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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje artykuty przegladowe
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuty winny obejmowaé¢ syntetyczny
przeglad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta-
wie pismiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykutu do Re-
dakcji jest rbwnoznaczne z os$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta
i nie bedzie publikowana w innym czasopiSmie jezeli zostanie ogtoszona
w ,,Postegpach Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢
i Scistos¢ podawanych informacji. Autoréw obowigzuje korekta autorska.
Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawienie btedéw drukarskich)
ponosza autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujacych stawek.
Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamoéwienia na
dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po ko-
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujgcych wskazéwek:

Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jed-
nostronnie, z podwdéjng interliniag, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok.
1 cm po prawej stronie; nie moze zawiera¢ wiecej niz 60 znakéw w jed-
nym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Norma
Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imio-
na i nazwisko(a) autora(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim
i angielskim, w ktérych pracujg autorzy, adres pocztowy na ktéry autorzy
zycza sobie otrzymywaé¢ korespondencje, telefon miejsca pracy, tytut
artykutu (w jezyku polskim i angielskim) oraz — w prawym dolnym
rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrot tytutu (nie
wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w peinym brzmieniu) i nazwisko(a) auto-
ra(bw), tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci
w jezyku polskim i angielskim, tytu} naukowy autora(éw) i jego (ich)
miejsce(a) pracy, wykaz skrotéw stosowanych w pracy.

Strona 2 i nastgpne obejmujg tekst pracy do spisu piSmiennictwa
wiacznie, tabele, spis rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na
stronach konhcowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty
i podrozdziaty, ktérych tytuty rzeczowo winny informowaé¢ o przedsta-
wianych treéciach. Rzeczowy spis tresci z podaniem stron publikujemy
bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy liczbami rzym-
skimi, a podrozdziaty odpowiednia rzymska i arabska (np. 1—1.). Tytu-
t6w podrozdziatéw nie wydzielonych 2z tekstu nie trzeba numerowac.
W teks$cie nie nalezy stosowaé¢ zadnych podkres$len ani rozstrzelonego
druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki dru-
karskiej nalezy zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przy-
padku umieszczenia w tek$cie liter alfabetu greckiego nalezy na mar-
ginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. W teks$cie nie nalezy
umieszcza¢ zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zadanym miejscu
pozostawi¢ wolny wiersz i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Nu-
meracje wzoru w tekscie nalezy podawa¢ po nazwie zwiazku np. kwas
glutaminowy (1).

Redakcja prosi autorow o zwrécenie szczegdlnej uwagi na popraw-
noé¢ jezykowga tekstu a takze na $cisto$¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie
gwary laboratoryjnej oraz o niewprowadzanie do tekstu tworzonych do-
raznie skrétéw, nawet jes$li niektére z nich bywajg uzywane w pracach
obcojezycznych.
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Post. Biochem. 22, 439—465, (1976).

DANUTA FRACKOWIAK *, KRZYSZTOF FIKSINSKI **

Przekazywanie energii w jednostkach fotosyntetycznych ***

Energy Transfer in Photosynthetic Units

l. Wstep

Od wielu lat wiadomo, ze w organizmach fotosyntetyzujgcych zachodzi
migracja energii wzbudzenia od czgsteczek absorbujgcych swiatto stonecz-
ne (,anten”), do tych w ktérych zachodza reakcje fotochemiczne czyli tzw.
centrow reaktywnych. Pomimo duzego i ciggle rosngcego materiatu do-
Swiadczalnego oraz catego szeregu rozwazan teoretycznych nie udato sie
jeszcze ostatecznie uzgodni¢ poglagdu na mechanizm molekularny odpowie-
dzialny za te migracje.

Ukazat sie juz caly szereg przegladowych opracowan referowanego za-
gadnienia (1 — 8), przedstawionych badz w monografiach poswieconych ca-
temu zjawisku fotosyntezy (np. 1, 9), badz tez w opracowaniach omawia-
jacych jedynie pierwotne procesy fotosyntezy (np. 3, 7). Autorzy tych
opracowan uzywaja roznych sposobdow opisu zjawiska migracji energii.
Nie jest jednak tatwy ani wybor najwlasciwszego przyblizenia fizycznego,
ani tez prawidtowe przejscie od jednego typu opisu do innego (10, 11).

Celem niniejszego artykutu jest konfrontacja réznych wspoétczesnych
pogladéw zaréwno na mechanizm przekazywania energii miedzy pigmenta-
mi aparatu fotosyntetycznego jak i na proces putapkowania tej energii
w centrach reaktywnych. Migracja energii jest wynikiem wielu aktéw
przekazania energii (energy transfer), przy czym zaktada sie przewaznie,
ze wzbudzenie btadzi w sposéb przypadkowy w ukladzie ,,anten”, az osiag-
nie centrum.

* Prof. dr, ** mgr, Instytut Fizyki Politechniki Poznanskiej, Piotrowo 3, 60-965
Poznan.
*** Referat sympozjalny wygtoszony na X IIl Zjezdzie Polskiego Towarzystwa

Biochemicznego, Torun, 4—7 wrzesien, 1975 r.

Wykaz stosowanych skrétéw: ESR — elektronowy rezonans spinowy; ENDOR —
podwdjny rezonans elektronowo-jgdrowy; r — $redni czas zycia w stanie wzbudzonym;
K — liczba przekazanh energii w jednostce czasu (szybko$¢ przekazywania); D i A —
donor i akceptor energii; D i A — momenty przej$s¢ donora i akceptora; R — odleg-
toé¢ D — A; ~— czynnik orientacyjny; r — anizotropia emisji; LRRT — dalekozasie-

gowe przekazywanie rezonansowe.
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Jednostka fotosyntetycznag bedziemy nazywaé zespét ztozony z centrum
reaktywnego i pracujacych na jego potrzeby ,anten”, nie wglebiajgc sie
w dociekania czy i o ile takie zespoly sg od siebie izolowane, tj. czy obowig-
zuje model ,katuzy”, czy tez model ,jeziora” (3, 6). W pierwszym przy-
padku miedzy poszczeg6lnymi jednostkami fotosyntetycznymi istnieje
bariera potencjatu utrudniajgca migracje energii; w drugim — energia
migruje przede wszystkim do najblizszego centrum reaktywnego, gdyz za-
sieg migracji jest maly, a centra sg rozmieszczone réwnomiernie wsrod
absorbujacych czasteczek.

Nie omawiamy réwniez tutaj szczegotowo roli dwéch uktadéw fotosyn-
tetycznych wystepujgcych w glonach i roslinach wyzszych, ani tez roz-
dziatu energii wzbudzenia pomiedzy te ukiady (12). Nie bedziemy tez refe-
rowali materialu na temat ewentualnego wystepowania przekazywania
energii wzbudzenia pomiedzy uktadami fotosyntetycznymi.

Wiadomo bezspornie, ze w jednostkach fotosyntetycznych migruje
przede wszystkim energia elektronowego wzbudzenia. Migracja nosnikow
tadunkow nie jest podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za prze-
kazywanie energii, cho¢ ostatecznie w centrach reaktywnych nastepuje
przekazywanie tadunku miedzy partnerami (charge transfer). Wiadomo
wprawdzie, ze energia migruje w jednostkach fotosyntetycznych w postaci
singletowego elektronowego wzbudzenia (4), jednakze ostatnie dane litera-
turowe (13) sugeruja istotng role wzbudzen trypletowych w centrach. Zna-
leziono np., ze fotoutlenianie bakteriochlorofilu w centrach zachodzi po-
przez stan trypletowy (14) oraz, ze wydajnosci utleniania centrow reak-
tywnych i tworzenia stanéw trypletowych sg zblizone (15). Ustali¢ wiec na-
lezy mozliwos¢é przekazywania energii wzbudzenia z ukiladu poziomoéw
singletowych do pozioméw trypletowych poprzez tzw. przejscia interkom-
binacyjne (intersystem Crossing). Prawdopodobienstwa przejs¢ interkombi-
nacyjnych w czgsteczkach chlorofili i innych porfiryn zebrane sg w litera-
turze (16, str. 160), przy czym ilo$¢ tego typu danych szybko wzrasta.

Il. Stany trypletowe w jednostkach fotosyntetycznych

Obserwuje sie ostatnio znaczny wzrost zainteresowania stanami tryple-
towymi barwnikéw fotosyntetycznych. | tak Krasnowskij ze wspo6t-
pracownikami (17), badajac niskotemperaturowe widma emisji znaleZli zgo-
ta inne niz dotychczas podawane (17, 18, 12) energie i czasy zycia poziomoéw
trypletowych pigmentéw chlorofilowych. Na przykiad maksimum emisji
Tj —aS0 chlorofilu a znaleziono w okolicy 985 nm, a S$rednie czasy zycia
stanu trypletowego réznych odmian chlorofilu miescity sie w przedziale
1,4—2,8 msek. Nie wykluczono jednak pewnego wptywu rozproszonego
Swiatta na te wyniki.
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Zastosowano rowniez do chlorofilu i jego pochodnych (19) bardzo obie-
cujgcg metode badania zmian populacji poszczegélnych podpoziomoéw
trypletowych, a wiec i przej$¢ interkombinacyjnych. Jest to tzw. metoda
optycznej detekcji magnetycznego rezonansu (ODMR), w ktérej rejestruje
sie zmiane natezenia fluorescencji probki umieszczonej w temperaturze
kilku stopni Kelvina po dodatkowym napromieniowaniu jej mikrofalami,
powodujgcym przejscia miedzy podpoziomami stanu trypletowego. Wywo-
tana mikrofalami zmiana obsadzen trypletowych podpoziomdéw powoduje,
wobec réznego prawdopodobienstwa przejs¢ interkombinacyjnych z tych
podpozioméw, zmiane natezenia rejestrowanego przejscia O — O z pierw-
szego singletowego poziomu wzbudzonego do stanu normalnego Sx-> SQ
Doswiadczenie przeprowadza sie przy tak niskim natezeniu Swiatta wzbu-
dzajacego, ze z jego wzrostem liniowo rosnie natezenie fluorescencji. Nate-
zenie mikrofal dobiera sie wysokie, tak aby uzyska¢ nasycenie przejs¢ po-
miedzy sktadowymi trypletowymi. Metodg ODMR (19) stwierdzono wyste-
powanie form tautomerycznych niektérych porfiryn, gdyz pozwala wykry-
wacé mate ilosci czasteczek wzbudzonych do stanu trypletowego. Moze miec
ona réwniez znaczenie przy badaniach centrow.

W pracowni Gurinowicha (20) zastosowano metody fotoselekcji do
badania dichroizmu przejs¢ trypletowych chlorofilu i jego pochodnych
umieszczonych w niskotemperaturowym szkliwie. Stwierdzono w ten spo-
séb, ze momenty przejs¢ trypletowych badanych barwnikéw lezg w ptasz-
czyznie pierscienia porfirynowego.

Szczegblnie bliski zwigzek 2z ustaleniem roli przejs¢ trypletowych
w dziataniu centrow majg (21) badania przekazywania elektronu dzieki
uczuleniu poprzez wzbudzony do stanéw trypletowych chlorofil. Badano
rowniez widmo wyzszych stanéw trypletowych chlorofilu (przejscia tryp-
let—tryplet, T—T) (22). Badania stanéw trypletowych pozwalaja ponadto
wnikng¢ w oddziatywania porfirynowych grup chromoforowych makro-
czagsteczek z ich czescig biatkowa (23) lub innymi czasteczkami (24). Jak wy -
kazano badajgc hemoglobiny, kinetyka zanikania absorpcji trypletowej po
btysku laserowym w probkach zawierajgcych tlen molekularny oraz
w prébkach odtlenionych dostarcza informacji o penetracji tlenu do ,kie-
szeni” makroczgsteczki (24). Nie badano dotad w ten sposob kompleksow
pigmentowo— biatkowych organizmoéw fotosyntezujgcych (np. bilipro-
teidoéw), chociaz badania takie mogtyby zapewne dostarczy¢ nowych infor-
macji.

I11. Agregacja chlorofilu

Wzajemne oddziatywania barwnikéw mozna, przynajmniej w pewnym
zakresie sity oddziatywania, traktowac¢ jako ich agregacje. W agregacji
chlorofilu i jego pochodnych bardzo istotng role odgrywa woda. Wielu ba-
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daczy zwraca uwage na zmiane wiasnosci spektralnych barwnikéw profi-
rynowych przy przejsciu do bezwodnych rozpuszczalnikéw (18, 25, 26).
Usuniecie resztek wody ponizej stezenn pordwnywalnych ze stezeniami
barwnika, wymaga bardzo starannej preparatyki (26— 29). W laboratorium
kierowanym przez K atz a badano zmiany widm absorpcji w podczerwie-
ni przy dodawaniu rownomolarnych ilosci wody do starannie osuszonego
niepolarnego roztworu chlorofilu (28). Na tej podstawie zaproponowano
nastepujacy model agregatu: (Chi + H2D)n, ktérego budowe, przy naj-

Ryc. 1. Modele agregatéw chlorofilu

A) Chi a+H202 wystepujace w centrach reaktywnych (27),
B) to samo lecz o innej symetrii (30),

C) oligomer chlorofilowy — zespo6t ,,anten” (32),

D) agregaty chlorofilu potgczone w centrum (33).

prostszym zalozeniu n = 2 przedstawia rycina 1A. Autorzy (27) sugerujg
wystepowanie w centrach tego typu agregatéow, skiltadajacych sie z dwoéch
drobin chlorofilu potaczonych koordynacyjnym wigzaniem poprzez dwie
molekuty wody. Jednakze F ong (30) zauwazyt fakt, ze powyzszy model
nie jest zgodny z wynikami pomiaréw widm ESR, przeprowadzanymi
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w szkole K atza (31). Z widm tych wynika, ze powstajacy w organizmach
pierwotny produkt fotoutlenienia, zawiera pare czgsteczek chlorofilu
o rownomiernie roztozonych spinach. Biorgc pod uwage te rownowaznos$é
spinéw w obu czasteczkach zaproponowano (30), ze w centrum reaktyw-
nym wystepuje agregat przedstawiony na rycinie IB. Agregat ten ma sy-
metrie C2. Drobiny HD cdgrywajg w modelu Fonga role nie tylko struk-
turalng, lecz biorg tez udziat w procesie przekazania tadunku, zachodzacym
w centrum reaktywnym. Z obliczen Fonga wynika, ze oddziatywania wy-
stepujace wewnatrz takiego kompleksu prowadza do wytworzenia antysy-
metrycznego stanu trypletowego, z ktérego przejscia do stanu podstawowe-
go chlorofilu sa silnie wzbronione. Tego typu agregat moze wiec grac¢ role
bardzo dobrej putapki energii czyli centrum reaktywnego. Autor propo-
nuje inny model agregatow czasteczek chlorofilu odgrywajgcych role
,2anten”. W modelu tym czes¢ donorowa jednej czasteczki, (Ryc. IB) ia-
czy sie z akceptorowa czescig drugiej czasteczki (z Mg) przez co tworzy
sie polimer chlorofilébw, odpowiedzialnych za przekazywanie energii wzbu-
dzenia do centrum. W jednej z ostatnich prac ze szkoty K atza (29) pro-
ponowano na podstawie widm ESR i ENDOR chlorofilu w roztworze i in
vivo, nastepujacy model centrum reaktywnego: (Chi— H2D — Chi) przy
czym ,anteny” tworzg oligomer typu (Chl29n.

W nowszej pracy K atza i wspotpracownikow (32) przyjeto bardziej
szczegotowy model utozenia chlorofili — ,anten” w oligomerze chlorofilo-
wym, ztozonym z szeregu dimeréw (Ryc. 1C). Postuzono sie wéwczas ana-
liza pasm absorpcji chlorofilu w roztworach i in vivo (32), biorgc rowniez
pod uwage wyniki badan struktury powstajgcych w réznych osrodkach
agregatéw chlorofilu.

Zaproponowano tez (33), jako model centrum reaktywnego kompleks
benzochinonowo-chlorofitowy (Ryc. 10), oparty na wynikach badania
komplekséw chlorofilowo-dioksanowych.

Na podstawie badann modelowych proponuje sie wiec rézne typy agre-
gatow wystepujacych w jednostkach fotosyntetycznych zaréwno w cen-
trach reaktywnych, jak i w ukiadach absorbujacych. Jak wida¢ istnieje
jeszcze duza rozbieznos$¢ zdan nawet w przypadku centrum reaktywnego.
Trudno rozstrzygna¢ ktory z poprzednio (12) i obecnie proponowanych mo-
deli jest stuszny.

IV. Spektroskopia o czasowej zdolnosci rozdzielczej

Bardzo przydatne do ustalenie typu reakcji zachodzacych w centrach
oraz posrednio ich budowy, sg rozwiniete w ostatnich latach badania prze-
biegu reakcji fotochemicznych w czasie. Juz od kilkunastu lat w szkole

*

Symetrie zob. np. P.W. Atkins (1974), Molekularna mechanika kwantowa, s. 154.
PWN, Warszawa.
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Witta (34) mierzono przebieg niektdérych reakcji fotochemicznych proce-
su fotosyntezy, zachodzacych w czasach rzedu 10 nsek. Jednakze nalezy
obecnie prowadzi¢ badania proceséw relaksacji cieplnej drobin, przebiega-
jace w czasach pikosekund (10~Ixek). W tym celu rozwiniete zostaly spec-
jalne techniki pomiarowe, przy uzyciu ktorych Renzepis (35) zmierzyt
energie i czasy zycia stanéw wzbudzonych w centrach, w warunkach,
w ktérych mogg w nich zachodzi¢ reakcje fotochemiczne i stwierdzit, ze
utlenienie centréw przebiega w czasie okoto 120psek. Nie wyjasnia to jed-
nak, ktére stany wzbudzone biorg udziat w tej reakcji. Warto zauwazy¢, ze
wewnatrzmolekularne przejscia interkombinacyjne w chlorofilu nie sg ko-
nieczne na to, by wedrujaca w postaci singletowego wzbudzenia energia,
mogta zosta¢ przekazana do wyzszych stanéw trypletowych w centrum,
gdyz jak wykazali na gruncie teorii Forstera RahmaniKnox (36) oraz
KnoxiGosh (37), istnieje duze prawdopodobienstwo dwuczasteczkowe-
go wygaszania wzbudzen singletowych chlorofilu poprzez czasteczki wzbu-
dzone do poziomoéw trypletowych zgodnie z procesem:

SXD) + T,(A)-> TXD) + SQA).

Badania kinetyki zanikéw wzbudzenia rozstrzygng¢ moga w jakim stop-
niu jedno-, a w jakim dwuczasteczkowy proces przyczynia sie do dezakty-
wacji wzbudzenia i jakie poziomy energetyczne sg w tym zaangazowane.
W przypadku organizmoéw wystepuja dodatkowe trudnosci, gdyz nalezy
rozpatrywacé nie stany energetyczne chlorofilu, lecz komplekséw chlorofi-
lowo-biatkowych, ktére posiadajg zwykle inne stany metatrwate odpowie-
dzialne za reakcje fotochemiczne, niz chlorofil lub jego agregaty (38). Przy
tym nie jest znana ani dokladna struktura, ani nawet skiad chemiczny
centrum reaktywngo (39). Np. na gruncie pomiaréw widm kotowego dich-
roizmu, proponowano (40) centrum reaktywne w bakteriach skladajgce sie
z czterech czgsteczek bakteriochlorofilu i dwéch bakteriofeofityny. Wyda-
je sie, ze proponowane na podstawie modelowych badan, struktury cen-
tréw, powinny byc¢ Scislej dopasowane do wynikéw dotyczacych skiadu
i struktury centrow reaktywnych badanych in vivo (41, 42).

V. Opisy procesu przekazywania energii wzbudzenia

Wewnatrz jednostek fotosyntetycznych zachodzi zarébwno homogeniczne
(pomiedzy jednakowymi czgsteczkami) jak i heterogeniczne przekazywa-
nie energii, gdyz jednostka fotosyntetyczna sktada sie z calego szeregu roz-
nych barwnikéw oraz ich spektralnych odmian, tworzonych w oddziaty-
wahniach z otoczeniem.

Przekazywanie energii dotyczy jej ,przeskoku” pomiedzy czasteczka-
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mi — migracja energii natomiast, to wynik calego szeregu kolejnych aktow
przekazania energii.

Zjawiska przekazywania energii w jednostkach fotosyntetycznych moz-
na opisywac¢ dwojako. Mozna przyblizy¢ warstwe czasteczek barwnikow
w uktadzie lamellarnym przez dwuwymiarowy krysztat i stosujac forma-
lizm pasmowej teorii ciata statego rozpatrywaé¢ wedrowke ekcytonu wew-
natrz tego krysztatu. Drugi sposéb polega na traktowaniu jednostki foto-
syntetycznej jako roztworu czgsteczek barwnikéw, pomiedzy ktérymi ener-
gia wzbudzenia zostaje przekazywana poprzez proces rezonansowy (1, 12,
43).

Od lat zestawiano te podejscia oraz poréwnywano kryteria ich stosowal-
nosci, przy czym najpopularniejsze opracowanie zbiorcze podaje monogra-
fia Claytona ().

Zwracano tez uwage, ze dane doswiadczalne mozna wyjasni¢ przy zato-
zeniu stabszych miedzyczasteczkowych oddziatywan i wiekszej wydajnosci
putapkowania, lub odwrotnie silniejszych oddziatywan i stabego putapko-
wania (4). A wiec nietatwo, na gruncie pomiardow in vivo rozstrzygnac jakie
oddziatywania wystepujg. Kryteria podziatu oddzialtywann podane zostaly
przez Simpsona i Petersona (44), a nastepnie nieco zmodyfikowa-
ne (45). Kryteria te wykorzystano w podstawowych pracach Forstera
(46) i sg one podane we wszystkich pracach przeglagdowych, na przyktad
1, 4.

| tak podzial Forstera opiera sie na nastepujacym poréwnaniu enregii
oddziatywania E pomiedzy D i A z energetyczng odlegtoscia AE pomiedzy
kolejnymi poziomami oscylacyjnymi zwiazanymi z danym przejSciem elek-
tronowym, oraz z energetyczna szerokoscig AE' poziomu oscylacyjnego:

E> AE oddziatywanie silne,
AE > E> AE' oddziatywanie stabe,
AE'> E oddziatywanie bardzo stabe.

Decydujgca wielkoscig jest iloczyn czasu zycia t i szybko$¢ przekazywania
K. Gdy tK <C 1to odziatywanie jest bardzo stabe; jest ono silne gdy tK 5> 1

Wg Kkryterium Simpsona i Petersona oddzialtywania sa silne, gdy stosu-
je sie przyblizenie Borna-Oppenheimera tj. gdy mozna rozseparowaé¢ funk-
cje falowe oscylacyjne i elektronowe. Inaczej moéwigc efekt silnych oddzia-
tywan wystepuje gdy pasmo przesuwa sie znacznie w wyniku oddziatywan,
lecz bez zmiany swego ksztattu zaleznego od wzajemnego potozenia i cha-
rakteru krzywych potencjalnych Francka-Condona.

Nawet bez rozstrzygania mechanizmu odpowiedzialnego za przekazy-
wanie energii, mozna omoéwi¢ dwa zagadnienia: wptyw uporzgdkowania na
przekazywanie energii oraz proces btadzenia energii wzbudzenia wewnatrz
jednostki fotosyntetycznej, prowadzacy do osiggniecia przez nig centrum
reaktywnego.
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V1. Uporzagdkowania czasteczek

Prowadzono doswiadczalne badania uporzadkowania barwnikow w cen-
trach reaktywnych i uktadach ,anten”. | tak znaleziono z liniowego dichro-
izmu fotoindukowanych zmian absorpcji zwigzanych z utlenieniem cen-
trum, ze pierScienie chlorofilu w centrach sg zorientowane prawie réwnole-
gle do ptaszczyzny membran (47, 48). Badano rowniez podobng metodag
uporzadkowanie innych barwnikéw (49, 50).

Oprécz badan organizmow fotosyntetyzujgcych prowadzono badania
modelowe i tak na przykiad badano orientacje grup chromoforowych bili-
proteidéw przez sztuczny os$rodek anizotropowy (51). Z wielu wzgledéw
uzyteczna przy proébach poréwnania wynikéw doswiadczenia z teorig jest
praca Eisingera i Dalea (52). Autorzy ci wyliczyli w konkretnych
uproszczonych przypadkach orientacyjny czynnik wystepujacy we wzorze
na wydajnos$¢ przekazywania energii (wzér 12). Czynnik ten mozna przed-
stawic:

Q) x =(DxA)-3(DxR)(AXR)
gdzie: D i A — momenty przej$¢ donora i akceptora,
R <- — wektor tgczacy srodki wektoréw momentow przejsé.

Zwrécono uwage, ze nalezy odr6zni¢ dynamiczne i statyczne wydajnos-
ci przekazywania energii (52). Przypadek dynamiczny wystepuje wtedy,
gdy czas potrzebny na przekazanie energii jest dtugi w poréwnaniu z cza-
sem obrotu czasteczek. W tym przypadku, kazdej parze donora i akcep-
tora odpowiadaja rézne konfiguracje, nalezy je przeto usérednié. Srednie
prawdopodobienstwo przekazywania ujmuje wzoér 2

/\ |

2 FN b

gdzie: — prawdopodobienstwo przekazywania przy i-tej konfi-
guracji, przy czym:

Z niKT
(3) <KTi> = )
Z ni
rij — czestos$¢, z ktérg wystepuje konfiguracja i,
td — $redni czas zycia donora.

W przypadku statycznym wystepuja w zespole par D i A rézne wzajem-
ne orientacje, lecz nie zmieniajg sie one w czasie przebywania wzbudzenia
w czgsteczce donora. W wyniku Srednie prawdopodobienstwo przekazywa-
nia energii wyraza wzor 4:
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Z porownania wzoru 2 i 4 widac, ze zawsze:

®)

Réznica miedzy prawdopodobienstwami statycznym i dynamicznym
znika, gdy wszystkie momenty przejs¢ sa jednakowo uporzadkowane. Ze
wzoru 1 wida¢, ze w przypadku izotropowego rozktadu momentéw przejsc
donora i akceptora w przestrzeni, sredni kwadrat czynnika orientacyjnego
wynosi < x2> — 2/3.

Eksperymentalnie czynnik x mozna wyznaczy¢ z pomiaréw depolaryza-
cji emisji gdy znany jest caly szereg parametrow opisujgcych sytuacje D
i A w makroczasteczce (53, 54):

(6) <«r> = rFl<di> = an(4 < c0s20> —
1

i Nz

gdzie: dt— czynnik depolaryzacyjny,
rF— anizotropia podstawowa (fundamentalna) emisji tj. otrzymana
w przypadku gdy nie wystepuja zadne czynniki depolaryzu-
jace,
© - zmiany kata orientacji D wzgl. A przez dany czynnik depola-
ryzujacy np. przez obroty grup chromoforowych.
Anizotropie emisji definiujemy jak zawsze jako:

In—I,

7) ro= 0~ 2

gdzie: lu i li — spolaryzowane skladowe $wiatta fluorescencji.

Jezeli D i A sg przymocowane do czgsteczki i posiadajg po jednym
przejsciu elektronowym, przy czym momenty przejScia D sg izotropowo
roztozone w roztworze, lecz wzbudzone Swiattem liniowo spolaryzowanym,
to natychmiast po wzbudzeniu rF = 0,4. Jezeli D ma swobode ruchu w sto-
sunku do makroczgsteczki, to r maleje o czynnik

(8) <d6> = y <cos2e;>--~

gdzie usrednienie przebiega po wszystkich wzbudzonych donorach, ktérych
momenty przejscia zmieniajg sie o kat OD.

Jesdli zachodzi przekazywanie energii, to dodatkowo nalezy uwzglednié
depolaryzacje emisji akceptorow wzbudzonych przez przekazywanie ener-
gii:

3 1
9 Tam) = 1‘1-‘1)(2‘ '\COSZU',"> 570 —*v/d \dTp

gdzie: rFD — podstawowa anizotropia donora,
@T — kat miedzy momentami przejs¢ D i A.
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Te warto$¢ rAD poréwnuje sie z polaryzacja bezposrednio wzbudzonych
DiA

(10a) rD= rFD<d™>
oraz
(10b) rA = rFA] y <cos20A>- y j =erFA<dI>
gdzie: rD,rA — anizotropia D i A,
— zmiany katéw orientacji wektoro6w momentéw przejsé
DiA.

Anizotropie rAi rAD, mozna wyznaczy¢ bezposrednio z pomiaru, jesli wid-
ma D i A nie pokrywaja sie, lub z reguty sumacyjnej Webera, przy uzyciu
widm wzbudzenia, w przypadku pokrywania sie widm. Reguta ta daje rds

11 rQs=
(1) s la+ 1a(D)
gdzie: 1A — natezenie emisji bezposrednio wzbudzonego A,
la@® — natezenie emisji akceptora wzbudzonego w pasmie absorp-
cji D.

Aby skorzystaé, z przytoczonych wzoréw i wyliczen (55), trzeba oszaco-
wac stopien swobody orientacyjnej D i A wzgledem makroczasteczki jako
catosci. Mozna zmierzy¢ rDi rA badz przy wzbudzeniach bezposrednich,
badz tez otrzymac z wzoru 11, jednakze trzeba wyeliminowac¢ wptyw ruchu
czasteczki jako catosci. W tym celu mozna stosowaé badz techniki o czaso-
wej zdolnosci rozdzielczej, badz tez bada¢ ukiady w stanie rownowagi.
W pierwszym przypadku korzysta sie z wzoréw, ktére podajg zmiane ani-
zotropii jako funkcje czasu (55), w drugim ze wzoréw na ekstrapolacje po-
laryzacji ze zmiang temperatury, lepkosci itp. (56). Tego typu pomiary na-
lezy najpierw wykonac¢ stosujagc kompleksy barwniki-biatko, a dopiero na-
stepnie bada¢ lamelle jako cato$¢. Mozna tez bada¢ najpierw warstwy mo-
nomolekularne na granicy dwoéch faz (57, 58).

VIl. Migracja energii wzbudzenia

Migracja energii wzbudzenia jest drugim zagadnieniem, ktore w pew-
nym zakresie mozna omoéwi¢ nawet bez rozstrzygania czasteczkowego me-
chanizmu odpowiedzialnego za przekazywanie energii. Mozemy opisywac
przemieszczenie sie wzbudzenia w jednostkach fotosyntetycznych badz
przy zatozeniu, ze energia wzbudzenia jest zlokalizowana kolejno w po-
szczegoblnych czgsteczkach, badz tez przy zatozeniu, ze przemieszcza sie zde-
lokalizowany ekscyton, a rozproszenie fali de Broglie’a z nim zwigzanej na-
stepuje w odlegtosciach poréwnywalnych ze statymi sieci krystalicznej
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(59). Ostatnie zatozenie jest spetlnione w jdnostkach fotosyntetycznych (59).
Ekscyton rozwazamy zreszta z reguly jako pseudoczastke, gdyz formalizm
falowy jest mniej dogodny do opisu (10).

A wiec zawsze mozna modelowo mowi¢ o przeskoku wzbudzenia mie-
dzy kolejnymi punktami, w ktoérych znajduja sie czagsteczki, przy czym
mozna przyja¢ badz przypadkowg wedrowke (random walk) energii wzbu-
dzenia, badz tez zatozy¢ uprzywilejowany w jaki$ sposob kierunek przeka-
zywania energii. Przy rozwazaniu ukiadu czasteczek zorientowanych (3)

£A A 8
s O D
[ i M _1
(l | A1 chio 670
1 —-Chla 660
SIS
e VL
~Centra

Ryc. 2. Domeny fotosyntetyczne [60]:

E — energia wzbudzenia barwnikow

C — centra reaktywne

Blizej centréw utozone sa barwniki o nizszych energiach wzbudzenia.

A) przypadek domeny o dwéch centrach,
B) izolowane jednostki fotosyntetyczne domeny jednocentrowe.

wystepuja zawsze uprzywilejowane kierunki migracji energii. P aillo -
tin (60), poprzez zalozenie, ze czasteczki barwnikéw o nizszych ener-
giach wzbudzenia utozone sg blizej centrow reaktywnych, uzyskuje uprzy-
wilejowanie przekazywania energii w kierunku centrum. Przy odpowied-
nim utozeniu barwnikéw, powstaje na granicach jednostek fotosyntetycz-
nych bariera potencjatu, majaca w réznych organizmach rézne wysokosci,
co moze wyjasni¢ zaréwno obserwowane w glonach i roslinach wyzszych,
energetycznie izolowane jednostki, jak réwniez nie izolowane od siebie jed-
nostki bakterii. Wprowadzono (60, 61) pojecie domeny fotosyntetycznej:
jest to cze$¢ aparatu fotosyntetycznego, w ktéorym moze migrowac¢ wzbu-
dzenie. Domena moze zawiera¢ wiecej niz jedno centrum reaktywne
(Ryc. 2). Autorzy rozwazajgcy migracje energii wzbudzenia w jednostkach
fotosyntetycznych powotuja sie na jeden z dwu prostszych uktadéw fizycz-
nych, a mianowicie na migracje energii w krysztatach molekularnych
lub w roztworach molekut fluoryzujacych. Odpowiednikiem jednostki
fotosyntetycznej w pierwszym przypadku, moze by¢ krysztat, w ktorym
nastepuje tzw. ,uczulenie przez gospodarza” (Host-Guest Effect). Wtedy
energia migruje od bardzo duzej liczby czasteczek ,gospodarza” do czaste-
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czki akceptora, ktéra gra role putapki wzbudzenia. Badano tak porfiryny,
ktore w krysztatach organicznych graly role ,goscia” (62). Jest w takim
uktadzie wiele czasteczek uczulacza, tak jak wiele jest czgsteczek — ,an-
ten” w jednostkach fotosyntetycznych. Przy tym ekscytonéw jest zwykle
duzo mniej niz putapek, a wiec nie trzeba rozwazac¢ ani zagadnienia zderzen
ekscytonowo-ekscytonowych ani problemu nasycenia putapek. Mozna tez,
w tym przyblizeniu, zaniedba¢ bezposrednie wzbudzenie putapek (63, 64).
Takie zalozenia prowadza do prostego rownania kinetycznego:

(12a) = G(t) —pun”t) —K(t)n,,(t)

oraz

(12b) an”™ (t) = K(t)nu(t) —3AKNAK(t)

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

Tego typu rownania mogg stuzy¢ do sprawdzenia stusznosci przyjetych
przyblizen, jezeli zmierzymy @u i (3K tj. szybkosci zaniku fluorescencji
uczulacza U i aktywatora AK oraz gdy G(t) jest znanym ksztattem impulsu
wzbudzajgcego. Tego typu pomiary wykonuje sie badajac krysztaty mole-
kularne (63). W réwnaniach tych nie zastosowano zadnych zatozenn dotycza-
cych mechanizmu przekazywania energii. Jednakze analiza eksperymen-
talnych statych réwnan 12 ai b moze doprowadzi¢ do informacji o tych me-
chanizmach. Niestety w przypadku ztozonych ukitadéw in vivo analiza taka
moze nie by¢ jednoznaczna.

Drugi rozwazany uktad fizyczny skiada sie zwykle z dwoéch rodzajow
czasteczek: donora (D) i akceptora (A), roztozonych przypadkowo w osrodku
nie uczestniczacym w procesie przekazywania energii wzbudzenia. Zakta-
da sie przy tym, ze liczba wzbudzonych czasteczek D jest mata, wobec cat-
kowitej liczby czasteczek donora w roztworze. Oznacza to, ze prawdopo-
dobienstwo spotkania niewzbudzonego D w sasiedztwie donora wzbudzo-
nego jest bliskie jednosci. Jezeli zalozyé¢, ze rzecz dzieje sie w roztworze
lepkim, to proces dezaktywacji wzbudzonej czgsteczki donora zalezy w isto-
tny spos6b od konfiguracji czgsteczek donoréw i akceptoréw w otoczeniu
wzbudzonego donora. Role akceptora w roztworze luminezujgcym gra¢ mo-
ze na przykiad dimer rozpuszczonego barwnika. W tym przypadku, jesli
zatozymy mozliwos¢ wystepowania szeregu przekazan pomiedzy czgstecz-
kami donoréw przed osiggnieciem przez wzbudzenie akceptora, mamy mo-
del bardzo zblizony do sytuacji w jednostkach fotosyntetycznych (65).
Wptyw konfiguracji czgsteczek na migracje energii wzbudzenia D — A
ujeto zarowno w klasycznej juz pracy Forstera (66), jak i w grupie
prac Jabtoniskiego (67, 68). W pierwszym przypadku rozwazano prawdo-
podobienstwo przekazania energii miedzy parg jednakowych czasteczek.
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Oblicza sie zanik prawdopodobienstwa wzbudzenia pierwszej czgsteczki
pk(t) i wzrost w tym samym czasie prawdopodobienstwa wzbudzenia akcep-
tora Qi(t). Nastepnie autor zaklada, ze procesy takie zachodzg pomiedzy
wszystkimi parami donoréw i akceptoréw i otrzymuje wzoér:

(13) pHE)]- 1 PKY); KK = Kk
gdzie: KK — liczba przekazan z k-tej do 1-tej drobiny obliczonych na jed-
nostke czasu, ktéra bytaby otrzymana przy k= const.
+ — $redni czas zycia wyktadniczo zanikajacego stanu wzbudzo-
nego.

Roéwnanie to opisuje przekazywanie energii, a nie reabsorpcje, gdyz w os-
tatnim przypadku promieniowanie i absorpcja bytyby procesami sukcesyw-
nymi, a nie jak w tym réwnaniu procesami rownoczesnymi. Z rownania 13
wynika, ze czas zaniku wzbudzenia w ukladzie nie zalezy od liczby
przekazywan, czyli suma prawdopodobienstw wzbudzenia k czgsteczek
w chwili t, Q«t), jest rébwna sumie prawdopodobienstw wzbudzenia w cza-
sie t = 0 pomnozonej przez czynnik wyktadniczy zdajacy sprawe z zaniku
wzbudzenia

(14) NPt = PKk(?)exP ( -

k k \
Forster (66) rozpatruje sytuacje taka, gdy jedna niewzbudzona drobina
znajduje sie w sasiedztwie drobiny pierwotnie wzbudzonej. Przy takim za-
tozeniu otrzymuje wzory na catkowite prawdopodobieristwo promieniowa-
nia kazdej z tych dwu drobin (66, 65):

(15a) Fd=y 1+n~°
1+ 2[X7)TO
oraz
gdzie: 1 — wydajnos¢ fluorescencji,
t0= ——--naturalny czas zycia fluorescencji; y prawdopodobien-

stwo emisji fluorescencji na jednostke czasu,

( — prawdopodobienstwo przekazania energii pomiedzy D
i A dla okreslonej konfiguracji tj. odlegtosci i orientacji
momentéw przejsé D i A.

Takie same wzory uzyskuje Jabtonski (55) jako szczegdlny przypadek
swej teorii centréw luminezujgcych. Centrum luminezujgce sklada sie
z czasteczki donora D umieszczonej w srodku tzw. sfery aktywnej, w kté-
rej moze znajdowac sie kilka czagsteczek akceptora A. Luminezujgce czg-
steczki moga zosta¢ wzbudzone bezposrednio przez Swiatto lub poprzez
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przekazanie energii, jezeli nie byty wzbudzone w momencie wzbudzenia D.
Promien sfery czynnej mozna wybraé¢ w pewnym stopniu dowolnie, lecz
musi on by¢ tak duzy, aby mozna byto zaniedba¢ przekazywanie energii
od D do tych A, ktére znajduja sie poza zasiegiem sfery czynnej. Z drugiej
strony zbyt duzy promien sfery czynnej utrudniatby rachunki. Przy nis-
kich natezeniach $wiatlta mozna zaniedba¢ wzbudzenie wiecej niz jednej
czasteczki D wewnatrz centrum luminezujgcego. Centra zawierajgce rézne
liczby A maja rézne wiasnosci i wystepuja one z réznymi prawdopodobien-
stwami.

W przypadku, gdy mozna zaniedba¢ wplyw sit miedzymolekularnych
na rozkitad donora i akceptora Jabtonski, na podstawie teorii fluktuacji
Smoluchowskiego otrzymuje prawdopodobieristwa wystepowania centréw
zawierajgcych okreslone liczby akceptorow. W najprostszym przypadku,
przy zatozeniu wystepowania jednego akceptora w kazdej sferze czynnej,
wzory Jabtonskiego sprowadzajg sie do wzoréw identycznych z otrzyma-
nymi przez Forstera (wzory 15 a, b).

Oba przyblizenia molekularnego krysztatu i roztworu prowadzg w wy-
niku do nieuporzadkowanego bigdzenia energii wzbudzenia miedzy cza-
steczkami luminezujgcymi lub tez weztami sieci pomimo, ze w drugim
przypadku wychodzi sie przewaznie od rozwazania pary D—A i dopiero
nastepnie uwzglednia sie w ten lub inny sposob, wptyw dalszych czaste-
czek na migracje energii (66, 67), podczas gdy w pierwszym przypadku roz-
waza sie migracje ekscytonu w catym krysztale molekularnym o znanej
strukturze.

Ekscyton, czyli obojetny elementarny stan wzbudzenia sktadajacy sie
z elektronu i dziury, zostat wprowadzony w 1931 roku przez Frenkela do
opisu delokalizacji wzbudzenia w ciatach statych. Od tego czasu pojecie
ekscytonu byto stosowane do wielu réznych uktadéw, przy czym rézni au-
torzy proponowali rozne ,systematyki” ekscytonéw. Z dwoch podstawo-
wych typéw ekscytonéw — Davidova i Wanniera — tylko pierw-
sze mozna stosowa¢ w rozwazaniach fotosyntetycznych (11). Ekscytony
Wanniera — tak zwane atomowe stosowaé¢ mozna jedynie do krysztatow jo-
nowych, o silnych oddziatywaniach elektrycznych pomiedzy skiadnikami
sieci. Sg to ekscytony stabo zwigzane, o odlegtosciach miedzy elektronem
a dziurg wiekszych niz odlegtosci miedzyweztowe. W krysztatach moleku-
larnych czasteczki zachowujg w duzym stopniu swg indywidualno$é, gdyz
oddziatywania wewnagtrzmolekularne sg duzo wieksze niz miedzymoleku-
larne. Te ostatnie traktowa¢ mozna jako zaburzenie w wyniku ktdérego po-
wstaje ,davidovowskie” rozszczepienie pozioméw energetycznych. Polary-
zacja przejs¢ zwigzanych ze sktadowymi powstatymi w wyniku rozszcze-
pienia zalezy od symetrii sieci krystalicznej. W ekscytonie Davidova se-
paracja tadunku jest tak mata, ze caty ekscyton mozna przypisa¢ jednemu
z weztdw sieci. Stad obrazowo méwi sie o ,przeskokach” ekscytonu mie-
dzy czgsteczkami krysztatu. Jesli w krysztale molekularnym ekscyton jest
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wielokrotnie przekazywany miedzy uczulaczami, to jego wedréwke mozna
opisa¢ jako dyfuzje wzbudzenia (64). Posta¢ wspotczynnika dyfuzji, opisu-
jacego ruch ekscytonu zalezy od jego $redniej drogi swobodnej, oraz od sie-
ci krysztatu. W przypadku, gdy srednia droga swobodna ekscytonu jest rze-
du statej sieci, a wiec odlegtosci miedzy uczulaczami, to ekscyton ,skacze”
pomiedzy weztami sieci i jest rozpraszany praktycznie na kazdym wezle.
W tym przypadku wspoétczynnik dyfuzji zalezy od odlegtosci i czasu prze-
skoku. Gdy droga swobodna jest dtuzsza, to ekscyton porusza sie w sposob
koherentny i jego wspoétczynnik dyfuzji zalezy od niej oraz od pedu ekscy-
tonu.

Do opisu migracji singletowego ekscytonu w molekularnych krysztatach
stosuje sie na ogét model niekoherentny: jest to wiec model, ktéry nalezy
stosowac¢ rowniez do jednostek fotosyntetycznych gdyz jedynie w bardzo
niskich temperaturach i w bardzo czystych krysztatach obserwuje sie ko-
herentny ruch ekscytonu. A wiec w jednostkach fotosyntetycznych mozna
zawsze mowic¢ o lokalizacji wzbudzenia badz tez o zlokalizowanym ekscy-
tonie.

VIIl. Parametry charakteryzujgce przekazywanie energii

Zbierzmy parametry, ktére stuza do scharakteryzowania mechanizmu
przekazywania energii:
1 Szybkos¢ przekazywania energii (energy transjer rate), lub tez liczba
przekazan na jednostke czasu K[sek-]; uzywany réwniez bywa termin czas

przeskoku (hopping time)

2. Energia oddziatywania miedzy partnerami, mierzona rozszczepieniem
ekscytonowym pozioméw w wyniku oddzialtywania D — A.

3. Stata dyfuzji wzbudzenia — cmZ/sek,

4. Odlegtos¢ miedzy partnerami D — A.

5. Krytyczna odlegto$¢ ROmiedzy D i A, taka przy ktorej prawdopodobien-
stwo przekazywania jest rowne prawdopodobienstwu dezaktywacji wzbu-
dzenia na innej drodze.

W poszczeg6lnych teoriach wystepuja inne wielkos$ci zwigzane prze-
waznie z wprowadzonym modelem, jak na przykitad promien sfery czynnej
w teorii Jabtonskiego (68).

Bardzo dobry sposdb na okreslenie mechanizmoéw przekazywania ener-
gii stanowi poréwnanie pomiaréw depolaryzacji fluorescencji spowodowa-
nej przekazywaniem energii z przewidywaniami teoretycznymi (54, 68).
Wymaga to jednak przeprowadzenia specjalnych pomiaréw na przykiad
pomiaréw czasOw zycia oddzielnie dla dwu spolaryzowanych sktadowych
Swiatta fluorescencji.

2 Postepy Biochemii
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IX. Mechanizmy przekazywania energii wzbudzenia w jednostkach
fotosyntetycznych

Analogia pomiedzy krysztatami molekularnymi, w ktérych mierzony
jest efekt ,goscia” i ,gospodarza”, a jednostkami fotosyntetycznymi nie
jest zbyt Scista. W krysztatach molekularnych odlegtosci miedzy uczula-
czem i aktywatorem sg zwykle rzedu 20— 30A. Nie ma wiec koniecznosci
rozpatrywania dyfuzji wzbudzenia pomiedzy uczulaczami, az do osiggniecia
aktywatora, a raczej trzeba moéwi¢ o dalekozasiegowym przekazywaniu re-
zonansowym (long range rezonance transfer, LRRT) od dowolnego uczula-
cza do aktywatora. Przekazywanie to nazywane jest rowniez mechanizmem
rezonansowym, indukcja rezonansowa, przekazywaniem Forstera-Dexte-
ra (64). W organizmach fotosyntetyzujacych odlegtosci miedzy centrami re-
aktywnymi sg duzo wieksze i wiadomo, ze wzbudzenie jest przekazywane
wielokrotnie (1) pomiedzy ,antenami” zanim osiggnie centrum. Blizsze sy-
tuacji panujacej w jednostkach fotosyntetycznych sg teorie, w ktoérych
uwzglednia sie dyfuzje jako zaburzenie LRRT (na przykiad 64, 69). W te-
oriach tych wzbudzenie singletowe porusza sie w sposéb dyfuzyjny przez
sie¢ ,gospodarza”, ze skonczonym prawdopodobienstwem przekazania go
przez LRRT po kazdym kroku wedrowki w sieci do jednego z aktywato-
réow. Dostajemy wtedy rézne wyrazenia na fluorescencje uczulacza i akty-
watora (64). Tego typu teorie dajg dobre wyniki w przypadku, gdy Raudla
przekazywania miedzy molekutami uczulacza i Rouar dla przekazywania od
uczulacza do akceptora, sg znacznie rézne. W jednostce fotosyntetycznej
warunek ten moze by¢ speiniony jesli na przyktad zatozymy, ze energia
singletowego wzbudzenia musi poprzez przejscie interkombinacyjne zostac
przekazana do stanu trypletowego czasteczki w centrum reaktywnym.

Bardzo interesujace z punktu widzenia zastosowania w rozwazaniach
fotosyntetycznych sa koncepcje Soosa i Powella (70), ktérzy proponuja
wprowadzenie rozszerzonych obszaréw putapkowania. Zamiast pojedynczej
czasteczki bedacej putapka, istnieje wtedy pewien obszar otaczajacy akty-
wator, w ktéorym prawdopodobienstwo putapkowania jest wieksze niz w po-
zostatym obszarze krysztatu ,gospodarza”. Taki obszar przerywa przypad-
kowe btadzenie na czas wystarczajaco dtugi, aby z pewnoscig zaszto putap-
kowanie. Z catego rzedu danych dotyczacych migracji singletowego wzbu-
dzenia w krysztatach organicznych (64), wynika, ze nawet w tym stosunku
prostym przypadku ukladéw o znanej strukturze i sktadzie chemicznym,
istnieje duza rozbieznos¢ danych doswiadczalnych. Rozbieznosci te wyste-
puja w przypadku danych dotyczacych np. wygaszania fluorescencji uczu-
lacza przez molekuty aktywatora. Nalezy to przypuszczalnie przypisa¢ nie-
uwzglednieniu takich efektéw jak na przyktad oddziatywanie miedzy uczu-
laczem a aktywatorem (70). llos¢ efektéw wtornych w bardziej ztozonych
uktadach fotosyntetycznych, zmusza do duzej ostroznosci w interpretacji
danych dotyczacych tych uktadéw. Mimo to wzory, uzyskane na gruncie
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badan i obliczen dotyczacych krysztatow molekularnych moga i powinny
by¢ przymierzane do wynikéw uzyskiwanych' dla uktadéw modelowych
z barwnikami fotosyntetycznymi.

Zbyt Sciste trzymanie sie analogii pomiedzy krysztatami molekularny-
mi i jednostkami fotosyntetycznymi prowadzi do odrzucenia wszystkich
wynikow, ktére mogg sugerowac inne niz dtugozasiegowe rezonansowe po-
relaksacyjne przekazywania energii, czyli przekazywania typu Forstera-
Dextera (71). Jak juz wspomniano, wedréwke wzbudzenia opisuje sie prze-
waznie w formalizmie czastkowym, a nie falowym. Moéwi sie badz o prze-
skokach wzbudzenia, bgadz o przekazywaniu pseudoczgstki — ekscytonu.
W tej sytuacji mozna i nalezy znalez¢ analogie pomiedzy tymi dwoma opi-
sami: opisem Forstera i opisem ekscytonowym. Takie proby wielokrotnie
ponawiano. Forster rozszerzyt swag teorie na zakres silniejszych oddziaty-
wan, cho¢ juz wczesniej rozwazat mozliwos¢ zastosowania mechanizmu
przekazywania energii przy bardzo stabych oddzialtywaniach do wyjasnie-
nia pierwotnych proceséw fotosyntezy (66). NajczeSciej cytuje sie i uzywa
w konkretnych procesach doswiadczalnych analogii pomiedzy opisem eks-
cytowanym i rezonansowym, podanej przez Claytona (1). Ostatnio nie-
co inne przyporzadkowanie zaproponowat Kas ha (11). Zestawienie tych
propozycji zebrano w tabeli 1

Tabela 1

Klasyfikacja ekscytondw (zmodyfikowana) (11)

Modele ekscytonéw poprzecznych tj. wytworzonych przez wzbudzenie elektromagnetyczne

stabo zwigzany ekscyton ekscyton silnie zwigzany ekscyton

Wanniera Frenkela Davidowa
(krysztaty atomowe) (krysztaty molekularne)
rezonansowe oddziatywania nierezonansowe
(porelaksacyjne*)
przekazywania
indukcyjne
swododny ekscyton* zlokalizowany
ekscyton"
silne sprzezenie6 stabe sprzezenie6
silne sprzezenieO (stabe sprzezenie*)0 bardzo stabe

sprzezenieO
(przedrelaksacyjne
przekazywanie
energii*)d

a— wedtug Dawidowa (11); b — wedtug Simpsona i Petersona (44): c— wedtug Forstera (53);
d — wedtug Eisingera (72); * — uzupeilnienie dokonane przez autora artykutu.

2*
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X. Dyskusja schematu M. Kasha'y

Poréwnujac rozne teorie (tabela 1) Kasha nie podaje zaleznosci szybkos-
ci przekazywania energii odlegtosci R pomiedzy D i A. Zalezno$¢ ta moze
stanowi¢ sprawdzian mechanizmu przekazywania energii. Jesli energia jest
przekazywana rezonansowo dzieki dipolowo-diopolowym bardzo stabym
oddziatywaniom jest to szybkos¢ K ~ R~6 Tak jak wynika z doswiadcze-
nia w krysztatach molekularnych przekazywana jest energia swobodnych
singletowych ekscytonow. Ten sam typ zaleznosci zostat wielokrotnie
potwierdzony dla roztworéw barwnikéw, w przypadku migracji wzbudzen
singletowych (9, 72), a ostatnio réwniez dla wzbudzen trypletowych (73).
W krysztatach molekularnych wystepuje ,prawdziwy” rezonans, podczas
gdy w roztworach barwnikéw, w przypadku heterogenicznych przekazy-
wan (np. Chi b —Chi a) rezonans moze zaj$¢ dopiero po oscylacyjnej relak-

a T b
———
-1
j_i—j— jj‘_j‘
0 A D A

Ryc. 3. Schemat porelaksacyjnego a) i przedrelaksacyjnego b) przekazywania energii.
D — donor energii wzbudzenia, A — akceptor.

sacji czgsteczki donora, gdy ktdrys poziom oscylacyjny D znajdzie sie w re-
zonansie z ktoryms$ z poziomoéw A (Ryc. 3a). Relaksacja cieplna zachodzi
w czasie ~ 10-12s. Eisinger (74) przewiduje mozliwo$¢ wystepowania
w niektérych przypadkach przedrelaksacyjnych przekazywan energii
(Ryc. 3b). Wprawdzie przy dipolowo—dipolowych oddziatywaniach w dal-
szym ciagu K ~ R-6, ale obliczone z wzoru Forstera prawdopodobienstwo
przekazywania bedzie fatlszywe, gdyz pokrywanie sie widm emisji donora
z widmem absorpcji akceptora przed relaksacjg i po relaksacji jest roz-
ne (75). Nie uwzgledniajac ,przedrelaksacyjnosci” przekazywania mozna
dosta¢ btedne RO (75).

Przy férsterowskich silnych i stabych oddziatywaniach (tabela I) wiek-
szos¢ autoréw przewiduje K ~ R“3(1, 46, 76, 77). Silne oddziatywania do-
tycza przypadkow, w ktérych obowigzuje przyblizenie Borna-Oppenheime-
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ra, a wiec nie mozna do nich zaliczy¢ ,op6Znionego heterogenicznego rezo-
nansu” na przykiad od Chi b -> Chi a, bezsprzecznie wystepujacego w or-
ganizmach fotosyntetyzujacych.

Roéwniez w przypadku chlorofilu w podwoéjnych warstwach lipidowych
(7) stwierdzono zaleznosci K ~ R"-8 przy charakterystycznym dla LRRT
RO = 65A. Na podstawie tych danych M. Kasha, jak wynika z dyskusji
z jednym z autoréw sadzi, ze nie ma podstaw do rozpatrywania innej niz
K ~ R-6 zaleznosci w przypadku ukitadéw fotosyntetyzujacych, gdyz wy-
starczy ograniczy¢ sie do bardzo stabych férsterowskich oddziatywan, aby
otrzymac zgodnos$¢ z doswiadczeniem. Istnieja jednak poszlaki, ktore omo-
wione zostang w nastepnym paragrafie, ze przy przekazywaniu energii po-
miedzy pigmentami chloroplastéow K ~ R-x dla x < 6. Zastanéwmy sie
jakie moga by¢ przyczyny wystepowania nietypowych zaleznosci K (R).
We wzorach Forstera K ~ R-6 pochodzi z energii elektrostatycznego od-
dzialtywania. Energia oddzialywania dwéch stacjonarnych dipoli jest
— R~3 W przypadku dwu dipoli indukowanych jest to efekt Il rzedu, wiec
energia jest — R-®. Gdyby w gre wchodzity multipole innych rzedéw moz-
naby otrzymac¢ odchylenia od K ~ R~6 na przykiad przy oddziatywaniu
monopola z dipolem energia ~ R-4 itp. Oddziatywania dwéch momentéw
przejs¢ mozemy rozpatrywac¢ jako oddziatywania dwoéch dipoli pod wa-
runkiem, ze odlegto$¢ miedzy ich Srodkami jest wieksza niz wymiary czg-
steczek (3, 66). Warunek ten nie jest prawdopodobnie spetniony w przy-
padku chlorofili— ,anten” tworzacych oligomer.

Nie wykluczony jest wiec w tym przypadku udziat innych multipoli
w energii oddzialywania. Poza tym przy matych odlegtosciach i silnych
oddziatywaniach czasteczek mogag oprocz sit rezonansowych grac¢ role sity
wymienne odpowiedzialne za agregacje czasteczek (78). Poza tym, jak juz
wspomniano, wystepowanie przedrelaksacyjnych migracji ptytkich puta-
pek energii, lub tez nieznanych uporzgdkowan czasteczek moze prowadzi¢
do pozornej niezgodnosci wynikéw doswiadczenia z teorig.

XI1. Wyznaczanie szybkosci przekazywania energii

W poprzednim paragrafie omoéwiono juz pewne prace popierajagce me-
chanizm LRRT. Wspomnijmy wobec tego obecnie o wynikach, ktore suge-
rujg K ~ R-x; x <C 6. Pierwszg tego typu sugestie zaproponowano na pod-
stawie badan przekazywania energii elektronowego wzbudzenia od chloro-
filu b do chlorofilu a (79). Wyniki tych doswiadczen mozna wyjasni¢ badz
przez zatozenie superpozycji przed i po relaksacyjnych przekazywan przy
zachowaniu w obu mechanizmach K ~ R-6, badz tez przez zalozenie jedy-
nie ,szybkiego” przekazywania przy K ~ R-3. Biorgc pod uwage maite
zmiany stezeniowe widm badanych barwnikéw, Swiadczgce o bardzo sta-
bych wzajemnych oddziatywaniach czasteczek, autorzy (79) przychylaja
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sie do pierwszego przypuszczenia i rozpatrujg mozliwos¢ wptywu ,powrot-
nych” przekazywan, ktére w badanym uktadzie moga zachodzi¢ przede
wszystkim przedrelaksacyjnie, bo ze wzgledu na przesuniecie stokesowskie
miedzy pasmem absorpcji i emisji, po relaksacji sg mato prawdopodobne.

Za typowa (R-6) zaleznoscig prawdopodobienstw przekazywania pomie-
dzy molekutami chlorofilow w roztworach, przemawiajg réwniez wyniki
uzyskane w naszym laboratorium. Eksperymentalnie wyznaczone wydaj-
nosci przekazywania pomiedzy chlorofilem c i chlorofilem a w roztworach
dosiegajg obserwowanych in vivo i zgodne sg z teoretycznymi przewidywa-
niami (80, 81) teorii Forstera.

Odchylenia od rozpatrywanej zaleznosci obserwuje sie przede wszyst-
kim w uktadach zawierajgcych karotenoidy i porfiryny. Wiasnosci niekto-
rych uktadéw zawierajgcych te barwniki mozna wyjasni¢ kombinacja
przed i po relaksacyjnego przekazywania energii (82).

Jeszcze bardziej przekonywujgce wyniki dotyczace szybkosci przeka-
zywania energii K ~ R-3 otrzymano w przypadku luteiny i chlorofilu
w uktadach detergentowych (83). W uktadach tych agregacja chlorofilu jest
czesciowo hamowana przez obecnos$¢ luteiny, przy czym oba barwniki sa
wbudowane w uktady micelarne. Wydajnos¢ przekazywania energii jest
poroéwnywalna z wydajnoscia in vivo (15°/0); RO, przy zatozeniu réwnomier-
nego ukiadu barwnikéw, wynosi 25A. W dawniejszych pracach (84) przy
badaniu podobnego ukitadu (]3-karoten z chlorofilem) otrzymano tak mate
RO= 8,5A, ze trudno byto moéwi¢ o dipolowo—dipolowym rezonansowym
oddziatywaniu barwnikéw (3). Otrzymane obecnie w uktadzie micelarnym
wyniki (83) wydaja sie tym bardziej wiarogodne, ze w podobnym os$rodku,
ale zawierajacym jedynie chlorofil a, otrzymano Rn= 56A (86); chlorofil
b — R = 43A (85). Obie te wielkosci sg zblizone do RO roztworéw tych
chlorofili w typowych rozpuszczalnikach, co $wiadczy o tym, ze wyniki
w przypadku mieszaniny luteiny i chlorofilu nie sg zwigzane z tworzeniem
miceli (85, 86). Wiadomo jednak, ze w uktadach micelarnych powstaje wiele
typow agregatow barwnikéw (87) i agregatow barwnikowo-detergento-
wych (88), co utrudnia oszacowanie wzajemnych odlegtosci D i A.

Rowniez badania biliproteidéw sinic (89) sugeruja, ze przy przekazy-
waniach energii wzbudzenia od tych komplekséw pigmentowo-biatkowych
do chlorofilu wystepuje zalezno$s¢ K ~ R~x gdzie 3< x <C5. Sugestie te
opieraja sie jednak na grubych oszacowaniach odlegtosci pomiedzy grupa-
mi chromoforowymi badanych uktadow. Doktadniejsze badania i rachunki
sg obecnie w toku. Pewne jest juz jednak, ze zmiany w konformacji biatek
wptywajg znacznie na wydajnos¢ przekazywania energii pomiedzy grupa-
mi chromoforowymi biliproteidéw (90) oraz, ze wystepuja chromofory
0 réznej wydajnosci fluorescencji (51).
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XIl. Szybkie i powolne przekazywanie energii

Zastanowmy sie jaka jest istotna réznica pomiedzy przekazywaniem
energii przy silnym sprzezeniu (tablica 1), zwanym tez szybkim przekazy-
waniem (K ~ R~3, a przekazywaniem przy bardzo stabym sprzezeniu —
przekazywaniu powolnym (K — R~8.

Podstawowa praca Forstera (66) dotyczy przekazywan powol-
nych — pomiedzy poszczegélnymi aktami przekazywania energii zachodzi
caly szereg oscylacji jader. Przekazywanie nastepuje dzieki oddziatywa-
niom pomiedzy stanami elektronowymi D i A. Funkcje witasne obu czaste-
czek zaleza jedynie od wspotrzednych elektronowych. Przy przejsciu wzbu-
dzenia od k-tej do 1-tej czgsteczki zmienia sie rowniez energia oscylacyjna
tych czasteczek. Jesli wO jest przekazywana energig elektronowego wzbu-
dzenia oddang przez k-tg czasteczke, to catkowita oddana energia jest:

wO+ w; - wk

gdzie:
W'ki Wk — energie oscylacyjne tej czasteczki w stanie wzbudzonym
i podstawowym.
Energia zyskana przez 1-tg czasteczke jest odpowiednio:

wO+ wi—wt

przy czym catkowita energia jest zachowana przy przekazywaniu energii,
tak, ze

Aw = wk+ w'—wk—Wj = 0

Z teorii promieniowania Diraca wiadomo, ze liczba przejs¢ na jednost-
ke czasu dla kazdej, poczatkowo wzbudzonej czasteczki jest

S|UKI(w;, WI;wk,w;|2dw

przy czym element macierzy czysto elektronowego oddziatywania mozna
zapisac

(A7) UKI(rk,?i) = Jpk)(wk, ?KR*pIw 1, f2*U (rk,r 3-pwk, rkp;(w'1 rrdi™-dr,,

gdzie: r”~rj— sa kolektywnymi wspétrzednymi przestrzennymi elektro-
now dla odpowiednich czasteczek.

Nalezy nastepnie uwzgledni¢ fakt, ze w stanie poczatkowym energia oscy-

lacyjna ulega wielokrotnie zmianom, zanim nastgpi przeskok tej energii.

Czestosci wystepowania poszczegdlnych wartosci energii oscylacyjnych da-

ne sag w stanie rownowagi cieplnej przez odpowiednie unormowane funk-

cje rozkiadu g(w!);g'(wR;
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a wiec stad prawdopodobieristwo przeskoku otrzymuje sie

(18) K*i = i i 9 g~wAhgiw,) x

w =0 W,1:O Wk=0

X UK(wW'kwj, wO- w + w,"; w - wO+ w jj2dw'kdw,dw
gdzie:
w — S$rednia arytmetyczna energii oddanej i pobranej.

U(rk, r,) jest dane przez oddziatywanie kulombowskie poruszajgcych sie
elektronéw. Przy przyjetych zatozeniach, ze odlegtosci miedzymolekularne
sg duze w porownaniu z wewnagtrzmolekularnymi, sg to oddziatywania
dipoli. Element macierzy momentu przejscia jest wiec

(19) M, (W, Wi) = —e | o (Wi, B)* Fpl(wit, )iy
gdzie:
rk — Srodek ciezkosci czasteczki poczatkowo wzbudzonej,

wk>w k— energia oscylacyjna jader w stanie podstawowym i wzbudzonym.

Po wusrednieniu réznych orientacji momentow przejs¢, odpowiedniej
normalizacji i uwzglednieniu, ze dzieki oddziatywaniu z rozpuszczalnikiem
przejscia zachodza od stanu o okreslonej energii oscylacyjnej w'k do stanu
O energii zawartej w przedziale wk; wk+ wk i podobnie dla czasteczki
1 otrzymuje sie wzor, ktéry ma bezposredni zwigzek z widmami absorpcji
i emisji:

4r " i) e
(20) Kkl = 3h2n2R° \ g g (\VK)M(WU_\'V + Wy, W).)h'

00
g

\ g(w,)M(w,, w — w, +w,)2dw, | dw

w, =0
n — wspotczynnik zatamania,
Rk — odlegtosci pomiedzy Srodkami momentéw przejs¢ k-tej i 1-tej
czasteczki.

Pierwsza z calek we wzorze 20 zwigzana jest, poprzez wspoétczynnik
Einsteina A usrednione dla réznych oscylacji stanu wzbudzonego z liczbg
kwantéw emitowanych spontanicznie przez czgsteczki w jednostce czasu,
w przedziale energii w; w + dw, a wiec z widmem emisji.

Podobnie druga catka zwigzana jest z widmem absorpcji przez wspét-
czynnik B(w, w + dw) i gestos¢ promieniowania.

Absorpcja jest tatwiej mierzalna, niz emisja. Dogodne jest wiec czasem,
przy zatozeniu zwierciadlanej symetrii widm absorpcji i emisji oraz od-
powiedniosci oscylacyjnych stopni swobody obu standw, wyrazenie KK
jedynie przez molarne wspétczynniki absorpcji (66).
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Ostateczny wynik rozwazan ujgé mozna w znanym wzorze

(21> K “*=-1i(-R=-)6

gdzie: ROjest krytyczng odlegtoscia, ktéra moze by¢ oszacowana z potdéw-
kowej szerokosci pasma absorpcji i z pokrywania sie widm absorpcji i emi-
sji. W przypadku roztworu chlorofilu Forster (66) otrzymat RO= 80 A, co
dos¢ dobrze zgadza sie z pdzniejszymi wartoSciami otrzymanymi z pomiaru
¢« = 5X 10 9sek skad otrzymano RO= 60A (91). W pézniejszych pracach
(46) Forster rozszerzyt swe rozwazania dla stabych i silnych oddzia-
tywan (tablica 1), przy ktorych K — R~8

Gueron i Eisinger (74) zwracajg uwage, ze przypadek silnych od-
dziatywan rozni sie znacznie od typowego forsterowskiego przekazywania.

Silne oddziatywania opisuje sie przede wszystkim podajgc wielkos¢ da-
vidovowskich rozszczepienn poziomow energetycznych, proporcjonalnych do
energii oddziatywania |JU |, podczas gdy bardzo stabe oddziatywania opisy-
wane sg przede wszystkim przez podanie szybkosci migracji energii K.

Bardzo ciekawa probe przejscia od teorii powolnych (K ~ R~ do
szybkich (K ~ R-3) oddziatywan podali ostatnio Kenkre i Knox (10).
Zwykle w obu przyblizeniach stosuje sie rozne definicje szybkosci przeka-
zywania energii. Wynika to stad, ze dla stabo oddziatywujacych czasteczek
(powolne przekazywania) szybkos$¢ przekazywania otrzymuje sie przy po-

mocy zaleznego od czasu, rachunku zaburzen jako K ~[U | 2~

gdzie: U — energia oddziatywania,

AE — jest szerokoscig pasm zwigzanych z przejsciem bioracym

udziat w przekazywaniu energii.

Silne oddziatywania, w ktérych K ! wystepuja raczej w ukta-
dach rozciggtych, w ktérych przekazywanie energii rozpatruje sie w opar-
ciu o0 macierz gestosci i rownania na Sredni kwadrat przesuniecia wzbudze-
nia (92). Nie ma bezposredniego zwigzku pomiedzy tymi dwoma przypad-
kami, pierwszy dotyczy ukiadu dwéch czasteczek, drugi — ukiladu rozciag-
tego.

Mozna jednak, jak pokazali autorzy (10), uzyskac tres¢ obu przyblizen
jako przypadki graniczne jednego wyrazenia, jesli wprowadzi sie odpo-
wiednig definicje szybkosci przekazywania. Definiuje sie wtedy szybkos$¢
przekazywania energii wzbudzenia w uktadzie czgsteczek jako odwrot-
nos$¢ czasu, w ktérym Sredni kwadrat przesuniecia wzbudzenia wzrasta od
O do a2 gdzie a jest odlegtoscia miedzymolekularng w rozpatrywanym
tancuchu czasteczek.

Wprowadzony opis pozwala w sposéb ciggly przejs¢ poprzez posrednie
oddziatywanie od bardzo stabych (K ~ R-6) do silnych (K ~ R~3 oddzia-
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tywan. Czasteczki o ztozonych widmach mozna opisa¢ w tym samym for-
malizmie (10) przez wprowadzenie odpowiednio dobranej funkcji pamieci.

Teorie swa autorzy zastosowali do komplekséw ztozonych z pieciu cza-
steczek bakteriochlorofilu. Widma tych komplekséw wykazuja silne prze-
suniecia dzieki miedzymolekularnym oddziatywaniom (93). Opierajac sie
na wynikach badan spektralnych autorzy obliczyli, ze K ~ R“59 tak, ze
mimo obserwowanego rozszczepienia pozioméw, nie jest to jednak jeszcze
przyktad ,szybkiego” przekazywania energii wzbudzenia.

Paillotin (60) rozwaza oddziatywania rezonansowe zmodulowane
przez oscylacje jader i dochodzi do wniosku, ze zaleznos¢ K od R jest zto-
zona (posrednia pomiedzy R~3i R“§, przy czym mozna postugiwac sie zaw-
sze zaleznoscig K ~ R-6 przy wprowadzeniu odpowiedniego czynnika kory-
gujacego.

Paillotin (60) zauwaza podobnie jak Knox (3) dramatyczny wptyw
uporzadkowania czgsteczek na przekazywanie energii. Szacujgc przekazy-
wanie energii w jednostkach fotosyntetycznych autor dochodzi do wniosku,
ze przy odlegtosciach ~15A pomiedzy chlorofilami zachodzi okoto 10Rprze-
kazan energii na sekunde. Ruch wzbudzenia nie jest wiec typowym ,po-
wolnym” przekazywaniem, w ktérym zwykle zachodzi od 1011— 108 prze-
kazan sek“1(1). Paillotin taczy obserwowang wydajnos¢ przekazywania
energii w jednostkach z wiasnosciami widmowymi chlorofilu, ktéry ma
malg energie deformacji w stanie wzbudzonym.

Jak wida¢, poglady poszczegélnych autoréw sg bardzo rézne. Wydaje
sie, ze nalezy dalej prowadzi¢ badania modelowe, aby zwigekszy¢ materiat
doswiadczalny dotyczacy ewentualnego wystepowania silnych oddziatywan
w ukitadach biologicznych. Bada¢ nalezy nie tylko przesuniecia energetycz-
ne pasm, szczegdlnie w warunkach niskotemperaturowych, ale i szybkosci
przekazywania energii, uwzgledniajac przy tym mozliwos¢ wystepowania
przed i porelaksacyjnych efektow.

Artykut nadszedt 5.4.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 285.1976.
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RENATA DABROWSKA *

Systemy regulujace cykl skurczowo-rozkurczowy miesni

Regulatory Systems of Contraction-relaxation Cycle of Muscle

Poprzednie dwa artykuty opublikowane w Postepach Biochemii (1,2)
dotyczyty wspoétczesnych pogladéw na budowe miesni i mechanizm skur-
czu. Obecny artykut poswiecony jest zagadnieniom regulacji cyklu skur-
czowo-rozkurczowego miesni zwierzat w aspekcie filogenetycznym.

Podstawowym procesem powodujacym skurcz miesni jest interakcja ak-
tyny z miozyna w obecnosci adenozynotrojfosforanu, ktéry rozkiadany
przez ATP-aze aktomiozynowg dostarcza energii do pracy miesni. W cza-
sie rozkurczu aktyna nie reaguje z miozyng. Regulacja cyklu skurczowo-
rozkurczowego miesni sprowadza sie do kontroli interakcji tych biatek.

Istnieja dwa systemy regulacji, ktére réznig sie miedzy soba miejscem
ich dziatania (3). W systemie, ktéry kontroluje miesnie szkieletowe kre-
gowcOw nastepuje blokowanie miejsc aktywnych aktyny biorgcych udziat
w interakcji z miozyna (actin-linked system). W systemie kontrolujgcym
cykl skurczowo-rozkurczowy miesni mieczakéw zapobieganie tworzenia
kompleksu aktyny z miozyng wywotujg zmiany w czasteczce miozyny
(myosin-linked system). Jakkolwiek mechanizm dziatania obydwu syste-
moéw jest catkowicie odmienny, wspdélng cecha jest zaleznos$¢ ich funkcjo-
nowania od stezenia jonéw wapnia. A mianowicie: blokowanie interakcji
aktyny z miozynag ma miejsce tylko w nieobecnosci jonéw wapnia, zniesie-
nie za$ blokowania moze nastgpi¢ przy podniesieniu stezenia tych jondéw
do 10“6— 10~8M (3).

* Dr hab., Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Migé$ni Instytutu Biologii
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétéw: EDTA — s6l sodowa kwasu etyleno-dwuaminoczte-
rooctowego; EGTA — sé6l sodowa kwasu etylenoglikolo-bis/eter |3-aminometylo/-NN’-
-czterooctowego; DTNB — kwas 5,5-dwutiobis-/2 nitrobenzoesowy/; TN—C, TN—I
i TN—T — sktadniki troponiny; LCAi, LCA2 i Lcdatnb — lekkie tanncuchy miozyny
z migéni szkieletowych krggowcéw; LcCedta i LCsSh— lekkie tancuchy miozyny

z mie$sni migczakow.
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I. Charakterystyka systemdéw regulacji

1-1. System regulacji zwigzany z aktyna

Aktyna w swojej polimerycznej postaci superspirali (tzw. F-aktyny) sta-
nowi trzon filamentéw cienkich (4). W miesniach szkieletowych kregow-
cow w cienkich filamentach oprécz aktyny wystepuja biatka, ktore z racji
swojej funkcji w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego tych miesni
nazwano biatkami regulujacymi (5). Sg to troponina i tropomiozyna. Tropo-
miozyna znajduje sie w rowkach podwdjnej spirali nici F-aktyny i tworzac
liniowe polimery wystepuje na catej diugosci cienkich filamentéw. Cza-
steczki troponiny rozmieszczone sg na cienkich filamentach z okresowosciag
400A (Ryc. 1). (5).

Ryc. 1. Schemat budowy cienkiego filamentu (7).
A — aktyna, TM — tropomiozyna, TN—I, TN—C, TN—T — sktadniki troponiny.

Badania lat siedemdziesigtych wykazaly, ze troponina jest biatkiem
heterogennym, sktadajagcym sie z trzech skiadnikéw: TN—I, TN—C
i TN—T. Kazdy z tych skladnikéw ma swojg specyficzng funkcje w syste-
mie regulacji: TN—1, o masie czasteczkowej 23 500, jest inhibitorem inte-
rakcji aktyny z miozyng niezaleznie od stezenia jonéw wapnia; TN—C,
0 masie czasteczkowej 18 300, jest akceptorem jondéw wapnia podczas skur-
czu miesnia oraz powoduje, ze wspoétdziatanie aktyny z miozynag zalezy od
stezenia jondw wapnia; TN—T, o masie czasteczkowej 39 000, wykazuje
bardzo silne powinowactwo do tropomiozyny i F-aktyny (2,6). Szczeg6to-
we badania interakcji poszczeg6lnych skiadnikéw troponiny z tropomiozy-
nag i F-aktyng przy zastosowaniu metod fizykochemicznych, takich jak ul-
trawirowanie, saczenie przez Sephadex, chromatografia powinowactwa,
wiskozymetria oraz metod mikroskopii elektronowej wykazaty, ze czgstecz-
ka troponiny ma dwa miejsca przymocowania do cienkich filamentéw: jed-
no poprzez TN—I, drugie poprzez TN—T. Potlgczenie poprzez TN—I ist-
nieje tylko w nieobecnosci jondw wapnia, podczas gdy potaczenie poprzez
TN—T jest trwale niezaleznie od stezenia tych jonow (8— 13). Skiadnik
TN—C nie tgczy sie bezposrednio ani z tropomiozyng ani z F-aktyna, nato-
miast tgaczy sie zaréwno z TN—I1 jak i TN—T (Ryc. 2). Zmiany kon-
formacyjne zachodzace w czgsteczce TN— C podczas wigzania z nig wapnia
przenosza sie na pozostate sktadniki troponiny (14— 16), powodujgc m.in.
wzmocnienie wigzania TN—C — TN—1, co z kolei pocigga za sobag przer-
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wanie wigzania miedzy TN—I a tropomiozyng i aktyna (10, 13). Wydaje
sie, ze tworzenie i przerywanie potgczenia miedzy TN—I i kompleksem
tropomiozyng— aktyna zaleznie od stezenia jonéw wapnia powoduje zmia-
ny pozycji nici tropomiozyny w stosunku do aktyny. Takie zmiany poto-
zenia tropomiozyny w zaleznosci od stanu fizjologicznego miesni szkieleto-
wych zaby obserwowano in vivo stosujgc technike niskokatowej dyfrakcji
promieni X (17,18). Przypuszcza, ze w stanie rozkurczu miesni tropomio-

Ryc. 2. Proponowany mechanizm regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miegéni
w obecnos$ci systemu regulacji zwigzanego z aktyng (25). a) Utozenie biatek w czasie

rozkurczu, b) w czasie skurczu.

A—aktyna, TM—tropomiozyna, TN—I, TN—C, TN—T — sktadniki troponiny, St—subfragment
1 miozyny.

zyna zastania te miejsca aktyny, ktére biorg udziat w interakcji z miozyna
(Ryc. 2a). W czasie skurczu tropomiozyng wsuwa sie w gtgb rowkow pod-
woéjnej spirali nici F-aktyny umozliwiajgc wspétdziatanie aktyny i miozy-
ny (Ryc. 2b). Tropomiozynag przenosi dziatanie jednej czasteczki troponiny
na siedem monomeréw aktyny. Mechanizm regulacji charakteryzuje sie
kooperatywnoscig miedzy monomerami aktyny (19).

Obecne poglady na temat mechanizmu regulacji cyklu skurczowo-roz-
kurczowego miesni szkieletowych kregowcoéw oparte zostaly gtéwnie na
badaniach szybkich miesni szkieletowych kroélika. Interesujgce, ze jakkol-

3 Postepy Biochemii
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wiek troponina izolowana z miesni zwierzat innych gatunkéw posiada te
same trzy podjednostki funkcjonalne, to podjednostki te réznig sie niekto-
rymi wiasnosciami i masami czgsteczkowymi; dotyczy to szczegdllnie TN—|
i TN—T. | tak np. TN—1I z miesni rekinka psiego (Sgualus acanthias) czy
homara (Homarus americanus) posiada mase czasteczkowag okoto 30 000,
a TN—T — 58000 (20,21). Troponina wolnych miesni szkieletowych Kkro-
lika i miesni serca wotu posiada TN—I o masie czasteczkowej 30 000,
a TN—T o masie czgsteczkowej 42 000 (22— 24). TN—C izolowany z mies$ni
réznych zwierzat nie réozni sie znacznie ani masa czasteczkowg ani witasci-
wosciami fizykochemicznymi, zmieniajg sie jednak parametry wigzania
wapnia przez to biatko. | tak np. troponina miesni bezkregowcow wigze

tylko Imol wapnia/mol biatka (21), podczas gdy troponina kregowcow az
4mole/mol (25).

1-2. System regulacji zwigzany z miozyna

Miesnie mieczakéw nie posiadajg troponiny. Ich cykl skurczowo-roz-
kurczowy podlega regulacji poprzez interakcje jonéw wapnia z miozyna
(26). Czasteczka miozyny mieczakéw, podobnie jak miozyna miesdni szkiele-
towych kregowcow, ma ksztatt wysoce asymetryczny. Jej czes¢ pateczko-

Ca &—_ eEnde &

LCpTN
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-
Ciedki Taricuch /
: : ( LCepTA

Ryc. 3. Schemat budowy czasteczki miozyny. (Modyfikacja schematu wg 30). a) Miozy-
na miegéni kregowcéw. LCAIi, LCa2, Lcantb — lekkie tancuchy miozyny kregowcow,
b) Miozyna miesni mieczakéw, LCSH, LCc Edta lekkie tancuchy miozyny mieczakoéw.

Na schemacie uwidocznione sg ewentualne miejsca przytgczania wapnia do czgsteczki miozyny.

wata, ktora bierze udziat w agregacji czasteczek prowadzgcej do wytworze-
nia grubych filamentéw, wydaje sie niczym nie rézni¢ od miozyny kregow-
cow (27). W czesci globularnej, sktadajgcej sie z dwéch gtow tzw. subfrag-
mentow 1 (Sj), w ktorej znajduje sie aktywnos¢é enzymatyczna oraz miejsce
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interakcji z aktyna, wystepuja niskoczgsteczkowe fragmenty — tzw. lekkie
tancuchy (light chains), ktére oddysocjowuja od reszty czgsteczki miozyny
w stosunkowo tagodnych warunkach nie prowadzacych do naruszenia catej
czasteczki. Te fragmenty réznig sie jednak od lekkich tancuchéw miozyny
miesni szkieletowych kregowcow (27, 28). Miozyna miesni szkieletowych
krolika posiada trzy rodzaje lekkich tancuchéw: dwa o masach czastecz-
kowych 26 000 i 16 000 (LCal i LCA2), wystepujace w ilosci Imol/mol mio-
zyny, ktére oddysocjowujg w Srodowisku alkalicznym oraz lekkie tancu-
chy o masie czasteczkowej 18 000 (L c bTNb) Wystepujgce w ilosci 2moli/mol
miozyny i oddysocjowujgce pod wptywem DTNB (Ryc. 3a) (29). Miozyna
mieczakéw posiada dwa rodzaje lekkich tancuchoéw: tancuchy LcsH wy-
stepujace w ilosci 2moli/mol miozyny odszczepiane od miozyny przy po-
mocy siarczanu dodecylu, taricuch LcEebta w ilosci Imol/mol miozyny,
usuwany przez dziatanie EDTA (Ryc. 3b) (27). Obydwa rodzaje lekkich
tarncuchéw posiadajg mase czasteczkowa okoto 18 000.

Wystepowanie réznic w kompozycji lekkich tarncuchéw miozyny mies-
ni mieczakoéw i miesni szkieletowych kregowcow nie jest zaskakujace, gdyz
réznice w stechiometrii i masach czasteczkowych lekkich taricuchéw obser-
wowano juz wczesniej w przypadku miozyny izolowanej z miesni wolnych
i szybkich krélika, miesni serca czy miesni gtadkich izolowanych z r6znych
narzadow (31— 33).

oy
g

+ Ca

AN

Ryc. 4. Proponowany mechanizm regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mies$ni
w obecnosci systemu regulacji zwigzanego z miozyna.

Schemat opracowany na podstawie 27 i 30. a) Utozenie biatek w czasie rozkurczu,
b) w czasie skurczu.

A — aktyna. Poréwnaj objasnienie do Ryc. 3.

Rola lekkich tanncuchdéw nie zostata jeszcze dokladnie poznana. Przypusz-
cza sie, ze zmiany w kompozycji lekkich tancuchow miozyny izolowanej
z réznych typéw miesni odpowiadajg za réznice w jej aktywnosci enzyma-
tycznej. Wiadomo np., ze lekkie tanncuchy miozyny miesni szkieletowych

3*
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LCALi LCA niezbedne sg dla aktywnosci enzymatycznej miozyny, podczas
gdy tancuch LCDINB mozna usung¢ bez utraty tej aktywnosci (29).

Sposroéd lekkich tancuchow miozyny mieczakéw poznano dotad tylko
role LCedta. Posiada on kluczowe znaczenie w regulacji cyklu skurczowo-
rozkurczowego miedni tych zwierzat; jego usuniecie pozbawia miozyne
w potaczeniu z aktyng wrazliwosci na dziatanie jondw wapnia oraz zmniej-
sza zdolnos¢ wiagzania tego kationu z 1,67 lamola/g do 0,78 n-mola/g miozyny
(27). Po rekombinacji ,,odczulonej” miozyny i LCEDTAw obecnosci dwuwar-
tosciowych kationéw obydwie te wlasciwosci zostaja przywrdécone. LCEDTA
mimo ze ani sam nie posiada wtasciwosci enzymatycznych ani nie wigze
jonow wapnia, dziata jako podjednostka miozyny regulujaca skurcz, ha-
mujac interakcje miozyny z aktyng tylko w nieobecnosci jonéw wapnia,
podobnie jak to czyni kompleks biatek troponina—tropomiozyng regulu-
jacy skurcz miesni szkieletowych kregowcow. Sposob, w jaki jony wapn
i LCedta regulujg interakcje aktyny z miozyng mieczakéw nie zostat jesz-
cze zbadany. Istniejg hipotezy, ze LCEDTA w nieobecnosci jonéw wapnia
taczy sie z obydwoma globularnymi subfragmentami miozyny (SO, wpty-
wajac na nie w taki sposéb, ze nie moga one reagowaé z aktyng (27). Taka
sytuacja odpowiada stanowi rozkurczu miesni (Ryc. 4a). Pod wplywem
jonéw wapnia nastepujg zmiany konformacyjne w LCEDIA powodujace
odstanianie tych miejsc miozyny, ktdére reaguja z aktyna a w konsek-
wencji powodujg skurcz miesni (Ryc. 4b).

Ten mechanizm regulacji nie wymaga obecnosci tropomiozyny, nie ob-
serwuje sie tez kooperatywnosci miedzy monomerami aktyny. Jeden
LCedta blokuje jedng czasteczke miozyny.

I1. Sposoby klasyfikacji systemoéw regulacji

Aktyna stymuluje aktywnos¢ enzymatyczng miozyny zaleznie od typu
miesni od kilku do kilkuset razy (1). Miarg interakcji aktyny z miozyng in
vitro jest wiec poziom aktywnosci ATP-azy aktomiozynowej w obecnosci
ATP.

I1-1. Kompetycyjna aktywacja aktomiozyny przez aktyne

Test ten stuzy do identyfikacji systemu regulacji zwigzanego z miozynga
i polega na mierzeniu wptywu nadmiaru czystej aktyny na aktywnos¢ en-
zymatyczng miofibryli lub aktomiozyny wyizolowanej z badanych miesni.
W przypadku wystepowania systemu regulacji zwigzanego z miozyna,
w nieobecnosci jonéw wapnia, dodana aktyna nie moze reagowaé¢ z miozy-
ng obecng w badanym systemie (patrz rozdz. 1-2) i aktywno$¢ ATP-azy
aktomiozynowej jest niska. Podwyzszenie poziomu aktywnosci ATP-azy
nastepuje dopiero po wprowadzeniu do $srodowiska jonéw wapnia (Ryc. 5a)
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Obecnos¢ systemu regulacji zwigzanego z aktyng ujawnia sie w takim ukta-
dzie podwyzszeniem aktywnosci ATP-azy w nieobecnosci jonéw wapnia na
skutek interakcji dodanej aktyny z miozyna obecng w uktadzie; wilasna
aktyna nie reaguje z miozyna, gdyz w nieobecnosci jondéw wapnia jest ona
zablokowana przez biatka regulujgce znajdujgce sie w cienkich filamentach.
Wprowadzenie wapnia nie zmienia juz w tej sytuacji aktywnosci enzyma-
tycznej aktomiozyny (Ryc. 5b). Obserwowany zanik wrazliwosci ATP-azy

#

umole H

Ryc. 5. Ildentyfikacja systemow regulacji. Wptyw aktyny krélika na wtasnosci enzy-
matyczne miofibryli z miesni posiadajacych system regulacji zwigzany z miozyna
(a) oraz z mies$ni posiadajacych system regulacji zwigzany z aktyna (b).
Poziom aktywnos$ci miofibrylarnej ATP-azy okres$la rejestrowana na pH-stacie
nych protonéw po dodaniu ATP w obecnosci ImM MgCl2 25mM NacCl
ImM CaCl2 (28). Wybuchowe uwalnianie protonéw po dodaniu

wypierania ich z EGTA przez wapn.

ilos¢ uwalnia-
oraz ImM EGTA lub
jonéw wapnia jest skutkiem

aktomiozynowej na dziatanie jonéw wapnia jest bezspornym dowodem ist-
nienia regulacji, w ktorej biorg udziat troponina i tropomiozyna. W przy-
padku braku zmian aktywnosci ATP-azy aktomiozynowej badanych miesni
pod wptywem aktyny w nieobecnosci jondw wapnia wiadomo, ze regulacja
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skurczu zwigzana jest z miozyna, ale nie wyklucza to istnienia réwniez dru-
giego systemu regulacji zwigzanego z aktyng. Wéwczas muszg by¢ przepro-
wadzone dodatkowe badania (patrz rozdz. 1I-3, 11-4).

11-2. Kompetycyjna aktywacja aktomiozyny przez miozyne

Test ten stuzy do wykrywania systemu regulacji zwigzanego z aktyna.
Polega on na pomiarach aktywnosci ATP-azy aktomiozyny lub miofibryli
badanych miesni w obecnosci i nieobecnosci jonéw wapnia po dodaniu nad-
miaru miozyny z miesni krolika. R6znice w poziomie aktywnosci ATP-azy
wskazujg na tworzenie kompleksu pomiedzy dodang miozyng i aktyng znaj-
dujaca sie w badanym systemie. Wrazliwo$¢ na wapn przyrostu aktywnosci
ATP-azy wskazuje na obecno$¢ systemu regulacji zwigzanego z aktyna,
brak czutosci na dziatanie jonéw wapnia wskazuje na brak tego systemu re-
gulacji. Test ten moze by¢ zastosowany tylko w przypadku miesni posiada-
jacych niskag aktywnos¢ ATP-azy aktomiozynowej; w przypadku wysokie-
go poziomu aktywnosci ATP-azy wyjsciowej trudno jest oceni¢ jej wrazli-
wos$¢ na dziatanie jonéw wapnia po dodaniu miozyny z miesni krolika.

Obydwa wyzej opisane testy opracowane przez Lehmana i wsp.
(3,34) pozwalajace na identyfikacje systemow regulacji skurczu w poszcze-
gélnych typach miesni réznych gatunkéw zwierzat sg bardzo wygodne ze
wzgledu na prostote ich wykonania i mozliwo$¢ uzycia do doswiadczen bar-
dzo matych prébek badanych miesni. Inng zaleta jest to, ze przeprowadza
sie je stosujac systemy kurczliwe (miofibryle lub aktomiozyna), poddawane
stosunkowo niewielu manipulacjom prowadzgcym do ich izolacji, ktére mo-
ga powodowaé zmiany struktury biatek lub zmiany w ich stechiometrii.

11-3. Badanie miozyny

Obecnos$¢ systemu regulacji zwigzanego z miozyng mozna tatwo wyka-
za¢ przy uzyciu czystej miozyny. W przypadku, kiedy mozliwe jest wy-
dzielenie czystej miozyny sprawdza sie czy po dodaniu do niej czystej ak-
tyny aktywnos¢ ATP-azy otrzymanej w ten sposéb syntetycznej aktomio-
zyny wrazliwa jest na dziatanie jonéw wapnia, tj. czy obserwuje sie ha-
mowanie aktywnosci ATP-azy w nieobecnosci tych jonéw. Uzupetniajacym
testem jest sprawdzenie, czy preparaty czystej miozyny sg zdolne do wig-
zania jonéw wapnia.

11-4. Badanie cienkich filamentéw

Izolacja cienkich filamentéw umozliwia sprawdzenie, czy w ich obrazie
elektroforetycznym znajduja sie biatka o niskich masach czgsteczkowych
odpowiadajgcych skladnikom troponiny. Zwykle obecno$¢ niskoczgstecz-
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kowych biatek obok aktyny i tropomiozyny w preparatach cienkich fila-
mentoéw jest w korelacji z testami funkcjonalnymi charakterystycznymi dla
troponiny, tj. zdolnoscig wigzania jonéw wapnia oraz hamowaniem w nie-
obecnosci tych jonéw ATP-azy aktomiozyny rekonstytuowanej z cienkich
filamentow i miozyny kroélika. Brak troponinowych komponent na elektro-
foregramach cienkich filamentéw $Swiadczy na ogo6t o regulacji zwigzanej
wylacznie z miozyng (34). Interesujaca jest obecno$¢ tropomiozyny w cien-
kich filamentach, np. miesni mieczakéw, w ktérych jak wiadomo, nie pelni
ona funkcji w regulacji.

W obecnosci dwu systemow regulacji zwykle wypadkowa wrazliwosé na
dziatanie jonéw wapnia aktywno$ci ATP-azy aktomiozynowej jest wyzsza
niz indywidualnych skladowych mierzona w obecnosci aktyny lub miozy-
ny krélika (35). Takze wigzanie jondw wapnia w obecnosci obydwu syste-
moéw regulacji przebiega w sposob synergiczny, tzn. ilos¢ wigzanego wap-
nia jest wyzsza niz ta, ktérg wigzg miofibryle w przypadku wystepowania
pojedyrnczych systemoéw regulacji (36).

I1l. Wystepowanie systeméw regulacji w Swiecie zwierzecym

Opierajgc sie na wynikach testéw omoéwionych w rozdziale Il przepro-
wadzono klasyfikacje systemoéw regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego
miesni okoto 100 gatunkéw zwierzat (34). Jak pokazuje rycina 6 dystrybu-
cja systemow regulacji w Swiecie zwierzecym jest wzglednie prosta; na
0got zwierzeta nalezace do tych samych typéw lub gromad posiadajg ten
sam system regulacji. Pojedyncze systemy regulacji wystepuja stosunkowo
rzadko. Pojedynczy system regulacji zwigzany z aktyna posiadajg miesnie
szkieletowe kregowcow i wszystkich badanych strunowcow (13 gatunkoéow),
wiaczajgc bezczaszkowce zajmujgce wsrdod strunowcOw najnizszy szczebel
rozwoju filogenetycznego. Posrod bezkregowcow system kontroli przez ak-
tyne wykazano w szybkich miedniach stawonogoéw z rzedu dziesiecionogéw
(14 gatunkoéw) i lascnogéw (2 gatunki). Pojedynczy system regulacji zwig-
zany z miozyng stwierdzono w miesniach mieczakéw (23 gatunki, wiacza-
jac: obunerwce, slimaki, matze i gtowonogi), szkartupni (2 gatunki), wstez-
nic (2 gatunki), szczetnic (1 gatunek) oraz ramienionogéw (1 gatunek). Pod-
wojna kontrola regulacji wystepuje u wszystkich badanych owadoéow (12 ga-
tunkodw), u przedstawicieli starorakéw (skrzyptocz — Limulus polyphenus
i Eurypelma), wasonogéw (4 gatunki), rownonogéw (6 gatunkéw), obuno-
goéw (7 gatunkow) i rawek (1 gatunek). Podwdéjny system regulacji posiada-
ja takze miesnie wszystkich badanych pierscienic z wyjatkiem szczetnic
(4 gatunki) oraz miesnie reprezentujgcej nicienie glisty ludzkiej (Ascaris
lumbricoid.es) (1 gatunek). Wolne miednie szczypiec i wolne miednie brzusz-
ne homara posiadajg takze obydwa systemy regulacji, jakkolwiek szybkie
miesnie ogona homara maja juz tylko jeden system, zwigzany z aktyna.
W miegsniach sikwiakéw takze wystepujg rézne systemy regulacji w ra-



<. 3
AT EANR LY
snen o

eamcseansel 9)0[ Sal \‘\5&

“oloth.—  Echinoderm,

yfee

"7 #3f

pioRRNY d\(‘ \J s

L DT Anthoroa ) Coelomate /" e v ¢,
S N et Coe/eznf. 2 =Tren). . -
Rt el € e S~
x .,'.'.' ~(#iz. \- - ¥

AR Cliafa

Flageitota
Batterie
Mru.s)

Ryc. 6. Wystepowanie systemoéw regulacji w $Swiecie zwierzecym (34).

Typy badz gromady zwierzat, w miesniach ktérych wykryto system regulacji zwigzany z mio-

zyna zaznaczono na drzewie ewolucyjnym liniami poziomymi, system regulacji zwigzany
z aktyna, liniami pionowymi, za$§ obydwa systemy regulacji reprezentujg linie pionowe i po-
ziome. Skréty na rycinie oznaczajg, Spor. — zarodnikowce, Flagellata — wiciowce, Ciliata —
orzeski, — Rhiz. — Korzeniondézki, Spongia — gabki, Scyphoz. — krazkoptawy, Hydroz. — stul-
bioptawy, Cten. — Zebraptawy, Anthoza — koralowce, Coelent. — jamochtony. Coelomata —
Coelomata, Blast. — Blastoidea, Crinoida — liliowce, Holoth. — strzykwy, Echinoid. — jezowce,
Aster. — rozgwiazdy, Ophiur. — wezowidta, Cyst. — Cystoidea, Eschionderm. — szkartupnie,
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mach tej samej gromady. Miesnie Dendrostromum pyroides wykazujag
tylko jeden, aktynowy system regulacji, ich miozyna nie wykazuje funkcji
regulujacych, chociaz wigze wapn. Dwa inne gatunki tej gromady posia-
dajg obydwa systemy regulacji (cyt. wg 34). Ostatnie badania wskazuja,
ze miesnie gtadkie zoladkoéw kurczat stanowig rowniez wyjatek posrod
miesni gtadkich — kontrola ich skurczu jest zwigzana z miozyna (37).

IV. Ewolucyjne i funkcjonalne aspekty systemow regulacji

W 1972 roku Lehman i wsp. (3) po przeprowadzeniu klasyfikacji
systemow regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni okoto 50 gatun-
kéw zwierzat postawili hipoteze, ze system regulacji zwigzany z miozyna,
jako znacznie prostszy i wystepujacy tylko u mieczakéw i bezkregowcow,
jest ewolucyjnie wczesniejszy niz system regulacji zwigzany z aktyng. Roz-
szerzenie jednak klasyfikacji do okoto 100 gatunkoéw i znalezienie systemu
regulacji zwigzanego z aktyng m.in. u przedstawicieli nicieni (cyt. wg 34)
i Sluzowcow (38— 39) nie pozwala na podtrzymanie tej hipotezy.

In vivo regulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni moze ulegac
zmianom kilkoma sposobami:

a) przez obnizenie syntezy biatek regulujgcych

b) przez wytworzenie nieaktywnych biatek regulujgcych

c) przez zmiane miejsca aktywnego aktyny, lub miozyny, do ktérego wigza
sie biatka regulujace.

d. c. podpisu do Ryc. 6

Grapt. — graptolity, Pterobr. — pidrskrzelne, Enteropn. — jelitodyszne, Tunicata — ostonice,
Acr. — bezczaszkowe, Agnatha — bezzuchowowce, Elsmobr. — spodoustne, Actinopt. — fatdo-
ptetwe, Dipnoi — dwudyszne, Crossopt. — trzonopletwe, Urodela — ptazy ogoniaste, Anura —
ptazy bezogoniaste, Stegoceph. — ptazy tarczogtowe, Reptiles — gady, Chelon. — z6twie, Pterod. —
pterozaury, Pleis. — plezjozaury, Croc. — krokodyle, Lepidosaura — lepidozaury, Rh. — rytogtowe,
Dinos. — dinozaury, Theriod. — ssakozebne, Monot. — stekowce, Multit. — wieloguzkowce, Mar-
sup. — torbacze, Insectiv. — owadozerne, Rodent. — gryzonie, Cheir. — nietoperze, Carniv. — dra-
piezne, Primates — naczelne, Homo — cztowiek, Artiodactyl. — parzystokopytne, Perissodactyl. —
nieparzystokopytne, Candyl. — prakopytne, Creod. — pradrapiezne, Proboscid. — stonie, Cetacea —
walenie, Nemer. — wsteznice, Turbel. — wyptawki, Cest. — tasiemce, Trem. — przywry, Acan-
thoceph. — kolcogtowy, Gord. — wtos$niaki, Nematoda — nicienie, Rotif. — wrotki, Brach. —
ramienionogi, Ectoproct. — mszywioty, Sipunc. — sikwiaki, Solen. — bezptytkowce, Lamellib. —
matze, Cephalopod. — gtowonogi, Gasteropod. — brzuchonogi, Amphin. — obunerwce, Priap. —
gruboryjkowe, Echiur. — dtugoryjkowe, Polychaeta — wieloszczety, Hirud. — pijawki, Oligoch. —
skaposzczety, Onych. — pazurnice, Tard. — niesporaczki, Arthropoda — stawonogi, Crustacea —
skorupiaki, Cop. — widtonogi, Lept. — Leptostraca, Isopod. — réwnonogi, Amphipod. — obunogi,
Decapoda — dziesigcionogi, Mysid. — lasonogi, Hoploc. — rawki, Cirrip. — wasonogi, Phyllop. —
liscionogi, Chelic. — szczekoczutkowce, Mero. — staroraki, Sca. — skorpiony, Pal. — gtaszczko-
chody, Araneid. — pajaki, Phal. — kosarze, Sal. — solpugi, Ps. Sc. — zaleszczotki, Diplo. — dwu-
parce, Pa. — skaponogi, Sy. — drobnonogi, Chil. — pareczniki, Insecta — owady, Collem. — sko-
czogonki, Prot. — pierwogonki, Diplura — widtogonki, Blatt. — karaczany, Thysan. — przyle-
zerice, Odon. — wazki, Eph. — jetki, Mant. — modliszki, Fortic. — skorki, Coleop. — chrzgszcze,
Term. — termity, Locust — szaranczaki, Homop. — pluskwiaki réownoskrzydte, Heter. — plus-
kwiaki ré6znoskrzydte, Hymenopt. — btonkéwki, Dipt. — muchdéwki, Lepidopt. — motyle, Panorp. —
wojsitki, Sial. — zabarwice, Hemer. — 2zyciorkowate, Pedic. — wszy, Psoc. — gryzki, Perl. —
widelnice, Pho — podkrzewiny
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Istnieje ponadto mozliwos¢ mutacji powodujgca szczegdlng wrazliwosé
systemu regulacji na wszelkie manipulacje biochemiczne i wéwczas zacho-
wanie biatek in vitro moze nie by¢ odbiciem zachowania tych biatek in vivo.

Brak kontroli poprzez aktyne w miesniach mieczakéw czy ramieniono-
goéw moze sugerowacé obnizenie syntezy troponiny. Poddanie elektroforezie
bardzo duzej ilosci preparatu cienkich filamentéw matza przegrzebka
(Aequipecten irridians) uwidacznia obecnos¢ niewielkiej ilosci biatek, ktére
mogg odpowiadaé¢ sktadnikom troponiny. | tak np. stosunek molowy biatka
0 masie czgsteczkowej 25 000 (prawdopodobnie TN—I) do tropomiozyny
wynosi 0,2:1, podczas gdy w miesniach posiadajacych system kontroli zwig-
zany z aktyna ten stosunek wynosi 1:1 (cyt. wg 34). Mozliwe rowniez, ze
w miesniach mieczakéw wytwarzany jest nieaktywny mutant troponiny,
ktéry stracit juz zdolnos¢ interakcji z aktyng i tropomiozyng. Z frakcji roz-
puszczalnej miesni przegrzebka wyizolowano niedawno biatko o masie cza-
steczkowej 22 000, ktore pod wzgledem zdolnosci wigzania wapnia przypo-
mina skiadnik TN— C troponiny, ale podobnie jak parwalbuminy — biatka
wigzgce wapn i wystepujace gtdwnie u nizszych kregowcéw (40) nie posiada
funkcji w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni (cyt. wg 34).
Pomimo braku funkcjonalnych homologii miedzy TN—C, parwalbumina-
mi oraz lekkimi tarncuchami miozyny LCALi LCA2 (28), biatka te wykazuja
duze podobienstwa w sekwencji aminokwaséw oraz strukturze trzeciorzed-
owej, co sugeruje, ze mogg one pochodzi¢ od wspodlnego prekursora
(41— 43). Sadzi sie, ze TN—C i lekkie tanncuchy LCAL i LCA2 powstaty
z mniejszej czasteczki na drodze duplikacji genéw (41).

Brak kontroli poprzez miozyne w migsniach kregowcow czy niektorych
przedstawicieli stawonogéw nie jest wynikiem braku ,regulacyjnych” fan-
cuchéw lekkich. Badania Kendrick-Jonesa wskazuja, ze LCnINB
miesni szkieletowych krélika moze zastepowa¢ w petni LCEDIA mig$ni mieg-
czakow (44). Zaskakujace jest jednak, ze miozyna kregowcow, jak tez hyb-
rydy miozyny kregowcoéw pozbawionej LCDINB z LCEDIA mieczakdéw nie sg
wrazliwe na dziatanie jonéw wapnia po potaczeniu z czysta aktyna (30,44).
Wydaje sie wiec, ze brak systemu regulacji zwigzanego z miozyng w mies-
niach kregowcow moze by¢ efektem albo zmian w ciezkim tancuchu miozy-
ny, ktére uniemozliwiajg jego prawidtowa interakcje z lekkimi taricuchami,
albo inaktywacjg tego systemu regulujgcego podczas preparatyki aktomio-
zyny czy miofibryli. Tak np. wytrgcanie miozyny z mie$ni niektérych owa-
dow — jak np. Lethocerus cordofanus (pluskwiak wodny) lub szaranczy
1 ponowne jej rozpuszczenie powoduje zanik jej odpowiedzi na dziatanie
jonéw wapnia po potaczeniu z aktynag (35).

Obserwacje wptywu jondéw wapnia na fluorescencje LCDINB (45), na
lepkos¢ i sedymentacje syntetycznych i naturalnych miozynowych fila-
mentéw (45) oraz na utozenie przestrzenne gtdwek miozyny rozciggnietych
miesni (gdzie nie dochodzi do interakcji grubych i cienkich filamentow) (47)
nie daja wprawdzie dowodéw na istnienie kontroli poprzez miozyne w
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miesniach szkieletowych kregowcéw, ale wskazujg na zmiany zachodzace
w miozynie tych miesni pod wptywem wapnia. Ostatnie badania wskazuja,
ze modyfikacja lub usuwanie LCDINB z miozyny zmienia wrazliwo$¢ na
dziatanie jonéw wapnia jej kompleksu z cienkimi filamentami (48,49).

Zmiany w utozeniu przestrzennym gtéwek miozyny pod wptywem wap-
nia zanim zaczng sie taczy¢ z aktyna, obserwowane in vivo w miesniach
owadow przy uzyciu techniki dyfrakcji promieni X, moga by¢ tatwo wyttu-
maczone istnieniem systemu regulacji zwigzanego z miozyng (50). Trudno
natomiast wyttumaczy¢ zalezne od wapnia zmiany w potozeniu tropomio-
zyny w miedniu zwieracza matza omutka (Mytilus edulis), o ktorym wia-
domo, Ze nie zawiera troponiny a regulacja zwigzana jest tam wylgcznie
z miozyng (51). Nie wyjasniono takze dotad dlaczego w przypadku miesni
niektoérych zwierzat obecnos$¢ tropomiozyny jest konieczna dla peinej in-
terakcji aktyny z miozynag (52,53).

Nie stwierdzono korelacji pomiedzy aktywnoscig miofibrylarnej
ATP-azy, strukturg miesni i rodzajem regulacji. Obydwa systemy regula-
cji wystepujg zaréwno w miesniach poprzecznie prazkowanych jak i gtad-
kich, posiadajacych rézny poziom aktywnosci enzymatycznej (34). Np.
miesnie poprzecznie prazkowane i gtadkie malzy posiadajg ten sam zwia-
zany z miozyng system regulacji.

Przewaga podwojnego systemu regulacji skurczu miesni nad systemem
pojedynczym polega na wiekszej precyzji i doktadnosci jego dziatania. Do-
tychczasowe badania sugeruja, ze genom wszystkich zwierzat posiada in-
formacje dla obydwu systemow regulacji. Informacja ta moze by¢ w peini
zrealizowana i wowczas wszystkie skladniki biatkowe potrzebne dla dzia-
tania obydwu systeméw regulacji sg wytwarzane w wystarczajgcych ilos-
ciach, jak to ma miejsce w miesniach wiekszosci zwierzat z wyjatkiem
mieczakow, ramienionogdéw, szkartupni i wsteznic, ktére nie majg troponi-
ny. Moze tez nastepowac utrata jednego systemu regulacji w wyniku zmian
w czasteczce miozyny bez utraty sktadnikéw regulujacych.

Artykut przyjeto 17.4.1976.

W czasie sktadania artykutu ukazata sie nowa publikacja Kendrick-Jonesa,
Szentkiralyi, Szent-Gyorgyi, (1976), J. Mol. Biol., 104, 745— 775, w ktérej autorzy
opisuja metody izolacji oraz witasnosci ,regulujacych” lekkich tancuchéw miozyny
Zz réznych typoéw mies$ni. Autorzy stwierdzajag ponadto, ze czgsteczka miozyny mie-
czakéw posiada 2 mole tancuchéw ,regulujgcych”, usuniecie jednego z nich (LCedta)
pozbawia miozyne potaczong z aktyng wrazliwo$ci na wapn.
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MARIA PILARSKA*

Biosynteza eterowych odpowiednikow lecytyn
i fosfatydyloetanoloamin

Biosynthesis of Ether Bonds Containing Analogues
of Phosphatidylocholines and Phosphatidylethanolamines

Oprécz fosfolipidéw dwuacylowych w przyrodzie wystepuja réwniez
ich eterowe odpowiedniki — fosfolipidy O-alkilowe i O-alkenylowe. Stru-
kture tych fosfolipidow ustalono ostatecznie pod koniec lat piecdziesigtych
(1). O-alkenylowe pochodne nazwano plazmalogenami, gdyz uwalniane
z nich w okreslonych warunkach aldehydy sg odpowiedzialne za histoche-
miczng reakcje aldehydowa obserwowana w plazmie komoérkowej (reakcja
plazmalowa). Plazmalogeny cholinowe i etanoloaminowe (I-alk-1'-enylo-2-
-acylo-sn-glicero-3-fosfocholiny i I-alk-r-enylo-2-acylo-sn-glicero-3-fos-
foetanoloaminy) zawierajg grupe alkenylowag (najczesciej C14 C16 C1§
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 sie grupa alkilowa.

Eterowe fosfolipidy zostaly stosunkowo pézno zbadane, poniewaz nie
mozna ich byto oddzieli¢ od dwuacylowych pochodnych przy pomocy stan-
dartowych metod rozdziatlu chromatograficznego fosfolipidow. O-alkilowe
fosfatydyloetanoloaminy wyizolowane dopiero w 1958 roku z zéttka jaja (2),
a plazmalogeny cholinowe otrzymano po raz pierwszy w 1962 roku z serca
wotu (3). W analizie eterowych fosfolipidéw bardzo pomocna okazata sie
opracowana przez Dawsona i wsp. (4) metoda stopniowej hydrolizy,
ktéra pozwala na rozdzielenie produktéw powstatych po zhydrolizowaniu
wszystkich trzech typow (alkiloacylowych, alkenyloacylowych i dwuacy-
lowych) fosfolipidéw.

Stwierdzono, ze fosfolipidy eterowe obecne sg w tkankach zwierzat
prawie wszystkich gatunkéw; najczesciej wystepuja one jedynie w $lado-
wych ilosciach. Znaczniejsze ilosci tych fosfolipidow wykryto w tkankach
zwierzat wyzszych i to gtdwnie w miesniu sercowym i szkieletowym, tkan-

* Dr. Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Mies$ni, Instytut Biologii Dodwiad-
czalnej im. M. Nenckiego ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Wykaz stosowanych skrétéw: CDP-cholina — cytydyno-5’-dwufosfocholina; CDP-
-etanoloamina — cytydyno-5’-dwufosfoetanoloamina; EGTA — etylenoglikolo-bis(2-
-aminoetylo)N,N’czterooctan.
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ce nerwowej (5), szpiku kostnym i erytrocytach (6, 7, 8). Stosunkowo duzg
zawartoscig eterowych fosfolipidow charakteryzujag sie réwniez tkanki no-
wotworowe (1) i tkanki zwierzagt morskich, gtéwnie krabéw oraz tkanki
Slimakoéw (1).

Interesujacy jest fakt, ze eterowe fosfolipidy wystepuja w tych btonach,
ktorych gtdéwna rola fizjologiczna zwiazana jest z transportem jondéw i de-
polaryzacja bton, jak np. btony komoérek nerwowych czy btony sarkoplaz-
matycznego retikulum (5, 9).

O-alkilowe fosfatydylocholiny izolowane z tkanek zwierzat wyzszych
zawierajg nienasycone kwasy tluszczowe na weglu C— 2 glicerolu, jedynie
w tkance Slimakéw wystepujg eterowe fosfolipidy cholinowe, ktérych na
C— 2 glicerolu znajduje sie nasycony kwas ttuszczowy (1).

W tkankach ssakéw wiekszos¢é O-alkilowych i O-alkenylowych fosfoli-
pidéw znajduje sie we frakcji fosfatydyloetanoloamin, jedynie w szpiku
kostnym znajduje sie duzo eterowych pochodnych fosfatydylocholin (7).

Dopiero niedawno poznano doktadniej mechanizm syntezy fosfolipidow
O-alkilowych i to gtownie w takich tkankach jak moézg i tkanki nowotwo-
rowe, gdyz w watrobie, gdzie najintensywniej badano synteze fosfolipidéw
w tkankach zwierzat wyzszych, eterowe fosfolipidy wystepujg jedynie
w S$ladowych ilosciach (10, 11). Do tej pory nie wyjasniono dostatecznie
wszystkich etapdw syntezy fosfolipidow O-alkenylowych.

I. Synteza O-alkilowych fosfatydylocholin i fosfatydyloetanoloamin

Synteze eterowych fosfolipidéw w obecnosci dtugotancuchowych alko-
holi obserwowano po raz pierwszy w sercu psa z nadcisnieniem pitucnym
(12) oraz w moézgu szczura (cyt. wedtug 13). W poczatkach 1969 r. Snyder
i wsp. (14) stwierdzili, ze homogenat komoérek nowotworowych myszy lub
wyizolowana z homogenatu frakcja mikrosomalna razem z postmikrosomal-
nym supernatantem katalizujg inkorporacje diugotancuchowych alkoholi
do eterowych pochodnych lipidow. Nastepne badania (15, 16, 17) wykazaty,
ze alkilowa pochodna kwasu fosfatydowego I-alkilo-2-acylo-sn-glicero-3-
-fosforan jest syntetyzowany z dtugotancuchowego alkoholu (heksadekano-
lu) i fosfodwuhydroksyacetonu w obecnosci mikrosoméw izolowanych
z tkanek nowotworowych (Ryc. 1). Synteza ta wymagata obecnosci ATP,
CoA i jondw magnezu i zachodzita poprzez alkilofosfodwuhydroksyaceton.

Poczatkowo sadzono, ze prekursorem O-alkilowych fosfolipidéw jest
aldehyd 3-fosfoglicerynowy (18). P6zniejsze badania (15, 16) z uzyciem spe-
cyficznych inhibitorow udowodnity, ze wprowadzenie eterowego wigzania
do lipidéw zachodzi przy udziale formy ketonowej fosfotriozy — a wiec
fosfodwuhydroksyacetonu.

Reakcja fosfodwuhydroksyacetonu z diugotancuchowym alkoholem,
prowadzgca do powstania alkilofosfodwuhydroksyacetonu jest pierwszym
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etapem syntezy fosfolipidéw O-alkilowych (Ryc. 1, reakcja 1i 2). Zachodzi
ona dwustopniowo — najpierw nastepuje estryfikacja fosfodwuhydroksy-

acetonu kwasem ttuszczowym z powstaniem acylofosfodwuhydroksyaceto-
nu (l-acylo-dwuhydroksy-3-fosforanu) (Ryc. 1, reakcja 1), a nastepnie.

i h2c-0-ch2- ch2r
jC- H7C-0-i!-R
e on R-C mocon U R-OH —
Cc=0 o C0 o c=0 o
H?é_o_p"_OH © H?C-0-P-0H @ H2C-0-P-OH
|
o"
Fosfodwilhy- Acylofosfodwuhy- Alkilofosfodwuhydro -
droksyaceton droksyace/on ksyaceton
NADPH
©
NADP
0 Hje-O-CHj-CHj-R'" O HjC-O-CHj-CHrR HjC-O-CHj-CHj-R
- -C-0- HO-CH O
R—C—O—CIH sElL R-C-O-CH © | ]
h2c-oh © h2c-o-p-oh h2c- o- p- oh
Alkiloacylo 0" 0
glicerol Alkiloacyloglicero- Alkiloglicerofosforan
fosforan
ooP-J © oT
cholina r CDP-
etanoloamina
0 H2C-0-CH2-CH2-R' Q H2C-0-CH2-CH2-R*®
R_CL!O_CIH o R-C-O-CH o
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o" (0
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Alkilowa fosfatydylocholina fostatydyioe/ancioomina
®|~"2H

O HoC-0-CH=CR-R’
o1l
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2
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H2C- 0-P-0(CH2)2" N(CH3)3

O
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h2c-o0-p-o0occh22-nh?2

Ryc. 1. Schemat syntezy fosfolipidéw eterowych

w obecnosci jonébw magnezu, wymiana reszty acylowej na alkohol (Ryc. 1,
reakcja 2) (19). Ten cykl reakcji zaobserwowano po raz pierwszy w obec-
nosci mikrosomow mozgu szczura i mitochondrii watroby Swinki morskiej

(20, 21). Wymiana taka zachodzi réwniez w mikrosomach raka wysieko-
wego Ehrlicha (22).

4 Postepy Biochemii
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Tlen w wigzaniu eterowym fosfolipidéw pochodzi z alkoholu diugotan-
cuchowego, co wykazaty badania z uzyciem substratow znakowanych tle-
nem ¥ (23). W badaniach zaréwno in vivo jak i in vitro, jako alkohol ttusz-
czowy stosowany jest zwykle heksadekanol.

Alkilofosfodwuhydroksyaceton, ktéry zidentyfikowano (17, 24) jako
zwigzek posredni w syntezie eterowych lipidow, ulega nastepnie redukcji
do alkiloglicerofosforanu (lI-alkilo-sn-glicero-3-fosforanu) przy udziale
NADPH (Rye. 1, reakcja 3) (17).

Po wprowadzeniu grupy acylowej w druga pozycje reszty glicerolowej
powstaje alkiloacyloglicerofosforan (l-alkilo-2-acylo-s7i-glicero-3-fosforan
(Rye. 1, reakcja 4), bedacy alkilowg pochodng kwasu fosfatydowego. Dwie
ostatnie reakcje obserwowano w mitochondriach watroby swinki morskiej
i mikrotomach mdézgu szczura (20) oraz w tkankach nowotworowych (17).

Przy udziale odpowiedniej fosfatazy powstajg alkilowe pochodne dwu-
glicerydow (l-alkilo-2-acylo-sn-glicerole) (Rye. 1, reakcja 5) (17), ktére ana-
logicznie jak dwuacylowe dwuglicerydy reaguja z CDP-choling lub CDP-
etanoloaming z utworzeniem O-alkilowych fosfolipidéw (l-alkilo-2-acylo-
-sn-glicero-3-fosfocholin i l-alkilo-2-acylo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamin)
(Rye. 1, reakcja 6i 7) (25). Te ostatnig reakcje obserwowano w tkankach
nowotworowych (25) i w mikrosomach watroby i mézgu szczura (13, 26).

Etanoloaminofosfotransferaze (CDP-etanoloamina: 1,2-dwugliceryd eta-
noloaminofosfotransferaze (E.C. 2.7.8.1)) katalizujgca synteze eterowych
fosfolipidow z CDP-etanoloaminy (CMP-3P-etanoloaminy) i naturalnych
alkiloacylogliceroli oraz dwuacylowych gliceroli scharakteryzowano w mi-
krosomach mézgu szczura (13). W zaleznosci od typu dodanych dwuglice-
rydow nastepowata synteza dwuacylowych lub eterowych fosfolipidow.
Egzogenne alkiloacylowe dwuglicerydy hamowaly inkorporacje endo-
gennych dwuacylowych dwuglicerydow do frakcji fosfatydyloetanolo-
amin, co wskazuje ze fosfotransferaza nie jest specyficzna w stosunku do
rodzaju dwugliceryddéw. Istniejg takze sugestie, ze te same fosfotransfera-
zy sa odpowiedzialne za synteze O-alkenylowych fosfolipidéw etanoloami-
nowych i cholinowych (27).

Sadzi sie powszechnie, ze w tkanach zwierzat wyzszych jednym wspdl-
nym etapem syntezy zaréwno dwuacylowych fosfolipidow, jak i ich etero-
wych pochodnych jest acylacja fosfodwuhydroksyacetonu. Jednakze syn-
teza dwuacylowych fosfolipidéw poprzez acylofosfodwuhydroksyaceton ma
mate znaczenie (28). Wykazano (21), ze jezeli acylofosfodwuhydroksyaceton
ulegnie redukcji do acyloglicerofosforanu, to nie moze on juz stuzy¢ jako
prekursor eteréw alkilowych. Dlatego tez w literaturze moéwi sie o braku
bezposredniego potgczenia metabolicznego miedzy fosfolipidami dwuacylo-
wymi i eterowymi.

Fosfolipidy eterowe mogg by¢ prawdopodobnie syntetyzowane innymi
drogami niz poprzez fosfodwuhydroksyaceton. Uzyskano dane (29) wska-
zujace na to, ze inkorporacja 2-FH-glicerolu do alkilowych fosfolipidow
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w mikrosomach miesni szkieletowych zachodzi bez odszczepienia trytu
z drugiej pozycji reszty glicerolowej. Glicerol nie jest wiec przemieniany
w fosfodwuhydroksyaceton.

Il. Synteza plazmalogenéw

Pierwszych dowodoéw na to, ze O-alkilowe fosfolipidy sa prekursorami
plazmalogenowych pochodnych dostarczyly badania nad inkorporacja in
vivo I-0-1-H4C-heksadecylo-2-81-glicerolu do fosfolipidéw w tkankach $li-
maka ziemnego Arion ater (30) i psa morskiego (31). Oba izotopy obecne
byty zaréwno w alkilowych jak i alkenylowych pochodnych, a stosunek &
do 1C byt taki sam w plazmalogenach jak i w podanym prekursorze. Swiad-
czyto to o bezposrednim przeksztatceniu zwigzkéw O-alkilowych w O-alke-
nylowe bez rozpadu wigzania eterowego (Ryc. 1, reakcja 8 i 9).

Wyniki analizy strukturalnej reszt acylowych, alkilowych i alkenylo-
wych w fosfolipidach i lipidach obojetnych raka wysiekowego Ehrlicha
wskazywaty na bliskie metaboliczne pokrewienstwo miedzy dwoma grupa-
mi fosfolipidéw eterowych (32), co potwierdzity badania (33) nad inkorpo-
racja in vivo znakowanego heksadekanolu. Poczgtkowo radioaktywnos¢ lo-
kowata sie w O-alkilowych fosfolipidach etanoloaminowych i cholinowych.
W miare uptywu czasu jednak poziom radioaktywno$ci w tych fosfolipi-
dach malat, a wzrastata radioaktywnos¢ w plazmalogenach. Wyniki te wy-
raznie wskazywaty na bezposrednie przejscie grup alkilowych w alkeny-
lowe.

Synteze plazmalogendw etanoloaminowych z heksadekanolu i fosfodwu-
hydroksyacetonu obserwowano w obecnosci mikrosomoéw i frakcji rozpusz-
czalnej komérek tkanek nowotworowych (22). Mieszanina inkubacyjna by-
ta identyczna z ta, w jakiej zachodzita synteza O-alkilowych fosfolipidéw,
z tym ze zawierata dodatkowo NADP lub NAD, konieczne do odwodoro-
wania tancucha alkilowego. Stosujac réznie znakowane substraty wykaza-
no, ze rozktad radioaktywnosci w alkilowych i alkenylowych fosfolipidach
jest identyczny, co wskazuje na bezposrednie utlenienie fosfolipidow alki-
lowych do plazmalogendw (22).

Istniejg 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 tez l-alkilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminy (38, 39). Aby
wyjasnic¢ réznice w wynikach uzyskiwanych w réznych pracowniach wysu-
nieto sugestie, ze egzogenne lizopochodne ulegajg najpierw acylacji, a do-
piero potem odwodorowaniu (34— 36). Odwodorowanie zachodzi prawdopo-
dobnie przy udziale mikrosomalnego transportu elektronéw zawierajgcego
cytochrom b5 (36). Przemawiaja za tym wyniki badarn immunologicznych,
w ktérych obserwowano hamowanie odwodorowania O-alkilowych fosfo-
lipidobw w obecnosci mikrosoméw S$ledziony przez przeciwciata przeciwko
cytochromowi b5 (40).
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Proces bezposredniego odwodorowania O-alkilowych fosfolipidow do
O-alkenylowych pochodnych zbadano réwniez in vitro (25, 35, 36, 41, 42).
Reakcja utlenienia O-alkilowych fosfatydyloetanoloamin, ktéra katalizo-
wana jest przez mikrosomy mdézgu szczura, wymaga obecnosci tlenu
i NADPH lub NADH a hamowana jest przez cyjanki. Obecnos¢ ATP nie
ma wptywu na proces odwodorowania. Podobne witasciwosci ma réwniez
dehydrogenaza utleniajgca O-alkilowe fosfatydyloetanoloaminy znajduja-
ca sie we frakcji mikrosomalnej komdrek tkanki nowotworowej (35). De-
hydrogenaza ta ma witasnosci zblizone do wiasnosci dehydrogenaz utlenia-
jacych kwasy ttuszczowe (35, 36). Ponadto wykazano, ze w obecnosci mi-
krosoméw moézgu szczura zachodzi reakcja odwodorowania O-alkilowych
fosfatydyloetanoloamin do plazmalogendéw, ktéra wymaga obecnosci ATP
oraz jest hamowana przez NADPH i NADP (41). Wyniki te wskazujg na to,
ze w tkance nerwowej wystepuje takze specyficzna dehydrogenaza, cha-
rakterystyczna dla tej tkanki. Synteze plazmalogenéw z O-alkilowych fos-
folipidow obserwowano réwniez w obecnosci komoérek glejowych i neuro-
now mozgu szczura (42). Dodatkowo otrzymano dane wskazujace na to,
ze istniejg prawdopodobnie dehydrogenazy dziatajgce na poziomie O-alkilo-
wego dwuglicerydu (Radominska-Pyrek, prywatna informacja).

Lokalizacje enzyméw zwigzanych z synteza plazmalogenéw zbadano
w komoérkach tkanek nowotworowych (22, 43). Stwierdzono, ze homoge-
nat komorek jest rownie aktywny jak frakcja mikrosomalna razem z post-
mikrosomalnym supernatantem (43). Synteza plazmalogenéw nie zachodzi
w obecnosci samych mikrosoméw (22), konieczny jest dodatek postmikro-
somalnego supernatantu. Jednakze ostatnio (36) obserwowano synteze plaz-
malogendéw in vitro z I-0-1-MC-heksadecylo-sn-glicero-3-fosfoetanoloami-
ny w obecnosci jedynie frakcji mikrosomalnej moézgu szczura.

Odwodorowanie O-alkilowych fosfolipidow nie jest prawdopodobnie
jedyna droga syntezy plazmalogenow. Wskazuja na to wyniki badan nad
inkorporacjg podwdjnie znakowanego glicerolu (2-3H i MC-glicerolu) do
dwuacylowych i alkenyloacylowych fosfolipidow w Clostridium butyricum
(44). Poréwnanie poziomu syntezy radioaktywnych fosfolipidéw eterowych
i dwuacylowych w mikrosomach miesni szkieletowych po podaniu radio-
aktywnych prekursoréw wskazywato na to, ze brak jest metabolicznego po-
krewienstwa miedzy fosfolipidami O-alkilowymi i O-alkenylowymi (29).
Jednakze na podstawie analizy sktadu kwasoéw ttuszczowych i ich pochod-
nych znajdujacych sie w fosfolipidach mikrosomoéw miesni wykluczono ist-
nienie wspdélnego prekursora dla acylowych i eterowych fosfolipidow eta-
noloaminowych (37). Uzyskane wyniki sSwiadczg takze o bezposrednim po-
wigzaniu metabolicznym miedzy O-alkilowymi i O-alkenylowymi fosfa-
tydyloetanoloaminami.

Acylacje O-alkenylowych fosfolipidéow zaobserwowano po raz pierw-
szy (45, 46) w btonie erytrocytéw i w blonach sarkoplazmatycznego retiku-
lum miesni szkieletowych krélika. Juz wtedy wysunieto sugestie, ze reak-
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cja ta peilni wazng role w wymianie kwaséw tltuszczowych w czgsteczkach
plazmalogenow.

Potwierdzity to badania nad specyficznoscig acylotransferaz (46, 47, 48).
Acylotransferazy acylujace O-alkenylowe pochodne lizofosfatydylocholiny
w mikrosomach miesni sg specyficzne w stosunku do kwasu arachidonowe-
go i linolowego (46, 47). Roéwniez i w tkance jader kwas arachidonowy jest
wbudowywany do drugiej pozycji reszty glicerolowej O-alkenylowych fos-
fatydyloetanoloamin i alkilowych lecytyn w cyklu reakcji acylacji i deacy-
lacji (48). Aktywnosc¢ acylotransferaz w stosunku do eterowych lizofosfoli-
pidow obserwowano jedynie w erytrocytach, miesniach szkieletowych
i w tkance jader, nie stwierdzono jej natomiast w innych tkankach i na-
rzadach zwierzat wyzszych (46).

Mimo intensywnych badan prowadzonych nad synteza fosfolipidéw ete-
rowych nie wyjasniono wielu problemoéw zwigzanych z tym zagadnieniem.
Szczegélnie duzo pracy wymaga zbadanie szlakéw reakcji prowadzgcych
do powstania plazmalogenodw.

Artykut nadszedt 2.1.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 15.6.1976.
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KRYSTYNA KONOPKA *

Wewnatrzkomaérkowy transport zelaza

Intracellular Transport of Iron

Okoto 90% zelaza znajdujgcego sie w warunkach prawidtowych w oso-
czu pochodzi z rozpadu hemoglobiny, ktéry odbywa sie w ukladzie siatecz-
kowo-srodbtonkowym, gtéwnie watroby i Sledziony. llo$¢ zelaza pochodzaca
z wchianiania jelitowego jest niewielka a wymiana zelaza miedzy hemoglo-
bing i biatkami magazynujagcymi zelazo — ferrytyng i hemosyderyng bar-
dzo powolna.

Prawie cate zelazo zawarte w osoczu jest zuzywane w procesie syntezy
hemoproteidéw. Synteza Hb wymaga dziennie 30—40mg zelaza, co sta-
nowi ilos¢ 6— 10 razy wiekszg od catkowitej zawartosci zelaza w o0soczu.
Podczas cigzy duze iloSci zelaza pobiera z osocza tozysko.

Osoczowym przenosnikiem zelaza, ktéry odgrywa role w regulacji me-
tabolizmu zelaza, jest transferryna (Tf) (1,2,3,4,5,6,7). Mechanizm uwalnia-
nia zelaza z transferryny do tkanek nie zostat do tej pory catkowicie wy-
jasniony. Komorki, ktére maja zdolnos¢ wbudowywania zelaza (watroba,
jelito cienkie, tkanki erytropoetyczne) posiadajg na powierzchni btony ko-
morkowej swoiste receptory wigzace transferryne (8,9,10,11,12). llos¢ re-
ceptorow warunkuje intensywnos$¢ wiaczania zelaza i zalezy od potrzeb
danej tkanki. Komérki erytroidalne w procesie dojrzewania tracag recepto-
ry i dojrzate krwinki czerwone nie majg zdolnosci pobierania zelaza. Nie-
liczne prace postulujg udziat innych biatek osocza w transporcie zelaza. We
frakcji y-globulin ludzkiej surowicy opisano biatka wigzace zelazo, odmien-
ne pod wzgledem immunologicznym od transferryny (13). Sugerowano, ze
ferrytyng obecna w osoczu szczurow odgrywa role w przenoszeniu zelaza
z komoérek ukladu siateczkowo-srédbtonkowego do parenchymalnych ko-
morek watroby (14).

Pomimo duzej iloSci danych o funkcji transferryny i syntezie hemu, nie-
wiele wiadomo o mechanizmach transportu zelaza w obrebie komorki.
Czes¢ badaczy postuluje udziat specyficznych biatkowych przenosnikéow

* Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Fizjologii i Biochemii Akademii Medycznej
w todzi, ul. Lindleya 6, 90— 131 t6dz.

Wykaz stosowanych skrétéw: Tf — transferryna, Tf—Fe— A — kompleks trans-
ferrryna— Fe—anion; Hb — hemoglobina
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cytoplazmatycznych (15,16,17,18). Przytgczenie zelaza do pierscienia porfi-
rynowego zachodzi prawdopodobnie w mitochondriach, co pocigga za sobg
transport zelaza do wnetrza mitochondrionu. Wigekszos¢ nowopowstajg-
cego hemu przechodzi do cytoplazmy, gdzie taczy sie z odpowiednim apo-
proteidem np. z globing. Podczas syntezy hemoproteidéw mitochondrial-
nych przylagczenie hemu do biatka odbywa sie przypuszczalnie w mito-
chondriach (19,20,21). Biosynteza hemoproteiddw wymaga skoordynowa-
nej kontroli transportu zelaza, produkcji hemu i biatka oraz tgczenia sie
hemu z apoproteidem. Regulacja tych proceséw wigze sie z wzajemng
korelacjg genomu jadrowego i mitochondrialnego.

Badania wiaczania zelaza do komoérek prowadzono najczesciej przy uzy-
ciu komorek erytroidalnych i retikulocytéow. Badano réwniez komoérki
watroby (22,23,24,25,26,27,28), jelita cienkiego (18) i erytrocyty ptasie (29).
Wydaje sig, ze mechanizm wbudowywania zelaza przez te komoérki jest
bardzo zblizony, a najwazniejszym uktadem, ktory przekazuje zelazo ko-
morkom w sposéb umozliwiajgcy jego wykorzystanie jest kompleks trans-
ferryny z zelazem. Proces ten przebiega bez rozpadu czasteczki biatkowej.
Nie mozna jednak wykluczy¢ innych mechanizméw pobierania i transpor-
tu zelaza. Badania heteroploidalnych komoérek L 132 wyhodowanych z na-
btonka ptuc zarodka ludzkiego wykazaty, ze inkorporacja 3Fe przebiega-
ta w nich z réwnoczesnym rozpadem transferryny (30).

Niniejszy przeglad stanowi probe omdéwienia wynikéw badan nad wew -
natrzkomérkowym transportem zelaza w organizmach wyzszych.

I. Transport zelaza przez btone komoérkowa

Badania nad mechanizmem pobierania zelaza przez retikulocyty ssakéow
doprowadzity do powstania dwéch zasadniczych hipotez:
1 Kompleks Tf—Fe przytacza sie do btony komérkowej a nastepnie prze-
chodzi na drodze endocytozy do wnetrza komoérki. Przy takim zatozeniu
transferryna petni role wewnetrzkomdérkowego nosnika i przekazuje ze-
lazo do miejsc syntezy hemu bezposrednio (1,31) albo za pos$rednictwem
innych nosnikéw (7).
2. Dysocjacja kompleksu Tf—Fe zachodzi w btonie komérkowej i zelazo
przechodzi do wnetrza komoérki. Hipoteza ta zaklada istnienie cytoplazma-
tycznych akceptoréw posredniczacych w transporcie zelaza (32,33,34,35,36).

1-1. Ltaczenie sie kompleksu Tf-Fe z btong komoérkowa

Czasteczka transferryny o masie okoto 80 000 wigze dwa atomy Fe+S.
Przy prawidtowej ilosci zelaza w osoczu (60— 150 //g/100 ml) czasteczki
transferryny sg wysycone zelazem w okoto 30— 35%. Rozmieszczenie zelaza
w krazacym biatku ma odgrywac istotna role w regulacji metabolizmu tego
pierwiastka (37).
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W ostatnich latach wykazano, ze przy fizjologicznym pH powstawanie
stabilnego kompleksu transferryny z zelazem uwarunkowane jest obec-
noscig anionéw w Srodowisku inkubacyjnym. Wigzanie kazdego atomu ze-
laza przebiega z jednoczesnym przytgczeniem anionu, tak ze stosunek zela-
zo/anion wynosi 1 (mol/mol). Przytgczenie anionu do transferryny odbywa
sie tylko w obecnosci zelaza, a uwolnienie zelaza z kompleksu przebiega
z odtgczeniem czasteczki anionu. Brak aniondéw w srodowisku inkubacyj-
nym powoduje nieswoiste tgczenie sie transferryny z zelazem (38). Przez
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Ryc, 1. Model kompleksu TF—Fe—CO3;—2 (48).
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Ryc. 2. Model kompleksu Tf—Fe—A (49).

Powierzchnia zakreskowana oznacza obszar czasteczki transferryny wigzacej zelazo. Proksy-
malna grupa funkcyjna (L) anionu organicznego tworzy wigzanie koordynacyjne z Fe+3 Grupa
karboksylowa oddziatywuje z biatkiem poprzez wigzanie elektrostatyczne. Na rycinie zaznaczono
dodatkowo mozliwo$s¢ tworzenia wigzania wodorowego (X). Podstawnik R, ktéry posiada zbyt
duze wymiary, aby ulokowa¢ sie w miejscu wigzacym wystaje ponad powierzchnie czasteczki
biatka. W nieobecnos$ci anionu nastepuje oddziatywanie pomiedzy Fe+3 i dodatnimi tadunkami
czasteczki biatka, co uniemozliwia wytwarzanie stabilnych komplekséw transferryny z zelazem.

dtugi okres czasu przypuszczano, ze in vivo w wigzaniu transferryny z ze-
lazem bierze udziat HC03- (5,39,40—45). In vitro proces ten zachodzit
takze w obecnosci np. szczawianu, malonianu, EDTA i nitrylotréjoctanu
(46,47). Ostatnio Bates i Schlabach (48) wysuneli sugestig, ze
w tworzeniu kompleksu bierze udziat C03-2i na podstawie przeprowadzo-
nych badan potencjometrycznych zaproponowali model stabilnego komp-
leksu Tf—Fe—CO032 (ryc. 1).
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Autorzy ci wykazali (49), ze trwate kompleksy z zelazem i transferryng
moga tworzy¢ zwigzki, ktére posiadajg grupe karboksylowg oraz w jej sa-
siedztwie, w odlegtosci nie wiekszej niz 6,3— 7A tzw. proksymalng grupe
funkcyjna, tworzacg wigzanie koordynacyjne z Fe+3 (Ryc. 2).

Konfiguracja czasteczki takiego zwigzku musi by¢ podobna do jonu C032,
a jej wymiary musza umozliwi¢ ulokowanie jej w miejscu wiazagcym o gle-
bokosci 3A, szerokosci 6A i dlugosci 4— 6A. Najbardziej stabilne byty kom-
pleksy: Tf—Fe—CO03-2i Tf—Fe—kwas dwukarboksylowy. Jon weglanowy
nazwano ,kluczem”, ktory umozliwia ulokowanie zelaza w czasteczce
transferryny. Przyjmuje sie, ze w kompleksie Tf—Fe—C032 Zelazo jest
.zabezpieczone” przed wptywem czynnikéw chelatujgcych obecnych
w osoczu i dopiero potaczenie kompleksu z receptorami powierzchniowymi
ostabia interakcje Fe i C03 2i pozwala na uwolnienie zelaza.
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Ryc. 3. Wiaczanie 5Fe i uwalnianie H14C03~ z kompleksu Tf—Fe—HCO03~ (44).
25% zawiesinge retikulocytéw krélika inkubowano w 37° w $rodowisku zawierajacym 0,51 mg/ml
Tf—(“Fe)—HCOj- albo Tf—Fe—(H»COr). A: A—A, stabilnos¢ Tf—(H“COr) w 0°C, B: ©—0O,

wiaczanie «Fe, C: x—x, uwalnianie H«CO03.

Niewiele wiadomo o wigzaniu kompleksu Tf-Fe-A z receptorami btony
komorkowej. Proces ten ulega zahamowaniu pod wpltywem zwigzkéw blo-
kujacych grupy — SH (50, 51). We frakcji bton uzyskanej z retikulocytéw
inkubowanych z (&e, 3J) transferryng wykazano obecnos$¢ 3 skitadnikéw
zawierajgcych zelazo. W jednym 2z nich o masie czgsteczkowej okoto
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230 000, stwierdzono prawie calg aktywnos$¢ 1B) i zidentyfikowano go jako
kompleks Tf—Fe—receptor. Masa czgsteczkowa receptora wynosi okoto
150 000, a stosunek Tf—Fe/receptor 1 (mol/mol) (36, 52).

Czasteczki apotransferryny, tzn. transferryny nie zawierajgcej zelaza,
nie wigza sie z receptorami. Sugerowano, ze przytgczenie zelaza powodu-
je zmiany konformacyjne, ktére umozliwiaja potaczenie biatka z powierz-
chnig btony. Przy uzyciu rozdzialu na DEAE celulozie wykazano, ze przy-
tgczenie Cu+2, Mn+2i Zn+2 do apotransferryny nie wptywa na konformacje
czgsteczki biatkowej, poniewaz wytworzone kompleksy wymywaty sie z ko-
lumny w ten sam sposéb co apotransferryna (53).
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Ryc. 4. Wiaczanie SFe przez retikulocyty krélika: © —© z kompleksu Tf— (5Fe)—
—HCO03 x—x z kompleksu Tf— (8Fe)— (COO-)2 (42).

Jezeli uwalnianie zelaza z kompleksu Tf—Fe—A zachodzi w obrebie
btony komoérkowej, to w procesie tym mozemy wyrd6zni¢ nastepujace etapy
wigzanie kompleksu z receptorami, uwalnianie zelaza i jego transport do
wnetrza komérki oraz odigczenie apotransferryny lub Tf(Fe)!l. Jezeli nato-
miast Tf—Fe—A, w mysl pogladéw niektérych badaczy przechodzi do cy-
toplazmy, uwalnianie zelaza z kompleksu zachodzi prawdopodobnie w po-
blizu mitochondrionu.
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1-2. Uwalnianie zelaza z kompleksu Tf—Fe—A

Obecny w kompleksie Tf—Fe—A anion nie bierze przypuszczalnie
udziatlu w wigzaniu transferryny z receptorami powierzchniowymi, nato-
miast odgrywa role w uwalnianiu zelaza. Postulowano, ze odlgczenie anio-
nu pocigga za soba uwolnienie zelaza (5, 42, 43, 44) (Ryc. 3).

Jak wynika z ryciny 4, odigczenie jonéw HCO3- nastepuje znacznie
szybciej niz (CO0“)2 Zamiana HC03- na (COO~)2powoduje obnizenie wia-
czania zelaza o 35°/0, natomiast nie wpitywa na wigzanie sie kompleksu
z btong (42) (Ryc. 5). Obserwowana specyficznos¢ substratowa przemawia
za enzymatycznym charakterem omawianej reakcji i sugeruje istnienie
w btonie komérkowej retikulocytéw enzymu odszczepiajacego anion z kom-
pleksu Tf—Fe—A (5, 51). A™-yn i btekit metylenowy hamujg w sposéb
odwracalny pobieranie zelaza z kompleksu Tf—Fe—C03-2 Z ryciny 6 wy-
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Ryc. 5. Wigzanie komplekséw: O —0O (1I3)Tf—Fe—HCO03 i x—x (15)Tf—Fe—
— (COO-)2przez retikulocyty kroélika (42).
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nika, ze redukcja NAD powoduje reaktywacje uktadu, co pozwala wniosko-
wac¢ o udziale NADH—H+ w uwalnianiu anionu i zelaza.

Tf—Fe+5—C032 + NADH—H+ -> apoTf + Fe+2+ HCO03 + NAD+

Zredukowane zelazo nie jest wigzane przez transferryne i przytacza sie naj-
prawdopodobniej do wewnatrzkomoérkowego akceptora (54).

Dyskusyjna jest rola tanncucha oddechowego we wiaczaniu zelaza do ko-
morek. Wielu autoréw (1, 2, 7, 51, 55) uwaza, ze proces ten zachodzi jedynie
w obecnosci czynnego tancucha transportu elektronéw i ulega zahamowa-
niu pod wptywem NaCN, NaN3 rotenonu, oligomycyny i 2,4—dwunitrofe-
nolu. Zwiagzki te w znacznie wiekszym stopniu hamuja pobieranie zelaza niz
wigzanie kompleksu Tf—Fe—A z blong komdrkowa (51) lub mitochondrial-
na (1, 55). Samo potaczenie kompleksu z receptorami nie jest wiec czynni-
kiem uwalniajgcym zelazo i anion.
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Ryc. 6. Wptyw réznych substratéw na pobieranie zelaza z Tf— (5Fe)—HCO03 przez
retikulocyty krélika (54).

Preinkubacja: 0,15M NaCl, ImM NasPO< (pH 7,4 IOmM NaNO2 0,05ml zawiesiny retikulocytéw,
30 minut w 37°C. Biate kolumny oznaczajg catkowite pobieranie zelaza, zakreskowane — witacza-
nie zelaza w hem. I: préba kontrolna, Il: NaNOs, Ill: NaNO2— 10mM mleczan: IV: NaNO2—

10mM inozyna, V: NaNO, — 10mM glukoza, VI: NaNOz — 10mM pirogronian.
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Il. Niehemowe zwiazki posredniczace w transporcie zelaza

I1-1. Transferryna

Wyniki wielu prac nasuwajg przypuszczenie, ze po przytgczeniu sie do
receptoréw powierzchniowych btony komoérkowej kompleks Tf—Fe—C03-2
przechodzi na drodze endocytozy do wnetrza komorki (1, 31, 56, 57). W pro-
cesie tym biorg udziat strukturalne sktadniki bton komoérkowych: mikro-
kanaliki i biatka tubulino—podobne. Zmiana struktury mikrokanalikowej
komérek erytroidalnych krélika pod wptywem winblastyny powoduje za-
hamowanie pobierania transferryny i zelaza (58).

Stosujac metode autoradiografii, wykazano, ze okoto 40% transferryny
zwigzanej z retikulocytami znajduje sie wewnatrz krwinek (57). Marti -
nez-Medellin i Schulman (31) ilo§¢ zwigzanej transferryny oce-
nili na 50— 60°/0. Autorzy ci uwazaja, ze cytoplazma i stroma retikulocy-
tow nie zawiera innych specyficznych niehemowych zwiazkéw zelaza, pet-
nigcych funkcje transportujaca.

Przebadano wptyw zwigzkéw chelatujacych na pobieranie zelaza przez
retikulocyty (2). Stwierdzono, ze 2,2’-dwupirydyna i 1,10-fenantrolina blo-
kuja catkowicie ten proces, natomiast EDTA i cytrynian nie wywieraty
wptywu nawet w stezeniu 5mM. Wynika z tego, ze wspotzawodniczyc¢
z transferryng mogg chelatory o duzej zdolnosci wiazania zelaza, gtéwnie
dwuwartosciowego.

11-2. Fcrrytyna

Badania wielu autoréw (33, 34, 35, 59, 60) wskazywaty na obecnos¢ fer-
rytyny w komorkach erytroidalnych. Czasteczki ferrytyny moga by¢ syn-
tetyzowane na rybosomach cytoplazmatycznych w poblizu btony komoérko-
wej erytroblastow. Jest to tzw. ferrytyna stromy, ktorej powstawanie po-
budzane jest nadmiernym nagromadzeniem sie zelaza w komorce (60a)
Ponadto ferryna moze by¢ pobierana na drodze pinocytozy z makrofagéw
uktadu siateczkowo-srédbtonkowego. Nie udato sie potwierdzi¢ wysuwa-
nych poczatkowo sugestii o roli ferrytyny w wewnatrzkomoérkowym trans-
porcie zelaza (17, 34, 35).

11-3. Wewnatrzkomoérkowe swoiste akceptory zelaza

Akceptorom zelaza przypisuje sie role przenosnikéw zelaza w obrebie-
komorki a w zaleznosci od postulowanej roli transferryny maja one byc¢
réznie umiejscowione w schemacie transportu (Ryc. 7). Poza cytoplazma-
tycznymi akceptorami zelaza (A i B, Ryc. 7) sugerowano takze obecnos¢
w stromie retikulocytéw makroczgsteczki posredniczacej w transporcie ze-
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laza pomiedzy transferryng a nosnikami cytoplazmatycznymi (C, Ryc. 7)
(16, 61). Czes¢ badaczy uwaza, ze jedynym wewngtrzkomorkowym przenos-
nikiem zelaza jest transferryna (D, Ryc. 7) (31, 57), wedtug innych trans-
port kompleksu Tf—Fe w cytosolu odbywa sie za posrednictwem specyficz-
nego nosnika o masie czgsteczkowej 20 000 (E, Ryc. 7) (62).

Poszukujac wewnatrzkomdérkowych akceptoréw zelaza Borova i wsp.
(17) inkubowali retikulocyty krélika z 3Fe—Tf i inhibitorem syntezy hemu,

Btona komodrkowa Mitochondrion
zew wew

A Tf-Fe-A > Tf-Fe-A—-X-Fe - Fe
B Tf-Fe-A X -Fe Fe
C Tf-Fe-A-te X2-Fe Fe
D Tf-Fe-A- Tf-Fe-A Fe
E Tf-Fe-A V 1 -Fe-A Fe

Ryc. 7. Schematy wewnatrzkomoérkowego transportu zelaza.

X i X;, cytoplazmatyczne akceptory zelaza, Xx— stromowy nos$nik zelaza, XTf — cytoplazma-
tyczny akceptor kompleksu Tf—Fe. Szczegbétowe omoéwienie w tekscie.
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Ryc. 8. Rozmieszczenie zelaza w retikulocytach krélika po 1 godz. inkubacji
z 5Fe_ TFf (17).

1 I— préba kontrolna, S3 — retikulocyty inkubowane z hydrazydem kwasu izonikotyno-
wego, — retikulocyty reinkubowane pé usunieciu hydrazydu kwasu izonikotynowego.
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hydrazydem kwasu izonikotynowego. Stwierdzili nagromadzanie sie BFe
w mitochondriach, we frakcji cytoplazmatycznej o niskim ciezarze czastecz-
kowym i w ferrytynie. Nie zaobserwowano zwiekszonego wigzania BIJ—Tf
przez strome (Ryc. 8). Frakcje o niskiej masie czasteczkowej zawierajgca
e oddzielono na kolumnie z Sephadex G-50 od biatek wigzgcych SFe.
Podczas reinkubacji krwinek po usunieciu hydrazydu kwasu izonikotyno-
wego, zelazo akumulowane w mitrochondriach i frakcji cytoplazmatycz-
nej byto szybko zuzywane w syntezie Hb. Nie zmieniata sie natomiast ak-
tywnos¢ wilasciwa 8Fe—ferrytyny izolowanej metoda immunoprecypitaciji.
Potwierdza to sugestie o niewykorzystywaniu zelaza ferrytynowego w syn-
tezie Hb, przemawiajac za obecnoscig w cytoplazmie akceptorow zelaza.
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Ryc. 9. Krzywa wymywania z kolumny Sephadex G-100 nadsgczu uzyskanego po
inkubacji radioaktywnych (5Fe) bton retikulocytéw z nieradioaktywnym hemolizatem
retikulocytow (63).

A — ferrytyna, B — Hb, C — frakcja o niskim ciezarze czasteczkowym.

Wyniki uzyskane przez Workmana i Batesa (63) przemawiajg
réwniez za istnieniem cytoplazmatycznych nos$nikéw zelaza. Radioaktywne
preparaty bton retikulocytow inkubowano z nieradioaktywnym hemoliza-
tem i wirowano. Rycina 9 przedstawia wyniki rozdziatu uzyskanego nad-
saczu na kolumnie Sephadex G-100. %Fe stwierdzono w Hb, ferrytynie
i frakcji o niskim ciezarze czasteczkowym. Blizsza identyfikacja tej frakcji
wykazata, ze jest to jednorodne pod wzgledem elektroforetycznym biatko
wigzgce zelazo, o masie czasteczkowej okoto 50 000 daltondéw.

Z przedstawionych danych wynika, ze cytoplazma retikulocytéw zawie-
ra prawdopodobnie specyficzne akceptory zelaza. Nie wiadomo natomiast
czy i jaka role odgrywaja w procesach transportu zelaza obecne w komorce
chelatory np. aminokwasy i nukleotydy.
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Zgromadzone dotychczas dane na temat mechanizmu pobierania zelaza
przez retikulocyty nie pozwalajag na ostateczne wyjasnienie, ktéra z obu
przedstawionych hipotez jest stuszna. Nasuwa sie przypuszczenie, ze jezeli
nawet kompleks transferryny z zelazem przechodzi do wnetrza komoérki, to
prawdopodobnie przekazuje on zelazo do mitochondriéw za posrednictwem
innych nosnikéw cytoplazmatycznych. Nie wiadomo dotychczas czy mito-
chondria moga pobiera¢ zelazo z kompleksu Tf—Fe—A. Jezeli tak, to en-
zym odszczepiajgcy anion powinien by¢ zlokalizowany nie w btonie komoér-
kowej, jak opisywano, a w btonie mitochondrialnej. Kompleksy zelaza za-
stosowane w badaniach transportu tego pierwiastka do wnetrza mitochon-
drionu sg uktadami sztucznymi (sacharoza, nukleotydy). Stwierdzenie jakie
kompleksy biorg udziat in vivo w pobieraniu zelaza przez mitochondria mo-
ze w duzym stopniu wyjasni¢ cate zagadnienie.

Il. Transport zelaza przez btony mitochondrialne

Obserwacje przy uzyciu mikroskopu elektronowego wykazaty, ze w sta-
nach patologicznych przebiegajacych z zaburzeniami syntezy globiny ((5-ta-
lassemia) i hemu (anemia syderoblastyczna, niedobdér witaminy B6 zatru-
cie otowiem) ma miejsce nadmierne odktadanie Zzelaza w mitochondriach
erytroblastéw (64). Podobne zjawisko zaobserwowano w przebiegu tagodnej
anemii wystepujgcej podczas leczenia chloramfenikolem (65). Syntetaza
kwasu G-aminolewulinowego kluczowy enzym syntezy tetrapiroli — wy-
stepuje w matriks (66— 67) i przypuszcza sie, ze jest luzno zwigzany z we-
whnetrzng btong mitochondrialng (68, 69). Synteza tego enzymu przebiega
na rybosomach cytoplazmatycznych. Cytosolowa posta¢ o masie czastecz-
kowej 178 000 jest prekursorem enzymu mitochondrialnego o masie czg-
steczkowej 77 000. Chloramfenikol — inhibitor translacji mitochondrial-
nej — hamuje indukowany wzrost aktywnosci syntetazy kwasu G-aminole-
wulinowego w mitochondriach, nie wptywa za$ na poziom enzymu w cyto-
solu (67). Sugerowano, ze wbudowywanie biatek mitochondrialnych lub ich
niezbednych podjednostek syntetyzowanych na rybosomach cytoplazma-
tycznych (i kodowanych przez genom jadrowy) do struktury caltych mito-
chondriow wymaga syntezy na rybosomach mitochondrialnych niezbednego
biatka typu ,assembly protein” (70). Mitochondrialna biosynteza biatek
odgrywa prawdopodobnie role w transporcie i wbudowaniu syntetazy kwa-
su G-aminolewulinowego do wnetrza mitochondrionu. Zahamowanie tych
proceséw moze doprowadzi¢ do zablokowania syntezy hemu i nagromadza-
nia sie zelaza w mitochondriach (71).

Przedstawione wyniki pozostajg w zgodzie z sugestig, ze ostatni etap
biosyntezy hemu, wbudowanie zelaza do protoporfiryny pod wplywem
ferrochelatazy (E. C. 4.99.7.1), zachodzi w obrebie mitochondrionu (72, 73)
w blonie wewnetrznej (74). Aby osiagna¢ wewnetrzny przedziat, zelazo mu-

5 Postepy Biochemii



5C2 K. KONOPKA [12]

si przej$¢ przez obie btony mitochondrialne, réznigce sie znacznie prze-
puszczalnoscia. Btona zewnetrzna jest rodzajem sita molekularnego. Tran-
sport czasteczek zjonizowanych przez blone wewnetrzng, ktdéra posiada
okreslony potencjat elektrochemiczny, odbywa sie za posrednictwem nos-
nikéw. Porfiryna przytacza jedynie Fe+2 niestabilne w warunkach tleno-
wych, tak ze tkanki erytropoetyczne posiadaja prawdopodobnie system en-
zymatyczny, umozliwiajgcy utrzymanie zelaza w stanie zredukowanym
Obecnos$¢ takiego systemu zwigzanego przypuszczalnie z NADH i burszty-
nianem wykazano w retikulocytach szczura i w erytrocytach ptakéw (29).
Porfiryny mogg przytacza¢ zelazo takze bez udzialu enzymu, a wydajnosc¢
i szybkos¢ reakcji jest taka sama jak w obecnosci enzymu mitochondrial-
nego (75).

Badania z uzyciem izolowanych mitochondriéw dostarczyly pewnej ilos-
ci danych na temat transportu zelaza do wnetrza mitochondrionu. Mito-
chondria watroby szczura inkubowano z SFe/llII/ADP i SFe/llI/ATP (22).
Po wirowaniu w gradiencie sacharozy okoto 65°/0 radioaktywnos$ci odnajdy-
wano we frakcji mitochondrialnej. llos¢ zelaza wynosita 100nmoliZFe/mg
biatka. Kontrolne mitochondria zawieraty 16nmoli zelaza/mg biatka. W dos-
wiadczeniach przeprowadzonych przy uzyciu mitochondriéw serca wotu
(76) stwierdzono wigzanie znacznie wiekszych ilosci zelaza. Zelazo dodawa-
no do zawiesiny mitochondriow w postaci pochodnych 8-hydroksychinoliny
lub cytrynianu, oznaczano zas metoda spektroskopowsg. llos¢ zwigzanych
jonow Fe+2i Fe+t3wynosita 1,5— 2,5umoli zelaza/mg biatka. W obecnosci Pt
w medium inkubacyjnym ilos¢ wigzanego zelaza zwigkszata sie¢ do 4,0—
6,0smoli/mg biatka. Wykazano brak wspétzawodnictwa pomiedzy jonami
zelaza i miedzi i sugerowano, ze metale te przylaczajg sie do réznych miejsc
wigzacych.

Najwiecej danych na temat transportu zelaza przez biony mitochon-
drialne dostarczyly badania przeprowadzone przez Romslo i wsp. (23,
24, 25, 26) przy uzyciu komplekséw Fe(lll)—sacharoza. Kompleksy te sa
trwate, rozpuszczaja sie w pH obojetnym i nie przechodza przez btony mi-
tochondrialne. Mitochondria watroby szczura inkubowano z kompleksem
BFe(lll)—sacharoza, a nastepnie wirowano w gradiencie sacharozy. Juz
po 10 minutach inkubacji frakcja mitochondrialna zawierata 62— 70°/0 cat-
kowitej radioaktywnosci ®Fe. Maksymalna ilos¢ nagromadzonego zelaza
wynosita 180— 240 nmoli/mg biatka. Kontrolne mitochondria zawieraty
4,3— 9,1 nmoli zelaza/mg biatka. Inhibitory tancucha oddechowego hamo-
waty czesciowo pobieranie zelaza. Z wynikéw tych wywnioskowano, ze we
wigczaniu zelaza biorg udziat dwa procesy: niezalezny od doptywu energii
i taki, ktory wymaga wysokiego potencjatu energetycznego btony wewne-
trznej. Obydwa procesy réznig sie optimum pH i wrazliwoscig na tempe-
rature. Zaréwno zalezna jak i niezalezna od doptywu energii akumulacja
zelaza przebiega jedynie w obecnosci Mg+2 i ulega zahamowaniu pod wpty-
wem Pj i czynnikéw chelatujacych np. EDTA. Opisano dwa rodzaje miejsc
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wigzacych zelazo. Jedne, bardzo liczne, o stosunkowo niskim (Km” 400"M)
powinowactwie, wigzg okoto 60nmoli zelaza/mg biatka, bez udziatu zwigz-
koéw wysokoenergetycznych. Zelazo to wystepuje gtownie we frakcji
bton zewnetrznych. Drugie miejsca wigzace, o duzym powinowactwie
(Km 30vtM) przytaczajg okoto IOnmoli zelaza/mg biatka w obecnosci czyn-
nego tancucha oddechowego. Ten ,aktywny” transport hamowany jest
przez zwigzki blokujgce grupy — SH oraz kompetycyjnie przez Ca+2. Pobie-
rane zelazo gromadzi sie w matriks, przestrzeni miedzybtonowej i btonie
wewnetrznej.

Zalezne i niezalezne od doptywu energii pobieranie zelaza wykazano
takze w mitochondriach izolowanych z innych tkanek. Jak wida¢ z danych
przedstawionych w tabeli 1 wystepuja znaczne réznice w ilosci transporto-
wanych ,aktywnie” jonéw Fe+3i Ca+2 spowodowane specjalizacjg metabo-
liczng poszczegélnych tkanek. Wysoki stosunek Fe/Ca charakteryzuje tkan-
ki, w ktérych odbywa sie intensywna synteza hemu.

Tabela 1

»Aktywne” pobieranie jonéw Fe+3i Ca+2 przez izolowane mitochondria

krélika (26).
o wspotczynnik f
z2rodto i nmole/mg biatka stosunek
. L. kontroli
mitochondriéw Fe: Ca
oddechowej Fe+3 Ca+2

Retikulocyty 1,6 18,3 20,1 0,910
Nerka 3,9 10,5 105,9 0,099
Watroba 2,7 8,0 50,5 0,158
Serce 2,9 3,6 174,9 0,021
Sledziona 16 2,2 34,6 0,042

W ostatnich pracach scharakteryzowano doktadniej transport zelaza wy-
magajacy energii, jego zalezno$¢ od stanu funkcjonalnego mitochondriow
oraz wptyw na procesy zwigzane z oddychaniem (27, 28). Inkubacje prze-
prowadzano bez inhibitoréw tancucha oddechowego oraz w obecnosci 17mM
m-chlorofenylohydrazonu cyjanku karbonylu. Z réznicy obliczano ,aktyw-
ny” transport zelaza. Do okreslenia funkcjonalnej integracji mitochondriéw
stosowano wspoétczynnik kontroli oddechowej przy uzyciu ADP (respirato-
ry controlAlP). Maksymalny transport zelaza zaobserwowano przy wartosci
wspotczynika 3,5—4,0. Walinomycyna stymulowata ,aktywny” transport
zelaza zwiekszajac energizacje wewnetrznej btony mitochondrialnej. Po do-
daniu do mieszaniny inkubacyjnej bursztynianu, pirogronianu, jabtczanu,,
/?-hydroksymaslanu, a-ketoglutaranu oraz ADP i ATP w stezeniu powyzej
50uM nastepowato zahamowanie wigczania zelaza (zwigzki te majg wias-
nosci chelatujace i tworzg stabilne kompleksy z zelazem). Nizsze stezenia
ATP zwiekszaly pobieranie zelaza. Stymulacja ta nie wystepowata po zaha-
mowaniu translokazy przez atraktylozyd. Natomiast sam atraktylozyd nie
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wywieral wptywu na transport zelaza, co sugerowato, ze zelazo nie jest
transportowane do wnetrza mitochondrionu jako kompleksy z nukleoty-
dami.

Inkubacja mitochondriow z kompleksem Fe(lll)—sacharoza powoduje
zahamowanie lub stymulacje oddychania, zaleznie od stanu funkcjonalnego
mitochondriéw. Jezeli mitochondria znajduja sie w | stanie energetycznym
wedtug Chance’a (76 a), nastepuje spadek pobierania Oz, co moze prze-
mawiac¢ za tym, ze podczas ,aktywnego” transportu zachodzi redukcja zela-
za za posrednictwem tanncucha oddechowego. Natomiast w IIl i IV stanie
energetycznym zaobserwowano pobudzenie oddychania. IV stan energe-
tyczny charakteryzuje wysoka energizacja btony wewnetrznej. Dodanie
kompleksu Fe(lll)—sacharoza do mitochondriow w tym stanie zwiekszato
pobieranie C2w obecnosci Mg+2i Pj. Maksymalne pobudzenie obserwowano
w obecnosci 80— IOONM zelaza. Zwiekszenie pobierania 0 2byto czterokrot-
nie wyzsze przy uzyciu jako substratu bursztynianu niz pirogronianu
i jabtczanu. Poniewaz transport bursztynianu do wnetrza mitochondriow
nie ulegatl zmianie w obecnosci kompleksu Fe(lll)—sacharoza w srodowisku
inkubacyjnym, sugerowano ze w tych warunkach nastepuje podwyzszenie
aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej. Trzykrotnie wyzszg stymula-
cje oddychania obserwowano w |ll stanie energetycznym. Stan ten charak-
teryzuje sie nizszym poziomem energetycznym blony, dzieki temu, ze czes¢
energii zuzywa sie na synteze ATP po dodaniu ADP. Stymulacja oddycha-
nia w tym stanie przez kompleks Fe(lll)—sacharoza powoduje wedtug au-
toréw przyspieszenie transportu nukleotydéw przez btone mitochondrialna.

Brak jest danych na temat transportu zelaza in vivo do wnetrza mito-
chondrionu, a wyniki uzyskiwane in vitro sg niejednokrotnie sprzeczne.
Dyskusyjna jest rola nukleotydéw adeninowych w tym procesie. Juz
w r. 1964 (77) stwierdzono, ze kompleksy zelaza z nukleotydami adenino-
wymi pobudzajg oddychanie mitochondrialne. Sugerowano woéwczas trans-
port tych komplekséw przez btony mitochondrialne. Obecnie przypuszcza
sie, ze translokacji podlegajg tylko wolne (nieskompleksowane) nukleotydy
(78). Kompleksy zelaza z nukleotydami sg bardzo trwate, na przykiad stata
K Fe(ll)ADP w pH 7,0 wynosi 10ZM _1. Wedtug R om s 1o i wsp. (23) mi-
tochondria nie moga uwalnia¢ zelaza z tych komplekséw, natomiast
Strickland i Davis (22) zastosowali je w badaniach transportu zela-
za. W obu pracach mitochondria izolowano z watroby szczura.

Mitochondria posiadajg zdolno$¢ akumulowania jonéw dwuwartoscio-
wych: Ca+2, Mg+2, Mn+2 i Sr+2. Proces ten przebiega w obecnosci P; i wy-
maga doptywu energii (79). Wydaje sie jednak, ze transport zelaza przez
btony mitochondrialne odbywa sie w sposdéb wysoce specyficzny, przy
udziale swoistego systemu transportowego, ktéry uniemozliwia komplekso-
wanie zelaza z innymi chelatorami. Z drugiej strony nie mozna wykluczy¢
istnienia komplekséw zelaza o okreslonej roli metabolicznej, ktére nie bio-
rg udzialu w procesach transportu (80).
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IV. Regulacja wewnatrzkomoérkowego transportu zelaza

Zagadnienia zwigzane ze wzajemnag regulacja syntezy hemu i globiny sa
przedmiotem prac czeskiej grupy badaczy, postulujgcych istnienie swoiste-
go mechanizmu kontrolujgcego szybko$¢ pobierania zelaza w komoérkach
erytroidalnych (81). Badano wigczanie ®Fe do retikulocytéw krdlika inku-
bowanych z inhibitorami syntezy hemu i globiny. Szczeg6lng uwage zwro-
cono na hem, ktéry in vitro pobudza synteze globiny, wywierajac dziatanie
supresyjne na inhibitor inicjacji tancuchow globiny (82), oraz hamuje swoja
wilasng synteze zmniejszajac iloS¢ pobieranego zelaza (83). Juz w stezeniu
10-5M hem obniza inkorporacje ®Fe z transferryny (84), nie wptywa nato-
miast na aktywnos¢ syntetazy kwasu 6-aminolewulinowego i innych enzy-
mow biorgcych udziat w syntezie tetrapiroli (85).

Wykrycie wewngtrzkomoérkowej puli wolnego hemu w niedojrzatych
komoérkach erytroidalnych potwierdzito hipoteze o roli tego zwigzku w re-
gulacji transportu zelaza (86). Po inkubacji z inhibitorami syntezy globiny
wzrasta ilos¢ wolnego hemu w cytoplazmie i w mitochondriach (87). Nagro-
madzajgcy sie hem hamuje pobieranie zelaza, wptywajac prawdopodobnie

Btona komodrkowa Mitochondrion
zew wew
Tf-Fe-A- X -Fe » Fe—»Hem

SYNTEZA

GLOBINY _"globina-t-Hetrv

Hb

Tf-Fe-A - — X - Fe *Fe—»Hem

Hem

Ryc. 10. Schemat regulacji pobierania Fe przez hem.

X — cytoplazmatyczny akceptor Fe. Gérna czeé¢ ryciny (A) przedstawia transport zelaza i syn-

teze Hb w warunkach prawidtowych. Hem syntetyzowany w mitochondriach przechodzi do

cytoplazmy i taczy sie z globing. Po inkubacji z inhibitorami syntezy globiny (B) wzrasta ilo$¢

wolnego hemu w cytoplazmie i w mitochondriach. Nagromadzajgcy sie hem hamuje (linia prze-

rywana) pobieranie zelaza z kompleksu Tf—Fe—A, natomiast nie wptywa na wykorzystanie we-
wnatrzkomoérkowego zelaza niehemowego (X—Fe).

na proces uwalniania tego pierwiastka z kompleksu z transferryna (88). In-
hibitory syntezy hemu (hydrazyd kwasu izonikotynowego i penicylamina)
zmniejszajg zahamowanie pobierania zelaza, spowodowane zablokowaniem
syntezy globiny (83, 89). Pobudzenie syntezy hemu po dodaniu fosforanu
pirydoksalu powoduje powtérnie spadek pobierania zelaza. W Swietle przy-
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toczonych badan nie ulega watpliwosci, ze szybkos$¢ wiaczania 3Fe zalezy
od wzajemnych stosunkéw pomiedzy syntezg globiny i hemu (90) i jest
odwrotnie proporcjonalna do stezenia wolnego hemu w cytoplazmie i w mi-
tochondriach (Ryc. 10).

Hipoteza, ze hem hamuje pobieranie zelaza na zasadzie sprzezenia
zwrotnego jest stuszna, jezeli zatozyé, ze zwigzek ten nie hamuje wyko-
rzystania wewnatrzkomoérkowego zelaza niehemowego np. zelaza potaczo-
nego z akceptorami cytoplazmatycznymi lub mitochondrialnymi. Badano
wptyw heminy na wigczanie zelaza przez retikulocyty, ktore miaty sztucz-
nie podwyzszong pule zelaza prekursorowego. Obnizeniu ulegato pobieranie
BFe z kompleksu z transferryng, natomiast wykorzystanie zelaza wew-
natrzkomdérkowego nie ulegato zmianie (17,91,92). Opisany schemat regu-
lacji pozwala na wyjasnienie nadmiernego nagromadzenia sie niehemowe-
go zelaza w krwinkach, w przebiegu anemii syderoblastycznych spowodo-
wanych zahamowaniem syntezy hemu (81).

Role regulujgcg moze odgrywac¢ takze ukiad cyklazy adenylowej, ponie-
waz ostatnio stwierdzono, ze w procesie uwalniania zelaza z kompleksu
z transferryng bierze udziat cykliczny AMP (93).

Uwagi koncowe

Zelazo odgrywa centralng role w mftabolizmie energetycznym kazdej
zywej komorki. W utlenianiu substancji organicznych biorg udziat dwa
typy biatek: enzymy z klasy oksydoreduktaz oraz biatka przenoszace tlen.
Sa to metaloproteidy zawierajgce zelazo i miedz. Metale te posiadajg dwa
trwale stany walencyjne, co umozliwia ich udziat w reakcjach utleniania
i redukcji oraz tworzg stabilne kompleksy m.in. z anionami, ujemnymi bie-
gunami czasteczek polarnych, tlenem czasteczkowym i tlenkiem wegla. Ze-
lazo”~proteidy mozna podzieli¢ na biatka hemowe (Hb, mioglobina, hydro-
peroksydazy, cytochromy, oksydaza cytochromowa) i niehemowe (oksydo-
reduktazy flawoproteidowe, oksygenazy, ferrydoksyna, transferryna, ferry-
tyna, hemosyderyna).

Transport zelaza w obrebie komoérek jest bardzo intensywny. Okres pot-
trwania zelaza osoczowego wynosi zaledwie 60— 120 minut. Poznanie me-
chanizmoéw wewnatrzkomdérkowego metabolizmu tego pierwiastka otwiera
nowe perspektywy w zakresie profilaktyki i terapii wielu schorzen uktadu
czerwono-krwinkowego.

Artykut nadszedt 13.2.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 20.5.1976.
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MARIA DROBA * KAZIMIERZ STRZALKA **

Zastosowanie metod immunologicznych
do badania struktury bton tylakoidow

Application of Immunological Methods to
Investigation of Thylakoid Structure

Zasadniczy element strukturalny chloroplastow stanowi uktad lamellar-
ny, ktérego podstawowa jednostka jest tylakoid (1,2,3).

Sklad chemiczny lamelli (bton tylakoidéw) oraz poglady na ich organi-
zacje na poziomie molekularnym opisat ostatnio Wieckowski w arty-
kule przegladowym (4).

W btonach tylakoidéw zachodzi fosforylacja fotosyntetyczna dzieki
obecnosci przenosnikéw elektrondw oraz barwnikéw fotosyntetyzujgcych
(Ryc. 1).

Strukture blon tylakoidéw, podobnie jak innych bion cytoplazmatycz-
nych bada sie najczesciej za pomoca mikroskopii elektronowej, pomiaru
dyfrakcji promieni X pod matym katem, dichroizmu, stopnia polaryzacji
Swiatta fluorescencyjnego itp. Badajac zjawiska dichroizmu liniowego i po-
laryzacji Swiatta fluorescencyjnego zdotano okresli¢ stopien orientacji nie-
ktorych barwnikow fotosyntetycznych w lamellach (6,7). Stwierdzono, ze
rowniez biatka strukturalne wystepuja w obrebie bton tylakoidéw w formie
uporzadkowanej. Analizujgc widma absorpcyjne i dichroizmu liniowego w
zakresie 260— 290nm, wykazano ukierunkowanie reszt tryptofanowych;
a-heliksowe odcinki tancucha polipeptydowego sg utozone réwnolegle do
powierzchni bion (8). “

Dotychczas zaproponowano wiele modeli obrazujgcych strukture bton
tylakoidow. Jednym z nich jest model przedstawiony na rycinie 2. Model

* Mgr, ** Dr, Zaktad Biochemii Ro$lin, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwer-
sytet Jagielloniski, ul. Grodzka 53, 31-001 Krakow.

Wykaz stosowanych skrétow: PS | — | uktad fotosyntezy; PS Il — Il uktad fo-
tosyntezy; P 700 i P 680 — formy chlorofilu a znadujgce sie odpowiednio w centrum
reakcji | i Il uktadu fotosyntezy; C 550 i Q — akceptory elektronéw PS II; P 430 —
pierwszy akceptor elektronéw PS |I; DPC — dwufenylokarbazyd; DCIP — 2,6-dwu-
chlorofenyloindofenol; MV — metylowiologen (dwuchlorowodorek N —N’-dwumety-
lo-4,4’dwupirydylu); TRIS — tréjhydroksymetyloaminometan; SDS — siarczan dode-
cylu sodu; PMS — metylosiarczan N-metylofenazyniowy; CFj — czynnik sprzegajacy

fotofosforylacje; EDTA — kwas etylenodwuamino-czterooctowy.
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ten zostat opracowany przez K ir ka (9) na podstawie obserwacji w mik-
roskopie elektronowym (10,11,12), danych dotyczgcych struktury i grubosci
podwodjnej warstwy lipidowej (13), oraz dyfrakcji promieni X pod matym
katem na btonach tylakoidéw (14,15). Model zaklada, ze w podwdjnej
warstwie lipidowej znajduja sie co najmniej dwa typy czastek biatkowych.
Wieksze z nich sktadajg sie z czterech podjednostek. Inne biatka (np. CFIf
ferredoksyna, karboksylaza 1,5-dwufosforybulozy) sa dos¢ luzno zwiazane
z zewnetrzng powierzchnig bton. Wedtug tego modelu czasteczki chlorofilu
nie tworzg oddzielnej warstwy, lecz wystepuja w kompleksach z biatkami.

My
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Ryc. 1. Schemat przeptywu elektronéw (5, zmodyfikowany).

Na schemacie zaznaczono liniami przerywanymi miejsca witaczenia sztucznych donoréw i akcep-
toréow elektronéw oraz liniami wezykowatymi miejsca dziatania inhibitoréw reakcji fotosyn-
tetycznych.
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Pomimo opracowania réznych modeli przedstawiajacych strukture la-
melli organizacja tych struktur na poziomie molekularnym jest nadal
przedmiotem licznych spekulacji, gdyz brak odpowiednich metod badaw-
czych uniemozliwia dotad uzyskanie jednoznacznych wynikow.

Od kilku lat stosuje sie z powodzeniem metody immunologiczne w celu
uzyskania informacji o przestrzennym rozmieszczeniu poszczeg6lnych
sktadnikéw chemicznych w obrebie bton tylakoidéw i o stanie konforma-
cyjnym tych struktur.

it f

ALTTALLL

ITTTLLLLALLARY )4,

Male czgstki bialkowe Podjednosiko duze/ “Ch
czastki bralkowes

Ryc. 2. Model Kirka przedstawiajgcy strukture bitony tylakoidu (9).

Po prawej stronie schematu podano wykres obrazujacy roztozenie gestosci elektronowej na

podstawie pomiaréw dyfrakcji promieni X pod matym katem. Obszary btony o duzej gestosci

elektronowej odpowiadajag czasteczkom biatkowym, obszary o mniejszej gestos$ci elektronowej —
warstewkom lipidowym. Inne szczegéty podano w tekscie.

Metody immunologiczne w zastosowaniu do badan struktury bion tyla-
koidéw polegaja na otrzymaniu surowic zawierajgcych przeciwciata specy-
ficzne w stosunku do okreslonych skiadnikéw bton i Sledzeniu aglutynacji
w wyniku reakcji przeciwciatlo—antygen. Podstawg tych metod jest zatoze-
nie, ze reakcja przeciwciat z chloroplastami klasy Il (pozbawionymi btony
zewnetrznej) zachodzi jedynie wtedy, gdy determinanty antygenowe moga
bezposrednio kontaktowac¢ z przeciwciatami tzn. gdy znajdujg sie one na
powierzchni tylakoidéw. Aglutynacja przebiega w warunkach gdy kazda
czgsteczka przeciwciala reaguje jednoczesnie z dwiema determinantami
znajdujacymi sie na powierzchni dwoch tylakoidoéw. Czasami czasteczka
przeciwciata moze by¢ zwigzana tylko przez powierzchnie jednego tylakoi-
du. Dzieje sie tak np. wtedy, gdy determinanta antygenowa znajduje sie
we wgtebieniu na powierzchni tylakoidu. W takim przypadku aglutynacja
zachodzi dopiero po dodaniu anty-y-globuliny lub rozpuszczalnego antyge-
nu. Gdy wigzanie przeciwciat nastepuje dopiero po rozbiciu tylakoidéw
Swiadczy to, ze determinanty antygenowe znajduja sie po wewnetrznej
stronie btony. Rozbicie bton umozliwia dotarcie przeciwciat do wtasciwych
antygenoéw.
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I. Rozmieszczenie sktadnikow biatkowych w tylakoidach

Stosujac  metody immunologiczne potwierdzono obecnos¢ dwoch
warstw biatkowych w lamellach chloroplastéw oraz wykazano, ze w war-
stwie zewnetrznej znajduje sie | ukiad fotosyntezy (PS 1, ang. photo-
synthetic system) w wewnetrznej zas Il ukiad (Ps I1) (16). Wyniki te uzys-
kano dzieki nastepujgcemu postepowaniu: frakcje bton tylakoidow, wzbo-
gacone w PS | lub PS II, otrzymano stosujgc inkubacje chloroplastéw
w roztworze Tritonu X-100 i wirowanie roéznicowe. Uzyskane frakcje
wstrzykiwano krélikom, z ktérych nastepnie izolowano antysurowice wy-
kazujgce specyficznos¢ aglutynacyjng w stosunku do komplekséw odpo-
wiednich uktadow fotosyntezy. Stwierdzono, ze proces aglutynacji zacho-
dzit intensywniej w wyniku reakcji przeciwciato specyficzne w stosunku
do PS I, niz przeciwciato specyficzne w stosunku do PS Il (chloroplasty
klasy Il). Swiadczy to, ze antygen odpowiedzialny za aglutynacje chloro-
plastéw, wystepujacy na powierzchni lamelli jest skiadnikiem | ukiadu
fotosyntezy; w nieuszkodzonych tylakoidach przeciwciata trudniej dostajg
sie do czgstek nalezacych do PS Il niz do PS I.

W innego rodzaju doswiadczeniach otrzymano antysurowice przeciwko
czastkom PS 1l (17, 18). W obecnosci tych przeciwciat nastepowato zahamo-
wanie wydzielania tlenu w chloroplastach klasy Il, co byto przypuszczal-
nie wynikiem przerwania transportu elektronéw na odcinku pomiedzy
miejscami wigaczenia sie MnCIl2i dwufenylokarbozydu (DCP) (Ryc. 1). Au-
torzy przypuszczaja, ze przeciwciata te dziatlajg na czynnik biatkowy, ktory
ulega inaktywacji podczas przemywania chloroplastow 0,8 M buforem
TRIS o pH = 8,0. Czynnik reagujacy ze specyficznym przeciwciatem moz-
na usuna¢ przez kilkakrotne zamrazanie i rozmrazanie chloroplastéw (19).

Stosujac inkubacje chloroplastéw w roztworze dezoksycholanu i nastep-
nie sgczenie na zelu Sephadex rozdzielono biatka lamellarne chloroplastow
na trzy frakcje o masach czgsteczkowych 600 000, 110 000 i 83 000, ktore
wykazywaty aktywnos¢ kolejno PS I, PS 1 i PS Il oraz PS Il (20). Antysu-
rowica przeciwko frakcji | nie powodowata aglutynacji struktur lamellar-
nych ani nie hamowata przeptywu elektronéw. Natomiast po rozbiciu ty-
lakoidow dziataniem ultradzwiekéw zachodzita bezposrednia aglutynacija,
oraz obserwowano przerwanie transportu elektronéw w rejonie | reakcji
Swietlnej. Antysurowica przeciwko frakcji Il aglutynowata bezposrednio
pozbawione stromy lamelle i hamowata transport elektronéw w obrebie
PS I. Przeciwciata przeciwko frakcji 111 aglutynowaty chloroplasty klasy II
i hamowalty reakcje Hilla z zelazicyjankiem potasowym jako akceptorem
elektronéw, podczas gdy redukcja zelazicyjanku w obecnosci dwufenylo-
karbazydu jako donatora elektronéw przebiegata bez zakidécen. Wyniki te
wskazujg, ze antysurowica przeciwko frakcji Il blokuje transport elek-
tronéw na odcinku pomiedzy ukitadem rozszczepiajacym wode, a miejscem
przekazywania elektronéw z dwufenylokarbazydu na PS Il (Ryc. 1).
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Stosujac elektroforeze na zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS
wyizolowano z bion tylakoidéw cztery polipeptydy o masach czasteczko-
wych: 66 000, 62 000, 33 000, 24 000 (21). Przeciwciata otrzymane przeciwko
tym czterem polipeptydom aglutynowaty chloroplasty pozbawione stromy,
co wskazywato, ze determinanty antygenowe tych polipeptydéw wystepu-
ja na zewnetrznej powierzchni btony tylakoidu. Badano réwniez wptyw
tych przeciwciat na aktywnos$¢ fotochemiczng chloroplastéw stosujac dla
poréwnania takze surowice kontrolne. Okazato sie, ze antysurowica prze-
ciwko polipeptydowi o masie czgsteczkowej 66 000 hamowata tylko reduk-
cje metylowiologenu (MV) przy udziale PS | (Tabela 1). Antysurowica ta
dziatata przypuszczalnie pomiedzy pierwotnym akceptorem PS | a ferre-
doksyna (Ryc. 1). Przeciwciata przeciwko polipeptydowi o masie 33 000 ha-
mowaty redukcje metylowiologenu a takze w okoto 30% cykliczng fosfory-
lacje w obecnosci metylosiarczanu N-metylofenazyniowego (PMS). Fosfo-
rylacja niecykliczna w obecnosci metylowiologenu jako akceptora elektro-
now przebiegata bez zaklécen. Przeciwciala te dziataly prawdopodobnie
w miejscu przekazywania elektronéw na P 700. Antysurowica przeciwko
polipeptydowi o masie 62 000 hamowata w okoto 60% redukcje NADP+
z udziatem wodoru z wody. Zjawisko to nie wystepowato w obecnosci
czynnikéw rozprzegajgcych fotofosforylacje. Ponadto surowica ta hamo-
wata w okoto 87% cykliczng fosforylacje w obecnosci metylosiarczanu
N-metylofenazyniowego i w okoto 65% — fosforylacje niecykliczng. Anty-
surowica przeciwko polipeptydowi o masie 24 000 hamowata o 10— 16%
przeptyw elektronéw z wody na NADP+; nie udato sie jednak ustali¢
miejsca jej dziatania.

Wigzanie sie specyficznych przeciwcial z odpowiednimi przenosnikami
elektronow prowadzito réwniez do zahamowania aktywnosci PS I. W ten
sposéb wykazano, ze indukowany sSwiattem przeptyw elektronéw ustaje po
wprowadzeniu przeciwciat przeciwko ferredoksynie (22), substancji redu-
kujacej ferredoksyne (23), reduktazie ferredoksyna : NADP+ (24, 25) i P 700
(26); wszystkie te nosniki muszg sie przeto znajdowaé po stronie zewnetrz-
nej blony. Natomiast przeciwciata przeciwko plastocyjaninie (27) i cyto-
chromowi f (26) hamuja transport elektronéw tylko w chloroplastach roz-
bitych dziataniem ultradzwiekéw. Hamowanie transportu elektronéw za
pomoca przeciwciat przeciwko plastocyjaninie obserwowano réwniez po na-
pecznieniu chloroplastow (28). W tych warunkach przeciwciata miaty do-
step do obszaru przegrody (ang. partition) w obrebie bton tylakoidéw, gdzie
moga wystepowaé determinanty antygenowe plastocyjaniny.

Szczepiac kréliki oczyszczonym preparatem ferredoksyny z lisci szpina-
ku otrzymano przeciwciata o wysokim stopniu specyficzno$ci w stosunku
do tego biatka (29, 30). Przeciwciata te charakteryzowaly sie duza specy-
ficznoscig wobec ferredoksyny ze szpinaku, mniejszg w stosunku do ferre-
doksyny pochodzacej z sinicy Phormidium persicinum, a nie reagowaty
z ferredoksyng z Clostridium. Badania poréwnawcze tego typu moga rzucic
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Tabela 1

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

,«M AT32P/mg chlorofilu/godz
Antysurowica przeciwko

polipetydowi o masie fosforylacja fosforylacja fosforylacja
czasteczkowej niecykliczna niecykliczna cykliczna
H2D —K3FeCN)6 H2D—MV zalezna 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 (]

% zahamowania 3 (0] 0
Kontrola bez dodania suro-

wicy 31 10,3 395

pewne Swiatto na podobienstwa i réznice w strukturze pokrewnych zwigz-
kow pochodzacych z réznych zrodet.

Wykazano réwniez (29, 30), ze przeciwciata otrzymane przeciwko fer-
redoksynie hamowaty redukcje NADP+ i fosforylacje cykliczna, co moze
wskazywac¢ na reagowanie przeciwciat zaréwno z wolna ferredoksyna, tat-
wo wyptukiwang w czasie izolowania chloroplastéw, jak réwniez ze zwia-
zang z blonami. Z drugiej strony jednak zaobserwowano, ze silniejsze ha-
mowanie enzymatycznej redukcji cytochromu c¢ przez NADPH mozna
osiagna¢ w uktadach enzymatycznych in vitro w poréwnaniu z preparatem
chloroplastow. Fakt ten moze z kolei sugerowac, ze zwigzana ferredoksyng
jest niedostepna dla przeciwciat.

Zastosowanie metod immunologicznych przyczynito sie takze do pozna-
nia rozmieszczenia reduktazy ferredoksyng : NADP+ w lamellach chloro-
plastow. Wiadomo, ze enzym ten ulega tatwo wyptukaniu z tylakoidéw
i dlatego niektérzy badacze uwazali, ze znajduje sie on we frakcji rozpusz-
czalnej. Poczatkowo nie udawato sie stwierdzi¢ obecnosci tego enzymu na
powierzchni lamelli; po wprowadzeniu specyficznych przeciwciat do zawie-
siny chloroplastow lub fragmentéw tylakoidéw nie tworzyty sie precypita-
ty. Dopiero zastosowanie testu podwéjnych przeciwciat (aglutynacja po-
Srednia) i mieszanej antygenowo aglutynacji (Ryc. 3) pozwolito na wykaza-
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nie obecnosci tego enzymu na powierzchni lamelli(24,25). Stwierdzono mia-
nowicie, ze y-globuliny przeciwko reduktazie ferredoksyna : NADP “ wig-
zg sie z powierzchnig lamelli cho¢ nie prowadzi to do aglutynacji. Agluty-
nacja wystepuje dopiero po wprowadzeniu do takiej zawiesiny przeciwciat
przeciwko tym 7-globulinom (anty-y-globulin).

Przedstawione fakty wskazuja, ze reduktaza ferredoksyna : NADP+ jest
integralng czescig bton tylakoidow i, ze determinanty antygenowe znajduja
sie na ich zewnetrznej powierzchni w znacznych zagtebieniach. Czgsteczka
wigzgcego je przeciwciata o statej sedymentacji 7S ma ksztalt litery Y,
a odlegtos¢ pomiedzy dwoma wigzacymi korncami wynosi okoto 160A (31),
co oznacza ze dwie determinanty antygenowe moga by¢ wigzane przez
jedna czasteczke przeciwciata tylko woéwczas, gdy odlegtos¢ miedzy nimi
nie przekracza 160A. Jezeli determinanty antygenowe znajdujg sie w za-
glebieniach wiekszych niz potowa diugosci czgsteczki przeciwciata (jak to
ma miejsce w przypadku utozenia reduktazy ferredoksyna : NADP+ w bto-
nach tylakoidéw) prosta aglutynacja w ogodle nie wystepuje: determinanty
antygenowe reduktazy znajdujg sie w zagtebieniach wynoszgcych 60—
200A (32).

Wystepowanie aglutynacji mieszanej antygenowo réwniez wskazuje na
umiejscowienie czgsteczek reduktazy ferredoksyna : NADP+ w zagiebie-
niach lamelli. Izolowane chloroplasty lub ich fragmenty poddawano dzia-
taniu przeciwciat specyficznych w stosunku do reduktazy; aglutynacja wy-
stepowata dopiero po dodaniu oczyszczonej reduktazy ferredoksyna :
: NADP \ Prowadzacy do aglutynacji sposéb tgczenia sie oczyszczonego
enzymu z przeciwciatami przeciwko reduktazie pokazany jest na rycinie 3.

Wysuwano przypuszczenie, ze reduktaza ferredoksyna : NADP+ znaj-
duje sie w zagtebieniach powstatych na skutek obecnosci na powierzchni
lamelli czynnika sprzegajacego fosforylacje (CFJ (25, 32). Usuniecie bo-
wiem tego czynnika przez przemywanie roztworem EDTA umozliwiato wy-
stapienie bezposredniej aglutynacji uktadu lamellarnego po wprowadzeniu
przeciwciat przeciwko reduktazie.

Ostatnio jednak opisano warunki (32), w ktérych zachodzita bezposred-
nia aglutynacja ukiadéw lametllarnych (bez koniecznosci wczes$niejszego
usuniecia CFj) po dodaniu przeciwciat specyficznych w stosunku do reduk-
tazy ferredoksyna : NADP+. Aglutynacja wystepowata po napecznieniu
tylakoidéw co prowadzito do rozciggania bton lub po rozpadzie struktur
granowych. W takich przypadkach odpowiednie przeciwciata miaty dostep
do catej ilosci reduktazy, i redukcja NADP+ byta catkowicie zahamowana.
Dodanie MgCl2lub metyloaminy prowadzito do odtworzenia struktur gra-
nowych i zmniejszenia stopnia zahamowania redukcji NADP+. Wynika
z tego, ze w normalnych warunkach przeciwciata te nie dostaja sie w obreb
lamelli granowych, a dostepne sa dla nich jedynie czasteczki reduktazy
w lamellach miedzygranowych i zewnetrznych odcinkach gran. Do tego
samego wniosku doprowadzity badania mutantéw posiadajacych uktad la-

6 Postepy Biochemii
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mellarny zredukowany w réznym stopniu. Wprowadzenie MgCI2 lub me-
tyloaminy do chloroplastéw z wydtuzonymi odcinkami lamelli miedzygra-
nowych i ze znacznie zredukowang liczbg gran powstato mniejsze obnize-
nie stopnia zahamowania redukcji NADP+ pod wptywem specyficznych
przeciwciat niz w przypadku normalnych chloroplastéw.

g\F‘ -Ef D

= 4
= < ‘éf}
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( SN

Reduktaza ferredoksyna: NADP*

n  Przeciwciato z krolikow przeciwko reduktazie
/™/V ferredoksyna: NADP*

Przeciwciato przeciwko kréliczejf g/obu/jnie

Ryc. 3. Schemat aglutynacji bton tylakoidéw (25, zmodyfikowany). A. posredniej (test
podwdéjnych przeciwciatl); B. mieszanej antygenowo.

Otrzymano rowniez antysurowice przeciwko czynnikowi sprzegajacemu
fotofosforylacje (CFj), ktéra charakteryzowata sie wzglednie mata specy-
ficznoscia. Antysurowica przeciwko CFXz lisci szpinaku byta aktywna tak-
ze w stosunku do CFi z grochu oraz z Valerianella locusta L (34). Aglutyna-
cja nie wystgpita po wprowadzeniu antysurowicy do zawiesiny chloroplas-
téw nieuszkodzonych, co moze sugerowac, ze czynnik sprzegajacy nie wy-
stepuje w ostonce chloroplastu.

Stosujagc metody immunologiczne i mikroskopie elektronowg (34) usito-
wano okresli¢ sposéb reakcji CF: ze specyficznym przeciwcialem. Stosujgc
technike kriorytowania (ang. freeze echting) przygotowano preparaty tyla-
koidoéw, ktorych zewnetrzne powierzchnie byty pokryte czgstkami biatko-
wymi o $rednicy 14 i IOnm (Ryc. 4).

Jezeli wczesniej potraktowano chloroplasty surowica anty-CFi to duze
czastki (reprezentujace CFj) agregowaty, natomiast mniejsze nie zmieniaty
swego potozenia (Ryc. 5).

Obserwowano prostg zalezno$¢ pomiedzy stezeniem specyficznej anty-
surowicy a wielkoscig agregatow. Wydaje sie, ze agregacja wystepuje na
skutek ruchéw wigkszych globul w ptaszczyznie blony. W normalnej bto-
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nie czastki biatkowe o Srednicy 14nm sg oddalone od siebie na odlegtosé
wieksza niz wynosi dtugos¢ czgsteczki przeciwciata. Po wprowadzeniu su-
rowicy immunizowanej czgsteczka przeciwciata tgczy sie najpierw jednym
konncem z wieksza czastka. Kompleks taki ,ptywajac” w warstwie lipidowej

L D
§5 '“,,-v RIS «‘f ’ ot~ A%
ins &7 'r",, "y 2 ,’f'. ¥
A
Ay ATy Sl '

g3 i ; ,?"_; ‘r" A

PR A A
”",;;55; er Y
g",,. ’: ..J;_', g:*;ﬁ % '.’»v

3 (44 Wi

AV
Aanat
§ %
W ¢

.
okt o

13

Ryc. 4. Obraz powierzchni btony tylakoidu uzyskany w mikroskopie elektronowym
(preparat przygotowany metoda kriorytowania).

Wida¢ réwnomiernie rozmieszczone czastki o $rednicy 14 (L) i 10 (S) nm (34).

napotyka nastepng czasteczke CFi, ktora przylacza sie do drugiego konca
specyficznego przeciwciata i w ten spos6b zachodzi agregacja co prowadzi
do zahamowania fosforylacji. Zahamowanie fosforylacji mozna znies¢ przez
preinkubacje antysurowicy z preparatem zawierajgcym czynnik sprzega-
jacy (35). Wystepowanie ruchdéw czastek biatkowych w ptaszczyznie btony
potwierdzaja takze inne badania (36).

Przy pomocy specyficznych przeciwciat badano réwniez usytuowanie
karboksylazy rybulozodwufosforanu (37). Przeciwciata przeciwko temu
biatku aglutynowaty izolowane uktady lameliarne, hamowaty fosforylacje
i aktywnos$¢ karboksylazy rybulozodwufosforanu. Aglutynacja nie wyste-
powata po przemyciu lamelli roztworem EDTA. Autorzy wnioskuja, ze za-
rowno czynnik sprzegajacy jak i karboksylaza rybulozodwufosforanu (ta
jej czes¢ ktéra wystepuje w polgczeniu z blonami) rozmieszczone sg na
zewnetrznej powierzchni tylakoidow.
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W komoérkach Euglena gracilis elektrony przenoszone sa na P 700 bez-
posrednio z cytochromu 552 (38). Przeciwciata przeciwko temu cytochromo-
wi nie powodowaty aglutynacji chloroplastow i nie hamowaty przeptywu
elektronéw z wody na NADP+ (39). Wynika z tego, ze w normalnych wa-
runkach cytochrom 552, podobnie jak plastocyjanina, jest niedostepny dla

Ryc. 5. Obraz powierzchni btony tylakoidu po potraktowaniu chloroplastéw anty-
surowicg przeciwko CFi.

Widoczna agregacja wiekszych czasteczek (34).

przeciwciat. Reakcja przeciwciato— cytochrom 552 zachodzita dopiero po
otwarciu tylakoidéw przez potraktowanie ich roztworem cholanu. Fakty
te wskazuja, ze cytochrom 552 znajduje sie po wewnetrznej stronie biony
lub miesci sie w wodnej przestrzeni wnetrza tylakoidu.

Natomiast P 700 jest dostepny dla specyficznych przeciwciat, gdyz pod
ich wptywem zachodzi aglutynacja fragmentow lamelli i hamowanie utle-
niania askorbinianu w obecnosci metylowiologenu (26).

Metody immunologiczne przyczynity sie réwniez do wykrycia w btonach
tylakoidéw jeszcze innych, dotychczas niezidentyfikowanych przenos$nikéw
elektronéw. Otrzymano antysurowice, ktéra reagowata z pierwotnym ak-
ceptorem elektronéw PS | (40). Dodanie reduktazy ferredoksyna : NADP+
lub CFj nie przywracato aktywnosci PS I. Otrzymane przeciwciata nie byty
wiec wynikiem odpowiedzi immunologicznej na reduktaze ferredoksy-
na : NADP+ lub CFX Wyekstrahowano z chloroplastéw czynnik przypusz-
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czalnie identyczny z opisang przez Yocum i San Pietro (41) sub-
stancjag redukujgcg ferredoksyne, ktory przywracat wspomniang aktywnos¢
(23, 40). Otrzymano réwniez przeciwciata, z ktérych jedne reagowaty z apo-
enzymem, a drugie z grupg prostetycznag tego czynnika.

Il. Rozmieszczenie sktadnikéw niebiatkowych w tylakoidach

Metody immunologiczne wykorzystuje sie réowniez do badania rozmiesz-
czenia zwigzkow niebiatkowych w btonach tylakoidéw. Otrzymano na przy-
kiad antysurowice przeciwko luteinie i plastochinonowi (42), oraz prze-
ciwko neoksantynie (43). Po wprowadzeniu antysurowic przeciwko luteinie
i plastochinonowi do pozbawionych stromy chloroplastéw nie zauwazono
aglutynacji. Aglutynacja zachodzita natomiast po dodaniu do zawiesiny
chloroplastéw kréliczej anty-y-globuliny typu IgG (test podwoéjnych prze-
ciwcial). Czesciowe roztozenie biatek znajdujgcych sie na powierzchni la-
melli przez subtylizyne prowadzito réwniez do prostej aglutynacji struktur
lamellarnych po dodaniu specyficznych dla tego zwigzku przeciwciat. An-
tysurowica przeciwko neoksantynie zachowywata zdolnosci aglutynacyjne
w stosunku do chloroplastéw napeczniatych, natomiast nie wykazywata ich
w przypadku chloroplastéw, ktdére utracity zdolno$¢ pecznienia. Obserwa-
cje te wskazujg, ze immunoglobuliny przeciwko luteinie, plastochinonowi
i neoksantynie sg wigzane na powierzchni lamelli; zwigzki te znajdujag sie
przypuszczalnie w zagtebieniach lamelli podobnie jak reduktaza ferredok-
syna :NADP+.

Stwierdzono roéwniez, ze antysurowica przeciwko luteinie hamowata
transport elektrondw na etapie pomiedzy wodg a miejscem redukcji zelazi-
cyjanku, natomiast nie wptywata na reakcje oksydoredukcyjne na etapie
pomiedzy miejscem donorowym dla elektronéw z DPC, a miejscem reduk-
cji zelazicyjanku (Ryc. 1). Przyczyna zahamowania transportu elektronéw
przez antysurowice przeciwko luteinie nie jest jasna. Nalezatoby oczeki-
wag, ze zwigzanie pewnych karotenoidéw doprowadzi w pierwszym rzedzie
do zmniejszenia efektywnosci przekazywania energii na chlorofil a,. Trze-
ba jeszcze podkresli¢, ze dodanie przeciwciat przeciwko luteinie nie wpty-
wato na aktywnos$¢ PS |, tzn. nie hamowato cyklicznej fosforylacji i redu-
kcji NADP+ w obecnosci egzogennych donoréw elektronéw. Antysurowica
przeciwko neoksantynie hamowata fosforylacje niecykliczng i sprzezony
z nig transport elektronow.

Antysurowica przeciwko plastochinonowi hamowata redukcje zelazicy-
janku niezaleznie od tego czy donorem elektronéw byta woda czy DCP, na-
tomiast nie wptywata na aktywnos$¢ | uktadu fotosyntezy.

Szczepigc kréliki zemulgowanym roztworem chlorofilu a stwierdzono,
ze jeden spos$rod osSmiu zaszczepionych osobnikéw wytworzyt przeciwciata
przeciwko temu barwnikowi (44). Przeciwciata te charakteryzowaty sie du-
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7 specyficznoscia, gdyz nie stwierdzono ich reakcji z glikolipidami, mono-
i dwugalaktozylodwuglicerydami, fosfatydyloglicerolem, fosfatydylocholi-
ng, oraz z witaming Ki i fitolem. Zachodzita jedynie reakcja z chlorofilem
b. Traktowanie struktur lamellarnych taka antysurowica prowadzito do za-
hamowania w okoto 22°/o reakcji Hilla (45). Otrzymane wyniki wskazuja, ze
przynajmniej czes¢ czasteczek chlorofilu nalezgacego do PS Il jest dostepna
dla przeciwciat, a wiec musi znajdowac¢ sie na powierzchni lamelli (46).
Jednakze przeciwciata przeciwko chlorofilowi nie hamowaty redukcji
NADP+ w obecnosci DCIP i askorbinianu, czyli antysurowica chlorofilowa
nie dziatata na chlorofil nalezagcy do PS I. Chlorofil wchodzacy w skiad
PS | jest albo niedostepny dla przeciwciat, albo reakcja przeciwciato —
chlorofil w obrebie PS | nie wptywa na zmiany natezenia transportu elek-
tronow.

Rozmieszczenie niektdrych ttuszczowcéw w obrebie bton tylakoidéw
byto réwniez przedmiotem badarn immunologicznych. Otrzymano specy-
ficzng antysurowice przeciwko monogalaktozylodwuglicerydom przez
wstrzykniecie kroélikowi tego antygenu zaadsorbowanego na metylowanej
albuminie z surowicy wotu (47). Antysurowica ta powodowata bezposred-
nig aglutynacje chloroplastéw pozbawionych stromy, natomiast nie agluty-
nowata chloroplastéw klasy | (posiadajgcych btone zewnetrzng). Wyniki te
prowadza do wniosku, ze przynajmniej cze$¢ monogalaktozylodwuglicery-
dow wystepuje na powierzchni tylakoidéw. Natomiast ilosciowe badania
nad wigzaniem sie przeciwciat przeciwko réznym lipidom z uktadem lamel-
larnym Antirrhinum majus wykazaty, ze wiekszos¢ czagsteczek monogalak-
tozylodwuglicerydéw znajduje sie na wewnetrznej powierzchni tylako-
idow (48).

W podobny sposéb otrzymano réwniez przeciwciata przeciwko fosfaty-
dyloglicerolowi (49). Przeciwciata te, po dodaniu do pozbawionych stromy
chloroplastéw Antirrhinum majus i Nicotiana tabacum, nie powodowaty
prostej aglutynacji. Stosujac test podwéjnych przeciwciat wykazano je-
dnak, ze na powierzchni lamelli zachodzitlo wigzanie tych przeciw-
cial. Wczesniejsze traktowanie bton tylakoidéw preteazami prowadzito do
bezposredniej aglutynacji. Wyniki te wskazujg, ze determinanty antyge-
nowe fosfatydyloglicerolu wystepujg na powierzchni bton tylakoidéw w za-
giebieniach.

Podobne wyniki otrzymano badajac rozmieszczenie sulfolipidow. Na
podstawie przeprowadzonych badan, nalezy przyjaé¢, ze sulfolipidy znajdu-
ja sie we wnetrzu bton tylakoiddw, ale fragmenty czasteczek sg skierowane
na zewnatrz i dlatego sg one dostepne dla przeciwciat (50).

Badano takze immunofluorescencje galaktozylodwuglicerydéw w bto-
nach chloroplastéw i wykazano, ze zwiazki te wystepujg zaréwno w bio-
nach tylakoidéw jak i w ostonce chloroplastu (51, 52). W ostonce sg one
robwnomiernie rozmieszczone na powierzchni catej blony, natomiast w bto-
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nach tylakoidoéw tworza wyrazne ,wysepki”; w obu wypadkach reszta ga-
laktozy jest skierowana na zewnatrz.

Nalezy podkresli¢, ze metody immunologiczne mozna stosowa¢ do bada-
nia niektérych aspektow powstawania aparatu fotosyntetyzujgcego. Na
przykiad badajac warunki powstawania precypitatéw przeciwciatlo—anty-
gen prébowano okresli¢ role rybosoméw 80S i 70S w powstawaniu réznych
podjednostek karboksylazy rybulozodwufosforanu w uktadzie in vitro (53).

70 ¢
[V}

L

Ryc. 6. Schemat przedstawiajacy tworzenie czgsteczki karboksylazy dwufosforybulozy.

L — duza podjednostka, S — mata podjednostka (53, zmodyfikowany).

Uzyskano przeciwciata przeciwko duzym lub matym podjednostkom enzy-
mu i nastepnie $Sledzono powstawanie precypitatow na skutek reakcji tych
przeciwciat z tancuchami polipeptydowymi (znakowanymi 3H puromycynag)
bedacymi jeszcze w kompleksie z rybosomami 70S lub 80S. W ten sposob
zdotano wykaza¢, ze duze podjednostki powstajg na rybosomach chloropla-
stéw 70S, mate zas na rybosomach 80S zwigzanych z blonami. Laczenie sie
tych podjednostek zachodzi¢ ma w warunkach, gdy mniejsza z nich jest
jeszcze przyczepiona do rybosomu (Ryc. 6).

I1l. Uwagi konicowe

Metody immunologiczne pozwalaja w znacznym stopniu uzupetni¢ do-
tad fragmentaryczne dane o sposobie rozmieszczenia skiadnikéw chemicz-
nych w btonach tylakoidow.

Wyniki badan, ktére uzyskano tymi metodami wskazujg na asymetrycz-
ng strukture i dynamiczny charakter bton tylakoidéw. Potwierdzajg takze
stusznos¢ gtéwnych zatozenn modelu K i r k a, a nawet umozliwiajg wprowa-
dzenie pewnych uzupeilnien do tego modelu, zwiaszcza dotyczacych roz-
mieszczenia poszczegblnych przenosnikéw elektrondw.

Artykut nadszedt 10.7.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 10.4.1976.
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Ro6zne formy molekularne niektdrych enzymow
metabolizmu weglowodanéw w nowotworach watroby,
watrobie regenerujacej i tkanach ptodowych

Multiple Molecular Forms of Some Enzymes of Carbohydrates
Metabolism in Livers Tumours, Regenerating Liver and Fetal Tissues.

o nieprawidtowosci ekspresji genetycznej w komodrkach nowotworo-
wych $wiadczg miedzy innymi (1— 3): wytwarzanie hormonéw polipepty-
dowych przez nowotwory pochodzenia niegruczotowego, pojawienie
sie w nowotworach antygendéw, charakterystycznych réwniez dla tkanek
ptodowych oraz zmiany w skladzie izoenzymoéw szeregu enzymow.

Nalezy podkresli¢, ze wiele z opisanych w artykutach przegladowych
izoenzymow (3— 7) stanowi raczej rézne formy molekularne. Nie wiadomo
bowiem, czy rézniag sie one zdeterminowang genetycznie strukturg I-rzedo-
wa, co stanowi warunek sklasyfikowania ich jako izoenzymy.

Do badan nad formami molekularnymi enzymoéw w nowotworach czesto
stosuje sie jako model indukowane chemicznymi karcynogenami pierwotne
i przeszczepialne watrobiaki szczura (8— 10). Chociaz nazwano je poczatko-
wo watrobiakami o ,minimalnym odchyleniu” od zdrowej tkanki watrobo-
wej (11), przedstawiajg one szerokie spektrum zréznicowania i szybkosci
wzrostu. Na podstawie kryteriow histologicznych — uwzgledniajagc zmiany
w morfologii, liczbie chromosoméw i kariotypie (12) — wyrdznia sie wat-
robiaki wysoko, dobrze i stabo zréznicowane (1, 3, 13, 14). Wykazano row-
nolegto$¢ miedzy stopniem zréznicowania watrobiakéw a szybkoscig ich
wzrostu (1, 3, 14) oraz miedzy szybkoscig wzrostu a poziomem aktywnosci
wielu enzymoéw (15).

Hipoteza Warburga (16) wskazujaca na wysoka aerobowa glikolize
jako ceche swoistag komorki nowotworowej wptyneta na rozwdj badan nad
enzymami metabolizmu weglowodandw. Stwierdzono jednak, ze wysoko

*) Mgr, Zaktad Biochemii, Instytut Biofarmacji, Akademia Medyczna, ul. Bana-
cha 1, 02— 097 Warszawa

Wykaz stosowanych skrétow: 3'Me4-DAB — 3'metylo-4-dwumetyloaminoazoben-
zen; FDP — fruktozo-1,6-dwufosforan; F1P — fruktozo-l-fosforan; PEP — fosfoeno-
lopirogronian; pi — punkt izoelektryczny.
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oraz dobrze zréoznicowane, wolno rosnace watrobiaki — w przeciwienstwie
do stabo zréznicowanych i szybko rosngcych — charakteryzujg sie nie-
wielkg aktywnoscia glikolitycznag (17, 18). Stad obecnie intensywnag aerobo-
wa glikolize traktuje sie jako przejaw odréznicowania, a nie pierwotnej
transformacji nowotworowej (1, 14).

W artykule przedstawiono dane dotyczace form molekularnych hekso-
kinazy, aldolazy, kinazy pirogronianowej, fosfofruktokinazy, fosfofatazy
fruktozo-l,6-dwufosforanowej, fosforylazy i syntetazy glikogenowej z no-
wotworéw watroby oraz ze zdrowych tkanek o wzmozonej proliferacji, ta-
kich jak tkanki ptodowe, czy regenerujaca watroba.

I. Heksokinaza

W watrobie ssakéw znajdujg sie dwa enzymy fosforylujace glukoze,
a mianowicie heksokinaza (E.C. 2.7.1.1) i glukokinaza (E.C. 2.7.1.2).

Heksokinaza wykazuje powinowactwo do wielu heksoz, ma niskg Km
dla glukozy = 0,0lmM (19). Metoda elektroforezy w zelu skrobiowym wy-
kazano heterogennos¢ heksokinazy i rézne jej formy oznaczono I—IV w
miare wzrastajgcej ruchliwosci w kierunku anody. Forma 1V, dominujaca
w watrobie jest glukokinaza (20). Formy I— 11l heksokinazy majg podobng
mase czasteczkowg, optimum pH, Kmdla fruktozy. Ro6znig sie natomiast
nieco Kmdla glukozy, Kj dla glukozo-6-fosforanu, termostabilnoscig, po-
datnosciag na dziatanie czynnikéw proteolitycznych i stopniem inhibicji
substratowej (21). Aktywno$¢ heksokinazy w watrobie szczura, w prze-
ciwienstwie do glukokinazy, nie zalezy zasadniczo od warunkow dietetycz-
nych zwierzecia i wptywu hormonéw (19,22,23). Obserwowano jednak spa-
dek aktywnosci formy Il w watrobie szczuréw gtodzonych oraz z cukrzyca
(24— 27).

Uwaza sie, ze glukokinaza, charakterystyczna dla watroby, gra istotna
role regulacyjng w wykorzystaniu glukozy. Enzym ten cechuje wysoka Kin
dla glukozy = 1IO0mM (19). Aktywnos$¢ glukokinazy maleje w watrobie
szczuréw gtodzonych lub z cukrzyca, a wraca do normy .po podaniu zwie-
rzetom glukozy lub insuliny (22— 24,28,29). Stwierdzono, ze wzrost aktyw-
nosci tego enzymu w powyzszych warunkach wynika z jego biosyntezy de
novo (19).

Forma | heksokinazy dominuje w mézgu i nerce, Il w miesniu szkiele-
towym, a IV, czyli glukokinaza, w watrobie (20,21,30). Mimo czestego
okreslania omawianych form jako izoenzymy, nie jest to jak dotad udo-
wodnione (31). Masa czasteczkowa glukokinazy réwna 48 000, wobec masy
czasteczkowej heksokinazy rownej 96 000 oraz podobienistwo sktadu amino-
kwasowego obu enzyméw (32— 34) moze wskazywaé¢ na powstanie hekso-
kinaz I— 111 przez podwojenie genu glukokinazy (34).
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1-1. Tkanki ptodowe

W watrobie ptodowej stwierdzono brak glukokinazy (35— 38) lub bar-
dzo maltag jej aktywnos¢ (14,39).

Jako formy dominujace w watrobie ptodowej obserwuje sie niespecy-
ficzne heksokinazy I,11,111 (14), 1 i la (38,40) lub Il (39), a nie glukokinaze,
charakterystyczny enzym dojrzatej watroby. W réznych tkankach ptodo-
wych szczura i cztowieka wykazano przewage formy | heksokinazy (29,40).
Ostatnio stwierdzono, ze podczas rozwoju ontogenetycznego pojawiajg sie
w watrobie szczura kolejno heksokinazy I,11,111 i IV (glukokinaza) (41).

1-2. Watroba regenerujaca

Dane dotyczgace aktywnosci réznych form molekularnych heksokinazy
w watrobie regenerujacej po czesciowej hepatektomii sg niejednoznaczne.
Donoszono o obnizeniu aktywnosci glukokinazy (23,24,35,39,42) i wzroscie
aktywnosci heksokinazy (39,42) w watrobie regenerujgcej. Wielu jednak
autoréow nie stwierdzito w watrobie regenerujgcej wyraznych zmian form
molekularnych heksokinazy (14,36— 38).

1-3. Watrobiaki

W dobrze zréznicowanych watrobiakach wykazano spadek aktywnosci
glukokinazy i wzrost aktywnos$ci heksokinazy w poréwnaniu z aktyw-
noscig tych enzymow w zdrowej watrobie (18,21,23,35,37). Badania porow-
nawcze ujawnity rownolegto$¢ miedzy stopniem zréznicowania watrobia-
kow a rodzajem znajdowanych w nich form molekularnych heksokinazy
(Tabela 1).

W watrobiaku Morrisa 9618A, wysoko zréznicowanym i bardzo wolno
rosngcym, dominowata glukokinaza, podobnie jak w watrobie. W watrobia-
ku Novikoffa, stabo zréznicowanym i szybko rosngcym, aktywnos$¢ hekso-
kinazy byta kilkadziesigtkrotnie wyzsza niz w watrobie z przewaga form
I i Il przy prawie zupetnym zaniku aktywnosci glukokinazy. Te zmiany
rodzaju form molekularnych wynikajg prawdopodobnie z postepujgcego
odr6znicowania, a nie z pierwotnej transformacji nowotworowej, o czym
Swiadczy duza aktywnos¢ glukokinazy w wysoko zréznicowanym watrobia-
ku. Jednoczesnie nie stwierdzono catkowitego zaniku aktywnosci glukoki-
nazy nawet w stabo zréznicowanym watrobiaku, co moze wskazywac¢ na
blokade ekspresji, a nie na delecje odpowiednich genéw strukturalnych
<14).

W pierwotnym raku watroby cztowieka réwniez wykazano spadek ak-
tywnosci glukokinazy (44), ktéremu towarzyszyt wzrost aktywnosci hekso-
Mnazy | (44, 45).
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Formy molekularne heksokinazy w watrobiakach szczura

zroédto enzymu metody ! formy

forma

molekularne  dominujaca

watrobiaki wysoko zrézni-

cowany

Morrisa 9618 A elektroforeza w zelu 1, II, I, IV
skrobiowym, chroma-
tografia na kolumnie
z DEAE-celulozy

watrobiaki dobrze zrézni-

cowane
Morrisa 7800, 7777 elektroforeza w zelu 1, I, 11
skrobiowym
7800, 7794B elektroforeza w zelu I, I, I, IV
skrobiowym, chroma-
tografia na kolumnie
z DEAE-celulozy
7316A, 7793 elektroforeza na pas- I, I, 0, v

kach z acetylocelulozy

watrobiaki stabo zréznico-

wane
Morrisa 3924A elektroforeza w zelu 1, Il, 111, IV
Novikoffa skrobiowym, chroma-
tografia na kolumnie
z DEAE-celulozy
Novikoffa elektroforeza w zelu I T A A2
skrobiowym
Yoshida AH 7974 elektroforeza na pas- 1, 11
AH 127 kach z acetylocelulozy.
Il. Aldolaza

W tkankach ssakéw wystepuja trzy izoenzymy

Tabela 1

pismien-

nictwo

14

38

14

39

14

43

39

aldolazy fruktozo-
-dwufosforanowej (E.C. 4.1.2.13) — aldolaza A (mies$niowa), B (watrobowa)
i C (mb6zgowa). Charakteryzuja sie one budowg tetramerycznag (46— 52), po-
dobienstwem struktury centrum aktywnego (48, 50, 51, 53, 54) i mechaniz-
mu reakcji enzymatycznej (51, 55). Oprocz homotetramerow A4, B4i C4wy-
stepujg aktywne formy hybrydowe AB (tj. AjBs, AB2 AjBj), AC i BC.
In vivo znajduja sie gtéwnie hybrydy AB i AC, stanowiace wynik rekombi-
nacji podjednostek. Wykryto rowniez t.zw. mikroheterogennos¢ w obrebie
podjednostek aldolazy A (52,56—58) i aldolazy C(59). Petnag pierwszorze-
dowag strukture podjednostek aldolazy A podali Lai i wsp. (60— 62), po-
twierdzajgc poprzednie wyniki (63) i wykazujac, ze jedyna rdznicg miedzy
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podjednostkami wchodzgcymi w skitad homotetrameru A4 jest wystepowa-

nie asparaginy w podjednostce a, a asparaginianu w podjednostce y? jako

czwartej reszty aminokwasowej od kornca — COOH.

Najczesciej przyjmuje sie nastepujgce kryteria odrézniania aldolaz:

— specyficzno$¢ substratowg wobec fruktozo-Il,6-dwufosforanu (FDP)
i fruktozo-l-fosforanu (F1P) (46, 64), t.zn. stosunek aktywnosci wobec
FDP i F1P: stosunek ten rowny 50 cechuje aldolaze A, réwny 1— aldo-
laze B, a rowny 5— 10 — aldolaze C;

— skiad aminokwasowy (65— 67) i ruchliwo$¢ elektroforetycznag: najwiek-
sza w kierunku anody charakteryzuje aldolaze C, najmniejsza — aldo-
laze B (46);

— wiasnosci immunologiczne (46, 64, 68);

— zmiane specyficznosci substratowej aldolazy A, polegajaca na obnizeniu
stosunku aktywnosci wobec FDP i F1P do 1 pod wptywem trawienia
karboksypeptydaza A (62, 69, 70);

— hamowanie przez ATP (71) i aldehyd 3-fosfoglicerynowy (72) aktyw-
nosci aldolazy A.

K ochman (48) w artykule przegladowym podat rozmieszczenie tkan-
kowe aldolaz. W mig$niu szkieletowym, sercu i Sledzionie wystepuje tylko
aldolaza A, w watrobie i w nerce gtownie aldolaza B wraz z malg aktyw-
noscig aldolazy A, zas w mézgu aldolazy A, C oraz ich hybrydy.

11-1. Tkanki ptodowe

W watrobie ptodowej szczura i cztowieka wykazano obecnos¢ obok al-
dolazy B réwniez aldolazy A, o czym s$wiadczy wysoka wartos$¢ stosunku
aktywnosci enzymu wobec FDP i F1P i dane elektroforetyczne (35, 42,
73— 84). Badajac ekstrakt z watroby ptodowej szczura stwierdzono, ze sto-
sunek aktywnosci wobec FDP i F1P wynosit 85 w 15 dniu zycia ptodowego,
a 14w 20—21 dniu (75).

W watrobie ptodowej wykryto rowniez hybrydy AC stosujac elektro-
foreze w zelu skrobiowym (73— 76, 78, 79, 81, 85) i metody immunologicz-
ne (74— 76, 79). Doniesiono, ze w wielu réznych tkankach ssakéw w okre-
sie ptodowym wystepujg aldolazy A i C (81). W miesniu ptodowym szczura
wykryto jednak tylko aldolaze A, a w nerce ptodowej aldolaze B i hybry-
dy AB (83).

11-2. Watroba regenerujaca

W watrobie regenerujacej czesto nie stwierdzano zmian izoenzymow al-
dolazy w poréwnaniu z izoenzymami w dojrzatej watrobie (35, 36, 78, 87).
Niektorzy autorzy wykryli jednak w watrobie regenerujacej zwiekszong
aktywnosc¢ aldolazy A (83, 86, 88), a nawet aldolaze C (88). Wykazano takze,
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ze zmiany obrazu izoenzyméw aldolazy zalezg od wieku zwierzecia i roz-
miaréw hepatektomii. Po 24 i 48 godz. od czesciowej (1/3 lub 2/3) hepatek-
tomii w watrobie 6 tygodniowych szczuréw wystepowata aldolaza C i hyb-
rydy AC, a w watrobie 5 miesiecznych szczurdéw tylko hybrydy AC. Po 72
godzinach, gdy watroba histologicznie nie réznita sie juz od watroby kon-
trolnej, w watrobie miodych szczuréw, ktérym uprzednio wycieto 1/3 wa-
troby znajdowano aldolaze A i hybrydy AC, a po wycieciu 2/3 watroby —
hybrydy AC. W tym czasie obraz izoenzyméw z watroby 5 miesiecznych

zwierzat nie odbiegat od normy (88).

Tabela 2
izoenzymy aldolazy w watrobiakach szczura
2rédto enzymu metody izoenzymy forma pismien-
dominujaca nictwo
watrobiaki dobrze zrézni-
cowane
H 122, H 175, H 189 (in-
dukowane N-2-fluoreny-
lodwuacetamidem) immunologiczne, elek- B, AB B 73, 74
troforeza w zelu skro-
biowym
indukowane 2-acetyloami- elektroforeza na pas- B, AB 93, 94
nofluorenem kach z acetylocelulozy
Morrisa 7793 immunologiczne, elek- A, B, AB AB 920
troforeza na paskach
z acetylocelulozy
7800 elektroforeza na pas- A, AB A 83
7777 kach z acetylocelulozy
watrobiaki stabo zréznico-
owane
Morrisa 3683 F elektroforeza na pas- A, (A3BX A 83
kach z acetylocelulozy
Yoshida AH 130 immunologiczne, elek- A, AB A 90
troforeza na paskach
z acetylocelulozy
AH 143 A immunologiczne, elek- A, AjCi A 95
troforeza na paskach
z acetylocelulozy, chro-
matografia na kolum-
nie z DEAE-celulozy
H 178 (indukowany N-2- immunologiczne, elek- A, AC, C A 73, 74

fluorenylodwuaceta-
midem)

troforeza w zelu skro-
biowym.
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11-3. Watrobiaki

SchapiraiPayet (89) badajac krew chorych z pierwotnym rakiem
watroby wykryli hyperaldolazemie. Ze wzgledu na podwyzszong wartos¢
stosunku aktywnosci aldolazy wobec FDP i F1P autorzy ci postulowali po-
jawienie sie aldolazy typu miesniowego. Wzrost stosunku aktywnosci aldo-
lazy wobec FDP i F1P wykazano réwniez w watrobiakach cztowieka (war-
tos¢ tego stosunku réowna 5,5), w watrobie ptodowej cztowieka (wartos¢ te-
go stosunku rowna 2—3) oraz w doswiadczalnym watrobiaku Zajdela
szczura (wartos¢ tego stosunku réwna 30). Na podstawie tych obserwacji
sugerowano, ze w nowotworze watroby nastepuje represja syntezy aldolazy
B i derepresja formy ptodowej, aldolazy A (77). Te hipoteze potwierdzono
w dalszych badaniach. Zauwazono paralelizm miedzy stopniem odréznico-
wania i szybkoscig wzrostu nowotworu a odchyleniem od obrazu izoenzy-
mow charakteryzujacego zdrowa tkanke watrobowg (Tabela 2).

Aldolaza z dobrze zréznicowanego watrobiaka Morrisa 7793 jest prawie
w tym samym stopniu hamowana przez antyaldolaze B (97°/0) i antyaldola-
ze A (84°/0), co wskazuje na wystepowanie hybrydowych czasteczek AB
oraz matych ilosci form macierzystych A i B. Natomiast aldolaze ze stabo
zréznicowanego wysiekowego watrobiaka Yoshida AH 130 antyaldolaza B
hamuje tylko w 40°/0, za$ tylko aldolaza A catkowicie. Swiadczy to o obec-
nosci w watrobiaku Yoshida AH 130 aldolazy A i hybrydowych form AB,
co potwierdzono tez elektroforetycznie (90).

Wykazano, ze ATP i surowica przeciwko aldolazie A (antyaldolaza A)
hamowaty zaréwno enzymy z pierwotnego raka watroby cztowieka i z wat-
robiakow szczura indukowanych 3'metylo-4-dwumetyloaminoazobenze-
nem (3'Me 4-DAB), jak i z watroby ptodowej (91, 92). W elektroforezie na
paskach z acetylocelulozy aldolaza miesniowa, ptodowa i nowotworowa
charakteryzowatly sie podobng ruchliwoscia (92).

Badajac ekstrakty z watroby szczura podczas karcynogenezy indukowa-
nej 2-acetyloaminofluorenem stwierdzono zmiany stosunku aktywnosci
wobec FDP i F1P oraz obrazu izoenzymoéw aldolazy. Po 5 miesigcach poda-
wania karcynogenu z pokarmem zaobserwowano podwyzszenie stosunku
aktywnosci wobec FDP i F1P od 1 do 1,7 oraz obecno$¢ homotetramerow
A 4i B4na elektroforegramie. Hepatocyty w tym okresie charakteryzowaty
sie stabg polimorfig. Po 9,5 miesigcach wartos¢ stosunku wobec FDP i F1P
wzrastata do 8, na elektroforegramie uwidoczniono homotetramer A 4i hyb-
rydy AB, a homotetramer B4byt juz niewykrywalny. Jednoczes$nie wyka-
zano zmiany histologiczne typowe dla watrobiaka dobrze zréznicowanego
(93, 94).

W pewnych watrobiakach, obok dominujacej aldolazy A wykryto réw-
niez aldolaze C, wystepujacg w mozgu i watrobie ptodowej. W stabo zroz-
nicowanym wysiekowym watrobiaku Yoshida AH 143 A szczura znaleziono
aldolaze A i forme hybrydowa A3Xi. Z ekstraktu z watrobiaka uzyskano

7 Postepy Biochemii
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dwie aktywne frakcje w wyniku chromatografii na kolumnie z DEAE-celu-
lozy, podczas gdy z ekstraktu z mézgu szczura — pie¢ frakcji (A4 AZLIf
AZX2AjCs C4. Do elucji stosowano bufor Tris-HCI o pH 8,6 zawierajgcy
FDP oraz liniowy gradient NaCl w tym samym buforze. Traktowanie posz-
czego6lnych frakcji antyaldolazg A pozwolito wykazac¢, ze pierwsza frakcja
z ekstraktu z nowotworu zawiera aldolaze A, a druga forme hybrydowg
A1 Wyniki te potwierdzono stosujgc elektroforeze ekstraktu i otrzyma-
nych frakcji na paskach z acetylocelulozy (95). Réwniez w stabo zréznico-
wanym watrobiaku H 178 oprécz dominujacej aldolazy A wykryto hybry-
dowe formy AC i homotetramer C4(73).

Czesciowo oczyszczona aldolaza C z watrobiaka H 178 charakteryzuje
sie stosunkiem aktywnosci wobec FDP i F1P rownym 5 i catkowitym ha-
mowaniem aktywnos$ci przez antyaldolaze C z moézgu szczura. Wyniki te
sugeruja identycznos¢ obu aldolaz (74, 79).

Badania oczyszczonych enzyméw z szybko rosnacych watrobiakéw do-
starczyty przekonywujgcych danych swiadczgacych o dominacji aldolazy A.
Wykazano, ze aldolaza z wysiekowego watrobiaka Novikoffa (58, 96) i z
pierwotnego raka watroby indukowanego 3'Me 4-DAB (97) jest identyczna
z aldolazg A z miesnia szkieletowego szczura (Tabela 3).

Tabela 3

Poréwnanie wiasnosci aldolazy z watroby, miesni i watrobiakéw szczura (58,96,97)

hamowa- < % g 8
nie przez (“'1._’ £ <
. masa 1 Kk akt Sci 2 L
Zrédto enzymu stosunek aktywnosci ATP £ ; c 8 pi
czasteczkowa wobec FDP i F1P g £ e = %
Ki ¢ E, 5 g5
Yo 5855 52
(mm)y £88 2 2
watroba (aldolaza B) 160 000 1 5 1 — 4 10,1
migsien (aldolaza A) 160 000 45 (97); 55 (58) 64 0,4 + 98 9,1—9,7
watrobiak indukowa-
ny 3'Me 4-DAB 160 000 44 61 95 9,1—9,7
watrobiak Novikoffa 160 000 54 0,7 +

I1l. Kinaza pirogronianowa

W tkankach ssakéw wystepujg trzy formy molekularne kinazy pirogro-
nianowej (E.C. 2.7.1.40) oznaczane najczesciej jako L, M3} M2(98, 99), L, M,
K (83, 100), I, II, 111 (101) lub A, B, C (102).

Forma L stanowi gtdwng forme kinazy w watrobie, a dodatkowa w ner-
ce (98, 103). Podlega regulacji allosterycznej przez efektory dodatnie —
(fosfoenolopirogronian (PEP) i FDP) oraz ujemne (ATP i aminokwasy glu-
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kogenne) (98, 100, 102, 103— 110). W nieobecnosci aktywatora (FDP) otrzy-
muje sie sigmoidalng krzywa zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia sub-
stratu (PEP). W obecnosci FDP krzywa sigmoidalna przeksztatca sie w hi-
perbole. FDP ponadto catkowicie odwraca hamowanie aktywnosci przez
alanine. Forma L rozni sie od form Mxi M2ruchliwoscig elektroforetyczng
i wlasnosciami immunologicznymi (98,99,103,104,107,111). Aktywnos¢
formy L kinazy pirogronianowej, podobnie jak glukokinazy (22— 24, 28, 29),
zalezy od warunkéw dietetycznych zwierzecia i wptywu hormonéw (104,

111, 112).
W miesniu szkieletowym, w sercu i moézgu wystepuje gtownie forma
Mj. W odroznieniu od formy L nie jest aktywowana przez FDP — krzywa

zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia PEP jest hiperboliczna niezaleznie
od obecnosci FDP (98, 103, 110, 113). Wykazano, ze alanina (99, 100, 103,
108) w przeciwienstwie do fenyloalaniny (100, 114) nie hamuje aktywnosci
formy

Forma M2wystepuje w bardzo wielu tkankach tj. w grasicy, $ledzionie,
jelicie, zotadku, nerce, tkance ttuszczowej, jadrach i jajnikach. Niewielkg
aktywnos¢ formy M2wykryto w watrobie, sercu i mézgu (98, 103). Forma
M2 podobnie jak L, jest aktywowana przez FDP. W obecnosci FDP
sigmoidalna krzywa zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratu prze-
ksztatca sie w hiperbole, a alanina i fenyloalanina sa inhibitorami formy
M2(98, 100, 103, 108, 114— 116).

Wykazano budowe tetrameryczng form L i Mx badajgc uzyskane in
vitro hybrydy L—Mj (110, 113, 117, 118). Ostatnio wykryto in vivo hybrydy
M2-L i M2-Mj (119).

111-1. Tkanki ptodowe

Stwierdzono elektroforetycznie dominacje formy M, nad formg L w pto-
dowym miesniu, watrobie, mézgu (83, 98) i nerce (83) szczura. Stosujac
elektroforeze w zelu skrobiowym (42) i chromatografie na kolumnie
z DEAE-celulozy (101) wykazano, ze aktywnos¢ formy M2 stanowi okoto
60°/0 aktywnosci enzymu z watroby szczura. Badajgc ptody ludzkie zaob-
serwowano na elektroforegramie przewage formy M2w nerce, ptucach, ser-
cu i mozgu. W ptodowym miegsniu szkieletowym wykryto forme Mi, a w
watrobie formy M2i L oraz dwie formy dodatkowe (120).

111-2. Watroba regenerujaca

Badajac ekstrakty z watroby regenerujacej po czesciowej hepatektomii
stwierdzono, ze wartos¢ stosunku aktywnosci form L/M2=11 (101), cha-
rakteryzujaca kinaze pirogronianowa z watroby, zmniejszata sie do 3 (101)

7*
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lub 1 (35, 42, 83). Maksymalny wzrost aktywnosci formy M2 w watrobie
wraz ze spadkiem aktywnos$ci formy h wykazano w ekstraktach z watroby
48— 72 godz. po czesciowej hepatektomii (42).

W izolowanych hepatocytach (komérkach parenchymalnych) regeneru-
jacej watroby stwierdzono obecnos$¢ zaréwno formy L, charakterystycznej
dla hepatocytow, jak i M2 znajdowanej zwykle w komorkach nie paren-
chymalnych. Brak hybrydéw, zaobserwowany w elektroforezie homogena-
tu na paskach z acetylocelulozy i podczas chromatografii na kolumnie
z DEAE-celulozy moze wskazywaé, ze w danym hepatocycie geny decydu-
jace o biosyntezie formy L i M2nie funkcjonujg jednoczesnie (121).

111-3. Watrobiaki

Na podstawie badan elektroforetycznych, chromatograficznych, immu-
nologicznych oraz wptywu diety zwierzecia oraz hormonéw na aktywnosc¢
enzymu wykazano, ze w szybko rosngcym wysiekowym watrobiaku AH 130
szczura wystepuje kinaza pirogronianowa typu M (104, 111). Z elektro-
foregramow uzyskanych przez Imamura i wsp. (98) wynika, ze jest
to prawdopodobnie forma M2 Przemawiajg za tym réwniez wiasciwosci Ki-
netyczne czesciowo oczyszczonych (98) i oczyszczonych preparatow (99) Kki-
nazy pirogronianowej z watrobiaka AH 130 z formami M1 M2i L tego en-
zymu (Tabela 4). Forma M2 podobnie jak L jest enzymem allosterycznym,
lecz mniej wrazliwym na dziatanie efektoréw.

Tabela 4

Poréwnanie wlasnosci kinazy pirogronianowej z watroby, mieéni i watrobiaka szczura (98,99).

. Ki(mM) hamo-
masa WSD?}CZyn_ akt)./— wanie
zrédto enzymu  czastecz- KmPEP nik wacja feny- antysu-
(mM) Hilla przez lani- Y .
kowa Tp @8N 41a- rowica
(PEP) FDP na
nina M2(%)
0,83
watroba (L) 208 000 (krzywa sig- 2 0,15 1 5 0
moidalna)
0,4 1
watroba (M 2 (krzywa sig- + 3 0,45 100 !
moidalna)
0,075
miesien (M X 250 000 (krzywa hi- 1 — 3 _ 85

perboliczna)

watrobiak 0,4
Yoshioa AH 130 216 000 (krzywa sig- 1,4— 15 + 2,5 0,6 0,5 100

moidalna)
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Stwierdzono, ze wtasdciwosci kinetyczne czesciowo oczyszczonego enzy-
mu z watrobiaka Novikoffa (101) sa identyczne z wtasciwosciami formy M2
z watrobiaka AH 130 (98, 99). Badania elektroforetyczne wykazaty, ze M2
jest jedyng formag kinazy pirogronianowej w pierwotnych watrobiakach
indukowanych 3'Me 4-DAB (98) i w watrobiaku Morrisa 7777 (83) oraz do-
minujgca w watrobiaku Morrisa 7800 (83).

Podsumowujac, przedstawione wyniki swiadcza o wystepowaniu w wat-
robiakach formy M2 zamiast gtdwnej watrobowej formy L. Podobnie jak
w przypadku heksokinazy i aldolazy stwierdzono, ze zmiany form moleku-
larnych kinazy pirogronianowej zalezg od stopnia zréznicowania watrobia-
kow tj. wzrasta aktywnos¢ formy M, wraz z postepujacym odréznicowa-
niem nowotworéw (Tabela 5).

Zwykle identyfikuje sie forme M2w watrobiakach z forma ptodowa ki-
nazy pirogronianowej (98, 99, 101). Niektore fakty doswiadczalne wskazuja

Tabela 5
Formy molekularne kinazy pirogronianowej w watrobiakach szczura
form forma iSmien-
zrédto enzymu metody Y L pls_mlen
molekularne dominujaca nictwo
i
watrobiaki wysoko zrézni-
cowane chromatografia na ko- L, M2 L(94%) 101
Morrisa 9618 A lumnie z DEAE-celu-
lozy
indukowane N-2-fluoreny- immunologiczne, elek- L, M2 L(70— 80%) 126
loacetamidem troforeza w zelu polia-
kryloamidowym
watrobiaki dobrze zrézni-
cowane
Morrisa 9618 B chromatografia na ko- L, M2 M 2(68%) 101
lumnie z DEAE-celu-
lozy
indukowane N-2-fluoreny- immunologiczne, elek- L, M2 M 2(60— 74%) 126 1
loacetamidem troforeza w zelu polia-
kryloamidowym
indukowane 2-acetyloami- kinetyczne, elektrofo- L, M2 (M),) m 2- 94
nofluorenem reza na paskach z ace-
tylocelulozy
watrobiaki stabo zréznico-
wane .
Novikoffa chromatografia na ko- _L, M2 M 2(92%) 101
lumnie z DEAE-celu- 1
lozy
indukowane N-2-fluoreny- immunologiczne, elek- L, M2 M 290%) 126
loacetamidem troforeza w zelu polia-

kryloamidowym I
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jednak na odmienne witasciwosci enzymu w tkankach nowotworowych.
Stwierdzono, ze czesciowo oczyszczony enzym z szybko rosngcego watro-
biaka Morrisa 3924 A wykazuje hiperboliczng krzywag zaleznosci szybkosci
reakcji od stezenia substratu (PEP), podobnie jak enzym z migsni. W po-
réwnaniu z kinazg pirogronianowa z watroby i miesni, enzym z nowotworu
cechuje niestabilno$¢ i inna ruchliwos¢ elektroforetyczna. Nie wiadomo
jednak, czy jest to nowa forma enzymu, czy tez forma M2watrobowa (122).

Ostatnio wykryto dwie formy (L i M) kinazy pirogronianowej w watro-
biaku indukowanym N-nitrozodwuetyloaming. Forma M wykazuje wtasci-
wosci kinetyczne identyczne z wiasciwosciami formy M2z watroby. Nato-
miast forma L z nowotworu znacznie rézni sie kinetycznie od gtéwnej for-
my watrobowej. Tak wiec, sigmoidalna krzywa zaleznosci szybkosci reakcji
od stezenia substratu (PEP) nie przeksztatca sie w hiperbole pod wptywem
wzrastajacych stezen homotropowego efektora (PEP). Kinetyka reakcji nie
zmienia sie rowniez w obecnosci FDP. ATP, w przeciwienstwie do alaniny,
nie hamuje aktywnosci formy L z watrobiaka (123). Identyfikacja tej inte-
resujgcej formy, doktadne okreslenie metabolicznego znaczenia jej ztozo-
nych wiasciwosci kinetycznych wymaga niewatpliwie dalszych badan.

W szybko rosngcym watrobiaku Novikoffa Criss (125) stosujac frak-
cjonowanie izoelektryczne znalazt forme o pi = 7,28, nie wystepujaca ani
w miesniu, ani w watrobie ptodowej szczura. Jednak wyniki tego autora
nie zostaty potwierdzone (98, 101, 125, 126). Zakwestionowano ponadto
identycznos¢ formy M2 z watrobiakéw z forma charakterystyczng dla
watroby ptodowej, poréwnujac enzym z pierwotnego raka watroby i wa-
troby ptodowej cztowieka. Ustalono, ze kinaze pirogronianowg z nowotworu
charakteryzuje krzywa niehiperboliczna zaleznosci szybkosci reakcji od
stezenia PEP (wspoiczynnik Hilla = 0,8), natomiast enzym z watroby pto-
dowej— krzywa hiperboliczng (127). Zaréwno enzym ptodowy, jak i no-
wotworowy majg jednak znacznie wyzsze powinowactwa do PEP
(Km= 0,16 i 0,1ImM) w poréwnaniu z formg L (Km= 0,75mM) (127).

1V. Fosfofruktokinaza

Donoszono o wystepowaniu jednej (128), dwoch (129) lub nawet pieciu
(130) form molekularnych fosfofruktokinazy (E.C. 2.7.1.11) w watrobie
szczura. Stosujac elektroforeze na paskach z acetylocelulozy wykazano
zmiany rodzaju form molekularnych zalezne od stopnia zréznicowania
watrobiaka tj. zanik typowej formy watrobowej (IV) w miare postepuja-
cego odréznicowania wraz z pojawieniem sie form charakterystycznych dla
moézgu (Il), a takze nerki, Sledziony i erytrocytéw (I, IIl) (128, 131). Inni
autorzy nie stwierdzili réznic w formach molekularnych fosfofruktokinazy
z watrobiakéw o réznej szybkosci wzrostu (132). Ponadto wykazano iden-
tycznos¢ dwéch form molekularnych fosfofruktokinazy z szybko rosnacego
watrobiaka 3924 A i watroby szczura. Podstawe stanowity wyniki badan
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chromatograficznych, elektroforetycznych, kinetycznych (Km optimum pH,
K; dla inhibitorébw — ATP i cytrynianu, Kadla aktywatora—AMP) i immu-
nologicznych ekstraktéw i oczyszczonych preparatéw (129, 133, 134).
Stwierdzono znaczny wzrost aktywnosci fosfofruktokinazy w watrobiakach
(132— 134), spowodowany prawdopodobnie wzmozong biosynteza (133).

Zaobserwowano, ze jedna z trzech form molekularnych fosfofruktoki-
nazy wykrytych w watrobiaku 3924 A, stanowigca 20% catkowitej aktyw-
nosci, rozni sie zaré6wno od enzymu watrobowego i miesniowego oraz nie
wystepuje w watrobie ptodowej (134).

V. Fosfataza fruktozo-l,6-dwufosforanowa

Fosfataza fruktozo-l,6-dwufosforanowa (E.C. 3.1.3.11) z watroby ssa-
koéw, wrazliwa na dziatanie hormonéw (135) jest waznym enzymem gluko-
neogenezy. Aktywnos¢ fosfatazy fruktozo-1,6-dwufosforanowej wykryto
réwniez w miesniu szkieletowym (136). Funkcja tego enzymu w mig$niu
jest niejasna (137). Enzym miesniowy rézni sie od wagtrobowego skitadem
aminokwasow (138, 139) i wiasciwosciami immunologicznymi (140). Jest on
hamowaty allosterycznie przez AMP w niskim stezeniu (Ki = 1—2jim)
w przeciwienstwie do fosfatazy fruktozo-l,6-dwufosforanowej z watroby
(Ki = 100— 200]jam) (136, 141, 142).

W wolno rosnacych watrobiakach Morrisa 7316 A i 5123 D stwierdzono
wysoka aktywnos$¢ fosfatazy fruktozo-1,6-dwufosforanowej mato wrazliwej
na AMP, podobnie jak w watrobie. Natomiast w szybko rosngcych watro-
biakach Yoshida i miesniu szkieletowym wykazano bardzo niskg aktywnos¢
enzymu silnie hamowanego przez AMP. Pojawienie sie fosfatazy fruktozo-
-1,6-dwufosforanowej typu miesniowego wraz z zanikiem ,funkcjonalnej”
formy watrobowej moze by¢ konsekwencjg odréznicowania watrobiakéw
(142).

VI. Fosforylaza glikogenowa

Sato i wsp. (143— 146) stwierdzili na podstawie frakcjonowania izo-
elektrycznego fosforylazy glikogenowej (E.C. 2.4.1.1), ze w wolno rosngcych
watrobiakach szczura obok typowej dla watroby formy o punkcie izoelek-
trycznym (pi) wynoszacym 5,9, pojawia sie niewielka ilos¢ formy o pi = 5,6.
W szybko rosngcych watrobiakach forma o pi = 5,6 staje sie dominujaca.
Wyniki te potwierdzono badajac szereg watrobiakéw Morrisa i Yoshida
z zastosowaniem elektroforezy w zelu poliakryloamidowym (147, 148).
Istotna réznica pomiedzy znaleziong formg fosforylazy w watrobiakach
a wystepujgca w miesniu dotyczy pi (143— 146, 148). Enzymy te sg zblizo-
ne jednak pod wzgledem optimum pH (144— 146), silnej aktywacji przez
AMP i braku aktywacji przez S04-2(143— 148). (Tabela 6).
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Immunologicznie forma enzymu z nowotworu rézni sie zaréwno od
fosforylazy watrobowej, jak i miesniowej, wydaje sie natomiast by¢ iden-
tyczna z plodowym enzymem tych tkanek (143— 148). Znaleziono ja
réwniez w watrobie regenerujacej. Obserwuje sie ja jako jedynag w tozysku
i ptodzie. W rozwoju ptodowym w miegs$niu i watrobie pojawiajg sie formy
swoiste dla tych tkanek. W wielu innych dojrzatych tkankach (np. nerka,
moézg) wystepuje forma ptodowa fosforylazy (147, 148). Wykazano metoda-
mi immunologicznymi identycznos¢ ptodowej formy dominujgcej w dojrza-
tym moézgu z forma z tozyska, ptodowych miesni i watroby i z oczyszczong
fosforylaza z szybko rosngcego watrobiaka AH 130 (147).

Jest to wiec kolejny przyktad ekspresji ptodowych biatek w watrobia-
kach towarzyszgcy ich postepujgcemu odréznicowaniu.

Tabela 6

Poréwnanie wiasciwosci fosforylazy glikogenowej (forma b) z watroby, miesni i watrobiakéw
szczura (143— 148)

frakcjo-
nowanie forma aktywacja aktywacja optimum
z2ré6dto enzymu . -
izoelek- dominujgca przez przez PH
tryczne (PD S0Oj2 AMP
(PD
1 watroba 5,9 + + 7
watroba ptodowa 5,9; 5,9 + +
5,6
migsien 6,1 - + '5,56—7
miesienn ptodowy - +
watrobiaki dobrze zrézni-
cowane
Morrisa 9618 B +
20 5,9; 5,6 5,9 +
66
+
16 i
watrobiaki stabo zréznico-
wane
Morrisa 3924 A 56 59 5,6 R +
Novikoffa 5,6; 5,9 5,6 - + 55—7
Yoshida AH 130 _ +
AH 7974 _ +
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VII. Syntetaza glikogenowa

Syntetaza glikogenowa (E.C. 2.4.1.11) z watroby wykazuje optimum pH
8,5— 8,8, natomiast enzym z miesni 7—8,5. Przy pH 7,4 maleinian, P04
i SO4— nie majg wptywu na aktywnos¢ syntetazy z miesni, lecz hamuja
enzym z watroby. Syntetaza ta z wolnho rosngcego watrobiaka Morrisa 66
zachowuje sie jak enzym z watroby, a z szybko rosnacego watrobiaka Mor-
risa 3924 A — jak enzym z mies$ni (144, 146). Stwierdzono réwniez podo-
bienstwo enzymu z miesni i z dwoch szybko rosngcych wysiekowych wa-
trobiakéw Yoshida na podstawie optimum pH oraz wartosci Kmdla UDP-
glukozy (149).

Uwagi koncowe

Wykazano, ze w miare postepujacego odréznicowania i progresji watro-
biakéw nastepuje utrata form molekularnych enzyméw charakterystycz-
nych dla watroby i zwigzanych z jej specyficznymi funkcjami. W watro-
biakach ulega uposledzeniu glukoneogeneza, a nasila sie przemiana glikoli-
tyczna. Sprzyjaja temu miedzy innymi:

— wzrost aktywnosci heksokinaz I—I1l1 o wysokim powinowactwie wobec
glukozy i spadek aktywnosci watrobowej glukokinazy o niskim powino-
wactwie wobec glukozy;

— wzrost aktywnosci miesniowej aldolazy A, rozkladajgcej gtéwnie fruk-
tozo-l,6-dwufosforan i spadek aktywnosci watrobowej aldolazy B, czyn-
nej w glukoneogenezie;

— spadek aktywnosci watrobowej fosfatazy fruktozo-1,6-dwufosforanowej
wraz z pojawieniem sie mato aktywnej formy miesniowej;

— wzrost aktywnosci formy M2kinazy pirogronianowej, mniej podatnej na
hamowanie allosteryczne przez prekursory glukoneogenezy (np. amino-
kwasy glukogenne) niz forma L oraz spadek aktywnosci formy L.
Wzrost aktywnosci danej formy molekularnej enzymu wynika najpraw-

dopodobniej ze wzmozonej syntezy mozliwej dzieki odblokowaniu odpo-
wiednich genéw strukturalnych. Pojawiaja sie w watrobiakach formy mo-
lekularne wystepujace w okresie ptodowym. Majg one wspdélng ceche —
podlegaja stabszej regulacji niz enzymy dojrzatego narzadu, zar6wno na
poziomie biatka juz istniejgcego (mniejsza wrazliwo$¢ na dziatanie efekto-
row allosterycznych), jak i biosyntezy de novo.

Aktywnos$¢ heksokinaz I—I1Il i formy M2 kinazy pirogronianowej nie
jest regulowana przez diete i hormony w przeciwienstwie do glukokinazy
i formy L Kkinazy pirogronianowej, typowych adaptacyjnych enzymow
w watrobie. Weinhouse (1—3) uwaza, ze zastgpienie kluczowych izo-
enzymow watrobowych, kontrolowanych przez warunki dietetyczne i hor-
mony gospodarza przez inne izoenzymy nie bedace pod ta kontrolg, moze
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stanowi¢ podstawe molekularng niekontrolowanej proliferacji komorek
nowotworowych. Te ,nowe” formy nie sg specyficzne dla nowotworéw,
lecz wystepuja w zyciu ptodowym w tym samym narzadzie lub u osobnika
dorostego w innym narzadzie (4). Przyktadem sg aldolazy A i C w watro-
biakach, izoenzymy spotykane w watrobie ptodowej lub w dojrzatym
miesniu (A) i mézgu (A i C).

Zjawisko zaburzonej ekspresji gendéw w nowotworach tj. wylgczanie
gendw kodujacych biatka syntetyzowane przez zréznicowane tkanki i wia-
czanie innych, aktywnych w rozwoju ptodowym, lecz ulegajgcych supresji
podczas normalnego réznicowania (1— 3) okreslano jako ,dysdyferencjacje”
(dis-differentiation) (90), ,retrodyferencjacje (150) lub ,rewersje” (151).
Zblizony sens majg hipotezy ,onkogenezy jako zablokowanej ontogenezy”
(152), czy derepresji genéw ptodowych w nowotworach (77).

Nalezy podkresli¢, ze normalny obraz izoenzymoéw cechujgcy watrobia-
ki wysoko zréznicowane majace jednak wszelkie cechy nowotworéw ztosli-
wych zdaje sie wyklucza¢ zwigzek zmian izoenzymow z pierwotng transfor-
macjg. Zmiany te sg natomiast wyraznie zwigzane z rozwojem anaplastycz-
nym watrobiakoéw. Mogg one wystepowaé rowniez w watrobie regeneruja-
cej (39, 88, 101) oraz w komoérkach z watroby szczura hodowanych in vitro
(153), jednak tylko w nowotworach watroby zakitécenia w ekspresji gendéw
sg state, nieodwracalne i progresywne (2). Ich przyczyny i mechanizm pro-
wadzace do zaburzen w obrazie izoenzymoéw sa jeszcze nieznane. Warto
zwréci¢ uwage na fakt, ze zmiany izoenzymow w nowotworach dotycza nie
tylko enzymoéw zwigzanych z metabolizmem weglowodanéw (3). Analizu-
jac bogatg literature Sa to i wsp. (147) podtrzymujg znany poglad, ze jest
to ogolne zjawisko w watrobiakach.

Zgodnie z dawna hipotezg Greensteina (154) o konwergencji pro-
filu enzymatycznego nowotwordw roznego pochodzenia zaobserwowano
zbieznos$¢ skiadu ilosciowego enzyméw w stabo zréznicowanych nowotwo-
rach watroby i gruczotu mlekowego szczura.

Jako obiekt badann w przysztosci zaproponowano gtéwnie nowotwory
0 znacznym odréznicowaniu, z prototypowym, ptodowym obrazem izoenzy-
mow, a nie wysoko zréznicowane, w ktorych sie oczekuje ,minimalnych
zmian” (155).

Po oddaniu pracy do redakcji ukazat sie artykut przegladowy dotyczacy izoenzy-
mow w nowotworach: Kwiatkowska J., (1976), Post. Hig. Med. Dos$w., 30, 49— 78.

Pani Profesor Irenie Mochnackiej serdecznie dziekuje za cenne uwagi i sugestie
podczas przygotowania niniejszego artykutu.

Artykut nadszedt 24.1.1976; po rewizji autorskiej otrzymano 29.6.1976.
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SPRAWOZDANIE

Konferencja nt. ,,Immobilizowane enzymy i biatka”

Berlin-Buch, NRD, 15—17 marzec 1976

W ramach wielostronnej wspoétpracy Akademii Nauk krajéw socjalistycznych
w dniach 15— 17 marca 1976 r. w Centralnym Instytucie Biologii Molekularnej, Akade-
mii Nauk NRD, w Berlinie-Buch odbyta sie konferencja na temat immobilizowanych
enzymoéw i biatek. Zorganizowanie jej zostato zalecone przez podkomisje ,Biatka
i Enzymy” dziatajacg w ramach komisji ,,Molekularna Biologia”. Miata ona charakter
naukowo-roboczego spotkania 23 pracownikéw z Akademii Nauk i wyzszych uczelni:
Butgarii, Czechostowacji, NRD, Polski, Wegier i ZSRR. Przewodniczyt jej prof. P.
Mohr, kierownik Zaktadu Biokatalizy w/w instytutu. W czes$ci naukowej konferencji
przedstawiono 16 referatéw na temat preparacji, wtasciwosci i zastosowania w prakty-
ce immobilizowanych enzymoéw.

Prof. dr I. V. Berezin przedstawit badania prowadzone w Pannstwowym Uniwersy-
tecie im. tomonosowa w Moskwie. Referent poinformowat, ze na uczelni tej badania
nad immobilizowanymi enzymami rozpoczeto juz w roku 1970 a obecnie problematyka
ta zajmuje sie okoto 100 pracownikéw naukowych z katedr: biochemii, mikrobiologii,
biologii molekularnej i chemii organicznej. Berezin kréotko przedstawit badania nad
niektérymi unieruchomionymi enzymami, majacymi znaczenie praktyczne jak: acylaza
penicylinowa (produkcja kwasu 6-amino-penicylanowego i synteza tzw. pétsyntetycz-
nych penicylin), asparaginaza (leczenie niektérych nowotworéw) i uktady enzyma-
tyczne syntetyzujgce tyrozyne i tryptofan z kwasu pirogronowego i odpowiednich
zwigzkoéw aromatycznych. Przedstawit on takze nowag metode uzyskania stabilnych
unieruchomionych enzymoéw przez modyfikacje ich akroleing i nastepng kopolimery-
zacje z akryloamidem. Wspomniat réwniez o pracach nad stabilizowaniem chloro-
plastéw przez ich immobilizacje, a takze o mozliwos$ci produkcji bton $wiattoczutych,
posiadajagcych nieaktywng, immobilozowanag chymotrypsyne zacylowana kwasem cis-
-cynamonowym.

Duze zainteresowanie wzbudzito przedstawienie przez Berezina mozliwosci otrzy-
mania ogniwa enzymowego, posiadajacego hydrogenaze bakteryjnag, unieruchomiona
na graficie. Enzym ten rozkiada wodor do elektronu i protonu wodorowego, co moze
by¢ dobrym Zzrédiem energii elektrycznej.

Prof. G. Langhammer z Instytutu Chemii Technicznej AN w Lipsku przedstawit
badania nad trypsynag kowalencyjnie zwigzang z kopolimerem akroleiny i akryloami-
du, poliaminostyrenem, CM-celuloza, wofatytem ZE-20 oraz z kopolimerem styrenu
i bezwodnika maleinowego, (ktéry pod nazwg POVMAL ST jest produkowany przez
VES Chemische Werke BUNA, Schkopau, NRD). W przypadku stosowania tych nosni-
kow ilos¢ zwigzanej trypsyny byta nieraz bardzo duza i dochodzita do 400 mg/g suche-
go nos$nika, lecz wraz ze zwigekszeniem ilosci zwigzanego enzymu, obserwowano wy-
razny spadek swoistej aktywnosci. Wedtug Langhammera metoda wigzania enzymoéw
z noénikami poprzez jony metali (np. Ti) nie odegra w przysztosci wiekszego znacze-
nia. Referent poinformowat, ze w jego instytucie opracowano produkcje immobilizo-
wanej dekstranazy na skale przemystowa.

Dr K. Pommerening z Centralnego Instytutu Biologii Molekularnej w Berlinie-
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-Buch przedstawit badania hemoglobiny zwigzanej aktywowanym bromocyjanem z ze-
lem typu Sephadex, badZ tez grupami aldehydowymi tegoz noé$nika uprzednio utlenio-
nego nadjodanem. Uzyskane w ten sposéb preparaty hemoglobiny wykazywaty obni-
zona zdolno$¢ wiazania z tlenem oraz zmniejszony wspétczynnik Hilla. Wtasci-
woséci immobilizowanej hemoglobiny zalezaly od warunkéw wiazania, ktére decydo-
wato o konformacji unieruchomionego biatka. Zwigzang hemoglobine mozna byto
usuna¢ z nosnika przez elucje guanidyng, natomiast byta niemozliwa elucja alka-

liczna.

Nizej podpisany przedstawit prace J. Gryszkiewicza, E. Dziambor-Gryszkiewicz
i W. Ostrowskiego z Instytutu Biochemii Lekarskiej AM w Krakowie na temat usie-
ciowania fosfatazy kwasnej z prostaty ludzkiej z albuming przez aldehyd glutarowy.
Opracowano optymalne warunki uzyskania nierozpuszczalnego preparatu enzymu,
ktéry oznacza sie znaczng stabilnoscig termiczng oraz wyzszg trwatoéciag w stezonych
roztworach mocznika i etanolu a takze zmniejszona wrazliwo$cia na dziatanie inhibi-
toréw. Niektére aminokwasy wybitnie zmniejszaja szybkos$é¢ tworzenia zelu, natomiast
heksametylenodwuamina przyspiesza ten proces. Réwniez nizej podpisany przedstawit
badania wykonane w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej we Wrocta-
wiu nad mozliwosécig zastosowania inkludowanych lub zwigzanych kowalencyjnie
z Enzacryl AM enzymoéw indykatorowych do histochemicznej lokalizacji niektérych
acylaz po elektroforezie na zelu poliakryloamidowym. Zademonstrowano roéwniez
przyktad zastosowania immobilizowanej pronazy przy oczyszczaniu niektérych enzy-
moéw wysokoczasteczkowych.

Dr L. V. Kozlov z Instytutu Bioorganicznej Chemii AN w Moskwie przedstawit
metody immobilizowania a-chymotrypsyny, /?-galaktozydazy, pepsyny i oryzyny po
uprzedniej chemicznej modyfikacji tych enzymoéw. Dwie fazy utraty aktywnosci
stwierdzono w czasie ogrzewania unieruchomionych enzymoéw, co ttumaczono poliwa-
lentnym charakterem wigzania enzym-matryca.

Dr J. Lasch z Instytutu Chemii Fizjologicznej Uniwersytetu im. M. Lutra w Halle
przedstawit badania prowadzone wspélnie z Kozlovem nad wptywem matrycy na
konformacyjne zmiany immobilizowanych enzyméw. Badania wykonano za pomoca
wtasnej techniki fluorymetrycznej na karboksypeptydazie A i leucylopeptydazie zwiag-
zanej z kopolimerem kwasu akrylowego i maleinowego. Lasch uwaza, ze enzymy sa
zwigzane z matryca jednym lub wiecej wigzaniami chemicznymi, co ma wptyw na
konformacje a takze na ich stabilno$¢ termiczna.

Dr A. Gabert z Instytutu Chemii Technicznej AN w Lipsku zaprezentowat bada-
nia nad wptywem ramienia bocznego (,spacer”) na stabilno$¢ termiczng immobilizo-
wanych enzyméw. W poréwnaniu z bezposrednim wigzaniem enzymu z matryca, jego
zwigzanie poprzez heksametylenodwuamine Ilub dwukarboksylowe kwasy nie ma
istonego wptywu aktywnos$¢ i stabilnosé.

Dr P. Herman z Uniewersytetu M. Lutra w Halle zademonstrowat zastosowanie
kolumn z immobilizowanymi enzymami do syntezy niektérych substancji radioaktyw-
nych jak: cystationiny, tiolizyny i innych. Ponadto referent poinformowat o opraco-
waniu metody immobilizowania aminoacylazy | przy zastosowaniu substancji ochra-
niajacych centrum aktywne enzymu w czasie wigzania z matryca polisacharydowg.

Dr J. Turkova z Instytutu Chemii Organicznej i Biochemii AN w Pradze omodwita
prace nad zastosowaniem zelu polihydroksymetakrylowego do otrzymania immobili-
zowanej pepsyny. Metoda otrzymania tych polimeréw zwanych Spheron zostata opra-
cowana przez grupe organikéw czechostowackich, a obecnie ich produkcje rozpoczeta
f-ma Lachema i niektére firmy w USA. Referentka przedstawita réwniez badania
nad tymi polimerami, posiadajacymi grupe heksametylenodwuaminy (NH2—Spheron)
i &)-aminokarbonowego kwasu (COOH—Spheron) uzytego w formie aktywnego estru
p-nitrofenylowego.
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Dr B. Blagoev poinformowat o badaniach prowadzonych w Instytucie Chemii Or-
ganicznej AN w Sofii. Referent wykazat, ze Spheron wigzat okoto 2,5 krotnie mniej
peptydazy bakteryjnej lub ficyny, lecz aktywno$¢ uzyskanego preparatu byta o oko-
to 60% wyzsza w poréwnaniu ze zwigzaniem przez Enzacryl AA i Enzacryl AH. Réw-
niez zwigzanie z poliakryloamidem poprzez tancuch utworzony z trzech reszt fenyle-
nodwuazowych, powodowato znaczne obnizenie aktywnos$ci oraz termicznej stabilnosci
stosowanych proteaz serynowych.

Prof. A. Schellenberg z Uniwersytetu M. Lutra w Halle przedstawit wptyw sposo-
bu wigzania z matryca na wtasciwosci dehydrogenazy pirogronowej. Wykazat on, ze
przedtuzenie tacucha weglowego pomiedzy matrycag a enzymem zwieksza aktyw-
no$¢ tego ostatniego oraz skraca czas potrzebny do jego peinej aktywacji. Zdaniem
Schellenberga tzw. ,spacer” odgrywa tylko wtedy dostrzegalny wptyw, gdy zachodzi
interakcja pomiedzy enzymem a matryca. Dajacy sie akywowaé preparat uzyskano
tylko, gdy do wigzania z no$nikiem uzyto holenzymu, natomiast unieruchomionego
apoenzymu nie udato sie przeprowadzi¢ w forme aktywna.

Prace nad elektrodg enzymowa, posiadajgca immobilizowang oksydaze glukozy
przedstawit Dr P. Scheller z Centralnego Instytutu Biologii Molekularnej w Berlinie-
Buch. Jego elektrode zastosowano ostatnio w kilku laboratoriach klinicznych do ru-
tynowych pomiaréw glukozy we krwi i moczu.

Prof. L. Boross z Uniwersytetu im. J. Attila w Szeged zreferowat badania termo-
stabilnosci i wptywu pH na immobilizowang aminoacylaze 1, acylaze penicylinowg
i dehydrogenaze izocytrynowg. Poinformowat on réwniez, ze opierajac sie na opraco-
wanej w jego laboratorium technologii — f-ma Reanal rozpocznie wkrétce produkcje
immobilizowanej aminoacylazy.

Dypl. chem. pani W. Schwarze z instytutu w Berlinie-Buch przedstawita matema-
tyczny model kinetyki reakcji katalizowanej przez immobilizowane uktady enzyma-
tyczne oraz katalize reakcji wielosubstratowej.

Dr. D. Kirstein z tego samego instytutu zreferowat wyniki badan nad heterogen-
ng kinetyka w reaktorach enzymowych. Grupa jego zajmowata si¢ badaniem dwéch
typoéw reaktoréw (recylkulacyjnego i typu CSTR) a pomiary wykonano na immobili-
zowanej tyrozynazie. Ostatecznym wnioskiem byto, ze nie mozna stosowac¢ bez jakich-
kolwiek zmian metod chemicznej katalizy heterogennej, do pracy reaktoréw enzymo-
wych.

Ostatni referat wygtosit Dr E. Kahring z instytutu gospodarzy, ktéry zajmowat
sie hamujacym wptywem substratu w transporcie systemoéw reakcyjnych w reakto-
rach z inwertaza zwigzang ze Spheron. Wyniki te potwierdzity znaczna juz opinie, ze
stopien konwersji substratu maleje ze wzrostem jego stezenia lub z szybkos$cig prze-
ptywu.

Na posiedzeniu roboczym konferencji uczestnicy spotkania omowili dalsze formy
wspoipracy pomiedzy instytutami naukowymi krajow socjalistycznych. Sprecyzowano
zadania badawcze dla wspoétpracy na najblizszag przyszto$s¢. Na koordynatora wspot-
pracy powotano prof. P. Mohra. Zwrécono si¢e z propozycjag do prof. I. V. Berezina
0 zorganizowanie nastepnego spotkania na temat immobilizowanych enzymoéw w 1977
roku w Moskwie. Parafowany przez przewodniczacych delegacji protokét ma by¢
przedstawiony do zatwierdzenia podkomisji ,,Biatka i Enzymy” w maju br. w Krako-
wie a nastepnie odpowiednim Akademiom Nauk.

Apolinary Szewczuk



RECENZJE

Dla kogo ta chemia fizyczna?

Lucjan Sobczyk i Adolf Kiszg (1975), Chemia fizyczna dla przyrodnikéw. Pannstwowe
Wydawnictwo Naukowe, Warszawa, stron 581.

Przedmowa autorska tak odpowiada na to pytanie: przede wszystkim dla oséb
studiujacych biologie i biochemig. Ale nie tylko. Autorzy bowiem dalej pisza o swym
podreczniku: ,,Sadzimy, ze znajdzie on czytelnikéw takze ws$réd studentéw innych

specjalnosci...”, a mianowicie tych ktérym potrzebna jest znajomos¢ wybranych za-
gadnien z pogranicza fizyki, chemii i biologii. ,,Sadzimy” a nie — ,mamy nadziejeg”
czy ,chcielibySmy”, wigec tez kontynuuja w tym samym afirmatywnym duchu: ,Je-
steSmy przekonani, ze podrecznik moze by¢ zalecany na studiach podyplomowych dla
nauczycieli, zwtaszcza biologéw i chemikow”.

Zachecony taka przedmowa, biochemik spoglada na spis tresci i odkrywa, z mie-
szanym uczuciem, ze jedna z siedmiu czesci ksigzki poswiecona zostata koloidom
(str. 511— 568). Z mieszanym, bo chociaz ten nieco secesyjnie brzmiacy termin odradza
w pamieci ciepte wspomnienia szkolne i studenckie, to jednocze$nie wzbudza pe-
wien niepokdj. Albowiem termin ,koloidy” poszedt w biochemii i biofizyce w za-
pomnienie i to z bardzo dobrych przyczyn. Rozwdj biologii molekularnej zostat opd6z-
niony o kilka dziesigtkéw lat w wyniku dziewietnastowiecznej tezy (i jej filozoficz-
nych implikacji), ze roztwory biatek i kwaséw nukleinowych nie sg roztworami praw-
dziwymi i ze nie mozna ich rozpatrywa¢ w pojeciach klasycznej termodynamiki. Dzi$
wiemy, ze zwiagzki te tworza roztwory prawdziwe i jest to jednym z kamieni wegiel-
nych wspétczesnej wiedzy o ich strukturze oraz o ich funkcji in vitro i in vivo. Swdj
poglad (str. 512) na te sprawe autorzy formutuja w sposéb nastepujacy: ,Witasdciwos-
ci roztworéw koloidalnych ré6znig sie od wtasciwoéci roztworéw prawdziwych tylko
w spos6b fizyczny — wynika to z wielkos$ci, ksztattu i bardzo rozwinietej powierzchni
czastek koloidalnych”. A wiec — réznia si¢ czy nie ré6znia? Chyba jednak sig¢ réznia,
bo w rozdziatach poswieconych termodynamice roztworéw nie ma mowy o biatkach
i kwasach nukleinowych, a w rozdziatach o ,koloidach” — nie nawigzuje sie do
wczesniejszych opiséw wtasciwosci roztworéw. Ma to katastrofalny skutek dla przy-
datnosci podrgecznika w ogdéle, a dla wymienionych w przedmowie czytelnikow
w szczegoélnosci.

Informacje o budowie ©wych ,koloidéw” zawarte sg w Czeséci 2, zatytutowanej
»,Stany skupienia materii” w rozdziale pt. ,Stan staty” (sie!). Kwasom nukleinowym
poswiecono tam 16 wierszy druku (str. 167—8)— w prawie 600-stronicowy pod-
reczniku. Czytelnik znajdzie tam tadnie wykonane rysunki, obrazujgce budowe prze-
strzenng DNA i dowie sie, ze wystepuja w nim cztery zasady heterocykliczne oraz
ze podwdjna spirala DNA stabilizowana jest wigzaniami wodorowymi. O innych za-
sadach, o innych kwasach nukleinowych i innych sitach stabilizujagcych ich strukture,
tak jak o fizykochemii kwaséw nukleinowych w ogéle — w catym tekscie podreczni-
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ka nie ma nic wiecej. Budowa biatek jest obszerniej oméwiona: na dwu stronach
druku (str. 165— 7), z ktérych jedna zajmuja wytacznie rysunki. Z tekstu tego czytel-
nik sie dowie, ze tancuch polipeptydowy powstaje w kondensacji «-aminokwasow i ze
posiada on ,fragmenty plaskie”. Moze sie domysli¢, ze ,fragment ptaski”— to wigza-
nie peptydowe wraz z sgsiadujacymi z nim atomami wegla Ca, bo w tekst zostat wta-
many wz6r tego ugrupowania atomoéw. Tylko, ze wzér ten prawidtowy formalnie, nie
jest prawidtowy w konteks$cie struktury przestrzennej tancucha polipeptydowego, bo
z wzoru tego nie wynika dlaczego ma przedstawia¢ konfiguracje ptaska. Pomijajac
za$ nature pozostatych wigzan w tancuchu, autorzy od razu przechodzg do omawiania
jego konformacji i stwierdzajg, ze uwarunkowana ona jest mozliwo$cig wysycenia
miedzypeptydowych wigzan wodorowych. To za$ prowadzi do powstania dwu mozli-
wych postaci tannicucha polipeptydowego: spirali i sfatldowanego arkusza. Dostrzegajg
pewna trudno$¢ w tym wywodzie: oprécz biatek ,0 strukturze widéknistej” istnieja
przeciez réwniez ,biatka globularne, ktére charakteryzujag sie sferyczna budowg (kteb-
ki)” (str. 165). Oferuja jednak czytelnikowi — raczej zaskakujgca — hipoteze w tej
sprawie: ,,Przypuszcza sig, ze i w tym przypadku wyjsciowag jest liniowa struktura
spiralna, ktéra ulegta skiebieniu” (str. 165). | dalej: ,,Skigbienie spirali utrwalone jest
wigzaniami dwusiarczkowymi, wigzaniami koordynacyjnymi za posrednictwem jonoéw
metali i oddziatywaniami van der Waalsa pomiedzy réznymi cze$ciami spirali”
(str. 167). A wigzania hydrofobowe scharakteryzowano (str. 494) w spos6b nastepujacy:
,»,O grupach hydrofobowych moéwimy wtedy, gdy nie wykazujg powinowactwa do
wody. Termin ,hydrofobowo$¢” wprowadzono dla rozréznienia typoéw oddziatywan
miedzyczasteczkowych. Wigzanie hydrofobowe sprowadza sie przede wszystkim do
oddziatywan dyspersyjnych. Zeby za$ nie byto watpliwos$ci co do pogladéw autoréw
na role wigzan hydrofobowych w biatku, passus ten zilustrowany jest rysunkiem
(Rys. 6.13 str. 495), przedstawiajacym jak grupy hydrofilowe i grupy hydrofobowe
zgodnie powiewajg na zewnetrznej powierzchni cylindréw reprezentujgcych a-heliksy.

Nasza wiedza o budowie przestrzennej biatek niewagtpliwie ma znaczne luki. Nie
takie jednak, aby nie mozna byto jej opisa¢ w sposéb wewnetrznie zborny, zgodny
ze znanymi faktami doswiadczalnymi i z tym, co wiemy o zaleznoéci pomiedzy struk-
tura czgsteczki biatka a jej wtasciwosciami fizykochemicznymi i wieloma funkcjami
biologicznymi. Opisu takiego nie mozna jednak przedstawi¢ w podreczniku, jezeli po-
mija sie te cechy taricucha polipeptydowego ,ktére nadajg mu swobode rotacji wew-
netrznej i te cechy taricuchéw bocznych aminokwaséw, ktére swobode te ograniczajg.
| opis ten nie wyjdzie poza granice artykutu popularno-naukowego, jezeli nie zostang
w nim uwzglednione dane termodynamiczne, a m.in. konsekwencje zmian wolnej ener-
gii i entropii przy przenoszeniu reszt hydrofobowych do $rodowiska wodnego. Bez tego
czytelnik, ktérego wiedza jeszcze wymaga studiowania podrecznikéw studenckich,
w dalszym ciggu nie bedzie wiedziat o separacji grup polarnych i apolarnych w cza-
steczce biatka, ani o konformacji biatka i jej zaleznosci od sktadu $rodowiska. Nie
bedzie wiedziat wigc o krytycznych wtasciwosciach jego czasteczki, od ktérych zalezy
rola biatka w zjawiskach biologicznych. Konsekwencje tak szczegélnego potraktowa-
nia struktury biatka s3 w omawianym podreczniku poglebione przez jeszcze jedna po-
wazna jego luke, uniemozliwiajacg wyjasnienie podstaw fizykochemicznych proceséw
zachodzgcych w komdrce zywej. Pomimo bowiem, Zze znaczng cze$¢ ksigzki poswieco-
no wtasciwosciom roztworéw, to nigdzie nie omoéwiono reakcji, jakie zachodzg po-
miedzy zwigzkami wielkoczgsteczkowymi a innymi zwigzkami, drobno- i wielkocza-
steczkowymi, obecnymi w tymze roztworze. Taka jest konsekwencja wyodrebnienia
»koloidoéw liofilowych” w podreczniku chemii fizycznej dla przyrodnikéw! Czytelnik
wigc nic sie z niego nie dowie o szczegélnych cechach wspomnianych interakcji:
o zréznicowaniu formalnie identycznych miejsc wigzgcych, o mnogich réwnowagach

wigzania ligandéw, o pozytywnej i negatywnej kooperacji. | niemozliwym stanie sig
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zrozumienie fizykochemii transportu, katalizy enzymatycznej i regulacji proceséw
metabolicznych. A to sa jedne z najwazniejszych probleméw wspdétczesnej biologii

molekularnej.

Reakcjom enzymatycznym w podreczniku poswigcono niespetna trzy strony, jezeli
potaczy¢ informacje zamieszczone w rozdziatach ,,Reakcje enzymatyczne” i ,, Struktu-
ra enzymoéw”. Enzymy zostaly scharakteryzowane (str. ,490) w spos6éb nastepujacy:
»,Enzymy zaliczamy do katalizatorow mikroheterogenicznych. Makroczasteczki enzy-
moéw o $rednicy 100 do 1000A, o masie czasteczkowej 20 000 do 500 000, stanowig
specyficzny koloid biatkowy. Kataliza zatem na enzymach jest posrednia pomiedzy
homogeniczng a heterogeniczna”. Asekuracyjna dwuznaczno$¢ tego okreslenia, analo-
giczna do dwuznacznos$ci okres$len wyzej zacytowanych, nie ratuje jednak autoréw
przed zarzutem btedu. Katalityczne witasciwosci enzymoéw znamy prawie wytacznie
z badan prowadzonych w uktadach homogenicznych: enzym i substrat tworza w wo-
dzie roztwér prawdziwy, adekwatnie opisywany w pojeciach termodynamiki roztwo-
réw, jak ja dzisiaj znamy. To wtadnie jest fundamentem catej naszej wspodtczesnej
wiedzy o mechanizmach dziatania enzymoéw. Jednoczes$nie jednak wiele faktéw wska-
zuje na to, ze w komoérce zywej kataliza enzymatyczna przebiega w uktadzie hetero-
genicznym, gdyz enzymy na og6t sag immobilizowane w aparacie btoniastym komorki.
Kluczowym problemem w biologii molekularnej jest wyjasnienie, w jakim stopniu
wyniki uzyskane w badaniach in vitro odzwierciedlajg procesy, zachodzace in vivo.
Wprowadzenie terminu ,katalizator mikroheterogeniczny” na okres$lenie enzymoéw nie
tylko pozbawione jest wartosci heurystycznej, ale dezinformuje czytelnika. Na
szczes$cie dostepne sg podreczniki biochemii, w ktérych zagadnienie katalizy enzy-
matycznej jest — lepiej czy gorzej — ale na ogét prawidtowo omoéwione.

Opis kinetyki reakcji enzymatycznych sprowadzony zostat wylacznie do kinetyki
Michaelisa-Mentena (490— 491). O tym, ze istniejg kinetyki sigmoidalne, czy efekty
allosteryczne i inne modulacje aktywnos$ci enzymu — w podreczniku brak nawet
wzmianki. O zaleznos$ci pomiedzy pH a aktywnos$ciag enzymu napisano (str. 493): ,,pH
ma istotny wptyw, gdyz wiekszos¢ grup funkcyjnych na powierzchni makroczasteczki
enzymu to grupy kwasowo-zasadowe”, tak, jakby one to wtasnie odgrywaty gtéwna
role w katalizie enzymatycznej. Spadek aktywnos$ci enzymu w podwyzszonej tempe-
raturze przypisano wylgcznie denaturacji ,substancji biatkowej” (str. 493!, tak, jakby
nie mogty w tym odgrywac roli liczne inne mechanizmy. Mechanizm dziatania enzy-
mow autorzy streszczajg (str. 495—6) w czterech punktach, kolejno wyliczonych w jed-
nym zdaniu, zatgczajac tadny schemat (Rys. 6.14 str. 496) ilustrujgcy jedna ze starszych
hipotez w tej sprawie (,indukowane wpasowanie”). W punktach tych mozna dopa-
trze¢ sige reminiscencji z szeregu aktualnie dyskutowanych hipotez, ale warto$¢ tego
streszczenia jest zadna. Zupeinie nie mozna zrozumieé¢, dlaczego autorzy nie wyko-
rzystali swych wcze$niejszych rozwazan termodynamicznych, aby da¢ chociaz zarys
zaleznosci pomiedzy wigzaniem substratu a aktem katalitycznym.

Drugie, obok katalizy, zagadnienie biologii w ktérego rozwigzaniu chemia fizyczna
odgrywa role zasadniczg — btony komdérkowe — zostato tak potraktowane, ze nie na-
daje sie do omawiania. W podreczniku btony okres$lone zostaly jako ,po6itprzepuszczal-
ne” (str. 443) i podzielone ( str. 444) ,ze wzgledu na mechanizm dziatania” na ,homo-
geniczne, dziatajace na zasadzie selektywnej rozpuszczalnosci” oraz ,porowate dzia-
tajace jak sita, przesiewajace czagsteczki substancji rozpuszczonej w zaleznosci od ich
wielkosci, ciepta adsorpcji oraz (w przypadku roztwordéw elektrolitow) od znaku
i wielkosci ich tadunkoéw”. O tym, ze po dwu stronach btony moze wytworzy¢ sie r6z-
ne stezenie substancji na zasadzie innej niz rbwnowaga Donnana, czy efekt sita mo-
lekularnego i o nagromadzeniu substancji wbrew gradientowi stezenia w podrecz-
niku nie ma w ogdéle mowy. Jest to zapewne pierwszy od kilkudziesieciu lat podrecz-
nik dla przyrodnikéw w ktérym nie wystepuje pojecie transportu aktywnego.
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Wszystko to, co powyzej powiedziano nie wyczerpuje jeszcze petnej listy zarzu-
téw odnos$nie sposobu, w jaki potraktowane zostalty w podreczniku podstawy fizyko-
chemiczne proceséw biologicznych (czy tez — same zjawiska biologiczne). Do pod-
recznika takiego przyrodnik czesto siega rowniez po to aby zapoznac¢ sie z metodami
stosowanymi w eksperymencie biochemicznym czy biofizycznym. Odnajdzie ich wiele
w réznych rodziatach, ale ponizej skomentowane one bedg w podziale na dwie grupy:
na metody oparte na zjawisku transportu w roztworze i metody wykorzystujgce ab-
sorpcje i emisje radiacji.

W grupie pierwszej, przedstawiajac zjawisko dyfuzji (str. 520— 1) podrecznik po-
daje pierwsze prawo Fick’a, ale nie podaje drugiego — pomimo, ze wtasnie drugie
prawo Fick’a stanowi podstawe wszystkich doktadnych metod oznaczania statej dy-
fuzji. O tym, ze ksztatt czgsteczki wptywa na statg dyfuzji, czytelnik dowie sie z uwa-
gi (str. 523) wyjasdniajacej rozbieznoé¢ (w przytoczonym przyktadzie obliczeniowym)
pomiedzy masa czasteczkowa ureazy, obliczonag z pomiaru statej dyfuzji, a jej masa
rzeczywistg. O znaczeniu warstwy solwatacyjnej w interpretacji wynikéw pomiaru
statej dyfuzji nie ma mowy. Analize sedymentacyjna omawia sie¢ bez najbardziej
nawet ogdélnych danych o jej warunkach technicznych, m.in. bez scharakteryzowania
metod pomiaru stezenia substancji w wirowanej kuwecie. Schemat rozktadu czagste-
czek w kuwecie (Rys. 7.3 str. 525) zostat podany w sposéb ktéry nie wyjasnia procesu
zachodzacego ani przy pomiarze szybkos$ci sedymentacji ani r6wnowagi sedymenta-
cyjnej. We wzorach opisujacych przebieg ultrawirowania (liczne wzory na stronach
525— 528), czynnik wypornosciowy (t.zw. buoyancy jactor) podano jako 1 — dQd za-
miast 1 — véio, utozsamiajgc czastkowa objetos¢ witasdciwg substancji rozpuszczonej
z odwrotnoscia jej gestosci. Nie jest to proste odstepstwo od konwencjonalnej sym-
boliki, ale istotny btad. I to nie tylko dlatego, ze czytelnik nigdzie nie znajdzie war-
toéci liczbowych gestosci biopolimeréw (i nie dlatego, ze te dwa parametry nie sg
identyczne). Zastosowanie we wzorze z analizy sedymentacyjnej vo, czastkowej ob-
jetosci wtasciwej, dla substancji rozproszonej a gestosci do dla rozpuszczalnika wyni-
ka z teorii procesu sedymentacji w polu sity odérodkowej, opartej o termodynamike
proceséw nieodwracalnych (a ta ostatnia jest w podreczniku pokrétce omoéwional).
| nastepujace kwestie nie zostaty czytelnikowi wyjasnione: czy oznaczana w ultrawi-
réwce masa czgsteczki jest masa solwatowang czy nie, czy ksztatt czgsteczki wptywa
na szybkos$¢ sedymentacji, jakie parametry molekularne mozna wyznaczy¢ z analizy
sedymentacyjnej oprdécz statej sedymentacji i masy czasteczkowej. Inna szeroko sto-
sowana w badaniach biochemicznych i biofizycznych metoda, pomiar lepkosci, opisana
jest tak jakby réwnanie Newtona bylo zawsze spetniane (str. 529). A co z kwasami
nukleinowymi i biatkami ,,0 strukturze widéknistej”? Najwazniejszym zastosowaniem
pomiaru lepkos$ci wg. autoré6w ma by¢é wyznaczanie masy czagsteczkowej (str. 530),
czego od dziesigtkéw lat sie¢ nie robi. Natomiast wyznaczanie ksztattu czasteczki jest
co prawda wspomniane, ale przytoczono jedynie empiryczny wzor opisujacy zaleznosc
pomiedzy stosunkiem diugosci poétosi elipsoidu obrotowego a lepkoscig graniczng (wzoér
nienumerowany str. 530). O wyprowadzonych na podstawie rygorystycznych rozwazanh
hydrodynamicznych wzorach Perrina i Simha’y (i stosowanych w praktyce odpowied-
nich wykresach) nie wspomina sig, a — co jeszcze bardziej zaskakujace — nie wspo-
mina sie w ogéle catej teorii Sheraga-Mandelkern. | wreszcie — inne metody z tej
grupy: jedyny osmometr jaki zilustrowano i opisano to osmometr statyczny (Rys. 4.6
str. 288), podczas gdy wszystkie wspdtczednie stosowane osmometry oparte sg o zasade
pomiaru dynamicznego; w elektroforezie (str. 549— 550) — pominieto catkowicie teorie
transportu czastki natadowanej w polu elektrycznym, a jako ilustracje (Rys. 7.17 str.
550) podano schemat muzealnej kuwety do elektroforezy swobodnej (z btedem w opi-
sie w teksécie). O elektroforezie w podtozu stabilizowanym i o ogniskowaniu izoelek-
trycznym w ogdéle nie wspomniano, tak jak nie wspomniano do jakich celéw mozna
stosowac elektroforeze.
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Niewiele lepiej potraktowano druga grupe metod badawczych, wykorzystujgacych
absorpcje i emisje promieniowania. Przy omawianiu widm oscylacyjnych nie ma na-
wet wzmianki o ich zastosowaniu do badania konformacji polipeptyddéw, ani o mozli-
wosciach, jakie otworzyta spektroskopia ramanowska laserowa. Przy widmach elektro-
nowych nie moéwi sie o wptywie, jaki na wielko$¢ i pozycje pasma absorbcyjnego
chromoforu moze mie¢ wielko$¢ czasteczki, w ktérej on sie znajduje, obecnos$¢ tadun-
koéw sasiadujgcych, czy skitad rozpuszczalnika — a wiec o parametrach szeroko wy-
korzystywanych do badania struktury i interakcji kwaséw nukleinowych i biatek.
Skrecalno$¢ optyczng omoéwiono na poziomie podrecznika szkolnego, a uzupetniono
jedynie wzmianke (6-wierszowga) o dyspersji rotacji optycznej (str. 94—5). Ale na
dichroizm kotowy, a w zwiazku z tym — na omoéwienie powigzan pomiedzy ORD, CD
i absorpcja promieniowania, nie znalazto sie miejsce w tym podreczniku. Elektronowy
rezonans paramagnetyczny omoéwiono na niespetna trzech stronach druku (str. 96— 99)
w spos6éb popularno-naukowy, z informacja, ze jest on stosowany do wykrywania
i badania wolnych rodnikéw. O znacznikach spinowych nie ma mowy, i nie wspom-
niano o zastosowaniu EPR do badania specyficznych obszaréw w czgsteczce biatka, czy
bton biologicznych. Opis jadrowego rezonansu magnetycznego zajat autorom mniej
niz jedna strone druku (32 wiersze, str. 99 i 100), a dziatanie przyrzadu pomiarowego
czytelnik ma rozumieé¢ ze skrajnie uproszczonego schematu blokowego (Rys. 1.43 str.
100). W teks$cie wymieniony jest parametr przesuniecia chemicznego (jako wprowa-
dzony ,dla celéw poréwnawczych”), ale nie wspomniano o procesach relaksacji. Brak
nawet wzmianki o tym, ze NMR jest obecnie jedng z dwu najpotezniejszych metod
badania biopolimeréw, w niektérych zastosowaniach — bardziej uzyteczng niz krysta-
lografia rentgenowska. Przy opisie tej drugiej metody zapomniano wspomnie¢, iz
stosuje sie ja do badania m.in. biatek i kwaséw nukleinowych! O kilku innych jesz-
cze metodach jest w teks$cie mowa, a brak tutaj komentarza nie oznacza, ze podane
opisy sa wystarczajace, a takze, ze nie pominieto szeregu innych metod.

Omawiany podrecznik zostal przez Panstwowe Wydawnictwo Naukowe wydany
bardzo pieknie. Sktad, druk, czcionka, kolory, rysunki, oprawa — stojg na najlepszym
poziomie $wiatowym. Nie bardzo wiadomo dlaczego tyle wysitku zostato witozone
wtasnie w te ksiazke — przy tylu podrecznikach na takie wyré6znienia nie zastuguja-
cych. A przeciez w gruncie rzeczy nie jest to podrecznik a raczej kompendium odpo-
wiedzi egzaminacyjnych. Tylko ze student na egzaminie z biochemii i biofizyki na
wiele pytan z zakresu chemii fizycznej nie znajdzie w nim odpowiedzi, a za niektore
dostanie ocene niedostateczng. Wielka szkoda, ze sygnalny egzemplarz omawianego
podrecznika nie zostat przystany do kwartalnika ,Postepy Biochemii” do recenzji.

Kazimierz Zakrzewski



Biomolekularne podstawy interakcji hormon — komdrka

Pod redakcjg naukowa Doc. dra med. Aleksandra Dawidowicza Panstwowy Zaktad
Wydawnictw Lekarskich. Naktad Tarchominskich Zaktadéw Farmaceutycznych
.,Polfa”, Warszawa 1975, (stron 162, 5.000 egz.)

W listopadzie 1973 r. odbyto sie z inicjatywy doc. dr med. A. Dawidowicza i Za-
rzadu Oddziatu Warszawskiego Polskiego Towarzystwa Endokrynologicznego sympoz-
jum na temat biomolekularnych podstaw interakcji hormon — komérka. Owocem tego
sympozjum jest tom materiatldbw wydany w postaci ksigzki, opracowanych w formie
prac przegladowych lub doswiadczalnych, z obszerng bibliografia doprowadzong do
1974 roku. W czesdci ogd6lnej ksiazki wydrukowano trzy $Swietne referaty omawiajgce
ogo6lne aspekty czynnos$ci hormondéw, ze szczegdélnym uwzglednieniem badan nad rola
receptoréw hormonalnych i ich przeksztatcaniem sie w efektory (prof. dr med. K. Za-
krzewski), omoéwieniem zastosowania wynikéw tych badan w patofizjologii klinicznej
(doc. dr med. J. Taton, dr E. Kowalik) oraz ich interpretacji biocybernetycznej (doc.
dr med. T. Bogdanik).

Czes$¢ szczegbtowa zawiera 11 prac omawiajacych rézne aspekty mechanizmoéw
dziatania hormonéw u cziowieka lub w organizmach zwierzecych oraz 1 praca po-
Swigcona hormonom ros$linnym. Obszerne — na ogét — wprowadzenia do tych prac
pozwalaja czytelnikowi poznaé¢ szersze tto zagadnien, nad ktérymi pracuje sie w pol-
skich osrodkach, a takze w Instytucie Endokrynologii w Pradze (dr L. Starka).

Warto$¢ omawianego tomu podnosi staranne opracowanie redakcyjne, z drobnymi
tylko potknieciami nomenklaturowymi, wspomniana juz aktualna bibliografia oraz
streszczenia w jezyku angielskim.

Szybki rozwdéj biochemii biatek, odkrycie receptoréw tkankowych hormonéw oraz
wywotana ,teorig drugiego przekaznika” Sutherlanda eksplozja badarn nad rolg cAMP
spowodowaty, ze postep w badaniach mechanizméw dziatania hormonéw jest ostatnio
bardzo szybki. Znajduje to oczywiscie odbicie w literaturze z tego zakresu, jednakze
jest to w znakomitej wiekszos$ci literatura obcojezyczna i z tego wzgledu trudno do-
stepna dla licznej grupy biologéw, lekarzy i studentéw wydziatéw medycznych i przy-
rodniczych. ,Biomolekularne podstawy interakcji hormon — komdérka” sg pozycja
wypetniajaca luke w pismiennictwie polskim, pozycja ktéra jeszcze nie stracita aktu-
alnosci. Zywot ksigzki naukowej jest jednak coraz krétszy i kazdy tydzien jej prze-
trzymywania w magazynach jest marnotrawstwem, ktdrego nie da sie odrobi¢. Nalezy
zatem wyrazi¢ ubolewanie, ze omawiana ksigzka zostala udostepniona tylko cztonkom
Polskiego Towarzystwa Endokrynologicznego i Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego, a nie ma jej w sprzedazy, pomimo niewyczerpania naktadu.

Irena Szumiel
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Redakcja zastrzega sobie mozno$é skrécenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tres¢ pracy.

Pismiennictwo: W artykule nalezy cytowac¢ prace oryginalne z ostat-
nich Kkilku lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajace
przedstawiong dziedzinge z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych
w ,Postepach Biochemii”. W tekscie nalezy podawac¢ jedynie nazwiska
badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz pismiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnos$niki biblio-
graficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czaso-
pism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,

181— 184.
Cytujagc wydawnictwa ksigzkowe podawaé¢ nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaty autor(6w), rok wydania, tytut ksiazki, nazwisko(a) i inicjaty

jej redaktoréw(a), tom, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

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

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

Zatgczniki: Kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddziel-
nych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi
uzytemu w tekscie, oraz oznaczy¢ (na goérze stronicy otéwkiem) nazwis-
kiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtdbwki rubryk winny jasno opisywac¢ ich tre$¢ zaznaczajac z jakich
(jakiej) prac(y) pochodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich omdéwienia w teks$cie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢é wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ niniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonacé¢ linig cienszg niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac¢ sie skrétami. Osie wykreséw natomiast win-
ny byé opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéow
doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujgce symbole: ADO A =
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,dét” (otéw-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na od-
dzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisa¢é na maszynie,
nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sig autorom
konstruowanie oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie
danych z pis$miennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie
wytacznosé druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright). Przed
witaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego
do publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk
i przedtozy¢ jg Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutdéw aby zabezpieczy¢
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.



Cena zt 20—

SPIS TRESCI

D. Frackowiak, K. Fiksinski — Przekazywanie energii w jednostkach
fotosyntetycznych (Referat sympozjalny wygtoszony na X Il Zjezdzie
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego)

R. Dabrowska — Systemy regulujagce cykl skurczowo-rozkurczowy mieséni 467
M. Pilarska — Biosynteza eterowych odpowiednikéw lecytyn i fosfatydylo-
= o= W e o Ko =N o 0 I T o PP 483
K, Konopka — Wewnatrzkomoérkowy transport zelaza. ..491
M. Droba, K. Strzatka — Zastosowanie metod immunologicznych do bada-
nia struktury bton tylakKoidOW ... 511
E. Dahlig — Rézne formy molekularne niektérych enzymoéw metabolizmu
weglowodanéw w nowotworach watroby, watrobie regenerujacej i tkan-
KaCh PrOAOW Y Ch e et eaane 527
Sprawozdanie — Konferencja nt. Immobilizowane enzymy i biatka 15— 17.3.1976,
Berlin (A, SZeW CZUK) e e 548
551

LS o= g 4 [N

Post. Biochem. 22, z. 4, 437— 560 (1976)
Indeks 36969



	SPIS TREŚCI



