuliny przeciwko reduktazie ferredoksyna : NADP “ wią­
żą się z powierzchnią lamelli choć nie prowadzi to do aglutynacji. Agluty­
nacja występuje dopiero po wprowadzeniu do takiej zawiesiny przeciwciał 
przeciwko tym 7-globulinom (anty-y-globulin ).

Przedstawione fakty wskazują, że reduktaza ferredoksyna : NADP+ jest 
integralną częścią błon tylakoidów i, że determinanty antygenowe znajdują 
się na ich zewnętrznej powierzchni w znacznych zagłębieniach. Cząsteczka 
wiążącego je przeciwciała o stałej sedymentacji 7S ma kształt litery Y, 
a odległość pomiędzy dwoma wiążącymi końcami wynosi około 160A (31), 
co oznacza że dwie determinanty antygenowe mogą być wiązane przez 
jedną cząsteczkę przeciwciała tylko wówczas, gdy odległość między nimi 
nie przekracza 160A. Jeżeli determinanty antygenowe znajdują się w za­
głębieniach większych niż połowa długości cząsteczki przeciwciała (jak to 
ma miejsce w przypadku ułożenia reduktazy ferredoksyna : NADP+ w bło­
nach tylakoidów) prosta aglutynacja w ogóle nie występuje: determinanty 
antygenowe reduktazy znajdują się w zagłębieniach wynoszących 60— 
200A (32).

Występowanie aglutynacji mieszanej antygenowo również wskazuje na 
umiejscowienie cząsteczek reduktazy ferredoksyna : NADP+ w zagłębie­
niach lamelli. Izolowane chloroplasty lub ich fragmenty poddawano dzia­
łaniu przeciwciał specyficznych w stosunku do reduktazy; aglutynacja w y­
stępowała dopiero po dodaniu oczyszczonej reduktazy ferredoksyna :
: NADP \ Prowadzący do aglutynacji sposób łączenia się oczyszczonego 
enzymu z przeciwciałami przeciwko reduktazie pokazany jest na rycinie 3.

Wysuwano przypuszczenie, że reduktaza ferredoksyna : NADP+ znaj­
duje się w zagłębieniach powstałych na skutek obecności na powierzchni 
lamelli czynnika sprzęgającego fosforylację (CFJ (25, 32). Usunięcie bo­
wiem tego czynnika przez przemywanie roztworem EDTA umożliwiało w y­
stąpienie bezpośredniej aglutynacji układu lamellarnego po wprowadzeniu 
przeciwciał przeciwko reduktazie.

Ostatnio jednak opisano warunki (32), w których zachodziła bezpośred­
nia aglutynacja układów lamełlarnych (bez konieczności wcześniejszego 
usunięcia CFj) po dodaniu przeciwciał specyficznych w stosunku do reduk­
tazy ferredoksyna : NADP+. Aglutynacja występowała po napęcznieniu 
tylakoidów co prowadziło do rozciągania błon lub po rozpadzie struktur 
granowych. W takich przypadkach odpowiednie przeciwciała miały dostęp 
do całej ilości reduktazy, i redukcja N A D P+ była całkowicie zahamowana. 
Dodanie MgCl2 lub metyloaminy prowadziło do odtworzenia struktur gra­
nowych i zmniejszenia stopnia zahamowania redukcji N A D P+. Wynika 
z tego, że w normalnych warunkach przeciwciała te nie dostają się w obręb 
lamelli granowych, a dostępne są dla nich jedynie cząsteczki reduktazy 
w lamellach międzygranowych i zewnętrznych odcinkach gran. Do tego 
samego wniosku doprowadziły badania mutantów posiadających układ la-
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mellarny zredukowany w różnym stopniu. Wprowadzenie MgCl2 lub me­
tyloaminy do chloroplastów z wydłużonymi odcinkami lamelli międzygra- 
nowych i ze znacznie zredukowaną liczbą gran powstało mniejsze obniże­
nie stopnia zahamowania redukcji NADP+ pod wpływem specyficznych 
przeciwciał niż w przypadku normalnych chloroplastów.

Reduktaza ferredoksyna: NADP*

n  Przeciwciało z królików przeciwko reduktazie 
/^/V ferredoksyna: NADP*

Przeciwciało przeciwko króliczej f  g/obu/¡nie

Ryc. 3. Schemat ag lutynacji błon tylakoidów  (25, zm odyfikowany). A . pośredniej (test 
podwójnych przeciwciał); B. m ieszanej antygenowo.

Otrzymano również antysurowicę przeciwko czynnikowi sprzęgającemu 
fotofosforylację (CFj), która charakteryzowała się względnie małą specy­
ficznością. Antysurowica przeciwko CFX z liści szpinaku była aktywna tak­
że w stosunku do CFi z grochu oraz z Valerianella locusta L  (34). Aglutyna­
cja nie wystąpiła po wprowadzeniu antysurowicy do zawiesiny chloroplas­
tów nieuszkodzonych, co może sugerować, że czynnik sprzęgający nie w y­
stępuje w osłonce chloroplastu.

Stosując metody immunologiczne i mikroskopię elektronową (34) usiło­
wano określić sposób reakcji CF: ze specyficznym przeciwciałem. Stosując 
technikę kriorytowania (ang. freeze echting) przygotowano preparaty tyla­
koidów, których zewnętrzne powierzchnie były pokryte cząstkami białko­
wymi o średnicy 14 i lOnm (Ryc. 4).

Jeżeli wcześniej potraktowano chloroplasty surowicą anty-CFi to duże 
cząstki (reprezentujące CFj) agregowały, natomiast mniejsze nie zmieniały 
swego położenia (Ryc. 5).

Obserwowano prostą zależność pomiędzy stężeniem specyficznej anty­
surowicy a wielkością agregatów. Wydaje się, że agregacja występuje na 
skutek ruchów większych globul w płaszczyźnie błony. W normalnej bło­
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nie cząstki białkowe o średnicy 14nm są oddalone od siebie na odległość 
większą niż wynosi długość cząsteczki przeciwciała. Po wprowadzeniu su­
rowicy immunizowanej cząsteczka przeciwciała łączy się najpierw jednym 
końcem z większą cząstką. Kompleks taki „pływając” w warstwie lipidowej

Ryc. 4. O braz powierzchni błony tylakoidu uzyskany w  m ikroskopie elektronowym  

(preparat przygotowany m etodą kriorytowania).

W idać  rów nom iern ie  rozm ieszczone cząstki o średn icy  14 (L ) i 10 (S ) nm (34).

napotyka następną cząsteczkę CFi, która przyłącza się do drugiego końca 
specyficznego przeciwciała i w ten sposób zachodzi agregacja co prowadzi 
do zahamowania fosforylacji. Zahamowanie fosforylacji można znieść przez 
preinkubację antysurowicy z preparatem zawierającym czynnik sprzęga­
jący (35). Występowanie ruchów cząstek białkowych w płaszczyźnie błony 
potwierdzają także inne badania (36).

Przy pomocy specyficznych przeciwciał badano również usytuowanie 
karboksylazy rybulozodwufosforanu (37). Przeciwciała przeciwko temu 
białku aglutynowały izolowane układy lameliarne, hamowały fosforylację
i aktywność karboksylazy rybulozodwufosforanu. Aglutynacja nie wystę­
powała po przemyciu lamelli roztworem EDTA. Autorzy wnioskują, że za­
równo czynnik sprzęgający jak i karboksylaza rybulozodwufosforanu (ta 
jej część która występuje w połączeniu z błonami) rozmieszczone są na 
zewnętrznej powierzchni tylakoidów.
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W komórkach Euglena gracilis elektrony przenoszone są na P 700 bez­
pośrednio z cytochromu 552 (38). Przeciwciała przeciwko temu cytochromo- 
wi nie powodowały aglutynacji chloroplastów i nie hamowały przepływu 
elektronów z wody na NADP+ (39). Wynika z tego, że w normalnych wa­
runkach cytochrom 552, podobnie jak plastocyjanina, jest niedostępny dla

Ryc. 5. O braz powierzchni b łony tylakoidu po potraktowaniu  ch loroplastów  an ty -
surow icą przeciwko CFi.

W idoczn a  a g regac ja  w iększych  cząsteczek (34).

przeciwciał. Reakcja przeciwciało— cytochrom 552 zachodziła dopiero po 
otwarciu tylakoidów przez potraktowanie ich roztworem cholanu. Fakty 
te wskazują, że cytochrom 552 znajduje się po wewnętrznej stronie błony 
lub mieści się w wodnej przestrzeni wnętrza tylakoidu.

Natomiast P 700 jest dostępny dla specyficznych przeciwciał, gdyż pod 
ich wpływem zachodzi aglutynacja fragmentów lamelli i hamowanie utle­
niania askorbinianu w obecności metylowiologenu (26).

Metody immunologiczne przyczyniły się również do wykrycia w błonach 
tylakoidów jeszcze innych, dotychczas niezidentyfikowanych przenośników 
elektronów. Otrzymano antysurowicę, która reagowała z pierwotnym ak­
ceptorem elektronów PS I (40). Dodanie reduktazy ferredoksyna : NADP+ 
lub CFj nie przywracało aktywności PS I. Otrzymane przeciwciała nie były 
więc wynikiem odpowiedzi immunologicznej na reduktazę ferredoksy­
na : N A D P+ lub CFX. Wyekstrahowano z chloroplastów czynnik przypusz­
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czalnie identyczny z opisaną przez Y o c u m  i S a n  P i ę t r o  (41) sub­
stancją redukującą ferredoksynę, który przywracał wspomnianą aktywność 
(23, 40). Otrzymano również przeciwciała, z których jedne reagowały z apo- 
enzymem, a drugie z grupą prostetyczną tego czynnika.

II. Rozmieszczenie składników niebiałkowych w  tylakoidach

Metody immunologiczne wykorzystuje się również do badania rozmiesz­
czenia związków niebiałkowych w błonach tylakoidów. Otrzymano na przy­
kład antysurowice przeciwko luteinie i plastochinonowi (42), oraz prze­
ciwko neoksantynie (43). Po wprowadzeniu antysurowic przeciwko luteinie 
i plastochinonowi do pozbawionych stromy chloroplastów nie zauważono 
aglutynacji. Aglutynacja zachodziła natomiast po dodaniu do zawiesiny 
chloroplastów króliczej anty-y-globuliny typu IgG (test podwójnych prze­
ciwciał). Częściowe rozłożenie białek znajdujących się na powierzchni la- 
melli przez subtylizynę prowadziło również do prostej aglutynacji struktur 
lamellarnych po dodaniu specyficznych dla tego związku przeciwciał. An- 
tysurowica przeciwko neoksantynie zachowywała zdolności aglutynacyjne 
w stosunku do chloroplastów napęczniałych, natomiast nie wykazywała ich 
w przypadku chloroplastów, które utraciły zdolność pęcznienia. Obserwa­
cje te wskazują, że immunoglobuliny przeciwko luteinie, plastochinonowi 
i neoksantynie są wiązane na powierzchni lamelli; związki te znajdują się 
przypuszczalnie w zagłębieniach lamelli podobnie jak reduktaza ferredok- 
syna : N A D P+.

Stwierdzono również, że antysurowica przeciwko luteinie hamowała 
transport elektronów na etapie pomiędzy wodą a miejscem redukcji żelazi- 
cyjanku, natomiast nie wpływała na reakcje oksydoredukcyjne na etapie 
pomiędzy miejscem donorowym dla elektronów z DPC, a miejscem reduk­
cji żelazicyjanku (Ryc. 1). Przyczyna zahamowania transportu elektronów 
przez antysurowicę przeciwko luteinie nie jest jasna. Należałoby oczeki­
wać, że związanie pewnych karotenoidów doprowadzi w pierwszym rzędzie 
do zmniejszenia efektywności przekazywania energii na chlorofil a„. Trze­
ba jeszcze podkreślić, że dodanie przeciwciał przeciwko luteinie nie wpły­
wało na aktywność PS I, tzn. nie hamowało cyklicznej fosforylacji i redu­
kcji N A D P+ w obecności egzogennych donorów elektronów. Antysurowica 
przeciwko neoksantynie hamowała fosforylację niecykliczną i sprzężony 
z nią transport elektronów.

Antysurowica przeciwko plastochinonowi hamowała redukcję żelazicy­
janku niezależnie od tego czy donorem elektronów była woda czy DCP, na­
tomiast nie wpływała na aktywność I układu fotosyntezy.

Szczepiąc króliki zemulgowanym roztworem chlorofilu a stwierdzono, 
że jeden spośród ośmiu zaszczepionych osobników wytworzył przeciwciała 
przeciwko temu barwnikowi (44). Przeciwciała te charakteryzowały się du­
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żą specyficznością, gdyż nie stwierdzono ich reakcji z glikolipidami, mono- 
i dwugalaktozylodwuglicerydami, fosfatydyloglicerolem, fosfatydylocholi- 
ną, oraz z witaminą K i i fitolem. Zachodziła jedynie reakcja z chlorofilem 
b. Traktowanie struktur lamellarnych taką antysurowicą prowadziło do za­
hamowania w około 22°/o reakcji Hilla (45). Otrzymane wyniki wskazują, że 
przynajmniej część cząsteczek chlorofilu należącego do PS II jest dostępna 
dla przeciwciał, a więc musi znajdować się na powierzchni lamelli (46). 
Jednakże przeciwciała przeciwko chlorofilowi nie hamowały redukcji 
NADP+ w obecności DCIP i askorbinianu, czyli antysurowica chlorofilowa 
nie działała na chlorofil należący do PS I. Chlorofil wchodzący w skład 
PS I jest albo niedostępny dla przeciwciał, albo reakcja przeciwciało —  
chlorofil w obrębie PS I nie wpływa na zmiany natężenia transportu elek­
tronów.

Rozmieszczenie niektórych tłuszczowców w obrębie błon tylakoidów 
było również przedmiotem badań immunologicznych. Otrzymano specy­
ficzną antysurowicę przeciwko monogalaktozylodwuglicerydom przez 
wstrzyknięcie królikowi tego antygenu zaadsorbowanego na metylowanej 
albuminie z surowicy wołu (47). Antysurowica ta powodowała bezpośred­
nią aglutynację chloroplastów pozbawionych stromy, natomiast nie agluty- 
nowała chloroplastów klasy I (posiadających błonę zewnętrzną). Wyniki te 
prowadzą do wniosku, że przynajmniej część monogalaktozylodwuglicery- 
dów występuje na powierzchni tylakoidów. Natomiast ilościowe badania 
nad wiązaniem się przeciwciał przeciwko różnym lipidom z układem lamel- 
larnym Antirrhinum majus wykazały, że większość cząsteczek monogalak- 
tozylodwuglicerydów znajduje się na wewnętrznej powierzchni tylako­
idów (48).

W  podobny sposób otrzymano również przeciwciała przeciwko fosfaty- 
dyloglicerolowi (49). Przeciwciała te, po dodaniu do pozbawionych stromy 
chloroplastów Antirrhinum  majus i Nicotiana tabacum, nie powodowały 
prostej aglutynacji. Stosując test podwójnych przeciwciał wykazano je­
dnak, że na powierzchni lamelli zachodziło wiązanie tych przeciw­
ciał. Wcześniejsze traktowanie błon tylakoidów preteazami prowadziło do 
bezpośredniej aglutynacji. Wyniki te wskazują, że determinanty antyge­
nowe fosfatydyloglicerolu występują na powierzchni błon tylakoidów w za­
głębieniach.

Podobne wyniki otrzymano badając rozmieszczenie sulfolipidów. Na 
podstawie przeprowadzonych badań, należy przyjąć, że sulfolipidy znajdu­
ją się we wnętrzu błon tylakoidów, ale fragmenty cząsteczek są skierowane 
na zewnątrz i dlatego są one dostępne dla przeciwciał (50).

Badano także immunofluorescencję galaktozylodwuglicerydów w bło­
nach chloroplastów i wykazano, że związki te występują zarówno w bło­
nach tylakoidów jak i w  osłonce chloroplastu (51, 52). W  osłonce są one 
równomiernie rozmieszczone na powierzchni całej błony, natomiast w bło­
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nach tylakoidów tworzą wyraźne „wysepki” ; w obu wypadkach reszta ga- 
laktozy jest skierowana na zewnątrz.

Należy podkreślić, że metody immunologiczne można stosować do bada­
nia niektórych aspektów powstawania aparatu fotosyntetyzującego. Na 
przykład badając warunki powstawania precypitatów przeciwciało— anty­
gen próbowano określić rolę rybosomów 80S i 70S w powstawaniu różnych 
podjednostek karboksylazy rybulozodwufosforanu w układzie in vitro (53).

Ryc. 6. Schem at przedstaw iający  tworzenie cząsteczki karboksy lazy  dwufosforybu lozy .

L  —  duża pod jednostka , S —  m a ła  pod jednostka  (53, zm ody fiko w an y ).

Uzyskano przeciwciała przeciwko dużym lub małym podjednostkom enzy­
mu i następnie śledzono powstawanie precypitatów na skutek reakcji tych 
przeciwciał z łańcuchami polipeptydowymi (znakowanymi 3H puromycyną) 
będącymi jeszcze w kompleksie z rybosomami 70S lub 80S. W ten sposób 
zdołano wykazać, że duże podjednostki powstają na rybosomach chloropla­
stów 70S, małe zaś na rybosomach 80S związanych z błonami. Łączenie się 
tych podjednostek zachodzić ma w warunkach, gdy mniejsza z nich jest 
jeszcze przyczepiona do rybosomu (Ryc. 6).

III. Uwagi końcowe

Metody immunologiczne pozwalają w znacznym stopniu uzupełnić do­
tąd fragmentaryczne dane o sposobie rozmieszczenia składników chemicz­
nych w błonach tylakoidów.

Wyniki badań, które uzyskano tymi metodami wskazują na asymetrycz­
ną strukturę i dynamiczny charakter błon tylakoidów. Potwierdzają także 
słuszność głównych założeń modelu K  i r k a, a nawet umożliwiają wprowa­
dzenie pewnych uzupełnień do tego modelu, zwłaszcza dotyczących roz­
mieszczenia poszczególnych przenośników elektronów.

70s

L

A rtyk u ł nadszedł 10.7.1975; po rew iz ji autorsk ie j o trzym ano 10.4.1976.
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EW A DAHLIG *>

Różne formy molekularne niektórych enzymów 
metabolizmu węglowodanów w nowotworach wątroby, 
wątrobie regenerującej i tkanach płodowych

M ultiple Molecular Forms of Some Enzym es of Carbohydrates 
M etabolism in Livers Tumours, Regenerating Liver and Fetal Tissues.

O nieprawidłowości ekspresji genetycznej w komórkach nowotworo­
wych świadczą między innymi (1— 3): wytwarzanie hormonów polipepty- 
dowych przez nowotwory pochodzenia niegruczołowego, pojawienie 
się w nowotworach antygenów, charakterystycznych również dla tkanek 
płodowych oraz zmiany w składzie izoenzymów szeregu enzymów.

Należy podkreślić, że wiele z opisanych w artykułach przeglądowych 
izoenzymów (3— 7) stanowi raczej różne formy molekularne. Nie wiadomo 
bowiem, czy różnią się one zdeterminowaną genetycznie strukturą I-rzędo- 
wą, co stanowi warunek sklasyfikowania ich jako izoenzymy.

Do badań nad formami molekularnymi enzymów w nowotworach często 
stosuje się jako model indukowane chemicznymi karcynogenami pierwotne 
i przeszczepialne wątrobiaki szczura (8— 10). Chociaż nazwano je początko­
wo wątrobiakami o „minimalnym odchyleniu” od zdrowej tkanki wątrobo­
wej (11), przedstawiają one szerokie spektrum zróżnicowania i szybkości 
wzrostu. Na podstawie kryteriów histologicznych —  uwzględniając zmiany 
w morfologii, liczbie chromosomów i kariotypie (12) —  wyróżnia się wąt­
robiaki wysoko, dobrze i słabo zróżnicowane (1, 3, 13, 14). Wykazano rów­
noległość między stopniem zróżnicowania wątrobiaków a szybkością ich 
wzrostu (1, 3, 14) oraz między szybkością wzrostu a poziomem aktywności 
wielu enzymów (15).

Hipoteza W a r b u r g a  (16) wskazująca na wysoką aerobową glikolizę 
jako cechę swoistą komórki nowotworowej wpłynęła na rozwój badań nad 
enzymami metabolizmu węglowodanów. Stwierdzono jednak, że wysoko

*) M gr, Zak ład  Biochemii, Instytut B io farm acji, A kadem ia M edyczna, ul. B an a ­
cha 1, 02— 097 W arszaw a

W yk az stosowanych skrótów: 3 'M e 4 -D A B  —  3 'm etylo-4 -dwum etyloam inoazoben - 
zen; F D P  —  fruktozo-1 ,6 -dw ufosforan ; F1P —  fru k tozo -l-fo s fo ran ; P E P  —  fosfoeno- 
lopirogronian; p i —  punkt izoelektryczny.
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oraz dobrze zróżnicowane, wolno rosnące wątrobiaki —  w przeciwieństwie 
do słabo zróżnicowanych i szybko rosnących —  charakteryzują się nie­
wielką aktywnością glikolityczną (17, 18). Stąd obecnie intensywną aerobo- 
wą glikolizę traktuje się jako przejaw odróżnicowania, a nie pierwotnej 
transformacji nowotworowej (1, 14).

W artykule przedstawiono dane dotyczące form molekularnych hekso- 
kinazy, aldolazy, kinazy pirogronianowej, fosfofruktokinazy, fosfofatazy 
fruktozo-l,6-dwufosforanowej, fosforylazy i syntetazy glikogenowej z no­
wotworów wątroby oraz ze zdrowych tkanek o wzmożonej proliferacji, ta­
kich jak tkanki płodowe, czy regenerująca wątroba.

I. Heksokinaza

W wątrobie ssaków znajdują się dwa enzymy fosforylujące glukozę, 
a mianowicie heksokinaza (E.C. 2.7.1.1) i glukokinaza (E.C. 2.7.1.2).

Heksokinaza wykazuje powinowactwo do wielu heksoz, ma niską K m 
dla glukozy =  0,0ImM (19). Metodą elektroforezy w żelu skrobiowym w y­
kazano heterogenność heksokinazy i różne jej formy oznaczono I— IV  w 
miarę wzrastającej ruchliwości w kierunku anody. Formą IV, dominującą 
w wątrobie jest glukokinaza (20). Formy I— III heksokinazy mają podobną 
masę cząsteczkową, optimum pH, K m dla fruktozy. Różnią się natomiast 
nieco K m dla glukozy, K¡ dla glukozo-6-fosforanu, termostabilnością, po­
datnością na działanie czynników proteolitycznych i stopniem inhibicji 
substratowej (21). Aktywność heksokinazy w wątrobie szczura, w  prze­
ciwieństwie do glukokinazy, nie zależy zasadniczo od warunków dietetycz­
nych zwierzęcia i wpływu hormonów (19,22,23). Obserwowano jednak spa­
dek aktywności formy II w wątrobie szczurów głodzonych oraz z cukrzycą 
(24— 27).

Uważa się, że glukokinaza, charakterystyczna dla wątroby, gra istotną 
rolę regulacyjną w wykorzystaniu glukozy. Enzym ten cechuje wysoka K in 
dla glukozy =  lOmM (19). Aktywność glukokinazy maleje w wątrobie 
szczurów głodzonych lub z cukrzycą, a wraca do normy .po podaniu zwie­
rzętom glukozy lub insuliny (22— 24,28,29). Stwierdzono, że wzrost aktyw­
ności tego enzymu w powyższych warunkach wynika z jego biosyntezy de 
novo (19).

Forma I heksokinazy dominuje w mózgu i nerce, II w mięśniu szkiele­
towym, a IV, czyli glukokinaza, w  wątrobie (20,21,30). Mimo częstego 
określania omawianych form jako izoenzymy, nie jest to jak dotąd udo­
wodnione (31). Masa cząsteczkowa glukokinazy równa 48 000, wobec masy 
cząsteczkowej heksokinazy równej 96 000 oraz podobieństwo składu amino- 
kwasowego obu enzymów (32— 34) może wskazywać na powstanie hekso- 
kinaz I— III przez podwojenie genu glukokinazy (34).
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1-1. Tkanki p łodow e

W wątrobie płodowej stwierdzono brak glukokinazy (35— 38) lub bar­
dzo małą jej aktywność (14,39).

Jako formy dominujące w wątrobie płodowej obserwuje się niespecy­
ficzne heksokinazy I,II,III (14), I i la (38,40) lub II (39), a nie glukokinazę, 
charakterystyczny enzym dojrzałej wątroby. W różnych tkankach płodo­
wych szczura i człowieka wykazano przewagę formy I heksokinazy (29,40). 
Ostatnio stwierdzono, że podczas rozwoju ontogenetycznego pojawiają się 
w wątrobie szczura kolejno heksokinazy I,II,III i IV  (glukokinaza) (41).

1-2. W ątroba  regenerująca

Dane dotyczące aktywności różnych form molekularnych heksokinazy 
w wątrobie regenerującej po częściowej hepatektomii są niejednoznaczne. 
Donoszono o obniżeniu aktywności glukokinazy (23,24,35,39,42) i wzroście 
aktywności heksokinazy (39,42) w wątrobie regenerującej. Wielu jednak 
autorów nie stwierdziło w wątrobie regenerującej wyraźnych zmian form 
molekularnych heksokinazy (14,36— 38).

1-3. W ątrobiak i

W dobrze zróżnicowanych wątrobiakach wykazano spadek aktywności 
glukokinazy i wzrost aktywności heksokinazy w porównaniu z aktyw­
nością tych enzymów w zdrowej wątrobie (18,21,23,35,37). Badania porów­
nawcze ujawniły równoległość między stopniem zróżnicowania wątrobia- 
ków a rodzajem znajdowanych w nich form molekularnych heksokinazy 
(Tabela 1).

W wątrobiaku Morrisa 9618A, wysoko zróżnicowanym i bardzo wolno 
rosnącym, dominowała glukokinaza, podobnie jak w wątrobie. W wątrobia­
ku Novikoffa, słabo zróżnicowanym i szybko rosnącym, aktywność hekso­
kinazy była kilkadziesiątkrotnie wyższa niż w wątrobie z przewagą form 
II i III przy prawie zupełnym zaniku aktywności glukokinazy. Te zmiany 
rodzaju form molekularnych wynikają prawdopodobnie z postępującego 
odróżnicowania, a nie z pierwotnej transformacji nowotworowej, o czym 
świadczy duża aktywność glukokinazy w wysoko zróżnicowanym wątrobia­
ku. Jednocześnie nie stwierdzono całkowitego zaniku aktywności glukoki­
nazy nawet w słabo zróżnicowanym wątrobiaku, co może wskazywać na 
blokadę ekspresji, a nie na delecję odpowiednich genów strukturalnych 
<14).

W pierwotnym raku wątroby człowieka również wykazano spadek ak­
tywności glukokinazy (44), któremu towarzyszył wzrost aktywności hekso- 
Mnazy I (44, 45).
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Tabela 1
Formy molekularne heksokinazy w wątrobiakach szczura

źródło enzymu metody ! formy
molekularne

forma
dominująca

piśmien­
nictwo

wątrobiaki wysoko zróżni­
cowany
Morrisa 9618 A elektroforeza w żelu 

skrobiowym, chroma­
tografia na kolumnie 

z DEAE-celulozy

I, II, III, IV

|

IV 14

wątrobiaki dobrze zróżni­
cowane

Morrisa 7800, 7777 

7800, 7794B

7316A, 7793

elektroforeza w żelu 
skrobiowym 

elektroforeza w żelu 
skrobiowym, chroma­
tografia na kolumnie 

z DEAE-celulozy 

elektroforeza na pas­
kach z acetylocelulozy

I, II, III 

I, II, III, IV

I, II, III, IV

III  

II, III

II

38 

14

39

wątrobiaki słabo zróżnico­
wane
Morrisa 3924A 
Novikoffa

Novikoffa

Yoshida A H  7974 

A H  127

elektroforeza w żelu 
skrobiowym, chroma­
tografia na kolumnie 
z DEAE-celulozy 

elektroforeza w żelu 
skrobiowym 

elektroforeza na pas­
kach z acetylocelulozy.

I, II, III, IV

I, II, III, IV  

I, II

II, III

II

II

14

43

39

II. Aldolaza

W tkankach ssaków występują trzy izoenzymy aldolazy fruktozo- 
-dwufosforanowej (E.C. 4.1.2.13) —  aldolaza A  (mięśniowa), B (wątrobowa) 
i C (mózgowa). Charakteryzują się one budową tetrameryczną (46— 52), po­
dobieństwem struktury centrum aktywnego (48, 50, 51, 53, 54) i mechaniz­
mu reakcji enzymatycznej (51, 55). Oprócz homotetramerów A 4, B4 i C4 w y­
stępują aktywne formy hybrydowe AB (tj. AjBs, A 2B2, A jB j), AC i BC. 
In vivo znajdują się głównie hybrydy AB i AC, stanowiące wynik rekombi­
nacji podjednostek. Wykryto również t.zw. mikroheterogenność w obrębie 
podjednostek aldolazy A  (52,56— 58) i aldolazy C(59). Pełną pierwszorzę- 
dową strukturę podjednostek aldolazy A  podali L a i  i wsp. (60— 62), po­
twierdzając poprzednie wyniki (63) i wykazując, że jedyną różnicą między
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pod jednostkami wchodzącymi w skład homotetrameru A 4 jest występowa­
nie asparaginy w podjednostce a, a asparaginianu w podjednostce y? jako 
czwartej reszty aminokwasowej od końca — COOH.

Najczęściej przyjmuje się następujące kryteria odróżniania aldolaz:
—  specyficzność substratową wobec fruktozo-l,6-dwufosforanu (FDP) 

i fruktozo-l-fosforanu (F1P) (46, 64), t.zn. stosunek aktywności wobec 
FDP i F1P: stosunek ten równy 50 cechuje aldolazę A, równy 1 —  aldo- 
lazę B, a równy 5— 10 —  aldolazę C;

—  skład aminokwasowy (65— 67) i ruchliwość elektroforetyczną: najwięk­
sza w kierunku anody charakteryzuje aldolazę C, najmniejsza —  aldo­
lazę B (46);

—  własności immunologiczne (46, 64, 68);
—  zmianę specyficzności substratowej aldolazy A, polegającą na obniżeniu 

stosunku aktywności wobec FDP i F1P do 1 pod wpływem trawienia 
karboksypeptydazą A  (62, 69, 70);

—  hamowanie przez ATP  (71) i aldehyd 3-fosfoglicerynowy (72) aktyw­
ności aldolazy A.
K  o c h m a n (48) w artykule przeglądowym podał rozmieszczenie tkan­

kowe aldolaz. W  mięśniu szkieletowym, sercu i śledzionie występuje tylko 
aldolaza A, w wątrobie i w nerce głównie aldolaza B wraz z małą aktyw­
nością aldolazy A, zaś w mózgu aldolazy A, C oraz ich hybrydy.

I I - l .  Tkanki płodowe

W wątrobie płodowej szczura i człowieka wykazano obecność obok al­
dolazy B również aldolazy A, o czym świadczy wysoka wartość stosunku 
aktywności enzymu wobec FDP i F1P i dane elektroforetyczne (35, 42, 
73— 84). Badając ekstrakt z wątroby płodowej szczura stwierdzono, że sto­
sunek aktywności wobec FDP i F1P wynosił 8,5 w 15 dniu życia płodowego, 
a 1,4 w 20— 21 dniu (75).

W wątrobie płodowej wykryto również hybrydy AC stosując elektro­
forezę w żelu skrobiowym (73— 76, 78, 79, 81, 85) i metody immunologicz­
ne (74— 76, 79). Doniesiono, że w wielu różnych tkankach ssaków w okre­
sie płodowym występują aldolazy A  i C (81). W mięśniu płodowym szczura 
wykryto jednak tylko aldolazę A, a w nerce płodowej aldolazę B i hybry­
dy AB (83).

II-2 . W ątroba  regenerująca

W wątrobie regenerującej często nie stwierdzano zmian izoenzymów al­
dolazy w porównaniu z izoenzymami w dojrzałej wątrobie (35, 36, 78, 87). 
Niektórzy autorzy wykryli jednak w wątrobie regenerującej zwiększoną 
aktywność aldolazy A  (83, 86, 88), a nawet aldolazę C (88). Wykazano także,
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że zmiany obrazu izoenzymów aldolazy zależą od wieku zwierzęcia i roz­
miarów hepatektomii. Po 24 i 48 godz. od częściowej (1/3 lub 2/3) hepatek- 
tomii w wątrobie 6 tygodniowych szczurów występowała aldolaza C i hyb­
rydy AC, a w wątrobie 5 miesięcznych szczurów tylko hybrydy AC. Po 72 
godzinach, gdy wątroba histologicznie nie różniła się już od wątroby kon­
trolnej, w wątrobie młodych szczurów, którym uprzednio wycięto 1/3 wą­
troby znajdowano aldolazę A  i hybrydy AC, a po wycięciu 2/3 wątroby — 
hybrydy AC. W  tym czasie obraz izoenzymów z wątroby 5 miesięcznych 
zwierząt nie odbiegał od normy (88).

Tabela 2

izoenzymy aldolazy w wątrobiakach szczura

źródło enzymu metody izoenzymy forma
dominująca

piśmien­
nictwo

wątrobiaki dobrze zróżni­
cowane
H  122, H  175, H  189 (in­
dukowane N-2-fluoreny- 
lodwuacetamidem)

indukowane 2-acetyloami-
nofluorenem

Morrisa 7793

7800
7777

immunologiczne, elek­
troforeza w żelu skro­
biowym

elektroforeza na pas­
kach z acetylocelulozy 

immunologiczne, elek­
troforeza na paskach 
z acetylocelulozy 

elektroforeza na pas­
kach z acetylocelulozy

B, AB
•

B, AB  

A, B, AB

A, AB

B

A B

A

73, 74

93, 94 

90

83

wątrobiaki słabo zróżnico-
owane
Morrisa 3683 F elektroforeza na pas­ A , (A 3BX) A 83

kach z acetylocelulozy
Yoshida A H  130 immunologiczne, elek­ A , AB A 90

troforeza na paskach
z acetylocelulozy

A H  143 A immunologiczne, elek­ A , A jC i A 95
troforeza na paskach
z acetylocelulozy, chro­
matografia na kolum­
nie z DEAE-celulozy

H  178 (indukowany N-2- immunologiczne, elek­ A , A C , C A 73, 74
fluorenylodwuaceta- troforeza w żelu skro­
midem) biowym.
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S c h a p i r a i P a y e t  (89) badając krew chorych z pierwotnym rakiem 
wątroby wykryli hyperaldolazemię. Ze względu na podwyższoną wartość 
stosunku aktywności aldolazy wobec FDP i F1P autorzy ci postulowali po­
jawienie się aldolazy typu mięśniowego. Wzrost stosunku aktywności aldo­
lazy wobec FDP i F1P wykazano również w wątrobiakach człowieka (war­
tość tego stosunku równa 5,5), w wątrobie płodowej człowieka (wartość te­
go stosunku równa 2— 3) oraz w doświadczalnym wątrobiaku Zajdela 
szczura (wartość tego stosunku równa 30). Na podstawie tych obserwacji 
sugerowano, że w nowotworze wątroby następuje represja syntezy aldolazy 
B i derepresja formy płodowej, aldolazy A  (77). Tę hipotezę potwierdzono 
w dalszych badaniach. Zauważono paralelizm między stopniem odróżnico- 
wania i szybkością wzrostu nowotworu a odchyleniem od obrazu izoenzy- 
mów charakteryzującego zdrową tkankę wątrobową (Tabela 2).

Aldolaza z dobrze zróżnicowanego wątrobiaka Morrisa 7793 jest prawie 
w tym samym stopniu hamowana przez antyaldolazę B (97°/o) i antyaldola- 
zę A  (84°/o), co wskazuje na występowanie hybrydowych cząsteczek AB 
oraz małych ilości form macierzystych A  i B. Natomiast aldolazę ze słabo 
zróżnicowanego wysiękowego wątrobiaka Yoshida AH 130 antyaldolaza B 
hamuje tylko w 40°/o, zaś tylko aldolaza A  całkowicie. Świadczy to o obec­
ności w wątrobiaku Yoshida AH 130 aldolazy A  i hybrydowych form AB, 
co potwierdzono też elektroforetycznie (90).

Wykazano, że ATP  i surowica przeciwko aldolazie A  (antyaldolaza A) 
hamowały zarówno enzymy z pierwotnego raka wątroby człowieka i z wąt- 
robiaków szczura indukowanych 3’metylo-4-dwumetyloaminoazobenze- 
nem (3’Me 4-DAB), jak i z wątroby płodowej (91, 92). W elektroforezie na 
paskach z acetylocelulozy aldolaza mięśniowa, płodowa i nowotworowa 
charakteryzowały się podobną ruchliwością (92).

Badając ekstrakty z wątroby szczura podczas karcynogenezy indukowa­
nej 2-acetyloaminofluorenem stwierdzono zmiany stosunku aktywności 
wobec FDP i F1P oraz obrazu izoenzymów aldolazy. Po 5 miesiącach poda­
wania karcynogenu z pokarmem zaobserwowano podwyższenie stosunku 
aktywności wobec FDP i F1P od 1 do 1,7 oraz obecność homotetramerów 
A 4 i B4 na elektroforegramie. Hepatocyty w tym okresie charakteryzowały 
się słabą polimorfią. Po 9,5 miesiącach wartość stosunku wobec FDP i F1P 
wzrastała do 8, na elektroforegramie uwidoczniono homotetramer A 4 i hyb­
rydy AB, a homotetramer B4 był już niewykrywalny. Jednocześnie wyka­
zano zmiany histologiczne typowe dla wątrobiaka dobrze zróżnicowanego 
(93, 94).

W pewnych wątrobiakach, obok dominującej aldolazy A  wykryto rów­
nież aldolazę C, występującą w mózgu i wątrobie płodowej. W słabo zróż­
nicowanym wysiękowym wątrobiaku Yoshida AH  143 A  szczura znaleziono 
aldolazę A  i formę hybrydową A 3C i . Z ekstraktu z wątrobiaka uzyskano

II-3. W ątrobiaki
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dwie aktywne frakcje w wyniku chromatografii na kolumnie z DEAE-celu- 
lozy, podczas gdy z ekstraktu z mózgu szczura —  pięć frakcji (A 4, A 3Clf 
A 2C2> A jCs, C4). Do elucji stosowano bufor Tris-HCl o pH 8,6 zawierający 
FDP oraz liniowy gradient NaCl w tym samym buforze. Traktowanie posz­
czególnych frakcji antyaldolazą A  pozwoliło wykazać, że pierwsza frakcja 
z ekstraktu z nowotworu zawiera aldolazę A, a druga formę hybrydową 
A 3Cl Wyniki te potwierdzono stosując elektroforezę ekstraktu i otrzyma­
nych frakcji na paskach z acetylocelulozy (95). Również w  słabo zróżnico­
wanym wątrobiaku H 178 oprócz dominującej aldolazy A  wykryto hybry­
dowe formy AC i homotetramer C4 (73).

Częściowo oczyszczona aldolaza C z wątrobiaka H 178 charakteryzuje 
się stosunkiem aktywności wobec FDP i F1P równym 5 i całkowitym ha­
mowaniem aktywności przez antyaldolazę C z mózgu szczura. Wyniki te 
sugerują identyczność obu aldolaz (74, 79).

Badania oczyszczonych enzymów z szybko rosnących wątrobiaków do­
starczyły przekonywujących danych świadczących o dominacji aldolazy A. 
Wykazano, że aldolaza z wysiękowego wątrobiaka Novikoffa (58, 96) i z 
pierwotnego raka wątroby indukowanego 3’Me 4-DAB (97) jest identyczna 
z aldolazą A  z mięśnia szkieletowego szczura (Tabela 3).

Tabela 3

Porównanie własności aldolazy z wątroby, mięśni i wątrobiaków szczura (58,96,97)

Źródło enzymu
masa

cząsteczkowa
stosunek aktywności 
wobec FD P  i F1P

hamowa­
nie przez 

A TP

ha
m

ow
an

ie
 

al
­

de
hy

de
m

 
3-

P-
gl

i-
 

ce
ry

n
ow

ym

ha
m

ow
an

ie
 

an
- 

ty
su

ro
w

ic
ą 

A
(%

)

P i

V/o
Ki

(m M )

wątroba (aldolaza B) 160 000 1 5 1 — 4 10,1

mięsień (aldolaza A ) 160 000 45 (97); 55 (58) 64 0,4 + 98 9,1— 9,7

wątrobiak indukowa­
ny 3’Me 4-DAB 160 000 44 61 95 9,1— 9,7

wątrobiak Novikoffa 160 000 54 0,7 +

III. Kinaza pirogronianowa

W tkankach ssaków występują trzy formy molekularne kinazy pirogro- 
nianowej (E.C. 2.7.1.40) oznaczane najczęściej jako L, M 1} M 2 (98, 99), L, M, 
K  (83, 100), I, II, III (101) lub A, B, C (102).

Forma L  stanowi główną formę kinazy w wątrobie, a dodatkową w ner­
ce (98, 103). Podlega regulacji allosterycznej przez efektory dodatnie — 
(fosfoenolopirogronian (PEP) i FDP) oraz ujemne (ATP i aminokwasy glu-

http://rcin.org.pl



[9 ] IZO E N ZY M Y  A  N O W O T W O R Y 535

kogenne) (98, 100, 102, 103— 110). W nieobecności aktywatora (FDP) otrzy­
muje się sigmoidalną krzywą zależności szybkości reakcji od stężenia sub- 
stratu (PEP). W obecności FDP krzywa sigmoidalna przekształca się w hi­
perbolę. FDP ponadto całkowicie odwraca hamowanie aktywności przez 
alaninę. Forma L  różni się od form M x i M 2 ruchliwością elektroforetyczną 
i własnościami immunologicznymi (98,99,103,104,107,111). Aktywność 
formy L kinazy pirogronianowej, podobnie jak glukokinazy (22— 24, 28, 29), 
zależy od warunków dietetycznych zwierzęcia i wpływu hormonów (104, 
111, 112).

W mięśniu szkieletowym, w sercu i mózgu występuje głównie forma 
Mj. W odróżnieniu od formy L nie jest aktywowana przez FDP —  krzywa 
zależności szybkości reakcji od stężenia PEP jest hiperboliczna niezależnie 
od obecności FDP (98, 103, 110, 113). Wykazano, że alanina (99, 100, 103, 
108) w przeciwieństwie do fenyloalaniny (100, 114) nie hamuje aktywności 
formy

Forma M2 występuje w bardzo wielu tkankach tj. w grasicy, śledzionie, 
jelicie, żołądku, nerce, tkance tłuszczowej, jądrach i jajnikach. Niewielką 
aktywność formy M 2 wykryto w wątrobie, sercu i mózgu (98, 103). Forma 
M 2, podobnie jak L, jest aktywowana przez FDP. W  obecności FDP 
sigmoidalna krzywa zależności szybkości reakcji od stężenia substratu prze­
kształca się w hiperbolę, a alanina i fenyloalanina są inhibitorami formy 
M 2 (98, 100, 103, 108, 114— 116).

Wykazano budowę tetrameryczną form L i Mx badając uzyskane in 
vitro hybrydy L— Mj (110, 113, 117, 118). Ostatnio wykryto in vivo hybrydy 
M 2— L i M2— Mj (119).

I I I - l .  Tkanki płodowe

Stwierdzono elektroforetycznie dominację formy M, nad formą L w pło­
dowym mięśniu, wątrobie, mózgu (83, 98) i nerce (83) szczura. Stosując 
elektroforezę w żelu skrobiowym (42) i chromatografię na kolumnie 
z DEAE-celulozy (101) wykazano, że aktywność formy M 2 stanowi około 
60°/o aktywności enzymu z wątroby szczura. Badając płody ludzkie zaob­
serwowano na elektroforegramie przewagę formy M2 w nerce, płucach, ser­
cu i mózgu. W płodowym mięśniu szkieletowym wykryto formę Mi, a w 
wątrobie formy M 2 i L  oraz dwie formy dodatkowe (120).

III-2 . W ątroba  regenerująca

Badając ekstrakty z wątroby regenerującej po częściowej hepatektomii 
stwierdzono, że wartość stosunku aktywności form L/M2 = 1 1  (101), cha­
rakteryzująca kinazę pirogronianową z wątroby, zmniejszała się do 3 (101)
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lub 1 (35, 42, 83). Maksymalny wzrost aktywności formy M2 w wątrobie 
wraz ze spadkiem aktywności formy h  wykazano w ekstraktach z wątroby 
48— 72 godz. po częściowej hepatektomii (42).

W izolowanych hepatocytach (komórkach parenchymalnych) regeneru­
jącej wątroby stwierdzono obecność zarówno formy L, charakterystycznej 
dla hepatocytów, jak i M 2, znajdowanej zwykle w komórkach nie paren­
chymalnych. Brak hybrydów, zaobserwowany w elektroforezie homogena- 
tu na paskach z acetylocelulozy i podczas chromatografii na kolumnie 
z DEAE-celulozy może wskazywać, że w danym hepatocycie geny decydu­
jące o biosyntezie formy L i M 2 nie funkcjonują jednocześnie (121).

III-3 . W ątrob iak i

Na podstawie badań elektroforetycznych, chromatograficznych, immu­
nologicznych oraz wpływu diety zwierzęcia oraz hormonów na aktywność 
enzymu wykazano, że w szybko rosnącym wysiękowym wątrobiaku AH  130 
szczura występuje kinaza pirogronianowa typu M (104, 111). Z elektro- 
foregramów uzyskanych przez I m a m u r a i wsp. (98) wynika, że jest 
to prawdopodobnie forma M2. Przemawiają za tym również właściwości ki­
netyczne częściowo oczyszczonych (98) i oczyszczonych preparatów (99) ki­
nazy pirogronianowej z wątrobiaka AH  130 z formami M 1( M2 i L tego en­
zymu (Tabela 4). Forma M 2, podobnie jak L jest enzymem allosterycznym, 
lecz mniej wrażliwym na działanie efektorów.

I

536 E. D A H L IG  [10]

Tabela 4

Porównanie własności kinazy pirogronianowej z wątroby, mięśni i wątrobiaka szczura (98,99).

źródło enzymu
masa

cząstecz­
kowa

K mPEP
(m M )

Współczyn­
nik
Hilla
(PEP)

akty­
wacja
przez
FDP

Ki(m M ) hamo­
wanie

antysu-
rowicą
M 2(% )

A TP alani­
na

feny-
loala-
nina

wątroba (L ) 208 000
0,83 

(krzywa sig- 
moidalna)

2 0,15 1 5 0

wątroba (M 2)
0,4 

(krzywa sig- 
moidalna)

+ 3 0,45
1 | 

100

mięsień (M x)

-

250 000
0,075 

(krzywa hi- 
perboliczna)

1 — 3 — 85

wątrobiak 
Yoshioa A H  130 216 000

0,4 
(krzywa sig- 
moidalna)

1,4— 1,5 + 2,5 0,6 0,5 100
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Stwierdzono, że właściwości kinetyczne częściowo oczyszczonego enzy­
mu z wątrobiaka Novikoffa (101) są identyczne z właściwościami formy M 2 
z wątrobiaka AH 130 (98, 99). Badania elektroforetyczne wykazały, że M 2 
jest jedyną formą kinazy pirogronianowej w pierwotnych wątrobiakach 
indukowanych 3’Me 4-DAB (98) i w wątrobiaku Morrisa 7777 (83) oraz do­
minującą w wątrobiaku Morrisa 7800 (83).

Podsumowując, przedstawione wyniki świadczą o występowaniu w wąt­
robiakach formy M 2 zamiast głównej wątrobowej formy L. Podobnie jak 
w przypadku heksokinazy i aldolazy stwierdzono, że zmiany form moleku­
larnych kinazy pirogronianowej zależą od stopnia zróżnicowania wątrobia- 
ków tj. wzrasta aktywność formy M, wraz z postępującym odróżnicowa- 
niem nowotworów (Tabela 5).

Zwykle identyfikuje się formę M 2 w wątrobiakach z formą płodową ki­
nazy pirogronianowej (98, 99, 101). Niektóre fakty doświadczalne wskazują

Tabela 5

Formy molekularne kinazy pirogronianowej w wątrobiakach szczura

źródło enzymu metody formy
molekularne

forma
dominująca

piśmien­
nictwo

wątrobiaki wysoko zróżni­
cowane
Morrisa 9618 A

indukowane N-2-fIuoreny- 
loacetamidem

chromatografia na ko­
lumnie z DEAE-celu- 
lozy

immunologiczne, elek­
troforeza w żelu polia- 
kryloamidowym

L, M 2 

L, M 2

i

L(94%)

L(70— 80%)

101

126

wątrobiaki dobrze zróżni­
cowane
Morrisa 9618 B

indukowane N-2-fluoreny- 
loacetamidem

indukowane 2-acetyloami- 
nofluorenem

chromatografia na ko­
lumnie z DEAE-celu- 
lozy

immunologiczne, elek­
troforeza w żelu polia- 
kryloamidowym 

kinetyczne, elektrofo­
reza na paskach z ace­
tylocelulozy

L, M 2 

L, M 2 

L, M 2, (M ,)

M 2(68%) 

M 2(60— 74%)

m 2-

. .

101

126 1 

94

wątrobiaki słabo zróżnico­
wane .
Novikoffa chromatografia na ko­ L, M 2 M 2(92%) 101

lumnie z DEAE-celu- 1
lozy

indukowane N-2-fluoreny- immunologiczne, elek­ L, M 2 M 2(90%) 126
loacetamidem troforeza w żelu polia-

kryloamidowym |
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jednak na odmienne właściwości enzymu w tkankach nowotworowych. 
Stwierdzono, że częściowo oczyszczony enzym z szybko rosnącego wątro- 
biaka Morrisa 3924 A  wykazuje hiperboliczną krzywą zależności szybkości 
reakcji od stężenia substratu (PEP), podobnie jak enzym z mięśni. W po­
równaniu z kinazą pirogronianową z wątroby i mięśni, enzym z nowotworu 
cechuje niestabilność i inna ruchliwość elektroforetyczna. Nie wiadomo 
jednak, czy jest to nowa forma enzymu, czy też forma M 2 wątrobowa (122).

Ostatnio wykryto dwie formy (L  i M) kinazy pirogronianowej w wątro- 
biaku indukowanym N-nitrozodwuetyloaminą. Forma M wykazuje właści­
wości kinetyczne identyczne z właściwościami formy M2 z wątroby. Nato­
miast forma L z nowotworu znacznie różni się kinetycznie od głównej for­
my wątrobowej. Tak więc, sigmoidalna krzywa zależności szybkości reakcji 
od stężenia substratu (PEP) nie przekształca się w hiperbolę pod wpływem 
wzrastających stężeń homotropowego efektora (PEP). Kinetyka reakcji nie 
zmienia się również w obecności FDP. ATP, w przeciwieństwie do alaniny, 
nie hamuje aktywności formy L z wątrobiaka (123). Identyfikacja tej inte­
resującej formy, dokładne określenie metabolicznego znaczenia jej złożo­
nych właściwości kinetycznych wymaga niewątpliwie dalszych badań.

W szybko rosnącym wątrobiaku Novikoffa C r i s s  (125) stosując frak­
cjonowanie izoelektryczne znalazł formę o pi =  7,28, nie występującą ani 
w mięśniu, ani w wątrobie płodowej szczura. Jednak wyniki tego autora 
nie zostały potwierdzone (98, 101, 125, 126). Zakwestionowano ponadto 
identyczność formy M 2 z wątrobiaków z formą charakterystyczną dla 
wątroby płodowej, porównując enzym z pierwotnego raka wątroby i wą­
troby płodowej człowieka. Ustalono, że kinazę pirogronianową z nowotworu 
charakteryzuje krzywa niehiperboliczna zależności szybkości reakcji od 
stężenia PEP (współczynnik Hilla =  0,8), natomiast enzym z wątroby pło­
dow ej—  krzywa hiperboliczną (127). Zarówno enzym płodowy, jak i no­
wotworowy mają jednak znacznie wyższe powinowactwa do PEP 
(K m =  0,16 i 0,1 ImM) w porównaniu z formą L (K m =  0,75mM) (127).

IV. Fosfofruktokinaza

Donoszono o występowaniu jednej (128), dwóch (129) lub nawet pięciu 
(130) form molekularnych fosfofruktokinazy (E.C. 2.7.1.11) w wątrobie 
szczura. Stosując elektroforezę na paskach z acetylocelulozy wykazano 
zmiany rodzaju form molekularnych zależne od stopnia zróżnicowania 
wątrobiaka tj. zanik typowej formy wątrobowej (IV ) w miarę postępują­
cego odróżnicowania wraz z pojawieniem się form charakterystycznych dla 
mózgu (II), a także nerki, śledziony i erytrocytów (I, III) (128, 131). Inni 
autorzy nie stwierdzili różnic w formach molekularnych fosfofruktokinazy 
z wątrobiaków o różnej szybkości wzrostu (132). Ponadto wykazano iden­
tyczność dwóch form molekularnych fosfofruktokinazy z szybko rosnącego 
wątrobiaka 3924 A  i wątroby szczura. Podstawę stanowiły wyniki badań
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chromatograficznych, elektroforetycznych, kinetycznych (K m, optimum pH, 
K ; dla inhibitorów —  A TP  i cytrynianu, K a dla aktywatora— AM P) i immu­
nologicznych ekstraktów i oczyszczonych preparatów (129, 133, 134). 
Stwierdzono znaczny wzrost aktywności fosfofruktokinazy w wątrobiakach 
(132— 134), spowodowany prawdopodobnie wzmożoną biosyntezą (133).

Zaobserwowano, że jedna z trzech form molekularnych fosfofruktoki­
nazy wykrytych w wątrobiaku 3924 A, stanowiąca 20% całkowitej aktyw­
ności, różni się zarówno od enzymu wątrobowego i mięśniowego oraz nie 
występuje w wątrobie płodowej (134).

V. Fosfataza fruktozo-l,6-dw ufosforanow a

Fosfataza fruktozo-l,6-dwufosforanowa (E.C. 3.1.3.11) z wątroby ssa­
ków, wrażliwa na działanie hormonów (135) jest ważnym enzymem gluko- 
neogenezy. Aktywność fosfatazy fruktozo-1,6-dwufosforanowej wykryto 
również w mięśniu szkieletowym (136). Funkcja tego enzymu w mięśniu 
jest niejasna (137). Enzym mięśniowy różni się od wątrobowego składem 
aminokwasów (138, 139) i właściwościami immunologicznymi (140). Jest on 
hamowały allosterycznie przez AM P w niskim stężeniu (Ki =  1— 2 j im )  

w przeciwieństwie do fosfatazy fruktozo-l,6-dwufosforanowej z wątroby 
(Ki =  100— 200|am) (136, 141, 142).

W wolno rosnących wątrobiakach Morrisa 7316 A  i 5123 D stwierdzono 
wysoką aktywność fosfatazy fruktozo-l,6-dwufosforanowej mało wrażliwej 
na AMP, podobnie jak w wątrobie. Natomiast w szybko rosnących wątro­
biakach Yoshida i mięśniu szkieletowym wykazano bardzo niską aktywność 
enzymu silnie hamowanego przez AMP. Pojawienie się fosfatazy fruktozo-
- 1,6-dwufosforanowej typu mięśniowego wraz z zanikiem „funkcjonalnej” 
formy wątrobowej może być konsekwencją odróżnicowania wątrobiaków 
(142).

VI. Fosforylaza glikogenowa

S a t o i wsp. (143— 146) stwierdzili na podstawie frakcjonowania izo- 
elektrycznego fosforylazy glikogenowej (E.C. 2.4.1.1), że w wolno rosnących 
wątrobiakach szczura obok typowej dla wątroby formy o punkcie izoelek- 
trycznym (pi) wynoszącym 5,9, pojawia się niewielka ilość formy o pi =  5,6. 
W  szybko rosnących wątrobiakach forma o pi =  5,6 staje się dominująca. 
Wyniki te potwierdzono badając szereg wątrobiaków Morrisa i Yoshida 
z zastosowaniem elektroforezy w żelu poliakryloamidowym (147, 148). 
Istotna różnica pomiędzy znalezioną formą fosforylazy w wątrobiakach 
a występującą w mięśniu dotyczy pi (143— 146, 148). Enzymy te są zbliżo­
ne jednak pod względem optimum pH (144— 146), silnej aktywacji przez 
AM P i braku aktywacji przez S04~2 (143— 148). (Tabela 6).
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Immunologicznie forma enzymu z nowotworu różni się zarówno od 
fosforylazy wątrobowej, jak i mięśniowej, wydaje się natomiast być iden­
tyczna z płodowym enzymem tych tkanek (143— 148). Znaleziono ją 
również w wątrobie regenerującej. Obserwuje się ją jako jedyną w  łożysku 
i płodzie. W rozwoju płodowym w mięśniu i wątrobie pojawiają się formy 
swoiste dla tych tkanek. W wielu innych dojrzałych tkankach (np. nerka, 
mózg) występuje forma płodowa fosforylazy (147, 148). Wykazano metoda­
mi immunologicznymi identyczność płodowej formy dominującej w dojrza­
łym mózgu z formą z łożyska, płodowych mięśni i wątroby i z oczyszczoną 
fosforylazą z szybko rosnącego wątrobiaka AH 130 (147).

Jest to więc kolejny przykład ekspresji płodowych białek w wątrobia­
kach towarzyszący ich postępującemu odróżnicowaniu.

Tabela 6

Porównanie właściwości fosforylazy glikogenowej (forma b) z wątroby, mięśni i wątrobiaków
szczura (143— 148)

źródło enzymu

frakcjo­
nowanie
izoelek-
tryczne

(PD

forma
dominująca

(PD

aktywacja
przez
S O j2

aktywacja
przez
A M P

optimum
PH

1 wątroba 5,9 + ± 7

wątroba płodowa 5,9;
5,6

5,9 + ±

mięsień 6,1 - + '5,5— 7

mięsień płodowy - +

wątrobiaki dobrze zróżni­
cowane
Morrisa 9618 B 

20 

66 

16

+

5,9; 5,6 5,9 +

+

+ -

wątrobiaki słabo zróżnico­
wane

Morrisa 3924 A  

Novikoffa 

Yoshida A H  130 

A H  7974

5,6; 5,9 5,6 - +

5,6; 5,9 5,6 - + 5,5— 7

- +

- +
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VII. Syntetaza glikogenowa

Syntetaza glikogenowa (E.C. 2.4.1.11) z wątroby wykazuje optimum pH 
8,5— 8,8, natomiast enzym z mięśni 7— 8,5. Przy pH 7,4 maleinian, P 0 4 
i S 0 4—  nie mają wpływu na aktywność syntetazy z mięśni, lecz hamują 
enzym z wątroby. Syntetaza ta z wolno rosnącego wątrobiaka Morrisa 66 
zachowuje się jak enzym z wątroby, a z szybko rosnącego wątrobiaka Mor­
risa 3924 A  —  jak enzym z mięśni (144, 146). Stwierdzono również podo­
bieństwo enzymu z mięśni i z dwóch szybko rosnących wysiękowych wą­
trobiaków Yoshida na podstawie optimum pH oraz wartości K m dla UDP- 
glukozy (149).

U w agi końcowe

Wykazano, że w  miarę postępującego odróżnicowania i progresji wątro­
biaków następuje utrata form molekularnych enzymów charakterystycz­
nych dla wątroby i związanych z jej specyficznymi funkcjami. W wątro- 
biakach ulega upośledzeniu glukoneogeneza, a nasila się przemiana glikoli- 
tyczna. Sprzyjają temu między innymi:
—  wzrost aktywności heksokinaz I— III o wysokim powinowactwie wobec 

glukozy i spadek aktywności wątrobowej glukokinazy o niskim powino­
wactwie wobec glukozy;

—  wzrost aktywności mięśniowej aldolazy A, rozkładającej głównie fruk- 
tozo-l,6-dwufosforan i spadek aktywności wątrobowej aldolazy B, czyn­
nej w glukoneogenezie;

—  spadek aktywności wątrobowej fosfatazy fruktozo-l,6-dwufosforanowej 
wraz z pojawieniem się mało aktywnej formy mięśniowej;

—  wzrost aktywności formy M 2 kinazy pirogronianowej, mniej podatnej na 
hamowanie allosteryczne przez prekursory glukoneogenezy (np. amino­
kwasy glukogenne) niż forma L oraz spadek aktywności formy L.
Wzrost aktywności danej formy molekularnej enzymu wynika najpraw­

dopodobniej ze wzmożonej syntezy możliwej dzięki odblokowaniu odpo­
wiednich genów strukturalnych. Pojawiają się w wątrobiakach formy mo­
lekularne występujące w okresie płodowym. Mają one wspólną cechę — 
podlegają słabszej regulacji niż enzymy dojrzałego narządu, zarówno na 
poziomie białka już istniejącego (mniejsza wrażliwość na działanie efekto- 
rów allosterycznych), jak i biosyntezy de novo.

Aktywność heksokinaz I— III i formy M 2 kinazy pirogronianowej nie 
jest regulowana przez dietę i hormony w przeciwieństwie do glukokinazy
i formy L  kinazy pirogronianowej, typowych adaptacyjnych enzymów 
w wątrobie. W e i n h o u s e  (1— 3) uważa, że zastąpienie kluczowych izo- 
enzymów wątrobowych, kontrolowanych przez warunki dietetyczne i hor­
mony gospodarza przez inne izoenzymy nie będące pod tą kontrolą, może

http://rcin.org.pl



542 E. D A H L IG [16]

stanowić podstawę molekularną niekontrolowanej proliferacji komórek 
nowotworowych. Te „nowe” formy nie są specyficzne dla nowotworów, 
lecz występują w życiu płodowym w tym samym narządzie lub u osobnika 
dorosłego w innym narządzie (4). Przykładem są aldolazy A  i C w wątro- 
biakach, izoenzymy spotykane w wątrobie płodowej lub w  dojrzałym 
mięśniu (A) i mózgu (A  i C).

Zjawisko zaburzonej ekspresji genów w nowotworach tj. wyłączanie 
genów kodujących białka syntetyzowane przez zróżnicowane tkanki i włą­
czanie innych, aktywnych w rozwoju płodowym, lecz ulegających supresji 
podczas normalnego różnicowania (1— 3) określano jako „dysdyferencjację” 
(dis-differentiation) (90), „retrodyferencjację (150) lub „rewersję” (151). 
Zbliżony sens mają hipotezy „onkogenezy jako zablokowanej ontogenezy”
(152), czy derepresji genów płodowych w nowotworach (77).

Należy podkreślić, że normalny obraz izoenzymów cechujący wątrobia- 
ki wysoko zróżnicowane mające jednak wszelkie cechy nowotworów złośli­
wych zdaje się wykluczać związek zmian izoenzymów z pierwotną transfor­
macją. Zmiany te są natomiast wyraźnie związane z rozwojem anaplastycz- 
nym wątrobiaków. Mogą one występować również w wątrobie regenerują­
cej (39, 88, 101) oraz w komórkach z wątroby szczura hodowanych in vitro
(153), jednak tylko w nowotworach wątroby zakłócenia w ekspresji genów 
są stałe, nieodwracalne i progresywne (2). Ich przyczyny i mechanizm pro­
wadzące do zaburzeń w obrazie izoenzymów są jeszcze nieznane. Warto 
zwrócić uwagę na fakt, że zmiany izoenzymów w nowotworach dotyczą nie 
tylko enzymów związanych z metabolizmem węglowodanów (3). Analizu­
jąc bogatą literaturę Sa t o i wsp. (147) podtrzymują znany pogląd, że jest 
to ogólne zjawisko w wątrobiakach.

Zgodnie z dawną hipotezą G r e e n s t e i n a  (154) o konwergencji pro­
filu enzymatycznego nowotworów różnego pochodzenia zaobserwowano 
zbieżność składu ilościowego enzymów w słabo zróżnicowanych nowotwo­
rach wątroby i gruczołu mlekowego szczura.

Jako obiekt badań w przyszłości zaproponowano głównie nowotwory 
o znacznym odróżnicowaniu, z prototypowym, płodowym obrazem izoenzy­
mów, a nie wysoko zróżnicowane, w których się oczekuje „minimalnych 
zmian” (155).

Po  oddaniu pracy do redakcji ukazał się artykuł przeglądowy dotyczący izoenzy­
m ów  w  nowotworach: Kwiatkowska J., (1976), Post. Hig. M ed. Dośw., 30, 49— 78.

Pani Profesor Irenie M ochnackiej serdecznie dziękuję za cenne uwagi i sugestie 

podczas przygotowania niniejszego artykułu.

A rty k u ł nadszedł 24.1.1976; po rew iz ji au torsk ie j otrzym ano 29.6.1976.
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SPRAW OZDANIE

K onferencja nt. „Immobilizowane enzym y i białka”

B e r lin -B u ch , N R D , 15— 17 m arzec 1976

W  ram ach w ielostronnej w spółpracy  Akadem ii N au k  k ra jó w  socjalistycznych  

w  dniach 15— 17 m arca 1976 r. w  Centralnym  Instytucie B iologii M oleku larnej, A k ad e ­
m ii N au k  N R D , w  B erlin ie -B uch  odbyła się konferencja na temat im m obilizowanych  
enzym ów i białek. Zorgan izow an ie je j zostało zalecone przez podkom isję „B iałka  
i Enzym y” działającą w  ram ach kom isji „M o leku larna B io logia”. M ia ła  ona charakter  
naukowo-roboczego spotkania 23 pracow n ików  z A kadem ii N au k  i wyższych uczelni: 
Bułgarii, Czechosłowacji, N R D , Polski, W ęg ier i ZSR R . Przew odniczy ł je j prof. P. 
M ohr, k ierownik  Zak ładu  B iokatalizy w/w instytutu. W  części naukow ej konferencji 
przedstawiono 16 re feratów  na temat preparacji, w łaściwości i zastosowania w  prak ty ­
ce im m obilizowanych enzymów.

Prof. dr I. V. Berezin przedstaw ił badania prowadzone w  P aństw ow ym  U n iw e rsy ­
tecie im. Łom onosowa w  M oskwie. Referent poinform ował, że na uczelni tej badania  
nad im m obilizowanym i enzymami rozpoczęto już w  roku 1970 a obecnie problem atyką  

tą za jm u je  się około 100 pracow n ików  naukowych z katedr: biochemii, m ikrobiologii, 
biologii m olekularnej i chemii organicznej. Berezin krótko przedstaw ił badan ia nad 
niektórym i unieruchom ionym i enzymami, m ającym i znaczenie praktyczne jak : acylaza  
penicylinowa (produkcja kwasu 6 -am ino-pen icylanow ego i synteza tzw. półsyntetycz- 
nych penicylin), asparaginaza (leczenie niektórych now otw orów ) i uk łady enzym a­
tyczne syntetyzujące tyrozynę i tryptofan z kwasu p irogronow ego i odpowiednich  

zw iązk ów  aromatycznych. P rzedstaw ił on także now ą metodę uzyskania stabilnych  
unieruchom ionych enzym ów  przez m odyfikację ich akroleiną i następną kopolim ery - 
zację z akryloam idem . W spom niał również o pracach nad stabilizowaniem  ch loro­
p lastów  przez ich im m obilizację, a także o m ożliwości produkcji błon światłoczułych, 
posiadających n ieaktywną, im m obilozowaną chym otrypsynę zacylowaną kw asem  c is - 
-cynam onowym .

Duże zainteresowanie wzbudziło  przedstaw ienie przez Berezina m ożliwości otrzy­
m ania ogniw a enzym owego, posiadającego hydrogenazę bakteryjną, unieruchom ioną  

na graficie. Enzym ten rozkłada w odór do elektronu i protonu wodorowego, co może 

być dobrym  źródłem  energii elektrycznej.
P rof. G. Langham m er z Instytutu Chem ii Technicznej A N  w  L ipsku  przedstaw ił 

badania nad trypsyną kowalencyjn ie zw iązaną z kopolim erem  akroleiny i ak ry loam i- 
•du, poliam inostyrenem , CM -celu lozą, wofatytem  ZE-20 oraz z kopolim erem  styrenu  
i bezw odnika m aleinowego, (który pod nazwą P O V M A L  ST  jest produkow any  przez 

V E S  Chemische W erk e  B U N A , Schkopau, N R D ). W  przypadku stosowania tych nośni­
k ów  ilość zw iązanej trypsyny była nieraz bardzo duża i dochodziła do 400 mg/g suche­
go nośnika, lecz w raz  ze zwiększeniem  ilości zw iązanego enzymu, obserw ow ano  w y ­
raźny spadek swoistej aktywności. W ed ług  Langham m era metoda w iązan ia enzym ów  
z nośnikam i poprzez jony m etali (np. T i) nie odegra w  przyszłości w iększego znacze­
nia. Referent poinform ował, że w  jego instytucie opracowano produkcję im m obilizo- 
w an ej dekstranazy na skalę przem ysłową.

D r K. Pom m erening z Centralnego Instytutu B io logii M o leku larnej w  B erlin ie -
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-B uch  przedstaw ił badania hem oglobiny zw iązanej aktyw ow anym  brom ocyjanem  z że­
lem  typu Sephadex, bądź też grupam i aldehydowym i tegoż nośnika uprzednio utlenio­
nego nadjodanem . Uzyskane w  ten sposób preparaty hem oglobiny w ykazyw a ły  obn i­
żoną zdolność w iązan ia z tlenem oraz zmniejszony współczynnik H illa. W ła śc i­
wości im m obilizowanej hem oglobiny zależały od w aru n k ów  w iązania, które decydo­
w ało  o kon form acji unieruchomionego białka. Zw iązaną hem oglobinę można było  
usunąć z nośnika przez elucję guanidyną, natomiast by ła niem ożliwa elucja a lk a ­
liczna.

N iżej podpisany przedstaw ił pracę J. Gryszkiew icza, E. D ziam bor-G ryszk iew icz  

i W . O strowskiego z Instytutu Biochem ii Lekarsk ie j A M  w  K rak ow ie  na temat usie- 
ciowania fosfatazy kw aśnej z prostaty ludzkiej z album iną przez aldehyd glutarow y. 
O pracowano optym alne w aru nk i uzyskania nierozpuszczalnego preparatu  enzymu, 
który oznacza się znaczną stabilnością term iczną oraz wyższą trwałością w  stężonych 
roztworach mocznika i etanolu a także zmniejszoną w rażliw ością na działanie inh ib i­
torów. N iektóre am inokwasy w ybitn ie zm niejszają szybkość tworzenia żelu, natomiast 

heksam etylenodwuam ina przyspiesza ten proces. Również niżej podpisany przedstaw ił 
badania w ykonane w  Instytucie Im m unologii i Terap ii Dośw iadczalnej w e  W ro c ła ­
w iu  nad m ożliwością zastosowania inkludowanych lub  zw iązanych kow alencyjn ie  

z Enzacryl A M  enzym ów indykatorowych do histochemicznej lokalizacji niektórych  
acylaz po elektroforezie na żelu poliakryloam idowym . Zadem onstrowano rów n ież  
przykład zastosowania im m obilizowanej pronazy przy oczyszczaniu niektórych enzy­
m ów  wysokocząsteczkowych.

D r L . V. K ozlov  z Instytutu B ioorgan icznej Chem ii A N  w  M oskw ie  przedstaw ił 
metody im m obilizowania a-chym otrypsyny, /?-galaktozydazy, pepsyny i oryzyny po 
uprzedniej chemicznej m odyfikacji tych enzymów. D w ie  fazy utraty aktywności 
stwierdzono w  czasie ogrzewania unieruchom ionych enzym ów, co tłumaczono p o liw a -  
lentnym  charakterem  w iązan ia enzym -m atryca.

D r J. Lasch z Instytutu Chem ii Fizjologicznej Un iw ersytetu  im. M. Lu tra  w  H alle  

przedstaw ił badan ia  prowadzone wspóln ie z K ozlovem  nad w p ływ em  m atrycy na 

konform acyjne zm iany im m obilizowanych enzymów. Badan ia wykonano za pomocą 
własnej techniki fluorym etrycznej na karboksypeptydazie A  i leucylopeptydazie zw ią ­
zanej z kopolim erem  kw asu  akry low ego i m aleinowego. Lasch uważa, że enzymy są 
związane z m atrycą jednym  lub w ięcej w iązan iam i chemicznymi, co m a w p ły w  na  

konform ację a także na ich stabilność termiczną.

D r A . G abert z Instytutu Chem ii Technicznej A N  w  L ipsku  zaprezentował b ad a ­
nia nad w p ływ em  ram ienia bocznego („spacer”) na stabilność term iczną im m obilizo­
wanych enzymów. W  porów naniu  z bezpośrednim  w iązaniem  enzymu z m atrycą, jego  
zw iązan ie poprzez heksam etylenodwuam inę lub dw ukarboksy low e kw asy  nie ma 
istonego w p ły w u  aktywność i stabilność.

Dr P. H erm an  z Un iewersytetu  M. Lu tra  w  H a lle  zadem onstrował zastosowanie  

kolum n z im m obilizowanym i enzym am i do syntezy niektórych substancji rad ioak tyw ­
nych jak : cystationiny, tiolizyny i innych. Ponadto referent po in form ow ał o opraco­
w an iu  metody im m obilizowania am inoacylazy I przy zastosowaniu substancji ochra­
niających centrum aktywne enzymu w  czasie w iązan ia z m atrycą polisacharydową.

D r J. Tu rkova z Instytutu Chem ii O rganicznej i B iochem ii A N  w  Pradze om ów iła  
prace nad zastosowaniem  żelu polihydroksym etakrylowego do otrzym ania im m obili­
zowanej pepsyny. M etoda otrzym ania tych po lim erów  zwanych Spheron została opra­
cowana przez grupę organ ików  czechosłowackich, a obecnie ich produkcję rozpoczęła 

f -m a  Lachem a i niektóre firm y w  U S A . Referentka przedstaw iła również badania  
nad tymi polim eram i, posiadającym i grupę heksam etylenodwuam iny (N H 2— Spheron ) 
i & )-am inokarbonowego kw asu  (C O O H — Spheron ) użytego w  form ie aktywnego estru  
p -n itrofenylowego.
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D r B. B lagoev poin form ow ał o badaniach prowadzonych w  Instytucie Chem ii O r ­
ganicznej A N  w  Sofii. Referent w ykazał, że Spheron w iązał około 2,5 krotnie m niej 
peptydazy baktery jnej lub  ficyny, lecz aktywność uzyskanego preparatu  by ła  o oko­
ło  60% w yższa w  porów naniu  ze zw iązan iem  przez E nzacry l A A  i Enzacryl A H . R ó w ­
nież zw iązanie z poliakryloam idem  poprzez łańcuch utworzony z trzech reszt feny le - 
nodwuazowych, pow odow ało  znaczne obniżenie aktywności oraz term icznej stabilności 
stosowanych proteaz serynowych.

Prof. A . Schellenberg z Un iwersytetu  M. Lu tra  w  H a lle  przedstaw ił w p ły w  sposo­
bu w iązan ia z m atrycą na w łaściwości dehydrogenazy p irogronowej. W y k aza ł on, że 
przedłużenie łacucha w ęg low ego  pom iędzy m atrycą a enzymem zw iększa ak ty w ­
ność tego ostatniego oraz skraca czas potrzebny do jego pełnej aktyw acji. Zdaniem  
Schellenberga tzw. „spacer” odgryw a tylko w tedy dostrzegalny w p ły w , gdy zachodzi 
interakcja pomiędzy enzymem a matrycą. D a jący  się akyw ow ać preparat uzyskano  

tylko, gdy do w iązan ia z nośnikiem  użyto holenzym u, natom iast unieruchom ionego  
apoenzym u nie udało się przeprowadzić w  form ę aktywną.

P race nad elektrodą enzym ową, posiadającą im m obilizowaną oksydazę glukozy  
przedstaw ił D r P. Scheller z Centralnego Instytutu Biologii M oleku larnej w  B erlin ie - 
Buch. Jego elektrodę zastosowano ostatnio w  k ilku  laboratoriach klinicznych do ru ­
tynowych pom iarów  glukozy w e k rw i i moczu.

Prof. L. Boross z Un iwersytetu  im. J. A ttila  w  Szeged zrefe row a ł badan ia  term o- 
stabilności i w p ły w u  pH  na im m obilizowaną am inoacylazę I, acylazę penicylinową  

i dehydrogenazę izocytrynową. P o in fo rm ow ał on również, że opierając się na opraco­
w an e j w  jego laboratorium  technologii —  f-m a  R eanal rozpocznie w krótce produkcję  
im m obilizow anej am inoacylazy.

Dypl. chem. pani W . Schwarze z instytutu w  B erlin ie -B uch  przedstaw iła  m atem a­
tyczny model kinetyki reakcji katalizow anej przez im m obilizowane uk łady  enzym a­
tyczne oraz katalizę reakcji w ielosubstratowej.

Dr. D. K irstein z tego samego instytutu zrefe row a ł w yn ik i badań nad heterogen- 
ną kinetyką w  reaktorach enzym owych. G ru pa  jego za jm ow ała  się badaniem  dwóch  
typów  reaktorów  (recylkulacyjnego i typu C S T R ) a pom iary w ykonano na im m obili­
zow anej tyrozynazie. Ostatecznym wnioskiem  było, że nie można stosować bez jak ich ­
ko lw iek  zm ian metod chemicznej katalizy heterogennej, do pracy reaktorów  enzym o­
wych.

Ostatni referat w ygłosił D r E. K ah rin g  z instytutu gospodarzy, który za jm ow ał 
się ham ującym  w p ływ em  substratu w  transporcie system ów reakcyjnych w  reakto ­
rach z inwertazą zw iązaną ze Spheron. W yn ik i te potw ierdziły  znaczną już opinię, że 

stopień konw ersji substratu m aleje ze wzrostem  jego stężenia lu b  z szybkością prze­
p ływ u.

N a  posiedzeniu roboczym  konferencji uczestnicy spotkania om ów ili dalsze form y  
w spółpracy  pom iędzy instytutami naukow ym i k ra jó w  socjalistycznych. Sprecyzowano  
zadania badawcze dla w spółpracy  na najbliższą przyszłość. N a  koordynatora w sp ó ł­
pracy powołano prof. P. M ohra. Zw rócono się z propozycją do prof. I. V . Berezina
o zorganizowanie następnego spotkania na temat im m obilizowanych enzym ów  w  1977 
roku w  M oskwie. P ara fow an y  przez przewodniczących delegacji protokół m a być  
przedstaw iony do zatw ierdzenia podkom isji „B ia łka i Enzym y” w  m aju  br. w  K ra k o ­
w ie  a następnie odpow iednim  Akadem iom  Nauk .

Apolinary Szewczuk
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RECENZJE

Dla kogo ta chemia fizyczna?

Lucjan  Sobczyk i A d o lf K iszą (1975), Chem ia fizyczna d la przyrodników . Państw ow e  
W ydaw n ictw o  N aukow e, W arszaw a , stron 581.

P rzedm ow a autorska tak odpow iada na to pytanie: przede wszystkim  dla osób 
studiujących biologię i biochemię. A le  nie tylko. A utorzy  bow iem  dalej piszą o swym  
podręczniku: „Sądzim y, że znajdzie on czytelników także w śród  studentów innych  

specjalności...” , a m ianow icie tych którym  potrzebna jest znajomość w ybranych  za­
gadnień z pogran icza fizyki, chemii i biologii. „Sądzim y” a nie —  „m am y nadzieję” 
czy „chcielibyśm y”, w ięc też kontynuują w  tym sam ym  afirm atyw nym  duchu: „Je­
steśmy przekonani, że podręcznik może być zalecany na studiach podyplom owych dla 
nauczycieli, zw łaszcza bio logów  i chem ików”.

Zachęcony taką przedm ową, biochem ik spogląda na spis treści i odkryw a, z m ie­
szanym uczuciem , że jedna z siedm iu części książki poświęcona została koloidom  
(str. 511— 568). Z  m ieszanym, bo  chociaż ten nieco secesyjnie brzm iący termin odradza  

w  pam ięci ciepłe wspom nienia szkolne i studenckie, to jednocześnie w zbudza pe ­
w ien  niepokój. A lbow iem  term in „koloidy” poszedł w  biochemii i biofizyce w  za­
pom nienie i to z bardzo dobrych przyczyn. R ozwój biologii m olekularnej został opóź­
niony o k ilka dziesiątków lat w  w yniku  dziew iętnastowiecznej tezy (i je j filozoficz­
nych im plikacji), że roztwory białek  i k w asów  nukleinowych nie są roztworam i p ra w ­
dziwym i i że nie można ich rozpatryw ać w  pojęciach klasycznej term odynam iki. Dziś 
wiem y, że zw iązk i te tworzą roztw ory  p raw dziw e  i jest to jednym  z kam ieni w ęg ie l­
nych współczesnej w iedzy o ich strukturze oraz o ich funkc ji in vitro  i in vivo . Sw ój 
pogląd (str. 512) na tę spraw ę autorzy fo rm u łu ją  w  sposób następujący: „W łaśc iw oś­
ci roztw o rów  koloidalnych różnią się od w łaściw ości roztw orów  p raw dziw ych  tylko  
w  sposób fizyczny —  w yn ika to z w ielkości, kształtu i bardzo rozw iniętej pow ierzchni 
cząstek koloidalnych”. A  w ięc —  różnią się czy nie różnią? Chyba jednak  się różnią, 
bo w  rozdziałach poświęconych term odynam ice roztw orów  nie m a m ow y o białkach  
i kw asach nukleinowych, a w  rozdziałach o „koloidach” —  nie naw iązu je  się do 

wcześniejszych opisów  w łaściwości roztw orów . M a  to katastrofalny skutek d la p rzy ­
datności podręcznika w  ogóle, a d la wym ienionych w  przedm ow ie czyteln ików  
w  szczególności.

In form acje  o budow ie ©wych „koloidów ” zaw arte  są w  Części 2, zatytu łowanej 
„Stany skupienia m aterii” w  rozdziale pt. „Stan stały” (sie !). K w asom  nukleinowym  

poświęcono tam  16 w ierszy  druku  (str. 167— 8) —  w  p raw ie  600-stronicowy pod ­
ręczniku. Czytelnik znajdzie tam  ładnie w ykonane rysunki, obrazujące budow ę prze­
strzenną D N A  i dow ie się, że w ystępu ją  w  nim cztery zasady heterocykliczne oraz 

że podw ó jna  spirala D N A  stabilizowana jest w iązan iam i wodorow ym i. O  innych za­
sadach, o innych kwasach nukleinowych i innych siłach stabilizujących ich strukturę, 
tak jak  o fizykochem ii k w asów  nukleinowych w  ogóle —  w  całym  tekście podręczni­
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ka nie ma nic więcej. B udow a białek  jest obszerniej om ówiona: na dw u  stronach  
druku (str. 165— 7), z których jedną za jm u ją  w yłączn ie rysunki. Z  tekstu tego czytel­
nik się dowie, że łańcuch polipeptydowy pow sta je w  kondensacji « -a m in o k w a só w  i że 
posiada on „fragm enty p łask ie”. Może się domyślić, że „fragm ent p łask i” —  to w ią z a ­
nie peptydowe w raz  z sąsiadującym i z nim atom am i w ęg la  C a, bo w  tekst został w ła ­
many w zór tego ugrupow ania atomów. Tylko, że w zór ten p raw id łow y  form aln ie, nie  
jest p raw id łow y  w  kontekście struktury przestrzennej łańcucha polipeptydowego, bo  

z w zoru  tego nie w ynika dlaczego ma przedstaw iać kon figurację płaską. Pom ija jąc  
zaś naturę pozostałych w iązań  w  łańcuchu, autorzy od razu przechodzą do om aw ian ia  

jego konform acji i stw ierdzają, że uw arunk ow ana ona jest m ożliwością wysycenia  
m iędzypeptydowych w iązań wodorowych. To zaś prow adzi do powstania dw u  m ożli­
wych postaci łańcucha polipeptydowego: spirali i sfa łdow anego arkusza. Dostrzegają  
pew ną trudność w  tym w yw odzie : oprócz bia łek  „o strukturze w łókn iste j” istnieją  
przecież również „białka globularne, które charakteryzu ją się sferyczną budow ą (k łęb ­
k i)” (str. 165). O fe ru ją  jednak czytelnikowi —  raczej zaskakującą —  hipotezę w  tej 
spraw ie : „Przypuszcza się, że i w  tym przypadku w y jśc iow ą jest lin iow a struktura  
spiralna, która u legła skłębien iu” (str. 165). I da le j: „Skłębienie spirali u trw a lone jest 
wiązan iam i dwusiarczkow ym i, w iązan iam i koordynacyjnym i za pośrednictwem  jonów  

m etali i oddziaływ aniam i van der W aa lsa  pom iędzy różnym i częściami sp ira li” 

(str. 167). A  w iązan ia hydrofobow e scharakteryzowano (str. 494) w  sposób następujący: 
„O  grupach hydrofobow ych m ów im y wtedy, gdy nie w ykazu ją  pow inow actw a do 

w ody. Term in „hydrofobow ość” w prow adzono  dla rozróżnienia typów  oddziaływ ań  
międzycząsteczkowych. W iązan ie  hydro fobow e sprow adza się przede wszystkim  do  
oddziaływ ań  dyspersyjnych. Żeby  zaś nie było  w ątp liw ości co do poglądów  autorów  

na rolę w iązań  hydrofobow ych w  b iałku, passus ten zilustrow any jest rysunkiem  
(Rys. 6.13 str. 495), p rzedstaw iającym  jak  grupy  hydrofilow e i grupy hydro fobow e  

zgodnie pow iew ają  na zewnętrznej powierzchni cy lind rów  reprezentujących a-heliksy .

Nasza w iedza o budow ie przestrzennej b ia łek  n iew ątp liw ie m a znaczne luki. N ie  
takie jednak, aby nie można było je j opisać w  sposób w ewnętrznie zborny, zgodny  

ze znanym i faktam i dośw iadczalnym i i z tym, co w iem y o zależności pom iędzy struk ­
turą cząsteczki b ia łka a je j w łaściwościam i fizykochem icznym i i w ielom a funkc jam i 
biologicznymi. Opisu takiego nie można jednak przedstaw ić w  podręczniku, jeżeli po ­
m ija się te cechy łańcucha polipeptydowego ,które nadają mu swobodę rotacji w e w ­
nętrznej i te cechy łańcuchów  bocznych am inokw asów , które swobodę tę ograniczają. 
I opis ten nie w y jdzie  poza granice artyku łu  popu larno-naukow ego, jeżeli nie zostaną 
w  nim uwzględnione dane termodynamiczne, a m.in. konsekwencje zm ian w o lne j ener­
gii i entropii przy przenoszeniu reszt hydrofobow ych  do środow iska wodnego. Bez tego  
czytelnik, którego w iedza jeszcze w ym aga studiowania podręczników  studenckich, 
w  dalszym  ciągu nie będzie w iedział o separacji grup  polarnych i apolarnych w  czą­
steczce białka, ani o konform acji b iałka i je j zależności od składu środow iska. N ie  
będzie w iedział w ięc o krytycznych w łaściwościach jego cząsteczki, od których zależy 
rola b ia łka w  z jaw iskach biologicznych. K onsekw encje tak szczególnego potrak tow a­
nia struktury b ia łka są w  om aw ianym  podręczniku pogłębione przez jeszcze jedną po ­
w ażną jego lukę, uniem ożliw iającą w yjaśn ien ie podstaw  fizykochem icznych procesów  

zachodzących w  komórce żywej. Pom im o bowiem , że znaczną część książki pośw ięco­
no w łaściwościom  roztworów , to nigdzie nie om ówiono reakcji, jak ie zachodzą po ­
między zw iązkam i w ielkocząsteczkowym i a innym i zw iązkam i, drobno- i w ielkoczą­
steczkowymi, obecnymi w  tymże roztworze. T ak a  jest konsekwencja wyodrębn ien ia  

„koloidów  lio filow ych” w  podręczniku chemii fizycznej d la przyrodników ! Czytelnik  

w ięc nic się z niego nie dow ie o szczególnych cechach wspom nianych interakcji:
o zróżnicowaniu form aln ie identycznych m iejsc wiążących, o mnogich rów now agach  

w iązan ia ligandów , o pozytywnej i negatyw nej kooperacji. I niem ożliwym  stanie się
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zrozum ienie fizykochem ii transportu, katalizy enzymatycznej i regulacji procesów  

metabolicznych. A  to są jedne z najważniejszych problem ów  współczesnej biologii 
m olekularnej.

Reakcjom  enzym atycznym  w  podręczniku poświęcono niespełna trzy strony, jeżeli 
połączyć in form acje zamieszczone w  rozdziałach „Reakcje enzym atyczne” i „S truk tu ­
ra enzym ów”. Enzym y zostały scharakteryzowane (str. ,490) w  sposób następujący: 
„Enzym y zaliczam y do katalizatorów  mikroheterogenicznych. Makrocząsteczki enzy­
m ów  o średnicy 100 do 1000Á, o masie cząsteczkowej 20 000 do 500 000, stanow ią  
specyficzny koloid b iałkow y. K ataliza zatem na enzymach jest pośrednia pom iędzy  

homogeniczną a heterogeniczną”. A sekuracy jna dwuznaczność tego określenia, an alo ­
giczna do dwuznaczności określeń w yżej zacytowanych, nie ratu je jednak autorów  
przed zarzutem  błędu. Katalityczne w łaściwości enzym ów znamy praw ie  w yłączn ie  
z badań  prowadzonych w  układach homogenicznych: enzym i substrat tworzą w  w o ­
dzie roztwór praw dziw y , adekw atn ie opisywany w  pojęciach term odynam iki roztw o­
rów , jak  ją  dzisiaj znamy. To w łaśn ie jest fundam entem  całej naszej współczesnej 
wiedzy o m echanizm ach działania enzymów. Jednocześnie jednak w ie le  fak tów  w sk a ­
zu je na to, że w  kom órce żywej kataliza enzymatyczna przebiega w  układzie hetero­
genicznym, gdyż enzymy na ogół są im m obilizowane w  aparacie błoniastym  komórki. 
K luczow ym  problem em  w  biologii m olekularnej jest wyjaśnienie, w  jakim  stopniu  
w ynik i uzyskane w  badaniach in vitro  odzw ierciedlają procesy, zachodzące in vivo . 
W prow adzen ie  term inu „katalizator m ikroheterogeniczny” na określenie enzym ów nie 
tylko pozbaw ione jest wartości heurystycznej, ale dezin form uje czytelnika. N a  
szczęście dostępne są podręczniki biochemii, w  których zagadnienie katalizy enzy­
matycznej jest —  lepiej czy gorzej —  ale na ogół praw id łow o  omówione.

Opis kinetyki reakcji enzymatycznych sprowadzony został wyłącznie do kinetyki 
M ichaelisa -M entena (490— 491). O tym, że istnieją kinetyki sigmoidalne, czy efekty  
allosteryczne i inne m odulacje aktywności enzymu —  w  podręczniku b rak  nawet  
wzm ianki. O zależności pomiędzy pH  a aktywnością enzymu napisano (str. 493): „pH  
m a istotny w p ływ , gdyż większość grup funkcyjnych na powierzchni makrocząsteczki 
enzymu to grupy k w asow o -zasadow e”, tak, jakby  one to w łaśn ie odgryw ały  głów ną  
rolę w  katalizie enzymatycznej. Spadek aktywności enzymu w  podwyższonej tem pe­
raturze przypisano wyłączn ie denaturacji „substancji b ia łk o w e j” (str. 493!), tak, jakby  

nie m ogły w  tym odgryw ać roli liczne inne mechanizmy. M echanizm  działania enzy­
m ów  autorzy streszczają (str. 495-—6) w  czterech punktach, kolejno wyliczonych w  je d ­
nym zdaniu, załączając ładny schemat (Rys. 6.14 str. 496) ilustru jący jedną ze starszych  
hipotez w  tej sp raw ie  („indukow ane w pasow an ie”). W  punktach tych można dopa­
trzeć się rem iniscencji z szeregu aktualn ie dyskutowanych hipotez, ale w artość tego 

streszczenia jest żadna. Zupełn ie nie można zrozumieć, dlaczego autorzy nie w y k o ­
rzystali swych wcześniejszych rozważań term odynam icznych, aby dać chociaż zarys 
zależności pomiędzy w iązan iem  substratu a aktem  katalitycznym.

Drugie, obok katalizy, zagadnienie biologii w  którego rozw iązaniu  chemia fizyczna  
odgryw a rolę zasadniczą —  błony kom órkow e —  zostało tak potraktowane, że nie n a ­
da je  się do om awiania. W  podręczniku błony określone zostały jako „półprzepuszczal- 
ne” (str. 443) i podzielone ( str. 444) „ze w zględu  na mechanizm  działan ia” na „hom o­
geniczne, działa jące na zasadzie selektywnej rozpuszczalności” oraz „porowate dzia­
ła jące jak  sita, przesiew ające cząsteczki substancji rozpuszczonej w  zależności od ich 
wielkości, ciepła adsorpcji oraz (w  przypadku roztw orów  elektrolitów ) od znaku  
i w ielkości ich ładu n k ów ”. O  tym, że po dw u  stronach błony może w ytw orzyć się róż ­
ne stężenie substancji na zasadzie innej niż rów n ow aga  Donnana, czy efekt sita m o­
leku larnego i o nagrom adzeniu  substancji w b re w  gradientow i stężenia w  podręcz­
niku nie ma w  ogóle m owy. Jest to zapewne pierwszy od kilkudziesięciu lat podręcz­
nik dla przyrodników  w  którym  nie w ystępuje pojęcie transportu aktywnego.
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W szystko to, co powyżej powiedziano nie w yczerpu je  jeszcze pełnej listy zarzu ­
tów  odnośnie sposobu, w  jak i potraktowane zostały w  podręczniku podstawy fizyko ­
chemiczne procesów biologicznych (czy też —  sam e zjaw iska biologiczne). Do pod ­
ręcznika takiego przyrodnik  często sięga rów n ież po to aby  zapoznać się z m etodam i 
stosowanym i w  eksperym encie biochemicznym czy biofizycznym. Odnajdzie ich w ie le  
w  różnych rodziałach, ale poniżej skom entowane one będą w  podziale na dw ie grupy : 
na metody oparte na z jaw isku  transportu w  roztworze i metody w ykorzystu jące a b ­
sorpcję i em isję radiacji.

W  grupie pierwszej, przedstaw iając z jaw isko dy fuzji (str. 520— 1) podręcznik po ­
da je  p ierwsze p raw o  F ick ’a, ale nie podaje drugiego —  pomimo, że w łaśn ie drugie  
p raw o  F ick ’a stanowi podstawę wszystkich dokładnych metod oznaczania stałej d y ­
fuzji. O  tym, że kształt cząsteczki w p ły w a  na stałą dyfuzji, czytelnik dow ie się z u w a ­
gi (str. 523) w y jaśn ia jące j rozbieżność (w  przytoczonym przykładzie obliczeniowym ) 
pom iędzy m asą cząsteczkową ureazy, obliczoną z pom iaru stałej dyfuzji, a je j m asą  

rzeczywistą. O znaczeniu w arstw y  solw atacy jnej w  interpretacji w yn ik ów  pom iaru  
stałej dy fuzji nie m a m owy. A nalizę sedym entacyjną om aw ia się bez na jbardz ie j 
nawet ogólnych danych o je j w arunkach  technicznych, m.in. bez scharakteryzow ania  
metod pom iaru stężenia substancji w  w irow an ej kuwecie. Schemat rozkładu cząste­
czek w  kuwecie (Rys. 7.3 str. 525) został podany w  sposób który nie w y jaśn ia  procesu  

zachodzącego ani przy pom iarze szybkości sedym entacji ani rów n ow agi sedym enta­
cyjnej. W e  wzorach opisujących przebieg u ltraw irow an ia  (liczne w zory  na stronach  
525— 528), czynnik w ypornościowy (t.zw. buoyancy jactor) podano jako  1 —  dQ/d za ­
m iast 1 —  vćio, utożsam iając cząstkową objętość w łaśc iw ą substancji rozpuszczonej 
z odwrotnością je j gęstości. N ie  jest to proste odstępstwo od konwencjonalnej sym ­
boliki, ale istotny błąd. I to nie tylko dlatego, że czytelnik nigdzie nie znajdzie w a r ­
tości liczbowych gęstości b iopolim erów  (i nie dlatego, że te dw a param etry nie są 

identyczne). Zastosowanie w e  w zorze z analizy  sedym entacyjnej v o, cząstkowej o b ­
jętości w łaśc iw e j, dla substancji rozproszonej a gęstości do dla rozpuszczalnika w y n i­
ka z teorii procesu sedym entacji w  polu siły odśrodkowej, opartej o term odynam ikę  

procesów  nieodwracalnych (a ta ostatnia jest w  podręczniku pokrótce om ówiona!). 
I następujące kwestie nie zostały czytelnikowi wyjaśn ione: czy oznaczana w  u lt ra w i-  
rów ce m asa cząsteczki jest masą solw atow aną czy nie, czy kształt cząsteczki w p ły w a  
na szybkość sedymentacji, jak ie param etry  m olekularne można wyznaczyć z analizy  

sedym entacyjnej oprócz stałej sedym entacji i m asy cząsteczkowej. Inna szeroko sto­
sowana w  badaniach biochemicznych i biofizycznych metoda, pom iar lepkości, opisana  
jest tak jakby  rów nan ie N ew tona było  zawsze spełniane (str. 529). A  co z kw asam i 
nukleinowym i i b iałkam i „o strukturze w łókn iste j” ? N a jw ażn ie jszym  zastosowaniem  
pom iaru  lepkości wg. autorów  m a być w yznaczanie m asy cząsteczkowej (str. 530), 
czego od dziesiątków lat się nie robi. Natom iast wyznaczanie kształtu cząsteczki jest 

co p raw d a  wspom niane, ale przytoczono jedyn ie em piryczny w zór opisujący zależność 
pom iędzy stosunkiem długości półosi elipsoidu obrotowego a lepkością graniczną (w zór  

nienum erowany str. 530). O wyprow adzonych  na podstaw ie rygorystycznych rozw ażań  

hydrodynam icznych wzorach Perrina  i S im ha’y (i stosowanych w  praktyce odpow ied ­
nich w ykresach ) nie wspom ina się, a —  co jeszcze bardziej zaskakujące —  nie w sp o ­
m ina się w  ogóle całej teorii Sheraga -M andelkern . I w reszcie —  inne metody z tej 
grupy : jedyny osmometr jak i zilustrowano i opisano to osmometr statyczny (Rys. 4.6 

str. 288), podczas gdy wszystkie współcześnie stosowane osmometry oparte są o zasadę  

pom iaru  dynamicznego; w  elektroforezie (str. 549— 550) —  pominięto całkow icie teorię  
transportu  cząstki na ładow anej w  polu elektrycznym , a jako ilustrację (Rys. 7.17 str. 
550) podano schemat m uzealnej kuwety do elektroforezy swobodnej (z błędem  w  opi­
sie w  tekście). O  elektroforezie w  podłożu stabilizowanym  i o ogniskowaniu izoelek- 
trycznym  w  ogóle nie wspom niano, tak jak  nie wspom niano do jakich  ce lów  można  
stosować elektroforezę.
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N iew ie le  lepiej potraktow ano drugą grupę metod badawczych, wykorzystujących  

absorpcję i em isję prom ieniowania. P rzy  om aw ian iu  w idm  oscylacyjnych nie m a na­
wet wzm ianki o ich zastosowaniu do badania konform acji polipeptydów , ani o m ożli­
wościach, jak ie otworzyła spektroskopia ram anow ska laserowa. Przy w idm ach elektro ­
nowych nie m ów i się o w p ływ ie , jak i na w ielkość i pozycję pasm a absorbcyjnego  

chrom oforu może m ieć w ielkość cząsteczki, w  której on się znajduje, obecność ładu n ­
k ów  sąsiadujących, czy skład rozpuszczalnika —  a w ięc o param etrach szeroko w y ­
korzystywanych do badan ia  struktury i interakcji kw asów  nukleinowych i białek. 
Skręcalność optyczną om ówiono na poziomie podręcznika szkolnego, a uzupełniono  

jedynie w zm iankę (6 -w ierszow ą ) o dyspersji rotacji optycznej (str. 94— 5). A le  na 
dichroizm kołowy, a w  zw iązku z tym  —  na om ówienie pow iązań pomiędzy O R D , C D  
i absorpcją prom ieniowania, nie znalazło się m iejsce w  tym podręczniku. E lektronowy  

rezonans param agnetyczny om ówiono na niespełna trzech stronach druku (str. 96— 99) 
w  sposób popu larno-naukow y, z inform acją, że jest on stosowany do w y k ry w an ia  

i badania wolnych rodników . O  znacznikach spinowych nie m a m owy, i nie w spom ­
niano o zastosowaniu E P R  do badan ia specyficznych obszarów  w  cząsteczce b iałka, czy 
błon biologicznych. Opis jąd row ego  rezonansu magnetycznego za ją ł autorom  mniej 
niż jedną stronę druku  (32 wiersze, str. 99 i 100), a działanie przyrządu pom iarowego  
czytelnik m a rozumieć ze skra jn ie uproszczonego schematu b lokowego (Rys. 1.43 str. 
100). W  tekście w ym ien iony jest param etr przesunięcia chemicznego (jako  w p ro w a ­
dzony „dla celów  porów naw czych”), ale nie wspom niano o procesach relaksacji. B rak  
nawet wzm ianki o tym, że N M R  jest obecnie jedną z dw u  najpotężniejszych metod  
badania biopolim erów , w  niektórych zastosowaniach —  bardziej użyteczną niż k rysta­
lografia  rentgenowska. P rzy  opisie tej drugiej metody zapom niano wspom nieć, iż 

stosuje się ją  do badan ia  m.in. b ia łek  i k w asów  nukleinowych! O  kilku innych jesz­
cze metodach jest w  tekście m owa, a b rak  tutaj kom entarza nie oznacza, że podane  
opisy są wystarczające, a także, że nie pominięto szeregu innych metod.

O m aw iany  podręcznik został przez Pań stw ow e W ydaw n ictw o  N aukow e w ydan y  
bardzo pięknie. Skład, druk, czcionka, kolory, rysunki, opraw a —  stoją na najlepszym  

poziomie św iatowym . N ie  bardzo w iadom o dlaczego tyle w ysiłku  zostało w łożone  
w łaśn ie w  tę książkę —  przy tylu podręcznikach na takie wyróżnien ia nie zas łu gu ją ­
cych. A  przecież w  gruncie rzeczy nie jest to podręcznik a raczej kom pendium  odpo­
w iedzi egzam inacyjnych. Ty lko że student na egzam inie z biochemii i b iofizyki na 

w iele pytań z zakresu chemii fizycznej nie znajdzie w  nim odpowiedzi, a za niektóre  
dostanie ocenę niedostateczną. W ie lka  szkoda, że sygnalny egzem plarz om aw ianego  
podręcznika nie został przysłany do kw arta ln ika „Postępy Biochem ii” do recenzji.

Kazim ierz Zakrzewski
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Biomolekularne podstawy interakcji hormon —  komórka

Pod redakcją naukow ą Doc. dra med. A leksandra D aw idow icza P ań stw ow y  Zak ład  
W y d aw n ictw  Lekarskich . N ak ład  Tarchom ińskich Zak ładów  Farm aceutycznych  
„P o lfa ”, W a rszaw a  1975, (stron 162, 5.000 egz.)

W  listopadzie 1973 r. odbyło się z in icjatyw y doc. dr med. A . D aw idow icza i Z a ­
rządu Oddziału  W arszaw sk iego  Polskiego Tow arzystw a Endokrynologicznego sym poz­
jum  na temat biom olekularnych podstaw  interakcji horm on —  kom órka. O wocem  tego 
sym pozjum  jest tom m ateria łów  w ydany w  postaci książki, opracowanych w  fo rm ie  

prac przeglądowych lu b  doświadczalnych, z obszerną b ib liog ra fią  doprowadzoną do 
1974 roku. W  części ogólnej książki w ydrukow ano  trzy św ietne referaty  om aw ia jące  
ogólne aspekty czynności horm onów, ze szczególnym uwzględnieniem  badań  nad rolą  
receptorów  horm onalnych i ich przekształcaniem  się w  efektory (prof. dr med. K . Z a ­
krzewski), om ówieniem  zastosowania w yn ik ów  tych badań w  patofizjo logii k linicznej 
(doc. dr med. J. Tatoń, dr E. K ow alik ) oraz ich interpretacji biocybernetycznej (doc. 
dr med. T. Bogdanik).

Część szczegółowa zaw iera 11 prac om aw iających  różne aspekty m echanizm ów  

działania horm onów  u człowieka lub  w  organizm ach zwierzęcych oraz 1 praca po ­
św ięcona hormonom roślinnym. Obszerne —  na ogół —  w prow adzen ia  do tych prac  
pozw ala ją  czytelnikowi poznać szersze tło zagadnień, nad którym i p racu je  się w  po l­
skich ośrodkach, a także w  Instytucie Endokrynologii w  P radze (dr L . S tarka).

W artość om awianego tomu podnosi staranne opracowanie redakcyjne, z drobnym i 
tylko potknięciam i nom enklaturowym i, w spom niana już aktualna b ib liog ra fia  oraz  
streszczenia w  języku angielskim .

Szybki rozwój biochemii białek, odkrycie receptorów  tkankowych horm onów  oraz  

w yw o łan a  „teorią drugiego przekaźn ika” Sutherlanda eksplozja badań  nad rolą c A M P  
spowodowały, że postęp w  badaniach m echanizm ów działania horm onów  jest ostatnio 
bardzo szybki. Zn a jdu je  to oczywiście odbicie w  literaturze z tego zakresu, jednakże  
jest to w  znakom itej większości literatura obcojęzyczna i z tego w zględu  trudno do ­
stępna dla licznej grupy biologów, lekarzy i studentów w ydz ia łów  m edycznych i p rzy ­
rodniczych. „B iom olekularne podstawy interakcji horm on —  kom órka” są pozycją  
w ypełn ia jącą lukę w  piśm iennictw ie polskim, pozycją która jeszcze nie straciła ak tu ­
alności. Żyw ot książki naukow ej jest jednak  coraz krótszy i każdy tydzień je j p rze ­
trzym yw ania w  m agazynach jest m arnotrawstwem , którego nie da się odrobić. N a leży  

zatem  w yrazić ubolewanie, że om aw iana książka została udostępniona tylko członkom  
Polskiego Tow arzystw a Endokrynologicznego i Polskiego Tow arzystw a Biochem icz­
nego, a nie ma jej w  sprzedaży, pom im o n iew yczerpan ia nakładu.

Irena Szumiel
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Cena prenumeraty krajowej 

półrocznie zł 40.—  
rocznie zł 80.—

Prenum eratę k ra jo w ą  przy jm ują  O ddziały  R S W  „P rasa— K siążka— Ruch” oraz urzę­
dy pocztowe i doręczyciele w  term inach:
—  do dnia 25 listopada na styczeń, I -szy  kw arta ł, I-sze  półrocze roku następnego  

i na cały rok następny,
—  do dnia 10 m iesiąca poprzedzającego okres prenum eraty na pozostałe okresy roku  

bieżącego.

Jednostki gospodarki uspołecznionej, instytucje i organizacje społeczno-polityczne  

sk łada ją  zam ów ienia w  m iejscowych Oddziałach R S W  „Prasa —  K siążka —  Ruch”. 
Zak łady  pracy w  m iejscowaściach, w  których nie m a O ddziałów  R S W  oraz prenu­
m eratorzy indyw idualn i, zam aw ia ją  prenum eratę w  urzędach pocztowych lub  u do­
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Prasy  i W y daw n ictw , ul. T o w arow a  28, 00-958 W arszaw a , konto P K O  nr 1531-71 
w  term inach podanych d la prenum eraty k ra jow ej.

Bieżące i arch iw alne num ery można nabyć lub  zam ówić w e  W zorcow n i W ydaw n ictw  
N auk ow ych  P A N -O sso lin e u m -P W N , Pa łac  K u ltu ry  i N auk i (w ysok i parter) 
00-901 W a rszaw a  oraz w  księgarniach naukow ych „Dom u K siążk i” .

A  subscription order stating the period of time, along w ith  the subscriber’s name 
and address can be sent to your subscription agent or directly to Foreign T rade En ­
terprise A rs  Po lon a— Ruch, 00-068 W arszaw a , 7 K rakow sk ie  Przedm ieście, P. O. 
B ox 1001, Poland . P lease send paym ents to the account of A rs  Polona— Ruch in Bank  
H and low y  S. A ., 7 T raugutt Street, 00-067 W arszaw a , Poland.
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i w prow adzan ia  
popraw ek  nie w p ływ ających  na treść pracy.

Piśm iennictwo: W  artykule należy cytować prace oryginalne z ostat­
nich k ilku  lat oraz najw ażn ie jsze artyku ły  przeglądow e om aw iające  

przedstaw ioną dziedzinę z uwzględnien iem  artyku łów  opublikowanych  
w  „Postępach B iochem ii”. W  tekście należy podaw ać jedyn ie nazw iska  
badaczy, których prace m ają  podstaw ow e znaczenie w  przedstaw ianej 
dziedzinie. O m aw iane prace trzeba num erować w  kolejności ich cytow a­
nia w  tekście. W yk az  piśm iennictwa zatem obejm uje prace opatrzone ko­
le jnym i num eram i, ale n ieuporządkowane alfabetycznie. Odnośniki b ib lio ­
graficzne w inny  mieć form ę zalecaną przez K om isję  W y d aw c ó w  Czaso­
pism Biochemicznych M iędzynarodow ej Un ii B iochem ików  (IU B ) w ed ług  
Biochim . Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

P ispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim . Biophys. Acta, 247,
181— 184.

Cytując w ydaw n ic tw a  książkowe podaw ać należy kolejno: nazw isko(a) 
in icjały  autor(ów ), rok  w ydan ia , tytuł książki, nazw isko(a ) i in icjały  
je j redaktorów (a), tom, p ierw szą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, 
nazw ę w ydaw n ictw a oraz m iejsce wydan ia , np.

D ixon  M ., W e b b  E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longm ans  

G reen  and Co, London;
G rant J. K., (1969) w  Essays in Biochem istry, red. C am pbell P. N., 

G rev ille  G. D., t. 5, str. 1— 58, Academ ic Press, London
Załączn iki: K ażdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddziel­

nych kartkach i opatrzyć kolejnym  num erem  odpow iadającym  num erow i 
użytemu w  tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem ) nazw is­
kiem pierwszego autora i początkowym i w yrazam i tytułu pracy.

Tabe le  należy kolejno num erować cyfram i arabskim i. Tytu ł tabeli
i nag łów k i ru b ryk  w inny  jasno opisywać ich treść zaznaczając z jakich  
( jak ie j) p rac (y ) pochodzą in form acje podane w  tabeli.

Ryciny tj. w ykresy, rysunki, schematy, lub  fotografie  należy opatrzyć 

num eracją w  kolejności ich om ówienia w  tekście. P rzy jm u je  się zasadę 
num eracji rycin cyfram i arabskim i, a w zory  cyfram i rzym skim i. Foto­
gra fie  czarno-b ia łe  (kontrastowe) pow inny być w ykonane na papierze  
m atowym . Pozostałe ryciny należy wykonać tuszem na b iałym  papierze  
lub  na kalce technicznej. W ym iar ryciny nie pow inien  być niniejszy niż 

10X15 cm, a naniesione linie nie pow inny być cieńsze niż 1 mm. Ram ki 
ujm ujące w ykresy  m ożna w ykonać lin ią  cieńszą niż linie w łaśc iw e w y ­
kresu. C y fry  i litery  służące do opisu rysunku pow inny mieć wysokość  
nie m niejszą niż 5 mm. N a  rysunkach nie należy umieszczać opisów  

słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie w ykresów  natomiast w in ­
ny być opatrzone napisem  łatw o zrozum iałym . D la  oznaczenia punktów  

doświadczalnych można stosować następujące sym bole: A D O  A  ■  
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (o łó w ­
kiem). Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny podejm uje w ydaw ca.

Podpisy  i objaśnienia pod rycinam i pow inny być dołączone na od ­
dzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można w pisać na maszynie, 
należy w yraźn ie  nanieść czarnym  tuszem.

Ze  w zględu  na w ew nętrzną spoistość artyku łu  zaleca się autorom  

konstruowanie oryginalnych rysunków  i zbiorczych tabel na podstaw ie  
danych z piśm iennictwa. P raw ie  wszystkie czasopisma zastrzegają sobie 
wyłączność druku prac w raz  z ich dokum entacją (Copyright). Przed  
włączeniem  tabel, w ykresów  czy schem atów do artyku łu  przeznaczonego 
do publikacji w  Postępach Biochemii należy uzyskać zgodę na przedruk
i przedłożyć ją Redakcji.

Redakcja prosi o w łaśc iw e pakow an ie artyku łów  aby  zabezpieczyć 
maszynopisy i ilustracje przed pogięciem.
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