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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 22, SUPLEMENT NR 5, 1995

WSTĘP
W dniach 9-14 maja 1995 roku odbyło się w Zakopanem XXIV Seminarium 

Instytutu Biologii Molekularnej UJ jako jedna z imprez związanych z obchodami 
25-lecia istnienia Instytutu. Seminaria naukowe IBM odbywają się corocznie od 
powstania Instytutu w roku 1970 do dziś z wyjątkiem roku 1981 (stan wojenny). 
Z reguły mają charakter monotematyczny, profil naukowy określa organizator i ak
ceptuje Rada Naukowa. Celem ostatniego spotkania była prezentacja osiągnięć nau
kowych poszczególnych zespołów badawczych Instytutu, stąd duże zróżnicowanie 
tematyczne i różna skala trudności prezentowanych referatów. W dniu otwarcia 
Seminarium odbyła się organizowana przez zespoły prof. A. Koja i doc. A. Dubina 
sesja międzynarodowa pt „Selected topics in molecular biology: cytokines and prote
ase inhibitors”, w której wzięli udział zaproszeni goście z: Danii, Francji, Kanady, 
Niemiec, USA i Wielkiej Brytanii. Następne sesje poświęcone były wybranym 
zagadnieniom z biochemii, biofizyki, biologii komórki, mikrobiologii i immunologii 
referowanym przez pracowników Instytutu. W Seminarium uczestniczyło 6 8  osób, w 
tym dziewięcioro zaproszonych gości z kraju i z zagranicy. Podczas spotkania 
wygłoszono 63 referaty (13 w sesji międzynarodowej).

Przez wiele lat referaty wygłaszane podczas seminariów instytutowych publikowane 
były w Zeszytach Naukowych Uniwersytetu Jagiellońskiego w serii Biologia Moleku
larna. Od roku 1993 wybrane referaty seminaryjne publikowane są dzięki wydatnej 
pomocy i wsparciu finansowemu Fundacji Biologii Komórki i Biologii Molekularnej w 
formie artykułów przeglądowych w suplementach „Postępów Biologii Komórki” . Publi
kacje prezentowane w niniejszym suplemencie tylko częściowo odzwierciedlają zainte
resowania naukowe i tematykę badawczą Instytutu. Przedstawienie pełnego zakresu 
zagadnień referowanych na Seminarium w Zakopanem było niemożliwe zarówno z po
wodu określonej objętości suplementu jak i ograniczonych możliwości czasowych kie
rowników poszczególnych zespołów badawczych.

Organizatorzy Seminarium składają serdeczne podziękowania za umożliwienie 
publikacji materiałów seminaryjnych w czasopiśmie „Postępy Biologii Komórki” 
oraz doc. A. Kordowiak i prof. prof. W. Korohodzie, J. Pryjmie, T. Sarnie, S. W ięc
kowskiemu za bezpłatne zrecenzowanie publikowanych artykułów.

Za Komitet Organizacyjny XXIV Seminarium IBM UJ

Andrzej Klein
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BIOSYNTEZA FLAWIN 
I BIAŁKA WIĄŻĄCE RYBOFLAWINĘ

FLAVINS BIOSYNTHESIS AND RIBOFLAVIN-BINDING PROTEINS

Zdzisław ŻAK

Zakład Biochemii Zwierząt, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Kraków

Streszczenie: Człowiek i wyższe zwierzęta nie mają zdolności do syntezy izoaloksazyny, która jest 
komponentą flawin. Ta substancja jest dostarczana w diecie w postaci ryboflawiny. Substratem do 
syntezy ryboflawiny w mikroorganizmach jest GTP. Ryboflawinajest prekursorem nukleotydów flawi- 
nowych, które są koenzymami w dużej liczbie oksydoreduktaz. Reakcję tworzenia się mononukleotydu 
flawinowego (FMN) katalizuje flawokinaza przenosząc grupę fosforanową z ATP na ryboflawinę. 
Natomiast syntetaza FAD tworzy dwunukleotyd flawinoadeninowy (FAD).

Ryboflawina jest łatwo wydalana z organizmów zwierzęcych. Jest zatrzymywana w tkankach, 
w surowicy krwi i w jajach ptaków w postaci kompleksu z białkiem wiążącym ryboflawinę (RBP). 
Opisano własności strukturalne i chemiczne RBP z jaja kury.

Słowa kluczowe: białko wiążące ryboflawinę, RBP, flawokinaza, FAD-syntetaza, syntaza lumazyny, 
syntaza ryboflawiny.

Summary: Human and other higher animals are unable to synthetize the isoalloxazine component of 
flavins, so that they must obtain this substance from their diets in the form of riboflavin. The riboflavin 
is synthetised by microorganisms in a pathway that starts from GTP. It is a precursor of flavin nucleotides, 
which are utilized by large number of oxidoreductases. Transfer of the phosphorous group from ATP to 
riboflavin to form flavin mononucleotide (FMN) is catalysed by flavokinase, in the presence of 
FAD-synthetase flavin adenine dinucleotide is formed.

Riboflavin is a diffusible compound and is easily eliminated from the animal organism. It is retained 
in tissues, blood serum and avian eggs as a riboflavin-binding protein (RBP) complexes. The structural 
and chemical properties of hen egg RBP are described.

Key words: riboflawin-binding protein, flavokinase, RBP, FAD synthetase, lumasin synthase, riboflavin 
synthase
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4 Z. ŻAK

I. WSTĘP

Flawiny są w procesach biologicznych kluczowymi związkami o funkcji koenzy
mów w aktywności katalitycznej oksydoreduktaz. Występujący w cząsteczce flawiny 
trójpierścieniowy układ izoaloksazyny i jego własności oksydacyjno-redukcyjne 
umożliwiły ewolucję molekularną organizmów w okresie prebiotycznym. Stało się to 
możliwe gdy przemiana nukleotydów purynowych doprowadziła do powstania czą
steczek ryboflawiny i nukleotydów flawinowych. Sprzężenie przemiany nukleotydu 
guanidynowego z syntezą flawin utrzymało się w organizmach autotroficznych 
a wśród heterotrofów zanikło i dlatego dla zwierząt ryboflawina (witamina B2) jako 
prekursor nukleotydów flawinowych jest czynnikiem egzogennym.

Utrata zdolności do syntezy ryboflawiny i innych rozpuszczalnych w wodzie wi
tamin przez kręgowce spowodowała, że organizmy te musiały zabezpieczyć się przed 
utratą tych drobnocząsteczkowych egzogennych czynników. W przypadku rybofla
winy utrzymywanie jej w odpowiednim stężeniu jest uzależnione u kręgowców za
równo w rozwoju zarodkowym jak i u dorosłych organizmów od obecności swoiście 
wiążących ryboflawinę białek, pełniących funkcję magazynującą i transportującą. 
Zwierzęta jajorodne białka wiążące ryboflawinę gromadzą w strukturze zapasowej 
jaja w najbliższym otoczeniu w stosunku do zarodka. Samice ssaków w okresie ciąży 
mają w osoczu krwi zwiększoną zawartość białek swoiście wiążących ryboflawinę.

II. DEFICYT RYBOFLAWINY

Badania szczurów będących na diecie bez ryboflawiny wykazywały szybki ubytek 
nukleotydów flawinowych w wątrobie [35] . W ciągu 5 - 6  tygodni bezryboflawino- 
wej diety w wątrobie szczura spada zawartość FAD do 29% a FMN do 5% stężenia 
normalnego. W konsekwencji w mitochondriach komórek wątroby zachodzi znaczne 
obniżenie utleniania NADH i z tym aktywności łańcucha oddechowego a w szczegól
ności kompleksu I czyli dehydrogenazy NADH i Il-dehydrogenazy bursztynianowej 
oraz fosforylacji oksydacyjnej. Metabolizm acylo-CoA kwasów tłuszczowych obni
ża się [9, 10]. Ten problem wiąże się z wydalaniem nie metabolizowanych kwasów 
dwukarboksylowych i koniugatów z glicyną. Ponadto obniża się aktywność peroksy- 
zomalnych oksydaz flawinowych jak oksydazy L-aminokwasów i D-aminokwasów
[10], przy zwiększonej aktywności peroksyzomalnej ß-oksydacji. W łaśnie utrata 
zdolności ß-oksydacyjnej w mitochondriach prowadzi do wydalania 4, 6  i 8 -węglo- 
wych kwasów jednokarboksylowych oraz dwukarboksylowych, w następstwie nie
wystarczającej oksydacji kwasów tłuszczowych o średniej długości łańcucha węglo
wodorowego i metabolizmu wielu aminokwasów apolamych [9, 10]. Przy tym osła
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BIOSYNTEZA FLAW IN 5

bieniu aktywności mitochondrialnego utleniania kwasów tłuszczowych pewnym wy
równywaniem metabolizmu jest zwiększona aktywność enzymów peroksyzomal- 
nych.

U ludzi z miopatią, chorobę powoduje obniżenie metabolizmu tłuszczów. Rybo- 
flawina jest niezbędna jako prekursor dwunukleotydu flawinoadeninowego będąc 
koenzymem dehydrogenazy acylo-CoA, flawoproteidu transportującego elektrony 
(ETF) i dehydrogenazy ETF. Brak FAD powoduje zmniejszenie utleniania kwasów 
tłuszczowych w procesie ß-oksydacji [5, 28], Z ostatnich badań [2, 5] wynika, że 
zarówno w aspekcie klinicznym jak i biochemicznym uzyskuje się znaczną poprawę 
po zastosowaniu terapii wysokimi dawkami ryboflawiny[2 , 28].

III. BIOSYNTEZA FLAWIN

Ryboflawina jako prekursor flawinowych koenzymów jest syntetyzowana przez 
organizmy autotroficzne i niektóre mikroorganizmy. Natomiast dla większości orga
nizmów heterotroficznych jest substancją egzogenną. Substratem z którego powstaje 
ryboflawina jest GTP. Po wstępnej degradacji nukleotydu guanidynowego powstały 
5-amino-6-ribitolamino-2,4-pirimidindion staje się prekursorem do syntezy rybitolo- 
lumazyny. Związek ten jest prekursorem w biosyntezie ryboflawiny, a także przeka
źnikiem energii w procesie bioluminescencji [23]. Enzymatyczne przekształcanie 
ryboflawiny w nukleotydy jest uniwersalnym procesem biochemicznym.

III-1. SYNTEZA RYBOFLAWINY

Wśród organizmów żyjących w symbiozie są gatunki, których przemiana umożli
wia syntezę większych stężeń ryboflawiny. Do nich zaliczamy grzyby z rodzaju 
Eremothecium  (np. Eremothecium asbyii). Produkują one ryboflawinę podnosząc 
stężenie jej w środowisku wodnym powyżej rozpuszczalności, co prowadzi do wy
trącania się w postaci krystalicznej.

U Bacillus subtilis istnieje kompleks mający aktywność katalityczną syntazy 
lumazyny i syntazy ryboflawiny. Wykazano regularną strukturę geometryczną dwu- 
dziestościanu kompleksu o wzorze c^ßöo [3 ,4 ,6 , 20, 21]. Kapsydę dwudziestościanu 
budują podjednostki ß, które otaczają tryplet białkowy podjednostek a  [3]. Podjed- 
nostki ß [7, 8 , 20, 21, 22] wyizolowane z kompleksu syntazy lumazyny/syntazy 
ryboflawiny mają aktywność katalityczną syntazy lumazyny. Sekwencja reszt amino- 
kwasowych centrum katalitycznego wykazała bardzo dużą homologię z syntazą lu
mazyny w Escherichia coli i Photobacterium leiognathi, w których lumazyna ucze
stniczy w procesie bioluminescencji [23]. Wykazano również homologię w genach
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6 Z. ŻAK

syntazy lumazyny tych bakterii. Natomiast podjednostki a [3, 6 , 7] mają aktywność 
katalityczną syntazy ryboflawiny. Reakcje katalizowane przez kompleks syntaza 
lumazyny/syntaza ryboflawiny z Bacillus subtilis [21] są przedstawione na rys. 1.

Synteza lumazyny w mikroorganizmach rozpoczyna się od degradacji GTP, która 
prowadzi do powstania 5-amino-6-ribitolamino-2,4-pirymidynodionu. Ten produkt 
degradacji GTP pod wpływem katalitycznej aktywności ß-podjednostki kompleksu

Rys. 1. Reakcje katalizowane w kompleksie syntaza lumazyny/syntaza ryboflawiny [37], 1. 3,4-dihy- 
droksy-2-butanon-fosforan; 2. 5-amino-6-ribitylamino-2,4-pirymidynodion; 3. 6,7-dimetyl-8-ribityllu- 
mazyna; 4. ryboflawina [21],
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BIOSYNTEZA FLAW IN 7

syntazy lumazyny/syntazy ryboflawiny jest przekształcany w 6,7-dimetyl,8-rybityl- 
lumazynę przez połączenie cztero-węglowego fragmentu 3,4-dihydroksy-2-butanon- 
4-fosforanu [37]. Volk i Bacher [36] zaproponowali następujący mechanizm bioche
miczny tego procesu, który przedstawia rys. 2 .

Rys. 2. Hipotetyczny mechanizm syntezy lumazyny. 1. fosforan 3,4-dihydroksy-2-butanonu 2. 5-ami- 
no-6-rybitylamino-2,4-pirymidynodion;3. 6,7-dimetyl-8-ribityllumazyna[21].

W pierwszym etapie zachodzi kondensacja 3,4-dihydroksy-2-butanon-4-fosforanu 
z grupą aminową 5-amino-6-rybitylamino-2,4-pirymidynodionu. Defosforylacja tego 
połączenia przygotowuje syntezę pierścienia pyrazynowego. Zachodzi protonacja 
grupy karbonylowej doprowadzając do addycji zamykającej pierścień z powstaniem 
ugrupowania hydroksylowego. W następstwie przegrupowań w utworzonym pier
ścieniu zachodzi odciągnięcie cząsteczki wody i aromatyzacja pierścienia pterynowe- 
go w rybityl-lumazynie.

Syntaza rybofląwiny (EC.2.5.1.9) z Bacillus subtilis [6 , 7, 8 , 22, 32] katalizuje 
bardzo ciekawą reakcję dysmutacji, w której dwie cząsteczki 6,7-dimetylo-8-(D-ry- 
bityl)-lumazyny tworzą cząsteczkę ryboflawiny i pirymidynodionu. Proces dysmuta
cji między dwoma cząsteczkami rybityl-lumazyny odbywa się w miejscu katalitycz
nym syntazy ryboflawiny. W miejscu katalitycznym syntazy ryboflawiny, jedna
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8 Z. ŻAK

cząsteczka lumazyny lokuje się w miejscu donorowym enzymu i będzie donorem 
czterowęglowego fragmentu (butenu) na korzyść drugiej cząsteczki rybity 1-lumazyny 
zlokalizowanej w miejscu akceptorowym enzymu. Mechanizm tej reakcji [8 ] przebie
ga w następujących etapach:

1. Cząsteczka dimetylo ribitolo-lumazyny znajdująca się w miejscu akceptorowym 
syntazy ulega deprotonacji w grupie metylowej w położeniu 7 i w tym miejscu 
powstaje karboanion. Proton jest przenoszony do N-5 cząsteczki lumazyny w miejscu 
donorowym. Szczegółowe badania sugerują udział nukleofilnej grupy w enzymie 
i przypuszczalnie jest nią cząsteczka wody, grupa OH (2’ lub 3’) rybitolu rybityl-lu- 
mazyny znajdującej się w miejscu donorowym lub grupa OH enzymu (reszty Ser lub 
Thr). Przemiany tego etapu przedstawia rys. 3.

Rys. 3. Rozmieszczenie dwóch cząsteczek rybitol-lumazyny w centrum katalitycznym syntazy rybofla- 
winy (a-podjednostki kompleksu syntaza lumazyny/syntaza ryboflawiny) [8],

2. W lumazynowym pierścieniu ulokowanym w miejscu donorowym enzymu po 
rozerwaniu wiązania między N-5 i C - 6  zachodzi przekazanie reszty alkenowej, a utra
ta protonu z C - 6  grupy metylowej lumazyny miejsca akceptorowego prowadzi do 
utworzenia przejściowego koniugatu połączonego strukturą trienową (rys. 4).

3. Zachodzi 3,3-sigma tropowe przegrupowanie układu trienowego w efekcie 
tworzy się sześciowęglowy pierścień (rys. 5). Aromatyzacja przez P-eliminację pro
tonu grupy metylowej prowadzi do rozerwania wiązania C-7-N-8 i odłączenia się 
ryboflawiny z kompleksu trienowego miejsca akceptorowego, a miejsce donorowe 
opuszcza 2,4-pirymidynodionu (rys. 6 ).

Cushman i współ. [7] dowodzą istnienia dwu stanów konformacyjnych syntazy 
ryboflawiny zbudowanej z trzech podjednostek. W każdej z tych trzech podjednostek 
są dwa miejsca wiązania lumazyny zwane akceptorowym i donorowym. Podjednostka 
enzymu ze zdolnością wiązania dwóch cząsteczek ribitol-lumazyny jest w konforma-
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BIOSYNTEZA FLAWIN 9

Rys. 4. U tw orzenie przejściowego konjugatu Rys. 5 Proces aromatyzacji pierścienia tolueno-
z dwóch cząsteczek rybityl-lumazyny połączonych wego tworzącej się ryboflawiny i przygotowanie
strukturą trienową [8], do rozerwania wiązania C-7-N-8 przed utworze

niem końcowych produktów[8].

Miejsce donorowe Miejsce akceptorowe

Rys. 6. Końcowe produkty katalitycznej aktywności kompleksu syntaza lumazyny/syntaza ryboflawiny 
z Bacillus subtilis [8].

cji substratowej. Druga postać konformacji zwana produktową wykazuje małe powi
nowactwo do substratu a większe do produktu. Przejścia tych postaci odbywają się 
w trzech identycznych podjednostkach. Po uwolnieniu produktów następuje przejście 
danej podjednostki w konformację substratową, która wiąże dwie cząsteczki rybitol- 
lumazyny rozpoczynając następny cykl syntezy ryboflawiny.

U niektórych organizmów (np. grzybek Schizophyllum commune) [13] zachodzi 
enzymatyczne utlenianie łańcucha bocznego ryboflawiny i prowadzi do powstania
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10 Z. ŻAK

pochodnej zwanej schizoflawiną. Jest to aldehyd witaminy B2  o strukturze: 7,8-dime- 
tyl-10(2,3,4-trihydroksy-4-formylobutyl)-izoaloksazyna, który dalej może być utle
niony do nieznanego do tej pory kwasu witaminy B2. Enzym tworzący aldehyd 
witaminy B2 katalizuje utlenianie 5’-hydroksylmetylu w ryboflawinie. Autorzy [13] 
sugerują, że jest to system regulacji syntezy nukleotydów flawinowych na zasadzie 
sprzężenia zwrotnego.

Witamina B2  istnieje w komórkach organizmów żywych w postaci koenzymów 
o budowie nukleotydów FMN i FAD, które uczestniczą w procesach oksydacyjno-re- 
dukcyjnych w metabolizmie cukrów, aminokwasów, kwasów tłuszczowych i nukle
otydów. Przekształcenie ryboflawiny w flawo-koenzymy jest procesem uniwersal
nym i przebiega w komórkach wszystkich organizmów przy udziale swoistych cyto- 
zolowych enzymów.

HI-2. FOSFORYLACJA RYBOFLAWINY

Pierwszym etapem w biosyntezie flawokoenzymów jest fosforylacja ryboflawiny 
do mononukleotydu flawinowego (FMN). Reakcję tą katalizuje flawokinaza, która 
jest 5 ’-fosfotransferazą ATP: ryboflawina (EC 2.7.1.26). Obecność flawokinazy 
wykazano w większości organizmów [24, 25] i enzym ten był izolowany z mikroor
ganizmów [26, 38], roślin [24] oraz z tkankach embrionów kurzych [39]. Ten cyto- 
zolowy enzym był oczyszczony z wątroby szczura [26] i wątroby zarodka kury[39] 
przy zastosowaniu chromatografii powinowactwa z unieruchomioną pochodną rybo
flawiny w postaci N-10-flawinyl-agarozy.

W badaniach kinetycznych flawokinazy [42] zastosowano metodę hamowania 
kompetycyjnego wiązania substratów produktami reakcji. Wykazano, że FMN mocno 
hamuje tworzenie się kompleksu flawokinaza-ryboflawina a w dalszej konsekwencji 
utrudnia przyłączanie się drugiego substratu czyli Zn++ATP. To sugeruje, że FMN 
hamuje wiązanie ryboflawiny do enzymu, a tym samym jest ona wiodącym substra- 
tem w reakcji katalizowanej przez flawokinazę z wątroby szczura. Kompetycyjne 
hamowanie wiązania ryboflawiny przez FMN i mieszane hamowanie wiązania 
Zn++ATP przez Zn++ADP wskazuje na mechanizm reakcji uporządkowanej bi bi 
(iordered bi bi), która przebiega następująco:

Rfl Zn++ATP Zn++ADP FMN
4 4 T T

E -> E*Rfl -> E*Rfl*Zn++ATP -> E*FMN*Zn++ADP -> *FMN -> E

Pierwsza wiąże się ryboflawina do centrum katalitycznego flawokinazy [42] a na
stępnie cząsteczka ATP z jonem Zn++. Odłączanie się produktów reakcji rozpoczyna 
ADP, a na końcu uwalnia się FMN. Kompleks flawokinazy z Zn++ATP jest bardziej 
stabilny w pH = 8,0 [42]. Ponadto stosunek molowy 1:1 jonów Zn++ do ATP zapewnia

http://rcin.org.pl



BIOSYNTEZA FLAWIN 11

tworzenie się kompleksu flawokinazy z drugim substratem. Porównanie stężeń mo
lowych w cytoplazmie sugeruje, że stężenie FMN nie jest czynnikiem wywołującym 
regulację na zasadzie sprzężenia zwrotnego.

W rozwoju zarodka kury wykazano [39] równoległy z wzrostem zarodka wzrost 
aktywności flawokinazy w wątrobie, mięśniu sercowym, jelicie i w ścianie woreczka 
żółtkowego, natomiast brak aktywności tego enzymu w błonie owodniowej oraz 
w płynie owodniowym i żółtku.

Flawokinaza [39] wyizolowana w stanie homogennym z wątrób 18 dniowych 
zarodków kurzych ma podobne własności do flawokinazy organizmów dorosłych. 
Optymalna aktywność przypada na pH alkaliczne roztworu w obecności jonów Zn++. 
Aktywność katalityczna jest stabilizowana przez RBP z jaja kurzego [31]. Ponadto 
udowodniono, że ma miejsce swoiste oddziaływanie między flawokinazą zarodka 
kury a RBP z jaja kurzego, co przyczynia się do wzrostu aktywności katalitycznej 
enzymu i jego stabilności. Autorzy [31] sugerują, że omawiana interakcja między 
dwoma białkami może być jednym z ogniw w mechanizmie regulacji syntezy nukle- 
otydów flawinowych.

III-3. SYNTEZA DWUNUKLEOTYDU FL A WINO ADENINO WEGO.

Dwunukleotyd flawinoadeninowy (FAD) stanowi 70 -  90% wszystkich flawin 
w większości tkanek [27, 28]. Enzym syntetaza FAD jest adenozyltransferazą ATP: 
FMN (EC 2.7.7.2.ATP: FMN adenosyltransferase), katalizuje reakcję FMN +ATP —> 
FAD + PPi (rys. 7).

Syntetazę-FAD otrzymano z wielu źródeł, a ostatnio w postaci homogennej z cy- 
tozolowej frakcji komórek wątroby szczura. Ponadto otrzymano z Brevibacterium  
ammoniagenes [27,42] dwufunkcyjny enzym o masie 38 kDa, który katalizuje reakcję 
flawokinazową i syntezę FAD. Każdy z tych etapów aktywowany jest przez inny 
kofaktor o charakterze jonu metalu. Jon Zn++ aktywuje reakcję flawokinazy, a jon 
Mg++ aktywuje syntetazę FAD.

Zależność aktywności katalitycznej syntetazy FAD od stężeń substratów wskazuje, 
że reakcja nie przebiega wg. mechanizmu ping-pong. Stosując metodę [42] hamowa
nia kompetycyjnego produktami reakcji wiązanie substratów do syntetazy FAD, 
wykazano że reakcja jest katalizowana jako wymiana uporządkowana dwusubstrato- 
wa (ordered bi bi) Z kinetycznych badań syntetazy FAD wynika, że przeniesienia 
nukleotydu adeninowego z ATP na FMN przedstawia się następująco:

Mg++ATP FMN Mg++PPi FAD
4 i T t

E —> E*Mg++ATP —> E*Mg++ATP *FMN -a E*Mg++PP*FAD -4 E*FAD —> E
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12 Z. ŻAK

Rys. 7. Enzymatyczna synteza FAD. Pod wpływem ATP: FMN adenozylo-transferazy zachodzi prze
niesienie reszty fosfoadenozylowej z ATP na cząsteczkę FMN.

W iodącym substratem jest ATP, który pierwszy wiąże się z centrum katalitycznym 
a drugim jest FMN. Powstały w reakcji katalitycznej obok FAD pirofosforan oddy- 
socjowuje pierwszy a na końcu odłącza się cząsteczka FAD. Porównanie stężeń FAD 
w stosunku do wartości stałej hamowania Ki syntetazy stężeniem FAD wskazuje, że 
FAD jest modulatorem ujemnym w regulacji allosterycznej syntetazy FAD na zasa
dzie sprzężenia zwrotnego.
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IV. BIAŁKA WIĄŻĄCE RYBOFLAWINĘ (RBP)

W białku jaja kurzego [29] oraz w żółtku jaja [40] znajduje się żółta glikoproteina, 
która swoiście wiąże ryboflawinę (RBP). Z obu składników jaja wyosobniono RBP, 
które ma masę 32 kDa i wiąże ryboflawinę w stosunku molowym, 1 : 1 .  Ryboflawina 
z połączenia RBP-ryboflawina uwalniana jest w roztworze o pH poniżej 4,00. W ie
lokrotnie słabiej RBP wiąże nukleotydy flawinowe [40, 41]. FMN jest wiązane 30 -  
60 razy słabiej niż ryboflawina i zależy to zarówno od pH roztworu jak i jego siły 
jonowej [16, 34]

Żółtkowy RBP jest syntetyzowany przez wątrobę [38] i transportowany drogą krwi 
gdzie tworzy się kompleks z ryboflawiną, która w tej postaci jest deponowana w żółt
ku podczas rozwoju oocytu. Ten proces gromadzenia kompleksu RBP-ryboflawina 
w żółtku jaj ptaków oraz innych zwierząt jajorodnych jest uzależniony od wzrostu 
wydzielania estrogenów. Natomiast RBP wysycony ryboflawiną poniżej 50% i depo
nowany w białku jaja jest syntetyzowany w jajowodach. Badania strukturalne tych 
RBP są istotne w wyjaśnianiu mechanizmu pobierania białek żółtka z krwi do rozwi
jającego się oocytu. Białkowy i żółtkowy RBP jaja kurzego otrzymano w stanie 
homogennym i scharakteryzowano ich własności fizyko-chemiczne. Wyniki badań 
składu aminokwasowego [40] i sekwencji aminokwasów [12] wykazały bardzo duże 
podobieństwo tych dwu RBP. Sekwencja obu tych białek [12] jest taka sama z wyjąt
kiem C-końca i składu komponent cukrowych [12, 40]. Białkowy RBP mający 219 
reszt aminokwasowych jest pojedynczym łańcuchem polipeptydowym, grupę C-koń- 
cową stanowi kwas piroglutaminowy (kwas pyrolidyno-karboksyIowy). Komponenty 
oligosacharydowe są połączone z resztami asparaginowymi w położeniu 36 i 147.

Z sekwencji nukleotydów cDNA wykazano [19,38] istnienie peptydu sygnalnego 
od N-końca o następującej kolejności reszt aminokwasowych:

M et-Leu-Arg-Phe-Ala-Ile-Thr-Leu-Phe-Ala-Val-Ile-Thr-Phe-Ser-Thr-Cys-
C-koniec jest zakończony dwoma resztami argininy, które są odrywane w procesie 

posttranslacyjnej obróbki. Dojrzały RBP ma 9 mostków dwusiarczkowych co powo
duje bardzo dużą odporność na denaturację [14].

Łączenie się ryboflawiny z RBP wywołuje wygaszanie fluorescencji ryboflawiny 
i reszt aromatycznych RBP. Stała wiązania ryboflawiny przez RBP wynosi 1,3 mM. 
Uwalnianie ryboflawiny z kompleksu RBP-ryboflawina zachodzi po zakwaszeniu 
roztworu poniżej punktu izoelektrycznego białka. W oparciu o własności spektralne 
i badania wpływu modyfikacji chemicznej reszt aminokwasowych w RBP wykazano, 
że jest istotna jedna z 9 reszt tyrozynowych i jeden z 6  tryptofanów. W utrzymaniu 
struktury miejsca wiązania ma znaczenie interakcja reszty argininy z grupami kwaso
wymi [1 ,14,15,18]. W badaniach spektropol ary metrycznych [41] wykazano niewiel
kie zmiany w konformacji w RBP w zakresie wiązań peptydowych, reszt aromatycz
nych i otoczenia wiązania flawiny.
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Badania fluorescencyjne z zastosowaniem wygaszaczy obojętnych i jonowych
[ 1 1 ] wykazały, że niewiele reszt tryptofanu jest wyeksponowanych w kompleksie 
RBP-ryboflawina. W iększa część reszt tryptofanu jest ukryta wewnątrz struktury 
cząsteczki białka. Wśród tych ukrytych głębiej reszt tryptofanu jedna jest zlokalizo
wana w miejscu wiązania ryboflawiny a inne prawdopodobnie uczestniczą w utrzy
maniu struktury otoczenia[41]. Z badań wygaszania fluorescencji wynika sugestia
0 istnieniu istotnej reszty tryptofanu Trp54, która znajduje się w otoczeniu czterech 
mostków dwusiarczkowych: Cys5-Cys30 ; Cys24-Cys73 ; Cys33-Cys77 ; Cys57- 
C ysl38. Te sugestie wymagają potwierdzenia w badaniach krystalograficznych RBP. 
Oba RBP są ufosforylowane. W białkowym RBP sześć lub siedem z pośród dziewię
ciu reszt seryny są zestryfikowane kwasem fosforowym.

Badania lokalizacji RBP [30] w rozwoju zarodkowym kury wykazały, że rybofla
wina uwalnia się z kompleksu RBP-ryboflawina bez proteolitycznej degradacji RBP
1 pozbawiony ligandu RBP jest przemieszczany do płynu owodniowego. Mechanizm 
uwalniania ryboflawiny z kompleksu ryboflawina-RBP jest problemem otwartym.

Unieruchomione na podłożu chromatograficznym RBP jaja kurzego stosowane jest 
do rozdziału flawin [18]. Podobnie inne białka swoiście wiążąc witaminy grupy B są 
wykorzystywane w chromatografii powinowactwa dla badań analitycznych koenzy
mów i innych pochodnych witamin grupy B oraz w izolowaniu z materiału biologicz
nego ich metabolitów.
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CUKRZYCA MODELOWA 
JAKO NARZĘDZIE BADANIA ZMIAN 

WYSTĘPUJĄCYCH W CUKRZYCY KLINICZNEJ. 
PROSTAGLANDYNY I ZWIĄZKI WANADU 

W NORMALIZACJI ZMIAN CUKRZYCOWYCH1 2

THE MODEL DIABETES AS A TOOL OF INVESTIGATION 
OF ALTERATIONS IN CLINICAL DIABETES. 

PROSTAGLANDINS AND VANADATE DERIVATIVES 
IN DIABETIC CHANGES NORMALIZATION

Anna M. KORDOWIAK, Piotr KAPUSTA, Robert TRZOS,
Kinga DZIEWOŃSKA

Zakład Biochemii Zwierząt, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Kraków

Streszczenie: W trzech rozdziałach przedstawiono krótką charakterystykę cukrzycy występującej u ludzi 
i badania wykonywane u zwierząt po wywołaniu tej choroby przez podanie streptozotocyny (SZ) lub 
aloksanu (A).Omówiono cytoprotekcyjne własności prostaglandyn i ich ochronny charakter wobec 
stwierdzonych uprzednio zmian aparatu Golgiego wątroby szczura w cukrzycy indukowanej streptozo- 
tocyną. Przedstawiono przegląd szkodliwego i pożytecznego działania wanadu na żywe organizmy wraz 
z w ła sn y m i w y n ik am i d o ty czący m i in s u lin o -p o d o b n e g o  d z ia ła n ia  now ej p o ch o d n e j 
Na2[VO(OX)2]xH2 0  na aktywność transferazy galaktozylowej wątroby szczura.

Słowa kluczowe: cukrzyca modelowa, streptozotocyna, hepatocyty kontrolne i patologiczne, prostaglan- 
dyny (PGs), wanad.

Summary’: The short characteristics of human diabetes as well as model of this disease induced in animals 
by streptozotocin (SZ) or alloxan (A) injection are described. Cytoprotective activities of some prosta
glandin derivatives and their protection against previously described alterations of rat liver Golgi

1 C zęść doświadczalna pracy dotycząca wiązania PGE2 z hepatocytami finansowana częściow o przez KBN  
w ramach PB /0580/P2/94 w 1994 r. oraz PB 4 .P 05A . 110.08 na rok 1995/97.

2 C zęść doświadczalna pracy dotycząca oddziaływania nowej pochodnej wanadu na aparat G olgiego wątroby 
szczurów finansowana częściowo przez KBN P B /0581/P2/94 w 1994 r.
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apparatus are described. Additionally short review of injurious and usefulness vanadate action on living 
organisms together with own results concerning insulin-like influence of new vanadate derivative 
Na2[V0(0X)2]xH20 on rat liver Golgi apparatus galactosyltransferase activities are presented.

Key words: experimental diabetes, streptozotocin, control and pathological hepatocytes, prostaglandins 
(PGs), vanadium

1. WSTĘP

Cukrzyca należy do chorób społecznych, które wykazują tendencję wzrostową 
w populacji ludzkiej. Wzrasta również liczba zgonów spowodowanych tą chorobą 
w przeliczeniu na 100000 mieszkańców, w ciągu ostatnich 30 lat wskaźnik ten wzrósł 
czterokrotnie. Jakkolwiek pojęciem „cukrzyca” obejmuje się różne pod względem 
etiologii i klinicznego przebiegu choroby, można wyróżnić pewne wspólne ich cechy 
jak: wzrost poziomu cukru we krwi i w moczu, zaburzenia przemiany cukrowców 
i lipidów oraz metaboliczne skutki tych zaburzeń [6 8 ].

Najogólniej cukrzycę występującą u ludzi dzielimy na tzw cukrzycę pierwotną 
typu I (insulinozależna, IDDM = insulin dependent diabetes mellitus, z niedoborem 
insuliny, dawniej zwaną też cukrzycą typu młodzieńczego) cechującą się zupełną lub 
prawie zupełną utratą zdolności wydzielania insuliny przez komórki B trzustki. W tego 
typu cukrzycy stwierdza się genetyczną predyspozycję do jej rozwoju. Drugim typem 
cukrzycy pierwotnej jest cukrzyca typu II (cukrzyca insulinoniezależna, NIDDM = 
non insulin dependent diabetes melitus), bardzo zróżnicowana etiologicznie i klinicz
nie, może być uwarunkowana genetycznie, żywieniem lub zaburzeniami komórkowej 
reaktywności na insulinę. Dalej przeprowadza się podział w obrębie typu ze względu 
na konstytucję fizyczną chorego (z otyłością lub bez), skutki stosowania diety lub 
środków hipoglikemizujących oraz ze względu na powikłania w obrębie innych 
tkanek, które powstają w okresie trwania cukrzycy (np.choroby tętnic, endokrynopa- 
de, angiopatie, neuropatie, zespoły objawów dermatologicznych).

W zależności od typu cukrzycy stosuje się różne formy leczenia. W cukrzycy typu 
I stosuje się injekcje odpowiedniego preparatu insuliny, w cukrzycy typu II leczenie 
insuliną może być konieczne tylko przejściowo (np.w przypadku operacji, ciąży g o 
rączki nietolerancji doustnych środków hipoglikemizujących) a zwykle stosuje się 
środki doustne obniżające poziom glukozy we krwi. W przypadku leczenia insuliną 
warunkiem skuteczności działania jest podanie jej dwa razy dziennie, przestrzeganie 
diety i higieniczny tryb życia (ruch, normalizacja masy ciała). Absolutnym przeciw
wskazaniem leczenia insuliną jest uczulenie na ten hormon. Pojedyncza dawka 
insuliny o wydłużonym działaniu nie powinna przekraczać 40-48 U. W Polsce do 
lecznictwa dopuszczono 7 krajowych preparatów pochodzenia wołowego lub wie
przowego. Firmy zachodnie oferują szeroką gamę preparatów insuliny, w tym insulinę 
ludzką otrzymaną poprzez wymianę niektórych aminokwasów insuliny wieprzowej
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na swoiste dla hormonu ludzkiego lub przez syntezę w Escherichia coli. W szystkie 
stosowane do injekcji preparaty insuliny tak pochodzenia krajowego jak zagraniczne
go winna cechować ściśle określona, możliwie najniższa zawartość takich związków 
jak proinsulina, glukagon, polipeptyd trzustkowy, somatostatyna czy naczyniowy 
peptyd jelitowy ze względu na ich alergizującą aktywność i/lub działanie uboczne. 
Podawanie wszystkich preparatów insuliny wymaga ogromnej staranności i umiejęt
ności ze strony chorego, gdyż zastrzyki wykonuje on sam. Konieczne jest precyzyjne 
ustalenie dawki, zasady łączenia preparatów insuliny, zmniejszenie urazowości 
wstrzyknięć, jałowości narzędzi itp. [6 8 ]. Mimo to po 74 latach stosowania insuliny 
konieczne jest doskonalenie tej metody leczenia, ze względu na często powstające 
skutki uboczne i przewlekłe powikłania.

W cukrzycy typu II celowe jest stosowanie doustnych leków hipoglikemizujących, 
pochodnych trzech głównych grup związków: 1 ) biguanidów (buformina, fenformina 
metformina), 2 ) sulfonylomocznika (sulfonamid, tolbutamid, chloropropamid, karbu- 
tamid i kilkanaście pochodnych tych związków), 3) pochodne pirymidyny, inhibitory 
a-glukozydaz w jelicie cienkim, mieszanki ziołowe. Stosowanie pochodnych grupy 
1 może wywoływać nowe zaburzenia metabolizmu przy korzystnej regulacji poziomu 
cukru we krwi, toteż w niektórych krajach Europy i w USA wycofano je z aptek. Przy 
stosowaniu pochodnych grupy 2  możliwe jest wystąpienie śpiączki ketonowej lub 
niewrażliwość na pochodne sulfonylomocznika [6 8 ]. Aby zrozumieć podstawy dzia
łania w/w leków a także ułatwić poszukiwanie nowych związków przeciwdziałają
cych tej chorobie, przede wszystkim hiperglikemii i glikozurii, należy poznać mecha
nizmy ich molekularnego oddziaływania.

Badania tego typu dotyczące metabolizmu na poziomie komórki i możliwości 
oddziaływania nań są możliwe wyłącznie na zwierzętach, u których wywołuje się 
cukrzycę modelową a następnie testuje skuteczność związków o charakterze ochron
nym bądź normalizującym wywołane zmiany o charakterze cukrzycowym.

2. MODELE CUKRZYCY DOŚWIADCZALNEJ

Do wywołania u zwierząt zmian, które są charakterystyczne dla cukrzycy insuli- 
nozależnej, insulinoniezależnej lub wynikającej z obciążeń genetycznych u ludzi, 
czyli do wywołania „cukrzycy modelowej”, służą dwa związki: aloksan (A) i strep- 
tozotocyna (SZ).Wzory chemiczne obu pochodnych przedstawia rys 1. W większości 
badań biochemicznych używa się przede wszystkim streptozotocynę ze względu na 
jej mniejszą toksyczność, a zatem wyższą przeżywalność zwierząt po zabiegu, oraz 
lepszą zbieżność z patologicznymi zmianami stwierdzanymi u pacjentów z cukrzycą 
typu I oraz cukrzyca pochodzenia genetycznego [2, 3, 5, 18, 19, 30, 6 8 ]. Od czasu 
odkrycia streptozotocyny (1959 r.), jako antybiotyku o szerokim spektrum działania 
oraz aktywności przeciwnowotworowej, już w 1963 r stwierdzono jej charakter
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Rys 1. Wzory chemiczne streptozotocyny (2-dezoksy-2(3-metylo-3 -nitrozomoczniko)-D -glukopirano- 
za) i aloksanu (2,4,5,6 - tetraoksy pirymidyna).Oba związki służą do wywoływania cukrzycy doświad
czalnej u zwierząt.

diabetogenny. Streptozotocyna indukuje zmiany morfologiczne, biochemiczne i fi
zjologiczne w różnych tkankach i narządach np.w wątrobie, nerkach, naczyniach 
krwionośnych, mięśniach, jelicie cienkim, działa immunosupresyjnie, jako czynnik 
endotoksyczny, wpływa na metabolizm hormonów sterydowych. W ywołuje zmianę 
aktywności niektórych enzymów związanych i niezwiązanych z przemianą cukrow
ców i lipidów w wątrobie i mięśniach, wykazuje aktywność proteolityczną w mię- 
śnich, wpływa na hipertriglicerydemię, metabolizm kolagenu [2, 3] a przede wszyst
kim drastyczne obniżenie poziomu insuliny działając toksycznie na komórki B 
trzustki, co przypomina cukrzycę typu I [50] oraz cukrzycę pochodzenia genetyczne
go [74], Streptozotocynę używa się do uzyskania cukrzycy modelowej u psów, 
królików, ryb, jagniąt, kotów, małp, szczurów, myszy, świnek morskich i chomików 
syryjskich [2]. Należy podkreślić, że szczury, myszy czy chomiki są b.dobrym 
modelem do uzyskania hiperglikemii po podaniu SZ, natomiast inne gatunki zwierząt 
np. świnki morskie czy króliki są bardziej odporne na jej działanie [2, 30],

Do badań normalizacji zmian wywołanych SZ użyto przede wszystkim insulinę. 
W pewnych przypadkach hormon ten działa normalizująco np.regulując aktywność 
pewnych enzymów w wątrobie [2 ] np. glukokinazy, heksokinazy, fosfofruktokinazy 
czy kinazy pirogronianowej (enzymy glikolityczne) oraz dehydrogenazy glukozo-6 - 
fosforanu czy dehydrogenazy fosfoglukonianu (enzymy kluczowe cyklu pentozowe
go). Insulina jest również skuteczna w przywróceniu aktywności enzymów uczestni
czących w przemianie tłuszczy takich jak liaza ATP-cytrynian, dehydrogenaza 
NADP-izocytrynian, lipaza triglicerydowa [2]. W innych przypadkach jej wpływ jest
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znikomy [2, 34, 46]. Dlatego poszukiwania związków działających ochronnie lub 
leczniczo na zmiany powstające po SZ są prowadzone nadal.

Jakkolwiek obniżenie poziomu cukru we krwi i moczu stosowane jest najczęściej 
jako test działania badanego „leku”, nie wszystkie związki oddziałują w ten sposób. 
Część działa na takie objawy kliniczne jak poliuria i proteinuria , prawidłowe wyda
lanie z moczem sodu i potasu oraz ochrania hiperfiltrację w kłębuszkach nerkowych. 
Tak działa np dipirydamol [73]. Ze względu na powszechność testu oznaczania 
poziomu cukru we krwi, a także zawartości triglicerydów, insuliny immunoreakty w- 
nej oraz cholesterolu najszersze zastosowanie znalazły pochodne wanadu podawane 
doustnie w formie płynnej [72].

Nasz udział w badaniach dotyczących oddziaływania SZ na komórki i organelle 
komórkowe wyniknął z badań zespołu Sameckiej-Keller, która w latach 1970-tych 
stwierdziła bardzo znaczne obniżenie ilości galaktozy we frakcji glikopeptydów 
i glikoprotein osocza ludzi chorych na cukrzycę insulinozależną oraz zwierząt z cu
krzycą modelową. Teza, iż wynika to z obniżenia aktywności transferazy galaktozy- 
lowej, enzymu-znacznika aparatu Golgiego, gdzie zachodzi potranslacyjna modyfi
kacja części cukrowej glikoprotein i glikopeptydów osocza znalazła pełne potwier
dzenie w naszych dalszych pracach [37, 59, 60]. Spadek aktywności tego enzymu 
u zwierząt z cukrzycą był wysoce istotny statystycznie w odniesieniu do zwierząt 
kontrolnych, podobnie jak wydajność izolowania frakcji błon Golgiego oraz zmiana 
morfologii tej organelli sugerująca upośledzenie sekrecji. Prace te stanowiły niewiel
ki, ale istotny wkład do badań nad cukrzycą modelową, co więcej badania innych 
autorów potwierdziły swoistość stwierdzonych zmian dla transferazy galaktozylowej, 
czego nie zaobserwowano dla innych transferaz glikozylowych [11, 47, 69]. W dal
szych badaniach stwierdziliśmy dodatkowo zmiany składu białkowego izolowanej 
frakcji błon Golgiego [40], zmianę składu fosfolipidów tej frakcji [32], (co również 
potwierdziły badania innych autorów [5 ,24 ,47 ,69]). Ponadto zmiany tak składu błon 
jak  oporności osmotycznej stwierdziliśmy w erytrocytach zwierzęcych i ludzkich 
pochodzących od pacjentów chorych na cukrzycę [39, 61-63]. Uzyskane przez nas 
w grupie zwierząt doświadczalnych wyniki dotyczące spadku aktywności transferazy 
galaktozylowej oraz upośledzenia morfologii aparatu Golgiego były dodatnio skore
lowane z poziomem i składem cukrowej części glikoprotein osocza [46] i nie ulegały 
normalizacji przy podawaniu insuliny [34, 46]. Stwierdziliśmy ponadto, że zmiana 
funkcji i morfologii aparatu Golgiego w cukrzycy doświadczalnej jest swoista dla 
cukrzycy wywołanej podaniem streptozotocyny i nie występuje po podaniu aloksanu 
[41]. Szczegóły i odpowiednie porównania przedstawiono w artykułach przeglądo
wych [31, 35]. Przytoczone wyniki skłoniły nas do poszukiwania związku, który 
wykazywałby zapobiegające lub lecznicze działanie wobec wspomnianych wyżej 
zmian, gdyż jak wspomniano insulina, stosowana w leczeniu ludzi nie była skutecz
na [46]. ,
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3. WPŁYW PROSTAGLANDYN JAKO ZWIĄZKÓW 
O DZIAŁANIU CYTOPROTEKCYJNYM

Prostaglandyny (PGs) jako jedne z pochodnych kwasu arachidonowego (AA) 
powstające pod wpływem działania cyklooksygenazy wykazują bardzo silne i różno
rodne działanie biologiczne Trudno obecnie znaleźć jednostkę chorobową, w której 
pozytywnie czy negatywnie nie działają te związki [5, 26, 44, 76]. Ich rola, fizjolo- 
giczno-biochemiczne i farmakologiczne działanie prostaglandyn (PGs) jest tematem 
wszechstronnie badanym przez specjalistów całego świata od około 70 lat i w części 
należy już do wiadomości podręcznikowych [np. 15, 26, 76]. Inne, nie do końca 
poznane aspekty działania PGs są publikowane w ilości kilkudziesięciu prac tygo
dniowo. Jedną z cech prostaglandyn są tzw. własności cytoprotekcyjne przy czym 
zależą one prócz typu PGs od rodzaju tkanki docelowej a nawet od ogólnej kondycji 
całego ustroju (wiek, płeć, norma lub patologia). Mechanizm cytoprotekcyjnego 
działania tych związków nie jest do końca poznany. Działają one na poziomie narządu, 
komórki, organelli komórkowych a nawet w układach in vitro. Przegląd literatury 
dotyczącej tego zagadnienia zebrano w oddzielnych artykułach [38, 44], Pionierem 
badań nad cytoprotekcją był A.Robert a jego badania są nadal kontynuowane. Należy 
podkreślić, że własności cytoprotekcyjne wykazują przede wszystkim pochodne 
PGEj, PGE2, jej dimetylowa pochodna 16,16’ dmPGE2, PGF2a, PG Aj, i PGI2. 
Z wyjątkiem tej ostatniej, pochodne te należą do tzw trwałych pochodnych eikozano- 
idów z długim okresem półtrwania, podczas gdy prostacyklina (PGI2), nadtlenki 
prostaglandynowe PGG 2 /PGH 2 oraz inna pochodna kwasu arachidonowego trombo- 
ksan A] (TXA2) mają bardzo krótki okres półtrwania [76]. Tabela 1 jest zestawieniem 
wybranych z piśmiennictwa danych nt. trwałości najbardziej typowych PGs oraz dla 
porównania TXA2.

Nasze doświadczenia dotyczyły wąskiego wycinka badań cytoprotekcyjnego dzia
łania prostaglandyn, niemniej uzyskane wyniki były bardzo obiecujące i sugerowały 
podjęcie dalszych badań. Wstępne wyniki wykazały, że trzykrotne podanie 16,16’ 
dmPGE2  (przed, równocześnie i po dawce streptozotocyny wywołującej cukrzycę 
modelową, skutecznie chroni przed wystąpieniem zmian patologicznych opisanych 
uprzednio [33, 34, 36]. Co więcej, stwierdziliśmy, że dwie pochodne PGs (16,16’ 
dmPGE2 oraz PG Ej) stymulują in vitro w stosunkowo długim czasie (do 8  lub 20 
godz.) aktywność enzymu-znacznika aparatu Golgiego, tj. transferazy galaktozylo- 
wej, po wyizolowaniu frakcji tych błon [42,43] .Wydawało się interesujące sprawdzić, 
jak będą wiązać jedną z pochodnych PGs tj PGE2 hepatocyty kontrolne i pochodzące 
od zwierząt z cukrzycą. Przegląd własności receptorów PGs w różnych komórkach, 
ze szczególnym uwzględnieniem hepatocytów przygotowany na podstawie publiko
wanych prac innych autorów [29, 38]wykazał nam, że jak dotąd brak porównania 
właściwości tych miejsc wiążących w hepatocytach kontrolnych i „cukrzycowych” . 
Wstępne badania n i e s w o i s t e g o  wiązania PGE2  przez hepatocyty wykazały niższą
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wartość dla hepatocytów pochodzących od zwierząt cukrzycowych, jakkolwiek róż
nice te nie były statystycznie istotne. Dalsze oznaczenia s w o i s t e g o  wiązania PG E2, 
wykazały wysoce istotne statystycznie obniżenie w porównaniu z kontrolą wiązania 
PGE2 przez hepatocyty pochodzące od zwierząt z cukrzycą, zarówno w 4°C jak 37°C. 
Wyniki te są opracowywane i będą przedmiotem odrębnej publikacji. Dalsze badania 
będą dotyczyły możliwych do określenia w naszych warunkach parametrów kinetycz
nych oddziaływania PGE 2  -  miejsce wiążące, a także wpływu PGs na metabolizm 
wewnątrzkomórkowy w cukrzycy modelowej i kontroli.

4. WANAD JAKO CZYNNIK NORMALIZUJĄCY KLINICZNE
OBJAWY CUKRZYCY

Wanad występuje powszechnie w środowisku (w glebie i w wodzie), jego zawar
tość w różnych tkankach roślinnych i zwierzęcych wynosi od kilkunastu do kilkudzie
sięciu mikrogramów. Jest uważany za niezbędny pierwiastek śladowy w prawidło
wym wzroście i rozwoju zwierząt i ludzi. Liczne prace doświadczalne ujmują różne 
aspekty jego wpływu na metabolizm komórkowy i oddziaływanie na różnym pozio
mie z aminokwasami, peptydami i białkami, w tym również z wielu enzymami oraz 
z pierwotnymi i wtórnymi przekaźnikami w komórce. Zestawieniem opisanych w li
teraturze w ciągu ostatnich lat pozytywnych i negatywnych oddziaływań wanadu na 
żywy organizm są tabele 2 i 3. Przedstawiają one również pochodne wanadu stoso
wane najczęściej w badaniu jego biologicznej aktywności. Akumulacja wanadu 
w organizmie zachodzi w nerkach, kościach i wątrobie [23], zbyt wysokie wychwy
tywanie wanadu przez organizm ludzki powoduje ostre i/lub chroniczne zatrucia 
zmuszające do stosowania związków chelatujących jako osłony antytoksycznej. Ba
dania Hamady [22, 23] wykazały, że podanie pewnych związków chelatujących 
z VCI3 , VOSO4 , czy NaVOß przeciwdziała zarówno nadmiernemu wychwytywaniu 
tego pierwiastka, jak  jego toksycznym efektom. Najbardziej skutecznym związkiem 
jest deferoksyamina, nieco gorzej działają EDTA, Tiron, oranż ksylenolowa lub 
fenantrolina zasadowa. Efekt działania tych związków badano u szczurów, myszy 
i zarodków kurcząt. W organizmie wanad jest wiązany przez te same białka, które 
wiążą żelazo tj: ferrytynę, transferrynę i laktoferrynę [23]. We krwi i płynach ustro
jowych wanad występuje głównie jako VO 3 '  Po przejściu do komórki ulega nieenzy- 
matycznej redukcji przez zredukowany glutation do V 0 2+ [22, 23, 50, 70]. Schemat 
tego procesu przedstawia rys. 2 .

Pochodne wanadu mogą między innymi działać podobnie jak insulina na komórki 
i tkanki zwierząt in vivo i in vitro. Jednym z pierwszych efektów działania jest 
normalizacja poziomu cukru we krwi, wg części autorów dawka wanadu potrzebna 
do uzyskania euglikemii zależy od początkowego poziomu cukru we krwi [8 , 70]. 
Podobieństwo działań wanadu i insuliny nadal potwierdzają ukazujące się prace
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Rys 2. Schemat występowania wanadu na różnych stopniach utlenienia we krwi i płynach ustrojowych 
oraz po przejściu do wnętrza komórki za pośrednictwem przenośników anionów i redukcję nieenzyma- 
tyczną przy udziale zredukowanej cząsteczki glutationu (GSH). Toksyczność wanadu zależy od stoso
wanej pochodnej tego metalu. Schemat przygotowano na podstawie piśmiennictwa [22, 23, 50, 52].

doświadczalne np. obie substancje zwiększają aktywność lipazy lipoproteinowej 
w gruczołach mlecznych [17], mają podobne działanie w regulacji genu 33 [75]. 
W adipocytach i mięśniu szkieletowym działanie wanadu przypomina aktywność 
insuliny pod względem wpływu na utlenianie glukozy, syntezy glikogenu, stymulacji 
wychwytywania heksoz, lipogenezy i hamowanie lipolizy [16, 17, 67, 72]. Wanad 
działa na gospodarkę węglowodanowo-lipidową a zatem na syntezę i aktywność 
niektórych enzymów [13, 27, 53, 64, 6 6 , 67]. Opracowany przez nas na podstawie 
piśmiennictwa schemat różnych dróg działania wanadu w komórce jest nadal aktualny 
[72], jakkolwiek pojawiają się nowe aspekty wpływu wanadu np. przeciwny do 
insuliny efekt jego działania (szczególnie wyraźny w komórkach prawidłowych), lub 
też coraz powszechniej opisywane jego efekty toksyczne [6 , 14,45, 57]. Zestawienie 
stosowanych najczęściej w badaniach pochodnych wanadu umieszczono w tabelach 
2 i 3 [8 , 27,45,70, 72],

W działaniu na niektóre enzymy np ATP-azy wanad V + 5  jest silniejszym inhibito
rem niż V+4, lecz musi być stosowany w wyższych stężeniach (50-100 mM). Wanad 
V+ 4  działa słabiej, lecz w szerszym zakresie stężeń, w tym także w stężeniach fizjo
logicznych [27]. Jak przedstawiono na rys. 2, wanad jest redukowany po przejściu do 
wnętrza komórki [ 23,50,70], jednak inne doświadczenia nad połączonym działaniem 
wanadu i nadtlenku wodoru wykazują konieczność utlenienia wanadu na innych 
stopniach utlenienia do V+ 5  prowadzącego w efekcie kilku reakcji do zwiększenia 
aktywności kinazy tyrozynowej receptora insuliny poprzez hamowanie fosfatazy 
fosfotyrozynowej białek [ 64, 65].

Na pewno nie zawsze działanie wanadu przebiega drogą podobną do insuliny. Od 
dawna wiadomo, że insulina powoduje między innymi przemieszczenie z wnętrza 
komórki glikoprotein transportujących glukozę przez błonę komórkową [16]. Wana-
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dany nie są w stanie przywrócić normalnej aktywności transporterów glukozy (jednej 
z subpopulacji GLUT-4) ani powodować ich defosforylacji w komórkach tłuszczo
wych szczurów z cukrzycą SZ [4]. Sugeruje to istnienie alternatywnych dróg trans
portu cukrów do wnętrza komórki, które mogłyby być uruchamiane przez wanad. 
W prawidłowych limfocytach i monocytach szczurzych, pochodzących od zwierząt 
kontrolnych, wanad obniża zdolność wiązania insuliny przez jej receptor, raczej przez 
zmniejszenie ilości receptorów niż przez obniżenie powinowactwa do tego hormonu 
[49]. Znane jest oddziaływanie wanadanów na receptory asjaloglikoprotein w hepa- 
tocytach i „wymianę” ich formy aktywnej na nieaktywną w błonie plazmatycznej 
[54]. Jest możliwe, że indukowane przez wanad insulino-podobne efekty działania nie 
zawsze wiążą się lub zależą od receptorów insuliny. Droga oddziaływania wanadu 
może łączyć się z działaniem insuliny, z niektórymi szlakami metabolicznymi oddzia
ływania tego hormonu lub biec niezależnie od tych dróg metabolicznych. Sugeruje się, 
że wanad może oddziaływać na wtórne przekaźniki, czasem zaś sam być wtórnym 
przekaźnikiem sygnału hormonalnego [25].

Sądzi się również, że pewne efekty działania wanadu mogą być niezależne od 
siebie np. w adipocytach szczurzych lipogeneza i utlenianie glukozy zależą od cyto- 
zolowej kinazy tyrozynowej, czego nie potwierdzono w przypadku transportu gluko
zy i antylipolitycznego działania wanadu [67]. Wielu autorów stwierdza, że wanad 
stymuluje fosforylację reszt Tyr różnych białek komórkowych [6 ,12]. Brak jednak 
zgodności czy działanie to wiąże się wprost z stymulacją aktywności kinaz tyrozyno- 
wych [6 6 , 67] czy też przez hamowanie aktywności fosfataz fosfotyrozyny [56]. 
Z aktywnością kinaz bądź z dodatkowym sposobem oddziaływania wanadu może być 
związane hamowanie przez ten pierwiastek aktywności Na+, K+ -ATP-azy [22, 23, 
47, 67], Ca2 +-ATP-azy [27] czy też H+ ATP-azy [13], a także zależność od wapnia 
niektórych przynajmniej efektów działania wanadu [6,10, 53,57] Poza tym coraz 
więcej danych wskazuje,że działanie wanadu jest różne w różnych rodzajach komó
rek, co więcej w tych samych komórkach w zależności od ich stanu fizjologicznego 
działanie wanadu może być odmienne. Przykładowo niektórzy autorzy [6 , 57 ] 
stwierdzają, że w hepatocytach kontrolnych efekty działania wanadu są inne niż 
działanie insuliny, zbliżone raczej do działania glukagonu czy wazopresyny. Ponadto, 
w dalszych badaniach nad wanadem konieczne jest sprawdzenie jego ubocznych, 
negatywnych skutków działania w organizmie, o czym pisze się coraz powszechniej.

Nasze zainteresowania wanadem wynikało ze zdolności tego pierwiastka do nor
malizowania klinicznych objawów cukrzycy doświadczalnej (wywołanej tak SZ jak 
aloksanem u myszy i szczurów) w bardzo krótkim czasie, tj. już po trzech dniach 
podawania w postaci roztworu do picia. Liczne prace dotyczące tego problemu 
pojawiły się w końcu lat siedemdziesiątych; próbą uporządkowania różnych, czasem 
sprzecznych z sobą doniesień na podstawie piśmiennictwa dotyczącego tego proble
mu jest jedna z naszych ostatnich prac przeglądowych [72], Podjęliśmy również we 
współpracy z R. Grybosiem badania nad nową, syntetyzowaną przez niego, nie
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stosowaną jeszcze w badaniach tego typu pochodną wanadu tj. Na2  [VO(OX)2] x H20  
ze względu na jej dobrą rozpuszczalność i dużą trwałość w roztworach wodnych soli 
oraz buforach. Sprawdziliśmy wpływ tego związku na aktywność transferazy galak- 
tozylowej enzymu-znacznika aparatu Golgiego wątroby szczura, jak również na 
najczęściej badane kliniczne parametry cukrzycy. Wyniki będą przedmiotem oddziel
nej publikacji oryginalnej [45], można jednak stwierdzić, że nowo syntetyzowana 
pochodna, podobnie jak insulina w standardowych warunkach doświadczenia nie 
normalizowała aktywności badanego przez nas enzymu [28, 31, 40, 46].
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ODDZIAŁYWANIA KOMÓREK 
W SUBSTANCJI MIĘDZYKOMÓRKOWEJ

INTERACTIONS IN EXTRACELLULAR CELL MATRIX

Zofia PORWIT-BÓBR 

Instytut Biologii Molekularnej UJ, Kraków

Streszczenie: Przedstawiono podstawowe informacje na temat rozpoznawania molekularnego w proce
sach, które prowadzą do odczynu zapalnego. W przypadku adhezji zapalnej struktury powierzchniowe, 
których ekspresja towarzyszy stanom zapalnym uczestniczą w interakcjach międzykomórkowych ko
mórek układu obronnego. Poznanie rodziny cytokin, selektyn, integryn i ich ligandów pozwoliło na 
lepsze zrozumienie tych oddziaływań.

W ostatnim pięcioleciu opublikowano w naszym zespole konsekwencje działania wydzielanych poza- 
komórkowo enzymatycznych białek bakteryjnych Staphylococcus aureus i Porphyromonas gingivalis\ 
proteinazy serynowej w atopowym zapaleniu skóry oraz gingipainy w paradentozie.

Składnik powierzchniowy mikroorganizmów rozpoznający adhezyjne cząsteczki substancji między
komórkowej MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) 
u Staphylococcus aureus uczestniczy w inwazji, kolonizacji tkanek gospodarza przez drobnoustrój, 
a także w odpowiedzi odpornościowej. Otrzymano dane, że bakteryjne cząsteczki adhezyjne, gronkow- 
cowa serynowa proteinaza V8, a także Arg-gingipaina i Lys-gingipaina mogą odgrywać ważną rolę 
w interakcjach komórkowych w procesach zapalnych.

Słowa kluczowe: substancja międzykomórkowa, adhezja zapalna, pozakomórkowe enzymy bakteryjne

Summary’: Basic information concerning molecular recogniton in bacterial infections is outlined. Inflam
matory phase of infection induced by interactions of adhesive products of genes, expressed on surfaces 
of immune cells and its ligands are described. The knowledge about family of cytokins, selectins and 
integrins and its receptors help us to understand these interactions.

During the last five years the consequences of extracellular enzyme release from Staphyloccocus aureus 
and Porphyromonas gingivalis, namely: serine proteinase in atopic dermatitis and gingipains in perio
dontitis were subject of our work.
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Microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMM) of S. aureus 
participates in cell interactions during invasion, host tissue colonization, and immune response. Data 
were obtained that bacterial adhesive molecules and staphyloccocal serine proteinase V8 and also, 
Arg-gingipain or Lys-gingipain can play important role in cell interactions during inflammation.

Key words: extracellular cell matrix, inflammatory adhesion, extracellular bacterial enzymes

Interakcje między komórkami w substancji międzykomórkowej (SM) wynikają 
z rozpoznawania ligand-receptor. Rozpoznawanie to wymaga ogromnej selektywno
ści i specyficzności, polegającej na komplementamości węglowodanów i peptydów 
[14].

Na podstawie licznych badań stało się oczywiste, że SM jest wieloskładnikowym 
substratem dla powierzchniowych białek komórek układu odpornościowego organi
zmu. W przypadku adhezji zapalnej produkty genów uczestniczące w interakcjach 
międzykomórkowych: selektyny, intergryny i inne cząsteczki zostały w znacznym 
stopniu poznane. Otrzymano preparaty syntetyczne i inhibitory blokujące ich działa
nie, ale do wyjaśnienia pozostaje poznanie obszaru wiążącego cząsteczek adhezyj- 
nych [4].

W adhezji zapalnej uczestniczą zależne od wapnia lektyny o własnościach selektyn 
typu C (Ca2+) i strukturze domenowej [3]. W adhezji związanej z przenikaniem do 
śródbłonka naczyń włosowatych komórek, spełniającym określone funkcje w odpo
wiedzi odpornościowej mogą brać również selektyny L/Lam -1 [5].

Interakcja selektyn z ich ligandami na powierzchni leukocytów powoduje adhezję 
leukocytów do komórek śródbłonka i poprzedza ich przenikanie z i do wnętrza naczyń 
krwionośnych. E-selektyny/ELAM -1 pośredniczą w przemieszczaniu się neutrofilów 
i monocytów oraz niektórych limfocytów (pamięci). W przypadkach przechodzenia 
komórek przez ścianę naczynia rozpuszczalne selektyny E uzyskały nazwę krążących 
cząsteczek adhezyjnych, które mają podstawowe znaczenie w kierowaniu komórek 
do określonych miejsc zasiedlania (homing). Selektyny E występują w różnych 
formach glikozylowanych i różnią się m.cz. 107 -  115 kDa.

W początkowym stadium adhezji selektyny L zapoczątkowują opuszczanie naczyń 
przez neutrofile i monocyty [5]. Odpowiednie ligandy umożliwiają przejście przez 
wysoki śródbłonek naczyń, ponieważ mają na powierzchni cząstki z rodziny selektyn 
LEC-CAM. W adhezji zapalnej mobilizowane przez interleukinę 1 i czynnik nekrozy 
nowotworów selektyny E/ELAM 1 (115kD) czyli cząsteczki adhezyjne CAM-1 
ulegają ekspresji na komórkach śródbłonka pod wpływem cytokin. Ligand E-selek- 
tyny występuje przejściowo na tych komórkach śródbłonkowych od 2 - 8  godz. po 
aktywacji zapalnej [2]. Selektyny P/GMP-140 są przechowywane w ziamistościach 
płytek krwi, uwalniane z aktywowanych płytek oraz z śródbłonka i wiążą się z neu- 
trofilami [3].

W następnym stadium adhezji zapalnej dochodzi do aktywacji integryn: LFA-1 
i VLA-4.
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Integryny występują na powierzchni różnych komórek układu odpornościowego. 
Jest to grupa białek zaliczana do nadrodziny immunoglobulinowej, ze względu na 
strukturę heterodimerową złożoną z podjednostek alfa i beta. Specyficzność ligando- 
wą integryn częściowo poznano. Jako cytoadhezyny ulegają ekspresji pod wpływem 
mediatorów zapalnych. Integryny aktywowane przez cytokinowe chemoatraktanty czyli 
chemokiny, np. IL-8 , M PC-1 lub PAF, wy wołują m.in. spłaszczenie komórki, ułatwiające 
diapedezę. Spłaszczenie na powierzchni śródbłonka jest wynikiem zmian konformacyj- 
nych, które następują po związaniu LFA-1 z ligandem ICAM-1 i VLA-4 z VCAM-1.

Białka powierzchniowe bakterii zostały poznane dzięki rozwojowi genetyki mole
kularnej [8 ].

Zainteresowania Zakładu Mikrobiologii i Immunologii IBM UJ dotyczyły gliko- 
protein powierzchniowych, które ulegały ekspresji w organizmie w wyniku inwazji 
i zakażenia bakteryjnego lub procesu nowotworowego. Badania interakcji struktur 
powierzchniowych w odpowiedzi odpornościowej rozpoczęto od poznania modelu 
antygenów wirusów polyoma i grypy [6 , 7]. Oczyszczone antygeny nowotworowe T, 
polyoma i antygeny HA (glikoproteinowej hemaglutyniny wirusa grypy), rozpoznawane 
w układzie syngenicznym w kontekście z MHC klasy I i II limfocytów T były przedmio
tem licznych publikacji. Wykryto różnice, wynikające z modulacji struktury warstwy 
powierzchniowej błon komórkowych po ekspresji genów kodujących badane antygeny, 
w reakcjach grup cukrowych z konkanawaliną A i w kooperacjach limfocytów T-T, po 
stymulacji antygenowej (w testach nadwrażliwości typu późnego) [6 ].

W ostatnim pięcioleciu poznano w naszym zespole konsekwencje działania wy
dzielanych pozakomórkowo białek bakteryjnych, w tym proteinaz Staphylococcus 
aureus i Porphyromonas gingivalis [8 , 11, 12].

Obecnie wiadomo, że MSCRAMM np. u gronkowca rozpoznaje fibronektynę, 
kolagen i wielocukry spokrewnione z heparyną w specyficznych reakcjach struktur 
wiążących ligandy, istotnych w inwazji, kolonizacji tkanek gospodarza przez drob
noustrój, a także w indukcji odpowiedzi odpornościowej [8 ].

Badania nad rolą pozakomórkowych enzymów bakteryjnych w interakcjach mię
dzykomórkowych rozwijały się spontanicznie w dwóch zespołach Zakładu M ikrobio
logii i Immunnologii i miały zbliżony cel poznawczy: powiązanie patogenezy zaka
żeń z ostrą fazą zapalenia. Modulacje reakcji odpornościowych, głównie neutrofilów 
i interakcje enzymatyczne z immunoglobulinami i inhibitorami enzymów [ 1 1 , 13], 
prowadzące do degradacji, zmian strukturalnych i funkcjonalnych tych białek doty
czyły dwóch istotnych, ale różnych i tylko częściowo poznanych zakażeń bakteryj
nych: gronkowcowego, towarzyszącego atopowemu zapaleniu skóry [ 1  ] oraz infekcji 
bakteriami, wydzielającymi gingipainy w związku z paradentozą [ 1 2 ].

U chorych z atopowym zapaleniem skóry i zakażeniem S. aureus w pobranych 
płynach przesiękowych (suction blister fluid) stwierdzono obecność proteinazy sery- 
nowej. Poziom aktywności enzymu oznaczony wobec kazeiny i swoistego substratu 
Z-Phe-Leu-Glu-p.Na był wysoki i zależny od stopnia zakażenia.
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Obecność w pobranych płynach skórnych proteinazy serynowej V 8 , (a nie elastazy 
neutrofilowej) wskazuje na możliwość jej penetracji do ogniska zapalnego w przebie
gu zakażenia oraz możliwość modyfikującego wpływu na inhibitor ostrej fazy zapa
lenia, alfa-1 antytrypsynę. Pobrane płyny przesiękowe stymulowały nieznacznie 
migrację neutrofilów izolowanych z krwi obwodowej zdrowych dawców. Neutrofile 
krwi obwodowej pacjentów wyizolowane po przebyciu zakażenia gronkowcowego 
skóry, wykazywały obniżoną chemotaksję w stosunku do czynników zapalnych 
LTB4 i IL - 8  oraz zmodyfikowanego proteinazą gronkowcową inhibitora: alfa 1-an
ty try psy ny.

W odpowiedzi komórek odpomościowch nadal badany jest na poziomie moleku- 
larno-komórkowym mechanizm adhezji zapalnej pod wpływem enzymów wydziela
nych z badanych mikroorganizmów i nie do końca poznanych dróg transdukcji sy
gnałów. Znaczenie modulacji wynikających z powstawania nowych struktur biolo
gicznych np. zmodyfikowanych inhibitorów proteinaz i ich własności w komunika
cjach międzykomórkowych jest mało poznane. Wiadomo jednak, że proteinazy 
bakteryjne oprócz enzymatycznego działania wywołującego daleko idące konse
kwencje immunologiczne (np. degradację immunoglobulin), często tworzą komple
ksy z inhibitorami co może prowadzić do ich zmienionej struktury i funkcji [9, 10].
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WPŁYW KSZTAŁTU KOMÓREK NA WZROST, 
RÓŻNICOWANIE I PRZEŻYWALNOŚĆ KOMÓREK1

THE INFLUENCE OF CELL SHAPE ON CELL GROWTH, 
DIFFERENTIATION AND SURVIVAL

Jarosław CZYŻ

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Kraków

Streszczenie: Zmiany kształtu i stopnia rozpłaszczenia komórek są jednym z czynników wpływających 
na wzrost, różnicowanie i przeżywalność komórek w hodowli in vitro. Zwiększenie stopnia rozpłaszcze
nia komórek powoduje zapoczątkowanie przez komórki wzrostu, natomiast zaokrąglenie komórek 
wywoływać może ich różnicowanie i apoptozę. Coraz więcej faktów wskazuje na udział białek cyto- 
szkieletu w procesach regulacji zachowania się komórek przez wpływ na kształt komórek. Cytoszkielet 
odgrywa rolę w rozmieszczeniu organelli komórkowych w cytoplazmie, w regulacji przebiegu procesów 
energetycznych, syntezy makromolekuł oraz procesów związanych z kaskadą wtórnych przekaźników. 
W artykule omówiono dane dotyczące wpływu oddziaływań komórek z podłożem, związanych z nimi 
zmian kształtu komórek i zmian w organizacji cytoszkieletu na wzrost i różnicowanie komórek.

Summary: Cell shape and degree of spreading influence the growth, differentiation and survival of the 
cells cultured in vitro. The increase in cell spreading leads to the initiation of cell proliferation, whereas 
cell rounding often results in cell differentiation and apoptosis. Numerous results suggest that cytoskeletal 
proteins can be involved in the processes of the regulation of cell physiology by cell shape. Cytoskeleton 
takes part in the regulation of the distribution of cytoplasmic organelles, energy metabolism, macromo
lecule synthesis, second messengers cascades etc. The available data concerning the role of cell-substra- 
tum interactions and cell shape changes in cell proliferation and differentiation, along with the role of 
cytoskeletal proteins in these processes have been reviewed in this article.

Słowa kluczowe: proliferacja, różnicowanie, kształt komórki, rozpłaszczenie, transdukcja sygnału, 
cytoszkielet

Keywords: cell proliferation, cell differentiation, cell shape, spreading, signal transduction, cytoskeleton.
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I. WSTĘP

W iększość typów prawidłowych komórek zwierzęcych hodowanych in vitro 
podejmuje syntezę DNA i proliferację tylko po przyczepieniu się do podłoża. Zjawi
sko to określane jest jako zależność wzrostu od przyczepienia (ang. anchorage 
dependence o f  growth) [107], Komórki wykazujące to zjawisko, hodowane w warun
kach uniemożliwiających komórkom przyczepienie się do podłoża, np. w pożywkach 
półpłynnych, nie syntetyzują DNA i nie dzielą się, a wzrost komórek zostaje zatrzy
many w fazie G1 cyklu komórkowego [62, 83], Zależności wzrostu od przyczepienia 
się do podłoża nie wykazują m.in. komórki macierzyste szpiku kostnego. Interakcje 
komórek z podłożem prowadzą do zmian kształtu komórek z zaokrąglonego, obser
wowanego u komórek w zawiesinie, na rozpłaszczony, a także do zapoczątkowania 
przez komórki wzrostu. Ponieważ większość prawidłowych komórek zwierzęcych nie 
może migrować wzajemnie jedne po drugich [77], zwiększenie gęstości komórek 
w hodowli, które powoduje wzrost liczby kontaktów międzykomórkowych, prowadzi 
do zmniejszenia rozpłaszczenia komórek [18]. Skorelowany z tym jest spadek szyb
kości wzrostu komórek (kontaktowe zahamowanie wzrostu, ang. contact inhibition o f  
growth) [65, 8 8 ]. Tak więc zarówno oderwanie komórek od podłoża jak i wzrost 
gęstości komórek w hodowli prowadzą do zmian kształtu komórek oraz do zmian 
szybkości wzrostu komórek. Sugeruje to, że zjawisko zależności wzrostu od przycze
pienia się komórek do podłoża oraz zjawisko kontaktowego zahamowania wzrostu 
komórek mogą być przyczynowo związane ze zmianami ich kształtu.

Kształt komórek wpływa nie tylko na wzrost i proliferację lecz także na różnico
wanie i ekspresję genów w komórkach. Zmniejszenie rozpłaszczenia niektórych ty
pów komórek np. chondrocytów, keratynocytów i hepatocytów prowadzi do zahamo
wania proliferacji komórek, a także do zapoczątkowania przez komórki procesów 
różnicowania i ekspresji specyficznych tkankowo genów [33, 102, 110]. Z kolei 
komórki śródbłonkowe i nabłonkowe reagują na spadek stopnia rozpłaszczenia róż
nicowaniem, natomiast całkowite oderwanie komórek od podłoża wywołuje u tych 
komórek apoptozę [29], Wskazuje to na istotną rolę kształtu komórek jako czynnika 
regulującego fizjologię i właściwości komórek w organizmie. Komórki nowotworo
we, które zdolne są do wzrostu w zawiesinie cechują się obniżoną wrażliwością na 
zmiany ich kształtu. Oderwanie komórek nowotworowych od podłoża nie wywołuje 
zatrzymania wzrostu komórek [87],

W ostatnich latach opracowano szereg technik umożliwiających kontrolę kształtu 
i stopnia rozpłaszczenia komórek. Pozwoliło to na ilościowe badania wpływu kształtu 
komórek na wzrost i różnicowanie komórek. W artykule zebrane zostały fakty doty
czące roli kształtu komórek w procesach regulacji wzrostu i różnicowania komórek, 
oraz wynikające z nich wnioski na temat roli białek cytoszkieletu w regulacji zacho
wania komórek.
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II. WPŁYW CHEMICZNYCH I FIZYCZNYCH WŁAŚCIWOŚCI 
PODŁOŻA NA KSZTAŁT I SZYBKOŚĆ WZROSTU

KOMÓREK

Castor [18] jako pierwszy zaobserwował zależność aktywności mitotycznej pra
widłowych komórek zwierzęcych od ich kształtu. Wykazał, że wraz ze wzrostem 
gęstości komórek linii 1S1 w hodowli, spadał stopień rozpłaszczenia komórek. Ze 
zmianami kształtu komórek z rozpłaszczonego na bardziej zokrąglony, skorelowany 
był spadek aktywności mitotycznej komórek mierzonej liczbą mitoz przypadających 
na jedną komórkę w danym okresie czasu. Zrobienie „rany” w pojedynczej warstwie 
(monolayerze) komórek powodowało rozpoczęcie migracji przez komórki znajdują
ce się na brzegu rany, wzrost ich rozpłaszczenia oraz aktywności mitotycznej. Na tej 
podstawie zasugerował, że stopień rozpłaszczenia komórek jest jednym z głównych 
czynników wpływających na szybkość wzrostu prawidłowych komórek zwierzęcych 
w hodowli in vitro.

W yeliminowanie wpływu kontaktów międzykomórkowych na wzrost komórek 
umożliwiły doświadczenia oparte na hodowli komórek na włóknach waty szklanej, 
kulkach silikonowych i szklanych oraz na płytkach szklanych o określonych wymia
rach [26, 71]. Większość komórek BHK 21 i 3T3 hodowanych na płytkach szklanych 
o wymiarach 1 1 0  x 1 1 0  pm i większych zdolna była do wzrostu i tworzenia kolonii. 
Płytki takie umożliwiały pełne rozpłaszczenie rosnących na nich komórek. Wraz ze 
spadkiem wielkości płytek spadała szybkość proliferacji komórek. Tylko 2% komórek 
hodowanych na płytkach o wymiarach 30 x 30 pm podejmowało wzrost. Wykazano 
też, że procent komórek 3T3 i BHK 21 tworzących kolonie na włóknach waty szklanej 
był wprost proporcjonalny do długości włókien. Komórki hodowane na włóknach
0 długości do 40 pm (BHK 21) i 60 pm (3T3) były praktycznie niezdolne do 
podziałów i tworzenia kolonii. Wraz ze wzrostem długości włókien procent komórek 
tworzących kolonie rósł, osiągając swoje maksimum, gdy komórki hodowane były na 
włóknach o długości 200 -  250 pm. Taka długość włókien umożliwiała komórkom 
pełne rozpłaszczenie w kierunku osi długiej włókna. Podobne wyniki uzyskano 
hodując komórki na kulkach szklanych i silikonowych o różnej średnicy. Kulki szkla
ne o średnicy 75 pm umożliwiały rosnącym na nich komórkom pełne rozpłaszczenie
1 podziały. Przyczepienie się komórek do kulek o średnicy 5 pm nie pozwalało 
komórkom na rozpłaszczenie. Komórki hodowane na tak małych kulkach nie dzieli
ły się [26,71].

Opierając się m.in. na tych wynikach Folkman i Greenspan [26] zasugerowali, iż 
zjawisko zależności wzrostu komórek od przyczepienia się komórek do podłoża może 
wynikać z zależności wzrostu od stopnia rozpłaszczenia komórek. Interakcje komórek 
z podłożem prowadzą do zmian kształtu komórek, który z kolei może wpływać na 
wrażliwość komórek na działanie chemicznych czynników pobudzających wzrost.
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Komórki hodowane na podłożu umożliwiającym rozpłaszczenie reagują wzrostem 
na obecność czynników wzrostowych, podczas gdy zaokrąglenie komórek wywołuje 
spadek ich wrażliwości na stymulujące działanie tych czynników.

Pod koniec lat 70-tych w badaniach nad rolą kształtu komórek w procesach regu
lacji wzrostu komórek zaczęto stosować techniki oparte na zdolności niektórych 
substancji do wpływania na właściwości chemiczne podłoży do hodowli komórek. 
Folkman i Moscona [27] pokrywały naczynia różnymi stężeniami poli(hydroksyety- 
lometakrylatu) (poliHEMA). Zaobserwowały one, że wraz ze wzrostem stężenia 
poliHEMA spadał stopień rozpłaszczenia komórek śródbłonkowych hodowanych na 
podłożu pokrytym tą substancją. Jednocześnie spadała intensywność wbudowywania 
przez komórki znakowanej trytem tymidyny oraz obniżał się procent jąder syntetyzu
jących DNA. Wyniki te autorzy uznali za potwierdzenie hipotezy o wpływie kształtu 
komórek na jej wrażliwość na działanie czynników wzrostowych. Autorzy zasugero
wali również, że korelacja między stopniem rozpłaszczenia komórek, a aktywnością 
podziałową komórek może być wynikiem wpływu oddziaływań komórki z podłożem 
na strukturę wiązek filamentów aktynowych.

Ponten i Stolt [85] zaproponowali doświadczenia umożliwiające ścisłą kontrolę 
kształtu i stopnia rozpłaszczenia komórek. Polegała ona na hodowli komórek na 
wysepkach o podwyższonej adhezy wności uzyskanych przez napylanie metalicznego 
palladu na nieadhezywną powierzchnię. Komórki hodowane na tak przygotowanych 
podłożach przyczepiały się tylko do miejsc gdzie napylony był pallad, a kształt 
komórek determinowany był przez kształt i pole powierzchni wysepki. Metoda ta 
okazała się niezwykle przydatna w doświadczeniach dotyczących wpływu kształtu 
komórki na wzrost komórek. Wykorzystując tę technikę O ’Neill i wsp. [81 ] wykazali, 
że procent komórek WME syntetyzujących DNA na wysepkach o powierzchni 500 
|im 2 był taki sam jak komórek pozostających w zawiesinie. Wraz ze wzrostem pola 
powierzchni wysepek, procent komórek syntetyzujących DNA rósł osiągając maksi
mum dla komórek hodowanych na wysepkach o powierzchni 5000 [im2.

Wpływ zmian kształtu komórek na aktywność wzrostową komórek badano rów
nież wykorzystując podłoża pokryte immobilizowanymi ligandami integryn. Ingber 
[46] hodując komórki śródbłonkowe na podłożu pokrytym fibronektyną wykazał, że 
wraz ze wzrostem stężenia immobilizowanej na podłożu fibronektyny rośnie stopień 
rozpłaszczenia komórek oraz intensywność syntezy DNA. Fibronektyną rozpuszczo
na w medium hodowlanym lub immobilizowana na kulkach szklanych nie stymuluje 
syntezy DNA. W ynika z tego, że fibronektyną i inne białka adhezji wpływały na 
wzrost komórek tylko wtedy, gdy oddziaływania między cząsteczkami białka a ko
mórką prowadziły do zmian kształtu komórki. Hepatocyty, hodowane na podłożu 
pokrytym fibronektyną, są bardziej rozpłaszczone i szybciej rosną, niż gdy są hodo
wane na podłożu pokrytym lamininą [94], Podobnie zachowują się komórki fibrobla- 
styczne. Niektóre typy komórek nabłonkowych rosną szybciej na podłożu pokrytym 
lamininą [104], Czynnikiem określającym zachowanie się komórek na podłożach
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pokrytych różnymi białkami adhezji mogą być więc właściwości białek receptoro
wych typu integryn obecnych na błonach komórkowych badanych komórek. Hepato
cyty i fibroblasty posiadają receptory fibronektyn, a wykorzystane w doświadcze
niach linie komórek nabłonkowych charakteryzują sie obecnością receptorów lami- 
nin. Różnice w specyficzności receptorów wpływać mogą na stabilność miejsc kon
taktu komórek z podłożem (kontaktów zogniskowanych, ang .focal contacts). Wyniki 
te wskazują na zaangażowanie cytoszkieletu w procesach regulacji wzrostu komórek, 
ponieważ kontakty zogniskowane stanowią punkty zaczepienia dla elementów kurcz
liwych cytoszkieletu (np. włókien naprężeniowych, ang. stress fibers) i odgrywają 
istotną rolę w organizacji cytoszkieletu [47].

III. WPŁYW KSZTAŁTU KOMÓREK NA PROCESY 
RÓŻNICOWANIA KOMÓREK

Wiele typów komórek, wśród nich chondrocyty, komórki nabłonkowe, śródbłon- 
kowe, keratynocyty i in. podejmuje syntezę DNA i proliferację gdy są hodowane na 
podłożach umożliwających adhezję i rozpłaszczenie, natomiast zmiana warunków 
hodowli powodująca spadek rozpłaszczenia i zookrąglenie komórek wywołuje za
trzymanie wzrostu komórek i rozpoczęcie przez komórki procesów różnicowania.

Głowacki i wsp. [33] hodując chondrocyty na podłożach pokrytych różnymi stę
żeniami poliHEMA wykazali, że ekspresja przez komórki fenotypu zróżnicowanego 
jest ściśle skorelowana z kształtem komórek. Chondrocyty hodowane na podłożu 
pokrytym poliHEMA w dużym stężeniu przyczepiały się do podłoża, pozostawały 
jednak zaokrąglone. W tych warunkach komórki nie dzieliły się, syntetyzowały nato
miast glikozaminoglikany, które są markerami różnicowania chondrocytów. Te same 
komórki hodowane na plastiku były silnie rozpłaszczone i podejmowały syntezę 
DNA. Podobne wyniki uzyskano hodując chondrocyty w obecności fibronektyny
[111]. Komórki hodowane na podłożach bakteriologicznych pokrytych fibronektyną 
traciły fenotyp zróżnicowany, rozpłaszczały się i rozpoczynały syntezę DNA. Wpływ 
fibronektyny na właściwości chondrocytów jest ściśle z wiazany z kształtem komórek. 
Fibronektyną nie wywoływała wzrostu chondrocytów hodowanych w pożywce pół
płynnej, która uniemożliwiała komórkom rozpłaszczenie [3].

Badania zachowania hepatocytów i keratynocytów hodowanych na wysepkach 
o podwyższonej adhezywności potwierdziły rolę kształtu komórek w ekspresji fenotypu 
zróżnicowanej komórki. Pozwoliły one również wyeliminować wpływ oddziaływań 
międzykomórkowych jako ewentualnego czynnika wpływającego na ekspresję genów.

Osadzenie hepatocytów na wysepkach o powierzchni 1600 |im 2 sprawiało, że tylko 
kilka procent komórek hodowanych w tych warunkach syntetyzowało DNA. Poziom 
sekrecji albuminy przez komórki, która jest jednym z markerów różnicowania hepa
tocytów, był względnie wysoki i wynosił ok 80 ng/1000 kom órek/1 dzień. Wzrost
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pola powierzchni wysepek o podwyższonej adhezy wności powodował wzrost stopnia 
rozpłaszczenia osadzanych na wysepkach komórek, spadek poziomu sekrecji album i
ny oraz wzrost liczby komórek syntetyzujących DNA. Na standardowym podłożu, 
które nie ograniczało stopnia rozpłaszczenia komórek, ok 60% hepatocytów syntety
zowało DNA, natomiast sekrecja albuminy stanowiła tylko ok. 30% wartości otrzy
manej dla komórek hodowanych na najmniejszych wysepkach [ 102] (Rys. 1). Wyniki 
te potwierdzają wcześniejsze wnioski innych autorów dotyczące wpływu kształtu na 
właściwości hepatocytów [74].

Rys. 1. Komórki hodowane na wysepkach o pod
wyższonej adhezywności. Zmiany pola powierzch
ni wysepek powodują kontrolowane zmiany stopnia 
rozpłaszc enia komórek, (według Singhvi i wsp. 
[102] zmienione)

Doświadczenia polegające na hodowli keratynocytów na wysepkach o podwyższonej 
adhezywności przyniosły bardzo podobne wyniki. Tylko 15% komórek hodowanych na

9  .wysepkach o powierzchni 400 pm syntetyzowało DNA, natomiast ok. 45% komórek 
hodowanych w tych warunkach syntetyzowało białko markerowe inwolukrynę. Wraz ze 
wzrostem pola powierzchni wysepek więcej hodowanych na nich komórek syntetyzowa
ło DNA, a mniej komórek syntetyzowało inwolukrynę [110].

Wpływ kształtu komórek na procesy różnicowania obserwowano również dla 
komórek nabłonkowych i śródbłonkowych. Komórki nabłonkowe gruczołu piersio
wego myszy podejmują syntezę kazeiny w odpowiedzi na spadek stopnia rozpłaszcze
nia [24], Ingber i Folkman [47] wykazali, że w zależności od stopnia rozpłaszczenia 
komórki śródbłonkowe podejmują syntezę DNA, różnicowanie lub giną. Komórki 
śródbłonkowe hodowane na szalkach bakteriologicznych pokrytych fibronektyną

9  . . . .

w stężeniu poniżej 100 ng/cm były zaokrąglone i po pewnym czasie ginęły. Wysokie 
stężenia fibronektyny immobilizowanej na podłożu (ponad 500 ng/cm2) wywoływały 
natomiast rozpłaszczenie i proliferację komórek. Komórki hodowane na podłożach 
pokrytych fibronektyną w stężeniu od 100 do 500 ng/cm 2 początkowo się rozpła
szczały, jednak z czasem oddziaływania międzykomórkowe doprowadzały do odry
wania się komórek od podłoża, tworzenia agregatów, zaprzestania wzrostu i rozpo
częcia procesów angiogenezy.
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IV. WPŁYW MECHANICZNIE STYMULOWANYCH ZMIAN 
KSZTAŁTU KOMÓREK NA WZROST I EKSPRESJĘ GENÓW

PRZEZ KOMÓRKI

Niektóre typy komórek zwierzęcych wrażliwe są na zmiany kształtu wywołane 
przez mechaniczne rozciąganie komórek. Reakcja komórek polegać może na przy
spieszeniu wzrostu lub zmienionej ekspresji genów. W swojej pionierskiej pracy 
Curtis i Seehar [22] wykazali, że mechaniczne rozciąganie siatki nylonowej z rosną
cymi na niej fibroblastami, wywołujące cykliczne zmiany ksztłtu komórek, powoduje 
wzrost liczby jąder syntetyzujących DNA oraz wzrost indeksu mitotycznego stymu
lowanych komórek. Indeks mitotyczny i procent jąder w fazie S cyklu komórkowego 
obliczony dla komórek rozciąganych cyklicznie z częstotliwością 0.25 do 1 Hz był 
dwukrotnie większy niż w hodowli kontrolnej.

Inną metodą badania wpływu mechanicznej stymulacji komórek na proliferację 
i ekspresję genów jest hodowla komórek na elastycznych podłożach, które można 
deformować, zmieniając w ten sposób kształt rosnących na nich komórek. Przy użyciu 
tej metody wykazano, że także inne typy komórek, w tym komórki nabłonkowe [14], 
mięśniowe [112], osteoblasty [53, 78] są wrażliwe na mechaniczną stymulację. 
Komórki nabłonkowe reagowały na mechaniczne rozciąganie dwukrotnym wzrostem 
liczby jąder syntetyzujących DNA [14], Ilościowe badania wpływu wielkości ampli
tudy zmian kształtu komórek na ich wzrost wykazały, że np. ludzkie osteoblasty 
najsilniej reagowały na rozciąganie o amplitudzie 1%. Większe amplitudy zmian 
kształtu komórek wywoływały mniejszą reakcję komórek [78].

Zmiany kształtu komórek powodowane przez mechaniczne rozciąganie komórek 
wpływać mogą na wzrost komórek poprzez wpływ na ekspresję genów. Komórki 
mięśni gładkich pod wpływem mechanicznej stymulacji wydzielają PDGF, który na 
drodze autokrynnej powoduje wzrost aktywności mitotycznej stymulowanych komó
rek [112]. Te same komórki pod wpływem mechanicznej stymulacji zwiększają 
syntezę kolagenu, hialuronianu i siarczanu chondroityny [6 6 ]. M echaniczna stymula
cja komórek śródbłonkowych i fibroblastów powoduje wzrost syntezy endoteliny- 1  

[75] oraz interleukiny lb  [101]. Mechanizm transdukcji sygnału mechanicznego na 
sygnał chemiczny nie został jak dotąd poznany. Zasugerowano, że w procesie tym 
mogą odgrywać rolę mechanowrażliwe kanały wapniowe, fosfolipaza C oraz cyto
szkielet aktynowy [23, 25, 53].
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V. KORELACJA MIĘDZY ORGANIZACJĄ CYTOSZKIELETU 
A ZACHOWANIEM SIĘ KOMÓREK ZWIERZĘCYCH

A) WPŁYW ODDZIAŁYWAŃ KOMÓRKI Z PODŁOŻEM NA 
ORGANIZACJĘ CYTOSZKIELETU I ZACHOWANIE KOMÓREK

Przyczepienie i rozpłaszczenie się komórek na podłożu powoduje reorganizację 
elementów cytoszkieletu: mikrotubul, mikrofilamentów i filamentów pośrednich 
[107]. Z punktu widzenia oddziaływań komórki z podłożem szczególnie ważna jest 
organizacja cytoszkieletu aktynowego. Komórki oddziaływują z podłożem, na któ
rym rosną za pośrednictwem receptorów typu integryn [45, 91]. Są to białka integral
ne, których część zewnątrzkomórkowa zdolna jest do interakcji z niektórymi typami 
białek adhezji (fibronektyny, lamininy). Oddziaływania między integrynami a ich 
ligandami prowadzą do zlepiania (ang. clustering) integryn i do formowania kontak
tów zogniskowanych [15, 52]. Kontakty zogniskowane są związane z kompleksami 
białkowymi usytuowanymi po wewnętrznej (cytoplazmatycznej) stronie błony ko
mórkowej. W ich skład, oprócz integryn, wchodzi kilkanaście rodzajów białek, m.in. 
winkulina, talina, a-aktynina, aktyna, paksylina, białka kapturkowe [15], niektóre 
białka regulacyjne (np. kinazy białkowe [1, 89] i białka G [38]). W kontaktach 
zogniskowanych łączy się cytoszkielet aktynowy komórki z błoną komórkową i ma
cierzą zewnątrzkomórkową. Biorą one również udział w procesach organizacji cyto
szkieletu aktynowego, w tym w formowaniu włókien naprężeniowych [32, 82]. 
W łókna naprężeniowe są to wiązki mikrofilamentów o właściwościach kurczliwych 
[64], w skład których wchodzi również miozyna, tropomiozyna, a-aktynina [93] i inne 
białka np. niektóre kinazy (PKC) [76]. Organizacja włókien naprężeniowych zależy 
od stabilności kontaktów komórek z podłożem. Odpowiedni stopień stabilności kon
taktów zogniskowanych umożliwia skurcz izometryczny komórki, który jest niezbęd
ny do formowania włókien naprężeniowych [59, 82, 103]. Zmiana właściwości 
chemicznych lub fizycznych podłoża powodująca spadek stabilności kontaktów ko
mórki z podłożem, stopnia rozpłaszczenia i szybkości wzrostu komórek wywołuje 
również reorganizację cytoszkieletu i zanik włókien naprężeniowych [13, 44, 63, 73, 
113], Podobne zmiany organizacji cytoszkieletu uzyskiwano poprzez hodowlę komó
rek w „gęstych” hodowlach lub na wysepkach o podwyższonej adhezywności [8 ,49 , 
50]. Stwierdzono, że wraz ze wzrostem gęstości komórek w hodowli spada liczba 
kontaktów zogniskowanych i włókien naprężeniowych w komórce [8 , 54]. Jednocze
śnie zmniejsza się stopień rozpłaszczenia komórek, spada ich aktywność mitotyczna 
[18, 55] (Rys. 2), a w niektórych przypadkach komórki rozpoczynają procesy różni
cowania. Podobnie komórki reagują na zmiany pola powierzchni wysp o podwyższo
nej adhezywności [49, 50]. Spadek pola powierzchni wysp powoduje spadek stopnia 
rozpłaszczenia rosnących na wyspach komórek, spadek liczby kontaktów zognisko
wanych, obniżenie szybkości wzrostu i ekspresję genów specyficznych tkankowo
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Rys. 2. Korelacja między gęstością komórek 
w hodowli, ich kształtem i organizacją cyto- 
szkieletu aktynowego, a szybkością wzrostu 
komórek. W początkowej fazie hodowli, gdy 
komórki nie są rozpłaszczone, a cytoszkielet 
aktynowy pozostaje zdezorganizow any, 
przyrost komórek w hodowli jest minimalny 
(faza I). Rozpłaszczenie się komórek na 
podłożu, rozpoczęcie migracji i wykształce
nie włókien naprężeniowych jest skorelowa
ne ze wzrostem aktywności mitotycznej ko
m órek (faza II). W ytw orzenie zw artej 
warstwy kom órek (compact monolayer) 
w hodowli powoduje spadek stopnia rozpła
szczenia komórek, zanik włókien napręże
niowych i zahamowanie proliferacji komó
rek (faza III), (a) fibroblasty; (b) komórki 
nabłonkowe.

[102, 110]. Także dezorganizacja cytoszkieletu aktynowego przez cytochalazynę D 
powoduje spadek szybkości wzrostu komórek [51]. Sugeruje to, iż zmiany organizacji 
cytoszkieletu mogą pośredniczyć w procesach regulacji właściwości komórek przez 
kształt komórek [ 1 0 , 1 1 ].

Badania wpływu zmian właściwości mechanicznych podłoża, na którym rosły 
komórki, na organizację cytoszkieletu i wzrost komórek potwierdziły rolę skurczu 
izometrycznego komórki jako czynnika wpływającego na właściwości komórek [73]. 
Fibroblasty hodowane na żelach kolagenowych przyczepionych do podłoża, a więc 
sztywnych i niepodatnych na odkształcenia, zachowywały się podobnie jak komórki 
hodowane na tradycyjnych podłożach: rozpłaszczały się i podejmowały syntezę 
DNA. Oderwanie żelu od podłoża, które powodowało wzrost podatności żelu na 
odkształcenia, uniemożliwiało komórkom wykształcenie stanu skurczu izometrycz
nego. Prowadziło to do dezorganizacji cytoszkieletu, spadku aktywności mitotycznej 
rosnących na żelu komórek oraz do indukcji ekspresji specyficznych tkankowo 
genów. Podobnie zachowywały się komórki hodowane na żelach glikozyloagarozo- 
wych [41] i włóknach kolagenu [80]. Włókna grubsze były bardziej odporne na 
odkształcenia, przez co komórki hodowane na grubych włóknach były bardziej 
rozpłaszczone i szybciej rosły niż komórki hodowane na cienkich włóknach.

Jedną z cech odróżniających komórki nowotworowe od komórek prawidłowych 
jest zdolność komórek nowotworowych do wzrostu w zawiesinie oraz do wzrostu 
wielowarstwowego [4, 30, 67]. Komórki te, w przeciwieństwie do komórek prawi
dłowych, dzielą się również wtedy, gdy nie są rozpłaszczone na podłożu. Mogłoby to 
sugerować brak wrażliwości komórek nowotworowych na zmiany kształtu komórek. 
Badania lini komórek nowotworowych hodowanych na podłożach o różnej adhezyj- 
ności wykazały jednak, że w przypadku komórek nowotworowych spadek stopnia
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rozpłaszczenia komórek, wywoływany przez pokrycie podłoża poli-HEMA, również 
powodował spadek szybkości proliferacji [87, 105], Pokrycie podłoża poli-HEMA 
w stężeniu uniemożliwiającym jakiekolwiek rozpłaszczenie hodowanym komórkom 
powodowało ok. 60 % spadek syntezy DNA w komórkach linii melanoma, fibrosar
coma, SV40 3T3. W odróżnieniu od komórek prawidłowych zaokrąglenie komórek 
nowotworowych nie prowadziło do całkowitego zatrzymania ich wzrostu. Spadek 
wrażliwości komórek nowotworowych na zmiany ich kształtu idzie w parze ze 
zmianami organizacji cytoszkieletu. Zwykle komórki nowotworowe są znacznie 
słabiej rozpłaszczone niż komórki prawidłowe, wytwarzają one także znacznie mniej 
włókien naprężeniowych i kontaktów zogniskowanych [4, 107]. Wskazuje to na rolę 
cytoszkieletu w procesach transformacji nowotworowej. Interesujących danych na 
temat wpływu cytoszkieletu na ekspresję fenotypu rakowego dostarczyły doświad
czenia z wykorzystaniem czynników wywołujących rewersję fenotypu rakowego. 
W ykazano np., że cytochalazyna B i kolcemid hamują rewersję fenotypu rakowego 
komórek CHO-K1 wywoływaną przez analogi cAMP [8 6 ].

W ostatnich latach wykazano także, że białka cytoszkieletu mogą brać udział 
w zapoczątkowywaniu przez komórki procesów apoptozy. Apoptoza, czyli progra
mowana śmierć komórek, jest ważnym mechanizmem utrzymującym pożądaną liczbę 
i lokalizację komórek w organizmie. Niektóre typy prawidłowych komórek zwierzę
cych reaguje apoptozą na zmiany kształtu komórek z rozpłaszczonego na zaokrąglony 
[92], Meredith i wsp. [72] oraz Frish i Francis [29] udowodnili, że oderwanie się 
komórek nabłonkowych i śródbłonkowych od podłoża w wyniku dodania do pożywki 
tripeptydu RGD, lub hodowla tych komórek w zawiesinie prowadzi do ich śmierci. 
Sugeruje to zaangażowanie integryn w procesach apoptozy. Transformacja komórek 
MDCK onkogenem v-src powoduje niewrażliwość tych komórek na apoptozę nastę
pującą po oderwaniu komórek od podłoża. Transfekcja nowotworowej linii CHO 
cDNA wirusa EIA powoduje utratę przez te komórki fenotypu rakowego oraz wzrost 
podatności komórek na apoptozę. Sugeruje to, że zanik wrażliwości komórek na 
apoptozę następującą w wyniku oderwania komórek od podłoża jest związany z utratą 
przez komórki wrażliwości na kształt [29].

B ) M O Ż L IW E  M E C H A N IZ M Y  K O N T R O L I W Ł A Ś C IW O Ś C I 
K O M Ó R E K  PR Z E Z  C Y T O S Z K IE L E T

W regulacji wzrostu komórek zaangażowane są, oprócz zewnątrzkomórkowych 
czynników chemicznych, czynniki determinujące kształt oraz właściwości mecha
niczne komórek. Mechanizm wpływu kształtu i stopnia rozpłaszczenia komórek na 
właściwości komórek jest, jak się wydaje, związany ze zmianami organizacji cyto
szkieletu następującymi m.in. pod wpływem interakcji między komórką a podłożem, 
na którym komórka rośnie. Zmiany te mogą wpływać na wiele procesów fizjologicz
nych zachodzących we wnętrzu komórki.
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Architektura cytoszkieletu decyduje o organizacji cytoplazmy komórki. Białka 
cytoszkieletu zdolne są do interakcji z wieloma organellami, w tym z mitochondriami, 
lizosomami i retikulum endoplazmatycznym [57], Mikrofilamenty odgrywają istotną 
rolę w koordynacji reakcji enzymatycznych poprzez mikrokompartmentację enzy
mów glikolitycznych [7,21,109]. Enzymy glikolityczne posiadają miejsca specyficz
nego wiązania z F-aktyną [19, 20, 42, 43]. Zmiany w organizacji cytoszkieletu wpły
wają również na procesy replikacji i transkrypcji DNA. Wiele faktów wskazuje na 
istnienie współzależności między organizacją cytoszkieletu, a strukturą i właściwo
ściami jądra komórkowego. [47, 58, 8 6 ]. Oderwanie komórek od podłoża i dezorga
nizacja cytoszkieletu powodować może zmiany struktury chromatyny wpływające na 
przebieg procesów replikacji oraz transkrypcji DNA [84,86]. Wpływ kształtu kom ór
ki i organizacji jej cytoszkieletu na procesy syntezy białek wynika ze zdolności 
rybosomów, mRNA i niektórych białek inicjujących translację do interakcji z F-ak- 
tyną [2 ,3 1 ,3 9 , 56, 69, 99, 100].

Do interakcji z cytoszkieletem zdolne są także białka biorące udział w transmisji 
sygnału mitotycznego do jądra komórki [6 , 17, 96]. Kontakty zogniskowane, które są 
miejscami łączącymi cytoszkielet komórki z podłożem zawierają wiele kinaz białko
wych m.in. p l25FA K  [40, 95], fosfokinazę C-delta [1], białkowe produkty onkoge- 
nów np pp60src [89], białka G [38], zależne od jonów Ca++ proteazy [28], W kontak
tach zogniskowanych zlokalizowane jest białko odpowiedzialne za antyport Na+/H +, 
które uczestniczy w procesach regulacji wewnątrzkomórkowego pH [34], Stwierdzo
no ponadto zdolność niektórych izoform fosfokinazy C do łączenia się z mikrofila- 
mentami [76].

Przyczepienie i rozpłaszczenie się komórek na podłożu powoduje powstanie sy
gnałów o charakterze podobnym do sygnałów generowanych w komórce przez czyn
niki wzrostowe. Wynika to ze zdolności białek cytoszkieletu do samodzielnego 
wytwarzania sygnałów o charakterze chemicznym. Interakcje komórek z podłożem 
prowadzące do aktywacji integryn powodują m.in. fosforylację szeregu białek w kon
taktach zogniskowanych [70, 90]. Wykazano, że fosforylacji ulega m.in.: ppl25FA K  
[16, 35, 36, 60, 61], paksylina [16, 106], tenzyna [12], kortaktyna i ezryna [9]. 
Aktywacja integryn wywołuje także wzrost stężenia jonów wapnia [79], wzrost 
wewnątrzkomórkowego pH na skutek aktywacji antyportu Na+/H + [48, 97, 98], 
wzrost aktywności fosfokinazy C [108] oraz ekspresję niektórych genów np. aktyny 
i innych białek cytoszkieletu, białek Fos, Jun, Ras i interleukin [5, 37, 54, 6 8 ].
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PODSUMOWANIE

Dokładny mechanizm wpływu kształtu komórek na wzrost, różnicowanie i prze- 
żywalność komórek w hodowli pozostaje nieznany. Wiele faktów sugeruje jednak, że 
w procesach regulacji zachowania komórek przez kształt komórek uczestniczyć może 
cytoszkielet komórki. Architektura cytoszkieletu zależy m.in. od stabilności miejsc 
kontaktu komórek z podłożem. Stanowią one punkty zaczepienia dla elementów 
kurczliwych cytoszkieletu (np. włókien naprężeniowych) i determinują zdolność 
komórki do tworzenia właściwej organizacji cytoszkieletu, która wpływa na przebieg 
wielu procesów fizjologicznych. Na przestrzeni ostatnich lat opisano wiele obserwacji 
wskazujących na wpływ cytoszkieletu na organizację cytoplazmy i rozmieszczenie 
organelli komórkowych. Cytoszkielet, szczególnie aktynowy, wpływa także na pro
cesy glikolizy, ekspresji genów, syntezy białek oraz kaskady wtórnych przekaźników. 
Fakty te pozwalają powiązać kształt i stopień rozpłaszczenia komórki z zachowaniem 
komórki, w tym z jej aktywnością mitotyczną i różnicowaniem. Zależność przebiegu 
procesów metabolicznych oraz kaskad wtórnych przekaźników od organizacji cyto
szkieletu komórek może odpowiadać za zmiany reaktywności na czynniki wzrostowe 
komórek nie przyczepionych do podłoża. W wyniku tego, prawidłowe komórki 
zwierzęce hodowane w zawiesinie lub w „gęstych” hodowlach przestają się dzielić, 
a niektóre typy komórek hodowane w warunkach braku kontaktu z podłożem sztyw
nym rozpoczynają procesy różnicowania lub apoptozy.

Kształt komórek i organizacja cytoszkieletu jest jednym z podstawowych czynni
ków regulujących wzrost, różnicowanie i przeżywalność komórek. Dalsze badania 
w tej dziedzinie mogą pomóc w wyjaśnieniu natury wielu procesów biologicznych 
ważnych podczas rozwoju zarodkowego, gojenia się ran i transformacji nowotworo
wej.
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BARIERA HYDROFOBOWA BŁON LIPIDOWYCH. 
WPŁYW CHOLESTEROLU I NIENASYCONYCH 

ŁAŃCUCHÓW ALKILOWYCH LIPIDÓW 
NA TRANSPORT CZĄSTECZEK POLARNYCH

HYDROPHOBIC BARRIER OF LIPID BILAYER MEMBRANES. 
INFLUENCE OF CHOLESTEROL AND ALKYL CHAIN 

UNSATURATION ON TRANSPORT OF POLAR MOLECULES.

Anna WIŚNIEWSKA, Witold K. SUBCZYŃSKI 

Zakład Biofizyki, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Kraków

Streszczenie: W pracy przedstawiono najnowsze badania kształtu bariery hydrofobowej w poprzek 
lipidowej dwuwarstwy błon fosfatydylocholinowych. Badania te przeprowadzone były metodą elektro
nowego rezonansu paramagnetycznego (ERP) z wykorzystaniem lipidowych znaczników spinowych. 
Polarność wnętrza błony oraz kształt bariery hydrofobowej zależą od nienasyconości łańcuchów alkilo
wych lipidów, a także od obecności cholesterolu w błonie. Wyniki te dobrze korelują z otrzymanymi 
dawniej danymi o przepuszczalności błon dla cząsteczek polarnych (wody) oraz z otrzymanymi ostatnio 
wynikami dotyczącymi głębokości penetracji jonów metali (Fe(CN)6 ) do wnętrza błony. Przedstawione 
są także krótko badania hydrofobowości dwuwarstwy lipidowej przeprowadzone wcześniej metodami: 
dyfrakcji neutronów, pomiaru pojemności i fluorescencji. Przedyskutowana jest ewentualna rola chole
sterolu jako czynnika zapewniającego błonom komórkowym wysoką nieprzepuszczalność dla cząste
czek polarnych. Wskazano także na niezbędność uwzględniania lokalnej hydrofobowości wnętrza błony 
przy rozpatrywaniu reakcji chemicznych i procesów fizycznych w niej zachodzących.

Słowa kluczowe: błony modelowe, transport przez błony, bariera hydrofobowa, cholesterol

Summary: Recent studies on the shape of the hydrophobic barrier across phosphatidylcholine-cholesterol 
membranes are shown in the present work. ESR (electron spin resonance) spin-labeling method has been 
used in these experiments. Polarity of the membrane interior and the shape of the hydrophobic barrier 
depend on alkyl chain unsaturation and the presence of cholesterol in the membrane. These results 
correlate well with the permeability data for water and other polar molecules and with the recent results 
of the depth of metal ions (Fe(CN)6~) penetration into the membrane. Previous studies on hydrophobicity
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of the lipid bilayer using other methods, such as: neutron diffraction, capacitance measurements, and 
fluorescence are briefly described. The possible role of cholesterol as a main factor which determines 
the cell membrane unpermeability to polar molecules has been discussed. It has been indicated that local 
hydrophobicity of the membrane interior must be taken into account while discussing chemical reactions 
and physical processes taking place in the membrane.

Key words: model membranes, transport across the membranes, hydrophobic barrier, cholesterol

I. WSTĘP

Jedną z podstawowych własności błony biologicznej jest to, że działa ona jako 
bariera dla polarnych i obdarzonych ładunkiem cząsteczek, takich jak woda i inne 
polarne rozpuszczalniki, a także jony, zapewniając równocześnie ich selektywny 
transport. Istnienie bariery wynika z hydrofobowego charakteru wnętrza dwuwarstwy 
lipidowej, podczas gdy za procesy selektywnego transportu polarnych cząsteczek 
odpowiedzialne są w głównej mierze wyspecjalizowane integralne białka błonowe 
[4]. Umożliwiają one przenikanie różnych substancji przez błonę na zasadzie biernej 
dyfuzji (tworząc kanały), dyfuzji wspomaganej (działając jako przenośniki) lub 
poprzez transport aktywny, katalizowany enzymatycznie (pompy). Białka transpor
tujące są stosunkowo dobrze poznane [26, 28], natomiast znacznie mniej wiadomo 
o przepuszczalności samej dwuwarstwy lipidowej oraz o wytworzonej przez nią 
barierze hydrofobowej. Chociaż przepuszczalność błony modelowej dla danej sub
stancji polarnej, np. wody jest znacznie mniejsza niż przepuszczalność błony kom ór
kowej, zawierającej białka, to jednak substancja ta może przeniknąć przez dwuwar- 
stwę lipidową [7]. Zrozumienie mechanizmu przenikania wody i jonów przez dwu- 
warstwę lipidową jest bardzo ważne ze względu na ich ogromne znaczenie zarówno 
dla procesów fizjologicznych zachodzących w komórce, jak i dla reakcji chemicz
nych zachodzących w samej błonie.

II. POMIARY TRANSPORTU CZĄSTECZEK POLARNYCH 
PRZEZ DWUWARSTWĘ LIPIDOWĄ

Szybkość przenikania wody przez dwuwarstwę lipidową zależy od struktury 
lipidów i obecności steroli. Dyfuzja przez dwuwarstwę jest najbardziej ogólnym 
mechanizmem transportu wody (ze współczynnikiem przepuszczalności błony w gra
nicach 2 -50  x 10- 4  cm/s [14]). Tak szybka dyfuzja zachodzi tylko powyżej tem pera
tury przejścia fazowego lipidów (Tm) i dlatego żywe organizmy regulują skład 
lipidowy błon komórkowych utrzymując Tm lipidów błonowych ok. 10°C poniżej 
temperatury środowiska [14]. Badania przepuszczalności dwuwarstwy lipidowej dla
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wody przeprowadzane były na różnych błonach modelowych; najczęściej na płaskich 
błonach lipidowych (PLM -  planar lipid membranes) lub na liposomach (jedno- lub 
wielowarstwowych) [5].

Istnieją różne modele tłumaczące przepuszczalność dwuwarstwy lipidowej dla 
wody; dwa podstawowe to: model defektów przejściowych (transient defects) i model 
rozpuszczalności i dyfuzji (solubility-diffusioń) [5]. Obydwa znajdują poparcie 
w licznych eksperymentach i zdają się pełnić ważną rolę w transporcie wody i innych 
cząsteczek polarnych przez błony. Jeżeli chodzi o pierwszy model, to Deamer i Bra- 
mhall [7] wyliczyli, że energia potrzebna do przeniesienia jonu ze środowiska o wy
sokiej stałej dielektrycznej (woda) do środowiska o niskiej stałej dielektrycznej (dwu- 
warstwa lipidowa) jest bardzo duża (wynosi 40 kcal/mol). Defekty przejściowe, po 
raz pierwszy opisane przez Nagle i Scott’a [23], to małe przestrzenie między łańcu
chami węglowodorowymi fosfolipidów pojawiające się na skutek fluktuacji termicz
nych, które umożliwiają cząsteczkom wody lub małym jonom  wejście w obszar 
dwuwarstwy, a następnie przejście przez nią bez konieczności pokonania tej bariery 
energetycznej. Poparciem dla tego modelu są badania przeprowadzone m.in. przez 
Carruthers’a i M elchior’a [3], którzy wykazali, że przepuszczalność dwuwarstwy 
lipidowej dla wody jest największa w temperaturze przejścia fazowego lipidów, czyli 
wtedy, gdy w błonie isnieją równocześnie dwie fazy -  faza żelu i faza ciekłokrysta
liczna. Taki stan błony charakteryzuje się pewną niestabilnością, co zwiększa praw
dopodobieństwo powstania defektów. Drugi model, powszechnie zaakceptowany, za
kłada, że cząsteczka polarna rozpuszcza się w środowisku hydrofobowym, a następnie 
przenika przez błonę na zasadzie prostej dyfuzji [7]. Współczynniki przepuszczalności 
dla małych nieelektrolitów dobrze korelują z ich współczynnikami podziału między olej 
i wodę (reguła Overton’a [24]). Problem ten porusza także artykuł Subczyńskiego i wsp. 
[37]. Na podstawie pomiarów rozpuszczalności wody w ciekłych węglowodorach 
Finkelstein [11] oraz Reeves i Dowben [27] oszacowali współczynnik dyfuzji dla 
wody, a następnie jej strumień przez dwuwarstwę lipidową. Należy podkreślić, że 
obydwa przedstawione modele nie wykluczają się wzajemnie, możliwe jest, że więk
szość wody przenika przez błonę na zasadzie prostej dyfuzji, ale również defekty 
przejściowe, pojawiające się na granicy faz lub na granicy lipid-białko, pozwalają na 
efektywniejsze przejście wody i rozpuszczalników polarnych przez barierę.

III. WPŁYW SKŁADU LIPIDOWEGO BŁON NA ICH 
PRZEPUSZCZALNOŚĆ DLA WODY

Przepuszczalność dwuwarstwy lipidowej dla wody i innych rozpuszczalników 
polarnych oraz dla jonów zależy od rodzaju lipidów wchodzących w skład dwuwar-
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stwy, a głównie od obecności wiązań podwójnych w łańcuchach węglowodorowych 
fosfolipidów oraz od zawartości cholesterolu.

Pomiary przepuszczalności błon modelowych dla wody wykazały, że obecność 
wiązania podwójnego typu cis znacznie ( 1 ,2 - 3  razy) zmniejsza stopień penetracji 
wody przez dwuwarstwę lipidową [7, 21]. Podobny wpływ ma obecność wiązania 
podwójnego na przepuszczalność błony modelowej, sporządzanej z jednego rodzaju 
fosfolipidu, dla aminokwasów. Chakrabarti i Deamer [4] wykazali, że współczynniki 
przepuszczalności dla aminokwasów polarnych (glicyna, lizyna i seryna) są 3 - 4 razy 
wyższe w przypadku błon modelowych zbudowanych z lipidów o łańcuchach nasy
conych (DMPC -  dimirystynowa fosfatydylocholina) niż w przypadku błon zbudo
wanych z lipidów o łańcuchach nienasyconych (EYPC -  lecytyna z żółtka jaja). 
Lipidy o łańcuchach nienasyconych stanowią również znacznie większą barierę dla 
transportu jonów niż lipidy o łańcuchach nasyconych [7]. Należy podkreślić, że 
opisane wyniki dotyczą błon modelowych i przeniesienie powyższych wniosków na 
błony biologiczne wymaga dużej ostrożności i dalszych badań na modelach bardziej 
przypominających skład błon biologicznych.

Dodanie cholesterolu do błon modelowych zbudowanych z lipidów o łańcuchach 
nasyconych zmniejsza ich przepuszczalność dla wody 3 - 9  razy [3, 22], a do błon 
zbudowanych z lipidów o łańcuchach nienasyconych: 1,6 -  3,9 razy [10, 21]. Liczne 
badania wykazują, że cholesterol nie tylko zmniejsza przepuszczalność błon dla wody, 
ale równocześnie ogranicza ruchliwość łańcuchów węglowodorowych i zmniejsza 
ilość wody w domenie węglowodorowej [14]. Cholesterol ogranicza przepuszczal
ność błon liposomów również dla innych substancji polarnych, w tym askorbinianu 
[31] i aminokwasów [30].

IV. BARIERA HYDROFOBOWA WYTWORZONA PRZEZ 
DWUWARSTWĘ LIPIDOWĄ

Podczas gdy stosunkowo dużo było pomiarów przepuszczalności dwuwarstwy 
lipidowej dla różnych substancji polarnych, znacznie mniej uwagi poświęcono bada
niom kształtu bariery hydrofobowej wytworzonej przez tę dwuwarstwę. Kształt tej 
bariery jest ważnym czynnikiem określającym transport cząsteczek polarnych przez 
błonę [15], transport lateralny cząsteczek niepolamych wewnątrz błony [33], a także 
wpływającym na przebieg pewnych reakcji chemicznych w błonie [18]. Hydrofobo- 
wość błony określona jest głównie przez rozkład cząsteczek wody w dwuwarstwie 
lipidowej, w rejonie głów polarnych i w warstwie łańcuchów węglowodorowych, 
gdyż odwodnienie likwiduje gradient polamości w błonach liposomów [13].

Badania gradientu polarności w błonach prowadzono za pomocą następujących 
czterech metod:
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1. Technika dyfrakcji neutronów, charakteryzująca się dobrą rozdzielczością 
(4,5 Ä), dostarcza bezpośredniej informacji o głębokości penetracji cząsteczek wody 
do wnętrza dwuwarstwy lipidowej [1,41]. Jednak bezwzględna ilość wnikającej wody 
jest trudna do wyznaczenia z uwagi na to, że nie można z wyników dyfrakcji określić 
„zerowego poziomu” rozkładu wody. Poza tym technika dyfrakcji neutronów nie 
pozwala na wyznaczenie małych różnic w zawartości wody w węglowodorowym 
rejonie błony. Trzeba podkreślić, że całkowita zawartość wody w próbce wynosiła 
zaledwie 1 0 % wagowych, a pomiary dokonywane były dla błon w fazie żelu.

2. Pomiary pojemności elektrycznej stosowano w celu określenia bariery hydrofo
bowej dla płaskich błon modelowych (PLM). Pomiary te jednak nie charakteryzują 
dokładnie profilu hydrofobowości gdyż przyjmują one, że bariera jest prostokątna, 
czyli, że własności dielektryczne błony (stężenie wody) zmieniają się gwałtownie 
w jednym miejscu i że w rejonie węglowodorowym błony stała dielektryczna już się 
nie zmienia [9, 32], Takie założenie może być prawdziwe tylko w pewnych szczegól
nych przypadkach.

3. Metody fluorescencyjne stosujące sondy fluorescencyjne umieszczone na różnej 
głębokości w błonie pozwalają śledzić cząsteczki wody przez pomiar skrócenia czasu 
życia fluorescencji oraz przesunięcia widma fluorescencji pod wpływem zmiany 
polamości otoczenia sondy [6 , 17, 20], W adą tej metody jest zbyt duża wielkość 
cząsteczki fluoroforu, co może ujemnie wpływać na przestrzenną rozdzielczość.

4. M etoda elektronowego rezonansu paramagnetycznego (ERP) wykorzystuje 
znaczniki spinowe, w których wolnorodnikowy fragment nitroksylowy, odpowie
dzialny za sygnał ERP, zlokalizowany jest w różnych pozycjach wzdłuż łańcucha 
węglowodorowego kwasu stearynowego lub fosfolipidu, czyli na różnych głęboko
ściach w błonie [12, 13, 20, 38]. Metoda ta jest oparta na zależności gęstości niespa- 
rowanego elektronu na jądrze azotu od polamości środowiska. Rozpuszczalniki 
polarne zwiększają gęstość niesparowanego elektronu na jądrze azotu i wpływają 
przez to na oddziaływanie nadsubtelne między niesparowanym elektronem a spinem 
jądra azotu. W efekcie zwiększa się zarówno izotropowa stała oddziaływania nadsub- 
telnego (oznaczana symbolem A0) jak i składowa z tensora oddziaływania nadsubtel- 
nego (oznaczana przez Az). W 1974 roku Griffith [13], posługując się tą metodą 
i używając Az jako wygodnego parametru eksperymentalnego, mierzonego wprost 
z widm ERP zamrożonej zawiesiny liposomów, po raz pierwszy wyznaczył kształt 
bariery hydrofobowej w lipidach błon mikrosomów i błon mielinowych.

V. WPŁYW SKŁADU LIPIDOWEGO BŁON NA KSZTAŁT 
BARIERY HYDROFOBOWEJ

Uznając metodę ERP za możliwie najlepiej nadającą się do pomiaru zmian hydro
fobowości błon lipidowych, Subczyński i wsp. [38] podjęli systematyczne badania
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Rysunek 1. Schematyczny przekrój przez błonę z DMPC ze wskazaniem przybliżonej lokalizacji 
cholesterolu i znaczników spinowych.

hydrofobowości wnętrza różnych błon modelowych i uzyskali profile hydrofobowo- 
ści dla błon fosfatydylocholinowych o różnej grub >ści, zbudowanych z lipidów o na
syconych lub nienasyconych łańcuchach alkilowych, w obecności lub bez choleste
rolu. W badaniach wybrano spektralny parametr 2AZ, który silnie zależy od polamości 
otoczenia znacznika. Wartości 2AZ mierzone były z widm ERP znaczników spino
wych n-SASL (znaczniki na bazie kwasu stearynowego; n oznacza odpowiednią 
pozycję nitroksylowego fragmentu w łańcuchu węglowodorowym: 5, 7, 9, 10, 12 lub
16) oraz znacznika T-PC (Tempol-owa pochodna dipalmitynowej fosfatydylocholi- 
ny), którego fragment wolnorodnikowy lokuje się w rejonie grup polarnych błony. 
Przybliżona lokalizacja tych znaczników spinowych w błonie z DMPC zawierającej 
cholesterol przedstawiona jest schematycznie na rys.l.

Jako modele błon o różnej grubości, zbudowanych z lipdów o łańcuchach nasyco
nych zastosowano błony fosfatydylocholinowe z DLPC (dilaurynowa fosfatydylo- 
ch o lin a - 12 atomów węgla w łańcuchu), DMPC (dimirystynowa fosfatydylocholina 
- 1 4  atomów węgla), DPPC (dipalmitynowa fosfatydylocholina —  16 atomów węgla) 
i DSPC (distearynowa fosfatydylocholina -  18 atomów węgla). Rys.2 przedstawia 
profile hydrofobowości wyznaczone dla tych błon. Profil hydrofobowości jest tu 
rozumiany jako zależność parametru 2AZ od przybliżonej pozycji znacznika spino
wego w błonie, wyrażonej poprzez odpowiedni numer atomu węgla w łańcuchu 
węglowodorowym. Wyższe wartości parametru 2AZ świadczą o większej polarności, 
czyli o wyższym stężeniu wody w otoczeniu znacznika. W tym celu oś Y na rys. 2 i 3 
została odwrócona aby wyraźniej odzwierciedlić kształt bariery hydrofobowej.

Przedstawione profile hydrofobowości wskazują jednoznacznie, że hydrofobo- 
wość zwiększa się stopniowo w kierunku wnętrza błony, osiągając maksimum w jej
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Rysunek 2. Profile hydrofobowości (zależność 2AZ od położenia znacznika w błonie) dla czterech błon 
fosfatydylocholinowych zbudowanych z lipidów o łańcuchach nasyconych (DLPC, DMPC, DPPC, 
DSPC) zawierających 0% mol (o), 30% mol (•) i 50% mol (x) cholesterolu. Spadek wartości 2AZ 
wskazuje na wzrost hydrofobowości. Przybliżone pozycje wolnorodnikowych fragmentów znaczników 
spinowych zaznaczone są strzałkami. Podkreślenia pozycji n-SASL dla DLPC i DMPC oznaczają, że 
znaczniki te wbudowane są w prawą połowę dwuwarstwy lipidowej (cząsteczki znaczników są dłuższe 
niż fosfolipidy, w które zostały wbudowane). T -  oznacza znacznik T-PC.

centrum. Jednak błony fosfatydylocholinowe zbudowane z lipidów o nasyconych 
łańcuchach, niezależnie od grubości, nie charakteryzują się tak dużą hydrofobowością 
jakiej można było oczekiwać. Nie stanowią zatem znaczącej bariery dla wody. 
Hydrofobowość wnętrza takich błon można porównać z hydrofobowością propanolu 
lub oktanolu.

Cholesterol dodany do modelowych błon fosfatydylocholinowych zmienia w za
sadniczy sposób ich hydrofobowość. W pływa on na profile hydrofobowości wszyst
kich badanych błon, zwiększając polarność rejonu głów polarnych fosfolipidów 
i obszaru łańcuchów węglowodorowych błony, aż do głębokości siódmego atomu 
węgla oraz znacznie zwiększając hydrofobowość węglowodorowego wnętrza błony, 
począwszy od dziewiątego atomu węgla. Hydrofobowość wnętrza błony porówny
walna jest wtedy z hydrofobowością heksanu. Potwierdzeniem dla tych wyników są 
dane uzyskane poprzednio przy użyciu znaczników fluorescencyjnych. Kusumi i wsp.
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Rysunek 3. Profile hydrofobowości dla błon zbudowanych z lipidów o łańcuchach nienasyconych 
(DEPC, DOPC, EYPC) zawierających 0 ,30  lub 50% mol cholesterolu, porównane z profilem dla DSPC. 
Spadek wartości 2AZ oznacza wzrost hydrofobowości. Oznaczenia i symbole jak na rys.2.

[2 0 ] wykazali wzrost dostępności wody do rejonu głów polarnych błony w obecności 
cholesterolu. Efekt ten jest wywołany najprawdopodobniej rozsunięciem głów polar
nych fosfolipidów przez cząsteczki cholesterolu i wprowadzeniem defektów upako
wania w rejonie gdzie sztywna część cząsteczki cholesterolu sąsiaduje z łańcuchami 
alkilowymi fosfolipidów. Powstałe w wyniku tego niedopasowania przestrzennego 
wolne obszary mogą być zajmowane przez cząsteczki wody [25].

Rys.3 przedstawia profile hydrofobowości wyznaczone dla trzech błon modelo
wych zbudowanych z lipidów o nienasyconych łańcuchach alkilowych: DOPC (dio- 
leinowa fosfatydylocholina -  18 atomów węgla, z jednym  wiązaniem podwójnym 
typu cis w pozycji C9-C10), DEPC (dielaidynowa fosfatydylocholina - 18 atomów 
węgla, z jednym  wiązaniem podwójnym typu trans w pozycji C9-C10) i EYPC 
(lecytyna z żółtka jaja, będąca mieszaniną fosfolipidów z łańcuchami o różnych dłu
gościach i różnym stopniu nienasyconości). Dodatkowo rys. 3 przedstawia profile 
wyznaczone dla błony z DSPC o tej samej liczbie atomów węgla w łańcuchu co 
DOPC i DEPC. Z profili tych wynika, że obecność wiązania podwójnego w łańcuchu 
fosfolipidowym błony znacznie zmienia kształt bariery hydrofobowej, zwiększając 
hydrofobowość we wszystkich rejonach błony, przy czym efekt wiązania typu cis jest
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silniejszy niż efekt wiązania typu trans. W ynika to z faktu, że łańcuch alkilowy 
posiadający wiązanie podwójne typu trans jest bardziej podobny do łańcucha w pełni 
nasyconego, gdyż nie posiada sztywnego zagięcia tak jak łańcuch alkilowy z wiąza
niem podwójnym typu cis. Potwierdzeniem tych wyników może być fakt, że węglo
wodory nasycone znane są jako bardziej higroskopijne niż nienasycone. Również Hiff 
i Kevan [16] wykazali w swych eksperymentach, przeprowadzonych metodą echa 
spinowego, że dostępność wody do nitroksylowych fragmentów znaczników SASL 
zależy od nienasyconości łańcuchów alkilowych lipidów i zmniejsza się w kierunku: 
DLPC —  DPPC * DEPC N »  DOPC.

Gdy do błon zbudowanych z lipidów o nienasyconych łańcuchach dodany jest 
cholesterol, podobnie jak w przypadku błon z lipidów o łańcuchach nasyconych ob
serwuje się wzrost hydrofobowości w centrum błony, oraz spadek w rejonie przy 
powierzchni i aż do głębokości dziewiątego atomu węgla. W zrost hydrofobowości 
wewnątrz błony jest tu jednak względnie mniejszy, ponieważ już same błony z lipidów 
o łańcuchach nienasyconych, nie zawierające cholesterolu, charakteryzują się wyższą 
hydrofobowością. Wzrost polamości w rejonie 5-7 atomu węgla jest natomiast znacz
ny, gdyż błona z DOPC jest w tym rejonie pod nieobecność cholesterolu bardziej 
hydrofobowa niż błona z DSPC. Obserwowany wzrost polamości wydaje się być 
spowodowany, podobnie jak w przypadku omówionych poprzednio błon z lipidów 
o łańcuchach nasyconych, defektami upakowania, pojawiającymi się w błonie w mo
mencie wprowadzenia do niej sztywnej, płaskiej, czteropierścieniowej struktury, jaką 
jest cząsteczka cholesterolu. Utworzona wolna przestrzeń może być penetrowana 
przez cząsteczki wody. Tendencja formowania takich defektów może być większa 
w błonach z DOPC z uwagi na niedopasowanie steryczne pomiędzy sztywną częścią 
cząsteczki cholesterolu i sztywną strukturą wiązania podwójnego typu cis w pozycji 
C9-C10, powodującą zgięcie łańcucha oleinowego o 30° [35, 36].

Przedstawione na rys. 2 i 3 profile hydrofobowości zawierają spektralny parametr 
2AZ, który zmienia się znacznie z polamością lokalnego otoczenia wolnorodnikowe- 
go fragmentu znacznika spinowego. Rys.4 przedstawia zależność wartości spektral
nego parametru 2AZ od stałej dielektrycznej rozpuszczalnika, w którym rozpuszczony 
był znacznik spinowy. W ten sposób przez porównanie wartości 2AZ hydrofobowość 
na danej głębokości w błonie może być odniesiona do hydrofobowości rozpuszczal
nika organicznego. Z rys.4 widać, że punkty otrzymane dla rozpuszczalników, które

Rys. 4. Wykres zależności parametru 2AZ od stałej dielek
trycznej rozpuszczalnika w temperaturze pokojowej. Kolej
ne numery oznaczają następujące rozpuszczalniki:

1) heksan, 2) dipropylamina, 3) N-butylamina, 4) octan 
etylu, 5) formamid dimetylu, 6) acetonitryl, 8) metylo-pro- 
pionamid, 9) 1-dekanol, 10) 1-oktanol, 11) 2-propanol, 12) 
etanol, 13) metanol, 14) woda.
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mogą tworzyć wiązania wodorowe z grupą N -0  znacznika układają się wzdłuż jednej 
krzywej, natomiast dla rozpuszczalników, które takiego wiązania wytworzyć nie 
mogą, wzdłuż drugiej. W powyższych rozważaniach hydrofobowość wnętrza błony 
porównywano z hydrofobowością rozpuszczalników tworzących wiązania wodorowe 
(górna krzywa na rys. 4), oprócz rejonu o najwyższej lokalnej hydrofobowości. 
Związane jest to z tym, że właśnie obecność wody w błonie wywiera zasadniczy 
wpływ na wartość 2AZ. Rys. 4 stanowi więc dobre odniesienie, które przez porównanie 
ze znanymi rozpuszczalnikami pozwala lepiej określić zmiany lokalnej hydrofobo
wości wnętrza błony.

Z uzyskanych profili hydrofobowości wynika, że błony modelowe zbudowane 
z lipidów o nasyconych łańcuchach nie stanowią znacznej bariery dla transportu 
wody. Stają się one barierą dopiero wtedy, gdy wprowadzi się do nich wiązanie 
podwójne lub cholesterol. Cholesterol w sposób znaczący zmienia kształt bariery 
hydrofobowej błon, zarówno zbudowanych z lipidów o łańcuchach nasyconych, jak 
i tych posiadających w łańcuchach fosfolipidowych wiązanie podwójne typu cis lub 
trans. W obecności cholesterolu bariera hydrofobowości uzyskuje trapezoidalny 
kształt, z ostrym przejściem w obrębie jednego— dwóch atomów węgla, w rejonie 
C7 -  C12 (w zależności od rodzaju błony). Rejon głów polarnych błony oraz rejon 
hydrofobowy w pobliżu powierzchni błony stają się w obecności cholesterolu bar
dziej dostępne dla cząsteczek wody, podczas gdy rejon centralny błony charakteryzu
je się zwiększoną hydrofobowością.

Otrzymane profile hydrofobowości będące odzwierciedleniem stopnia penetracji 
wody w głąb błon modelowych dobrze korelują z przytoczonymi w pierwszej części 
artykułu danymi o przepuszczalności dwuwarstwy lipidowej dla małych cząsteczek 
polarnych.

VI. ZNACZENIE CHOLESTEROLU

Oprócz badań nad przepuszczalnością błon dla małych cząsteczek polarnych 
prowadzono też pomiary współczynnika transportu (iloczynu lokalnego stężenia 
i lokalnego współczynnika dyfuzji) małych cząsteczek niepolamych, takich jak tlen, 
tlenek azotu lub kompleks miedzi (CuKTSM 2) w błonach fosfatydylocholinowych 
zawierających cholesterol [34, 35, 36, 39], Zwiększenie współczynnika transportu 
tych hydrofobowych cząsteczek koreluje ze zwiększoną hydrofobowością błony, 
czyli zmniejszoną penetracją wody. Profile współczynnika transportu niepolamych 
cząsteczek praktycznie całkowicie pokrywają się z profilami hydrofobowości [38]. 
Bariera dla transportu tlenu w poprzek błony zawierającej cholesterol zlokalizowana 
jest w rejonie głów polarnych [34, 36]. Otrzymane wyniki sugerują, że w błonie 
istnieją dwie różne bariery: jedna hydrofobowa dla cząsteczek polarnych, zlokalizo
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wana wewnątrz błony, i druga dla cząsteczek niepolamych, będąca barierą sztywno
ści, zlokalizowana blisko powierzchni błony.

W  plazmolemmie, błonie otaczającej komórki zwierzęce, stężenie cholesterolu jest 
wysokie (do 50% mol), podczas gdy w większości błon wewnątrzkomórkowych jest 
ono znacznie niższe [40], Rola cholesterolu w błonie plazmatycznej nie jest do końca 
wyjaśniona. Sugerowano, że mieszanina nasyconych i nienasyconych łańcuchów 
węglowodorowych z cholesterolem stanowić może bufor płynności dla białkowych 
składników błony [19, 20]. Te własności buforowe mogą być jednak zapewnione już 
przez samą mieszaninę fosfolipidów. Otrzymane przez Subczyńskiego i wsp. [38] 
profile hydrofobowości, oraz profile współczynników transportu cząsteczek niepolar- 
nych [34, 36] pozwalają przypuszczać, że cholesterol pełni inną swoistą funkcję 
w błonie plazmatycznej. Błona ta stanowi barierę oddzielającą komórkę od środowi
ska zewnętrznego i w związku z tym musi blokować nieswoisty transport małych 
cząsteczek polarnych i niepolamych w obu kierunkach. Cholesterol zdaje się być 
związkiem dobrze spełniającym taką funkcję, modyfikującym własności lipidowej 
dwuwarstwy w odpowiednim kierunku. Zwiększa on zarówno zlokalizowaną w środ
ku barierę hydrofobowości dla cząsteczek polarnych, jak i zlokalizowaną w obszarze 
przypowierzchniowym błony barierę sztywności dla cząsteczek niepolamych. Za
pewnia to małej liczbie białkowych kanałów i pomp prawidłową regulację stężenia 
związków niskocząsteczkowych wewnątrz komórki.

VII. PODSUMOWANIE

Przedstawione w artykule badania wpływu składu lipidowego błon na kształt 
bariery hydrofobowej są ważne nie tylko ze względu na zrozumienie mechanizmów 
regulacji transportu cząsteczek polarnych i niepolamych przez błony i wewnątrz błon, 
ale także z uwagi na zachodzące w błonie reakcje chemiczne. W iele z nich może 
zależeć od polamości lokalnego otoczenia reagujących grup [18] lub od obecności 
jonów metali, które są zaangażowane w procesie peroksydacji lipidów [8 ]. Jak poka
zano [38], cholesterol modyfikuje penetrację jonów Fe(CN)^~ do wnętrza błony 
zwiększając ją  znacznie do głębokości ósmego atomu węgla w łańcuchu węglowodo
rowym. Hydrofobowość wpływa także na rozpuszczalność w błonie małych niepo
lamych cząsteczek takich jak tlen czy tlenek azotu [34, 36, 39], które zaangażowane 
są bezpośrednio w procesie peroksydacji lipidów [2, 29]. W ydaje się więc, że lokalna 
hydrofobowość wnętrza dwuwarstwy lipidowej powinna być brana pod uwagę przy 
badaniu reakcji chemicznych zachodzących wewnątrz błony.
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ZASTOSOWANIE METODY PODWÓJNEGO 
REZONANSU ELEKTRONOWO-JĄDROWEGO 

(ENDOR) DO BADANIA STRUKTURY 
METALOENZYMÓW

APPLICATION OF ELECTRON NUCLEAR DOUBLE RESONANCE 
(ENDOR) TECHNIQUE TO STUDIES OF METALLOENZYMES

Ryszard J.G U R BIEL 

Instytut Biologii Molekularnej UJ, Kraków

Streszczenie: Metoda podwójnego rezonansu elektronowo-jądrowego (ENDOR)1 polega na detekcji 
przejść pomiędzy poziomami jądrowymi poprzez rejestrację zmian natężenia sygnału EPR. Umożliwia 
ona rejestracje oddziaływań nadsubtelnych, a w sprzyjających warunkach, również oddziaływań kwa- 
drupolowych, zbyt słabych aby mogły być rejestrowane w klasycznym doświadczeniu EPR. Wysoka 
czułość i zdolność rozdzielcza widm ENDOR, oraz możliwość prowadzenia badań próbek polikrysta
licznych sprawiły, że metoda ta okazała się szczególnie przydatna w badaniach struktury metaloenzy- 
mów. W niniejszej pracy przedstawione zostały ogólne informacje dotyczące metody oraz zasady analizy 
widm ENDOR

Słowa kluczowe: ENDOR, metaloenzymy

Summary: Electron-Nuclear Double Resonance (ENDOR) technique can be described as a method of 
detection nuclear transitions by monitoring the EPR signal intensity. It allows to record hyperfine and 
—  in some cases— quadrupolar couplings too weak to be detected in EPR experiment. ENDOR combines 
spectral resolution of NMR with sensitivity of EPR. The method allows to study polycrystallic samples 
what makes it very useful in studying the structure of metalloproteins. The review presents the principles 
of ENDOR spectroscopy and its applications to metalloenzymes.

Keywords: ENDOR, metalloenzymes

1 Stosowane skróty: ENDOR (Electron Nuclear Double Resonance) —  podwójny rezonans elektronowo jądrowy, 
NMR (Nuclear Magnetic Resonance) - magnetyczny rezonans jądrowy, EPR (Electron Paramagnetic Resonance) 
—  elektronowy rezonans paramagnetyczny, PDO —  dioksygenaza ftalanowa wyizolow ana z Pseudomonas 
cepacia, BC1 —  mitochondrialne białko Rieske (cytochrom b e l)  wyizolowane z Rhodobactor capsulatus.
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WSTĘP

W metodzie podwójnego rezonansu elekronowo-jądrowego (ENDOR) badana 
próbka poddawana jest równoczesnemu działaniu dwóch pól elektromagnetycznych: 
mikrofal, które powodują zmiany orientacji spinu elektronowego, oraz zmiennych 
w czasie fal radiowych, które indukują zmiany orientacji spinów jądrowych. Informa
cje o częstotliwościach przejść jądrowych zachodzących w obrębie centrum param a
gnetycznego uzyskiwane są poprzez rejestrację zmian w natężeniu sygnału EPR. 
M etoda ta wykorzystywana jest do wyznaczenia tensora oddziaływania nadsubtelne- 
go i/lub kwadrupolowego badanego centrum paramagnetycznego. Podstawową zaletą 
metody podwójnego rezonansu jest wysoka zdolność rozdzielcza. ENDOR umożliwia 
wyznaczenie stałych oddziaływania nadsubtelnego znacznie mniejszych niż rejestro
wane w klasycznym eksperymencie EPR. Drugą zaletą tej metody jest jej selektyw
ność. Sygnał ENDOR pochodzi tylko od jąder oddziałujących z danym centrum 
paramagnetycznym. Dlatego możliwe jest na przykład badanie sygnału 57Fe pojedyn
czego jądra wybranego z grupy wielu jąder tworzących kompleks metalobiałkowy. 
Trzecią ważną zaletą jest fakt, że metoda ENDOR jest niespecyficzna i stosunkowo 
łatwo można zarejestrować widmo ENDOR każdego jądra o niezerowym spinie. Jeśli 
więc jesteśmy w stanie dokonać znakowania izotopowego badanego białka, to teore
tycznie i praktycznie jesteśmy w stanie scharakteryzować każdy atom oddziaływający 
z centrum paramagnetycznym. W szczególności badane były sygnały ENDOR po
chodzące od jąder 1 ,2 H, 1 3 C, 1 4 ,1 5 N, 1 7 0 , 3 3 S, 5 7 Fe, 6 3 ,6 5 Cu, 95,9'M o wchodzących 
w skład badanego kompleksu metalobiałkowego, związanego ligandu, czy też sub
stratu.

Większość doświadczeń z metalobiałkami jest prowadzana na próbkach polikry
stalicznych, co zazwyczaj utrudnia dokładną analizę widma. W przypadku próbek, 
których widmo EPR charakteryzowane jest przez anizotropowy tensor g możliwe jest 
wyselekcjonowanie sygnałów ENDOR pochodzących od cząsteczek o ściśle określo
nej orientacji. Oznacza to, że w takim przypadku możliwe jest wyznaczenie komplet
nego tensora oddziaływania nadsubtelnego w próbce polikrystalicznej.

W prawdzie metoda ENDOR była znana już kilkadziesiąt lat, ale dopiero od 
kilkunastu lat jest stosowana z powodzeniem do badania struktury i funkcji metalo- 
enzymów. Potwierdza to rosnąca wciąż liczba publikacji, w tym również artykułów 
przeglądowych poświęconych tej technice [13,15,19], jak  również gwałtowny rozwój 
technik impulsowych opartych na metodzie podwójnego rezonansu [23].

Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie podstawowych informacji na 
temat metody oraz zaprezentowanie na przykładzie badań białek Rieske, w jaki 
sposób zastosowanie nowoczesnych metod rejestracji i analizy widm ENDOR przy
niosły nowe jakościowo wyniki w badaniach struktury metaloenzymów.
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CO TO JEST ENDOR

W  doświadczeniu ENDOR badana próbka umieszczona jest w zewnętrznym polu 
magnetycznym B0  i poddana działaniu dwóch pól elektromagnetycznych: mikrofal 
i fal radiowych (UKF). Częstotliwość mikrofal i natężenie pola magnetycznego są 
ustalone w taki sposób, aby doprowadzić układ do stanu rezonansu (klasyczne do
świadczenie EPR). Częstotliwość fal radiowych zmieniana jest w szerokim zakresie 
pokrywającym częstotliwości przejść jądrowych badanego układu. W doświadczeniu 
ENDOR częstotliwości poszczególnych przejść jądrowych rejestrowane sąjako zmia
ny natężenia sygnału EPR Istnieją trzy mechanizmy prowadzące do powstawania 
sygnału ENDOR i w literaturze rozróżnia się również trzy typy sygnałów ENDOR: 
lokalny, matrycowy i odległy. W przypadku zastosowania metody ENDOR do bada
nia metaloenzymów ignorujemy sygnały odległego i matrycowego ENDORu i anali
zujemy tylko lokalny ENDOR, tzn. takie linie dla których wielkość rozszczepienia 
jest większa od szerokości widmowej poszczególnych składowych [1, 8 ]. Jądra które 
dają przyczynek do mierzalnego sygnału lokalnego ENDORu mogą być częścią 
składową samego centrum aktywnego metaloenzymu (np. 5 7 Fe, czy S klastera 
żelazowo-siarkowego), lub elementem endogennych ligandów (np. atomy azotu 
pierścienia imidazolowego histydyny). Jądra te mogą być również związane z egzo
gennymi ligandami lub związanym substratem.

CZĘSTOTLIWOŚCI REZONANSOWE

Rozważmy najprostszy układ S = Vi, I = Vi. Jeżeli taki układ umieścimy w polu 
magnetycznym, to jego poziomy energetyczne zostaną rozszczepione na cztery pod- 
poziomy. Energia przejść pomiędzy poziomami jądrowych jest taka sama dla 
ms = Vi i dla ms = ~Vi. Oddziaływanie momentów magnetycznych elektronu i jądra 
powoduje dodatkowe przesunięcie tych poziomów. Oznacza to, że energie przejść 
pomiędzy poziomami jądrowymi dla m s = Vi są różne od energii przejść dla 
ms = —Vi. Energie tych przejść rejestrowane są w doświadczeniu ENDOR. Możemy
zatem powiedzieć, że w wyniku oddziaływania elektronu z jądrem  otrzymujemy 
rozszczepienie linii ENDOR. Efekt oddziaływania nadsubtelnego można przyrównać 
do oddziaływania spinu jądrowego z dodatkowym polem magnetycznym, które może 
być skierowane równolegle, lub antyrównolegle w stosunku do zewnętrznego pola 
magnetycznego. To dodatkowe pole magnetyczne będzie się dodawało lub odejmo
wało od zewnętrznego pola magnetycznego, zwiększając lub zmniejszając energię 
przejść jądrowych. Jeśli oznaczymy natężenie zewnętrznego pola magnetycznego 
przez B0, a natężenie pola magnetycznego związanego z oddziaływaniem nadsubtel-
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nym przez BHF, to dla jądra o spinie / =  Vi częstotliwości przejść ENDOR opisane są 
wzorem

hv± = 8n ^NB± = Sn M ^ O ^ H F ^  =  h VL -  2 ^  ( 1)

W ystępująca we wzorze (1) wielkość nosi nazwę częstotliwości Larmora i jest 
charakterystyczna dla danego typu jądra. Wielkość ta zmienia się liniowo wraz 
z natężeniem zewnętrznego pola magnetycznego. Stała AHF charakteryzuje dane 
oddziaływanie i nie zależy od wartości przyłożonego pola magnetycznego. W przy
padku jąder wodoru i fluoru częstotliwość Larmora jest znacznie większa od obser
wowanych oddziaływań nadsubtelnych, 2vH >A. Sygnał ENDOR wodoru będzie
więc dubletem, którego środek symetrii odpowiada częstotliwości larmorowskiej 
protonu, a różnica częstotliwości obu przejść („odległość pomiędzy liniami”) jest 
równa stałej oddziaływania A. W przypadku pozostałych jąder występujących 
w układach biologicznych stała oddziaływania jest znacznie większa od częstotliwo
ści larmorowskiej jądra i rejestrowany dublet składa się z dwóch linii o środku syme
trii odpowiadającej wartości ViA i oddalonych od siebie o 2v.

Jądro o spinie /  > 1 posiada oprócz momentu magnetycznego również moment 
kwadrupolowy, który oddziałuje z gradientem pola elektrycznego generowanego 
przez otoczenie [1,2]. Jeżeli oddziaływanie kwadrupolowe jest dostatecznie silne, to 
spowoduje to dodatkowe rozszczepienie linii v ± na 2 /  linii składowych, o częstotli
wościach opisanych w pierwszym przybliżeniu wzorem:

v+(m) =
A 3P 
- ± v  + — (2 m -  1) /  > m > 1 -  /  ( 2 )

W e wzorze tym P oznacza stałą sprzężenia kwadrupolowego. Sprzężenie kwadru
polowe dostarcza istotnych informacji dotyczących wiązań w obszarze centrum ak
tywnego [3, 22]. Rozszczepienie to jest zbyt małe, aby mogło być rejestrowane 
w tradycyjnym doświadczeniu EPR nawet w przypadkach, gdy rejestrowane jest 
widmo z rozdzieloną strukturą nadsubtelną.

METODY REJESTRACJI WIDM ENDOR

W doświadczeniach przeprowadzanych metodą fali ciągłej stosowane są dwa 
sposoby detekcji sygnału ENDOR. Najczęściej odpowiedź ENDOR stanowi zmiana 
natężenia sygnału absorpcji EPR rejestrowanego w niemodulowanym polu magne
tycznym powodowana przemiataniem częstotliwości radiowej. Odpowiedź układu 
rejestrowana jest w postaci pierwszej pochodnej absorpcji, d l/ćhrj. Taki system de-
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tekcji wykorzystywany jest na przykład w spektrometrach produkowanych przez 
firmę Bruker, Inc.

W niskotemperaturowych (T < 4,2 K) badaniach metalobiałek bardzo często wy
godniej jest zastosować inny tryb detekcji, który wykorzystuje stosowaną w spektro
metrach EPR standardową modulację pola magnetycznego. Związane to jest z faktem, 
że w temperaturach helowych znacznie wydłuża się czas relaksacji elektronu. 
W przypadku nasyconego sygnału EPR obecność pola modulującego powoduje wy
stępowanie zjawiska szybkiego przejścia adiabatycznego. W takim przypadku zanika 
sygnał absorpcji i można zarejestrować tylko sygnał dyspersji. Sygnał ten, zarejestro
wany przy modulacji 100 kHz, ma kształt identyczny z sygnałem absorpcji EPR  jaki 
otrzymuje się przy detekcji bez modulacji pola. W szystkie widma ENDOR prezento
wane poniżej zostały zarejestrowane w warunkach szybkiego przejścia adiabatyczne
go.

Opisane powyżej metody detekcji sygnału EPR nie były dotychczas porównywane 
ilościowo. Wydaje się, że metoda opierająca się na modulacji częstotliwości jest 
wygodniejsza w przypadku pomiarów w temperaturach wyższych niż 4K (kiedy 
zazwyczaj nie obserwujemy zjawiska przejścia adiabatycznego) i do badania wolnych 
rodników, podczas gdy metoda modulacji pola magnetycznego jest zdecydowanie 
korzystniejsza w badaniach prowadzonych w temperaturach helowych. W ynika to 
z faktu, że rejestrowany w dyspersji sygnał szybkiego przejścia jest silniejszy i cha
rakteryzuje się znacznie korzystniejszym stosunkiem sygnału do szumu.

Większość rejestrowanych widm ENDOR wykazuje mniejsze lub większe różnice 
w intensywności poszczególnych linii tworzących pasmo ENDOR. W większości 
przypadków składowe v+ i v_ widma ENDOR rejestrowane są jako zmniejszenie
natężenia linii EPR, z tym że obserwowany efekt jest bardziej wyraźny w przypadku 
linii v+, tzn. linie v_ mają większą amplitudę. Efekt różnic w intensywności sygnałów 
v + i v. jest szczególnie widoczny w przypadku pomiarów prowadzonych w paśmie 
Q. Istnieją również prace, w których obserwowany efekt ENDOR polegał na wzroście 
intensywności sygnału EPR [5, 8 ]. W pewnych układach możliwa jest sytuacja, 
w której dla określonych parametrów pomiaru linia v+ rejestrowana jest jako zmniej
szenie intensywności sygnału EPR, podczas gdy dla linii v_ intensywność sygnału 
EPR wrasta.

Fakt, że metoda ENDOR jest niespecyficzna i umożliwia w trakcie jednego pomia
ru rejestrację widm wszystkich atomów oddziaływających z centrum paramagnetycz
nym może powodować duże trudności w ich interpretacji. Zdecydowana większość 
spektrometrów pracuje w paśmie X (9,5 GHz). Częstotliwość Larmora protonów, 
przy g ~ 2 wynosi ok. 14 MHz i widmo ENDOR protonów bardzo często pokrywa się 
z liniami pochodzącymi od innych jąder ( 1 4 N, 1 7 0 , 5 7 Fe). Przypadek taki przedsta
wiony jest na rys. 1 A, który przedstawia teoretyczne (symulowane) widmo ENDOR 
układu zawierającego jądro I4N o stałej sprzężenia AN =2S  MHz i trzy protony
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C zęstotliw ość [MHz]

Częstotliw ość [MHz] C zęstotliw ość [M Hz]

Rys. 1: Teoretyczne (symulowane) widmo ENDOR azotu o stałej sprzężenia AN = 28 MHz i trzech 
protonów o stałych sprzężenia A H 6 MHz. (A) pasmo X (9,5 GHz); (B) pasmo X, ale częstotliwość 8,7 
GHz; (C) pasmo Q (35 GHz); (D) pasmo X, symulowane widma 2H zamiast *H; (E) pasmo X, 
symulowane widma 15N zamiast 14N.

C zęstotliw ość [MHz] C zęstotliw ość [M Hz]

http://rcin.org.pl



ENDOR M ETALOENZYM ÓW 79

o stałych sprzężenia A H < 6  MHz. Widmo to zostało wyliczone dla częstotliwości 
9,5 GHz. Jest to przypadek drastyczny, w którym A N ~ 2vH i środki symetrii dubletów 
pochodzących od wodoru i azotu nakrywają się. Nawet w sytuacji, kiedy natężenia 
poszczególnych linii są takie same, interpretacja widma jest praktycznie niemożliwa.

Istnieją dwa sposoby pokonania tego problemu. Jeden z nich wykorzystuje fakt, że 
tylko częstotliwość larmorowska danego jądra zmienia się wraz z natężeniem pola 
magnetycznego. Zarejestrowanie widma przy dwóch różnych częstotliwościach mi
krofal, tzn. przy dwóch natężeniach pola magnetycznego, może w pewnych przypad
kach doprowadzić do rozdzielenia widm wodoru i azotu (por. [12]). Przykład takiego 
częściowego rozdzielenia linii przedstawiony jest na rys. 1 B, na którym przedstawio
no widmo tego samego układu, ale obliczone dla częstotliwości 8,7 GHz. Najczęściej 
jednak zakres częstotliwości pracy klistronu jest zbyt mały, aby nastąpiło całkowite 
rozdzielenie widm. Jedynym rozwiązaniem byłoby wtedy przeprowadzenie pomia
rów w spektrometrze pracującym w innym paśmie mikrofal. Dla pasma Q i g ~ 2 
częstotliwość larmorowska protonów wynosi ponad 50 MHz i widmo ENDOR pro
tonów jest całkowicie oddzielone od widm pozostałych atomów. Przykład całkowi
tego rozdzielenia widm wodoru i azotu przedstawiony zostało na rys. 1C, gdzie 
wysymulowano widmo tego samego układu dla częstotliwości mikrofal 35 GHz.

Drugi sposób rozdzielenia widm związanych z różnymi pierwiastkami polega na 
znakowaniu izotopowym próbki. Zamiana danego izotopu pierwiastka na inny (na 
przykład —> 2 H, lub 14N —> l5N powoduje zmiany zarówno częstotliwości
larmorowskiej, jak  i stałej oddziaływania nadsubtelnego zgodnie ze wzorami:

^ ) =Ä 6,51
Vł( H) A( H)

(3)

^  = Ä  = _ Ij40
vl (14N) A ( ią N)

W przypadku atomów wodoru zastąpienie wszystkich atomów izotopem 2H po
woduje rozseparowanie widma protonów od widma azotu (rys. 1 D), natomiast zastą
pienie wszystkich atomów azotu izotopem ,5N ułatwia interpretację widma, ale 
niekoniecznie powoduje rozdzielenie tych sygnałów (rys. 1E). Znakowanie badanych 
metaloenzymów izotopem 15N przynosi jeszcze dodatkową korzyść w postaci wye
liminowania efektów oddziaływania kwadrupolowego, które mogą występować 
w przypadku jąder 14N (/ = 1). W szystkie widma przedstawione na rys. 1 generowane 
były dla g = gmax, więc przedstawiały praktycznie widmo pojedynczego kryształu. 
W większości przypadków widma ENDOR są jeszcze bardziej skomplikowane 
z uwagi na konieczność badania próbek polikrystalicznych.
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SYMULACJA WIDM ENDOR PRÓBEK 
POLIKRYSTALICZNYCH

Przez wiele lat problemem nie do pokonania przy analizie widm ENDOR metalo- 
enzymów był fakt, że rejestrowany sygnał pochodzi od próbki polikrystalicznej i w 
związku z tym zawiera składowe pochodzące od cząstek o dowolnym orientacji 
względem zewnętrznego pola magnetycznego. Analiza takiego widma umożliwia 
podanie przybliżonej wartości stałej oddziaływania nadsubtelnego, ale nie mówi nic 
o wzajemnym położeniu tensorów g i A. Pierwsze próby uzyskania z takiego widma 
dokładnych informacji o tensorze A przeprowadzili Rist i Hyde [21]. Zauważyli oni, 
że widmo ENDOR zarejestrowane dla ekstremalnych wartości współczynnika g 
pochodzi od cząsteczek o ściśle określonej orientacji względem zewnętrznego pola 
magnetycznego, tzn. takiej orientacji dla której kierunek pola pokrywa się z kierun
kiem składowych gj lub # 3 . W każdym z tych przypadków można założyć, że otrzy
mane widmo jest takie samo jak widmo pojedynczego kryształu. Otrzymujemy więc 
dwie dokładne wartości współczynnika A dla dwóch ściśle określonych orientacji. 
W roku 1984 Hoffman i wsp. zaproponowali model [16], który umożliwił po raz 
pierwszy symulację widm ENDOR metaloenzymów. Idea, która nosi w literaturze 
wyboru orientacji (ang. orientation selection) przedstawiona została schematycznie 
na rys. 2. Zamiast tradycyjnego układu odniesienia związanego z kierunkiem zewnę
trznego pola magnetycznego i określaniem położenia cząsteczki względem tego pola 
przechodzimy do układu odniesienia związanego z badaną cząsteczką i zdefiniowa
nego przez tensor g. Zbiór wszystkich możliwych kierunków zewnętrznego pola 
magnetycznego względem cząsteczki tworzy kulę narysowaną po prawej stronie. 
Pozycja A w widmie EPR odpowiada kierunkowi pola magnetycznego równoległego 
d o g i, a pozycja D —  kierunkowi pola równoległemu do £3 . W obu tych przypadkach 
wzajemne położenie cząsteczki i zewnętrznego pola magnetycznego jest zdefiniowa
ne w sposób jednoznaczny i zarejestrowane w tych punktach widmo ENDOR może
my traktować jak widmo pojedynczego kryształu. Dla wszystkich innych wartości 
Z?obs zarejestrowane widmo ENDOR nie jest związane tylko z jedną orientacją pola 
magnetycznego, ale ze wszystkimi orientacjami dla których spełniony jest warunek 
g(0,cp) = gobs. Oznacza to, że każde zarejestrowane widmo ENDOR związane jest ze 
ściśle określonym zbiorem kierunków pola magnetycznego. Zbiór tych punktów 
tworzy na powierzchni kuli krzywe zamknięte. Jeżeli wartość gobs jest bliska wartości 
gj lub g3, to możliwych jest tylko kilka orientacji pola magnetycznego i odpowiada
jąca im krzywa obejmuje niewielką powierzchnię (krzywa B). Im bardziej zadana 
wartość gobs różni się od wartości ekstremalnych, tym większa liczba kierunków
(cząsteczek) daje przyczynek do widma ENDOR. W sytuacji przedstawionej na 
rysunku, dla gobs = g 2 możliwe są wszystkie kierunki wyznaczone przez dwie prze-
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Rys. 2 : (A) Widmo EPR hydratazy nitrylowej jako przykład układu opisanego przez rombowy tensor 
g. Na rysunku zaznaczono wartości pola magnetycznego związanego z wartościami głównymi tensora. 
(B) Zaznaczone na powierzchni kuli krzywe o stałej wartości współczynnika g. W przypadku punktów 
A (gi) i D (gy) krzywe zredukowane są do jednego punktu. Warunek g -  g i  spełniony jest zarówno 
w punkcie C, jak i na obydwu krzywych przecinających się w tym punkcie.

Rys. 3: (A) Przykładowy zestaw widm ENDOR. Widma zostały symulowane przy założeniu rombowego 
tensora g i rombowego tensora A obróconego względem g o 30°. Na rysunku przedstawiono tylko część 
widm oznaczanych zwyczajowo v+ . (B) Wykres v+ =fig), przygotowany dla widm przedstawionych na 
rysunku 3A.
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cinające się w punkcie g2(C) krzywe. Symulacja polega na wyliczeniu wszystkich 
możliwych orientacji leżących na krzywej sg, wygenerowaniu widma dla każdej 
z tych orientacji i zsumowaniu otrzymanych widm [16]. Oryginalny program obliczał 
tylko położenie poszczególnych linii w widmie. Jego kolejne modyfikacje [10, 14,
17] uwzględniały coraz więcej elementów wpływających na kształt widma, lub 
dotyczyły pewnych szczególnych przypadków, nie zmieniając ogólnej zasady symu
lacji.

ANALIZA WIDM ENDOR

W procesie analizy widm zakładamy, że znana jest w przybliżeniu struktura kom
pleksu, tzn. wiadomo jakie pojedyncze jądro oddziałuje z centrum paramagnetycz
nym a naszym zadaniem jest wyznaczenie wartości głównych tensora A i jego orien
tacji względem tensora g. Proces rozpoczyna się od rejestracji widm ENDOR dla 
szeregu wartości pola magnetycznego B ze szczególnym uwzględnieniem widm 
rejestrowanych dla pól odpowiadających ekstremalnym wartościom współczynnika g 
Zarejestrowane widma przedstawia się najczęściej w postaci wykresu przedstawiają
cym częstotliwość linii rezonansowych w funkcji współczynnika g: V =f(g),  lub (w 
przypadku widm 1 H) ViA+ =f(g).

Przykładowy zestaw widm ENDOR oraz wykres v + =f(g)  przedstawiony został na 
rys. 3. Są to widma układu o spinie I = '/2 , opisanego przez rombowy tensor 
£l 2 , 3  = (2,01, 1,94, 1,76) i rombowy tensor A j 2 3  = (18, 14, 24 MHz). Tensor A jest 
obrócony o kąt 30 względem tensora g. Po lewej stronie zestawione zostały widma, 
jakie mogłyby być otrzymane w wyimaginowanym doświadczeniu, a po prawej stro
nie wykres v+ = /(g ) . W przypadku, gdy zgromadzono dostateczną liczbę widm 
ENDOR, analiza wykresu umożliwia wyznaczenie wszystkich trzech wartości głów
nych tensora A, oraz oszacowanie orientacji tego tensora względem tensora g. 
W artości te mogą być następnie wykorzystane jako dane wejściowe w procesie 
symulacji, w którym parametry widm ENDOR dopasowywane są tak, aby wszystkie 
linie w widmach teoretycznych (symulowanych) odpowiadały poszczególnym skła
dowym widm doświadczalnych. Proces symulacji widm ENDOR umożliwia również 
wyznaczenie parametrów tensora oddziaływania kwadrupolowego. M ożliwe to jest 
tylko w przypadku bardzo wąskich linii składowych. Proces analizy jest przy tym 
znacznie mniej skomplikowany, jeżeli możliwe jest wykonanie pomiarów dla dwóch 
izotopów atomu, z których jeden posiada spin 1= V2.

Zastosowanie opisanej powyżej metody symulacji widm ENDOR, wykorzystanie 
specyficznie znakowanych metaloenzymów oraz zastosowanie w pomiarach różnych 
częstotliwości mikrofal przedstawione zostanie na przykładzie analizy struktury 
kompleksów żelazowo-siarkowych występujących w tzw. białkach Rieske.
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KOMPLEKSY ŻELAZOWO-SIARKOWE [2FE-2S] 
TYPU RIESKE

Żelazowo-siarkowe kompleksy Rieskego występują w białkach związanych 
z transdukcją energii oraz w grupie enzymów bakteryjnych katalizujących oksyda- 
tywną degradację aromatycznych związków węgla. Między innymi umiejscowione 
jest w błonie mitochondrialnej (cytochrom b q )  lub w błonie tylakoidów w chloropla
stach (cytochrom b(J). Białko zostało po raz pierwszy zidentyfikowane przez Rieske
go [20], który stwierdził, że tak widma optyczne jak i widmo EPR tego kompleksu 
różni się w istotny sposób od widm ferrodoksyn, które też zawierają kompleksy 
[2Fe-2S]. W 1984 grupie Fee udało się wyizolować z Thermus thermophilus stabilne 
białko Rieske [7], Jednocześnie w kilku ośrodkach wykazano, że bakteryjne dioksy- 
genazy zawierają kompleksy żelazowo-siarkowe, których własności spektroskopowe 
są identyczne z własnościami białek Rieske. W tej grupie metaloenzymów kompleks 
[2Fe-2S] pośredniczy w procesie transportu elektronu pomiędzy innym kompleksem 
żelazowo-siarkowym, a mononukleamym jonem  Fe2+ znajdującym się w centrum 
aktywnym enzymu.

Pierwszy model struktury kompleksu żelazowo-siarkowego [7] sugerował, że dwa 
jony żelaza kompleksu posiadają jako ligandy cztery atomy siarki ( 2  mostki siarkowe 
i 2 siarki cystein) oraz dwa atomy inne niż siarka . W postaci zredukowanej te dwa 
ostatnie ligandy są koordynowane przez atom żelazawy. Analiza wartości współczyn
ników g w białkach Rieske również wskazywała na obecność ligandów bardziej 
elektroujemnych niż siarka. W idma ENDOR i ESE białek Rieske izolowanych 
z Thermus thermophilus oraz kompleksów [2Fe-2S] oksydazy ftalanowej izolowa
nych z Pseudomonas cepacia [4, 24], wykazały, że przynajmniej jednym  z tych 
ligandów jest atom azotu.

W celu dokładnego wyznaczenia struktury przeprowadzono serie badań na specy
ficznie wyznakowanych dioksygenazach wyizolowanych z P. cepacia (PDO) [9], 
a następnie powtórzono część z tych badań na mitochondrialnym białku Rieske 
wyizolowanym z Rhodobactor capsulatus (B C 1) [11 ]. W pierwszym rzędzie analizo
wano widma ENDOR enzymu wyznakowanego globalnie izotopem 15N o spinie 
I = Vi, który teoretycznie daje mniej skomplikowane widmo. Zarejestrowane przy 
g0b s= 82 w idmo ENDOR składa się z dwóch par linii oddalonych od siebie

o Av = 2vL( ]5N) (rys. 4), co świadczy o tym, że zarejestrowane linie związane są 
z atomem (lub atomami) azotu. Intensywność sygnału ENDOR jest wprawdzie w tych 
warunkach największa, ale widmo azotu może ulec dodatkowemu rozszczepieniu 
wywołanemu anizotropią współczynnika A. W celu rozstrzygnięcia czy sygnał po
chodzi od jednego lub dwóch atomów azotu wykonano pomiary przy ekstremalnych 
wartościach gobs, dla których widmo ENDOR próbek proszkowych jest porównywal
ne z widmem pojedynczego kryształu. W widmie zarejestrowanym przy g 0b s ~ £ l
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Rys. 4: (A) Widmo 15N azotu kompleksu [2Fe-2S] 
PDO zarejestrowane w paśmie X przy g0bs = g2\ (B)- 
(D) widma znakowanych kompleksów PDO zareje
strowanych w paśmie Q przy g0bs = gmax: (B) próbka 
kontrolna, zawierająca tylko 14N; (C) próbka zawiera
jąca ty lko15N, (D) próbka zawierająca 15N tylko w po
zycji d pierścienia imidazolowego histydyny.

również obserwujemy dwie linie, co 
dowodzi że zarejestrowane widmo po
chodzi od dwóch magnetycznie róż
nych atomów azotu. Najbardziej lo
gicznym wydawało się stwierdzenie, że 
atomy azotu pochodzą z pierścieni imi- 
dazolowych histydyny. W tym celu 
przeprowadzono serie doświadczeń na 
specyficznie wyznakowanych białkach 
w których:

a) wszystkie atomy azotu zastąpiono 
izotopem 1 5 N,

b) tylko atomy azotu w pierścieniu 
imidazolowym zastąpiono izotopem
15N,

c) izotopem 15N zastąpiono atomy nie 
wbudowane w pierścień imidazolowy.

Porównanie tych widm wykazało, że widma próbek (a) i (b) są identyczne, co 
dowodzi że zarejestrowane sygnały ENDOR pochodzą od dwóch magnetycznie 
różnych atomów azotu histydyny [9]. Analiza wartości stałej sprzężenia nadsubtelne- 
go wskazuje wyraźnie, że nie mogą to być dwa atomy azotu znajdujące się w jednym 
pierścieniu imidazolowym, a zatem analizowany kompleks żelazowo-siarkowy po
siada dwie histydyny jako swoje ligandy. Teza ta znalazła swoje potwierdzenie 
doświadczalne, gdy zarejestrowano widma ENDOR kompleksu, w którym tylko 
atomy azotu w pozycji 8  pierścienia imidazolowego zastąpiono izotopem 1 5 N. Widmo 
to jest jakościowo identyczne z widmem kompleksu wyznakowanego całkowicie 
izotopem 15N (rys. 4).

W ykorzystanie do badań spektrometru pracującego w paśmie 35 GHz pozwoliło 
na całkowite rozdzielenie widm azotu i wodom i wyznaczenie kompletnych tensorów 
oddziaływania nadsubtelnego azotu, a na tej podstawie na zaproponowanie bardziej 
szczegółowej struktury kompleksu. W tym celu należało zarejestrować widma EN
DOR kompleksu dla szeregu wartości gobs a następnie zastosować opisaną powyżej 
procedurę analizy widm ENDOR. Procedura była trzystopniowa. W pierwszej kolej
ności analizowano widma 15N PDO i wyznaczono tensory oddziaływania nadsubtel
nego. W drugim etapie prac wyliczono na podstawie równania (3) jakie powinny być 
wartości tensora A dla izotopu 14N przy założeniu, że nie obserwujemy oddziaływa
nia kwadrupolowego, i porównanie wysymulowanych widm z widmami doświad
czalnymi. Analiza różnic pozwoliła na pozwoliła na wyznaczenie wartości głównych 
tensora oddziaływania kwadrupolowego, jak również bardziej precyzyjne wyznacze
nie kątów Eulera definiujących położenie tensora A względem tensora g. W kolejnym 
etapie prac przeprowadzono identyczne pomiary z wyznakowanym izotopem 15N
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kompleksu BC1 i wyznaczono wartości tensora A dla tego enzymu.- Porównanie 
tensorów wyznaczonych dla PDO i BC1 miało na celu stwierdzenie, czy istnieją 
istotne różnice w strukturze kompleksu żelazowo-siarkowego w obu tych klasach 
metaloenzymów. Wyniki tych prac zostały podsumowane w Tabeli 1.

Tabela 1. Tensory oddziaływania nadsubtelnego atomów 15N histydyny w kom pleksach [2Fe2S] 
białek Rieske

PDOa PDOb B C lc
N I N2 N I N2 NI N2

W  a r t o ś c i 4,6 6,4 5,4 6,3 5,2 6,0
główne 5,4 7,0 5,5 6,7 5,8 6,5

8,1 9,8 8,4 10,2 8,5 9,6
Kąty Eulera
a 0 0 0 0 0 0

35 50 38 45 35 45
r
!y 0 0 d d d d

Wartości główne tensorów P, wyliczone dla izotopu 14N w PDO wynoszą: 
[0 ,85,0,45,-1 ,3] M Hzi [0,80, 0,35,-1,15] MHz 
a Gurbiel i wsp. 1989
b wartości uzyskane przy zastosowaniu poprawionej procedury symulacji (dane nieopubl.) 
c Gurbiel i wsp. 1991
d Ustalenie wartości g nie jest możliwe na podstawie analizy tylko widm l5N-ENDOR

Okazało się, że zarówno wartości główne tensorów oddziaływania nadsubtelnego, 
jak i kąty Eulera są w przypadku obu ligandów azotowych bardzo podobne. Na tej 
podstawie zaproponowano model centrum aktywnego odnoszący się zarówno do 
białek Rieske jak i do tzw. białek podobnych (ang. Rieske-like proteins). Hipotetyczna

Rys. 5: Proponowany model geometryczny komple 
ksu żelazowo-siarkowego w białkach Rieske.

struktura kompleksu przedstawiona 
została na rys. 5. Cztery ligandy biał
kowe (dwie histydyny i dwie cysteiny) 
oraz obydwa jony żelaza leżą w pła- 
szczyźnieg j-g3, przy czym jeden z kie
runków głównych tensora, gj lub g3, 
pokrywa się z wektorem Fe-Fe. Anali
za widm 57Fe (dane nieopublikowane) 
wskazuje, że oś wiązania Fe-Fe pokry
wa się z kierunkiem składowej g j. 
Obydwa atomy azotu są koordynowa
ne przez jon żelazawy, a kąt pomiędzy 
wiązaniami N-Fe-N wynosi ok. 90°. 
Obydwa pierścienie imidazolowe leżą 
w zasadzie w płaszczyźnie NFeN (kąt
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skręcenia y ~  0). Porównanie wartości szerokości linii widmowych użytych w proce
sie symulacji sugerowało, że jeden z pierścieni imidazolowych (oznaczony w symu
lacjach jako nr 2 ) charakteryzuje się zdecydowanie większą ruchliwością.

UWAGI KOŃCOWE

M etoda ENDOR należy do jednych z bardziej wyrafinowanych metod badania 
struktury metalobiałek. Dotyczy to zarówno precyzji otrzymywanych wyników, jak 
i wymagań dotyczących aparatury. Zdecydowana większość badanych kompleksów 
charakteryzuje się tak krótkimi czasami relaksacji, że niezbędne jest przeprowadzanie 
pomiarów w temperaturach helowych. W celu rozseparowania sygnałów wodorów 
od sygnałów pochodzących od innych atomów konieczne jest zastosowanie albo 
innego pasma mikrofal (tzn. drugiego spektrometru), lub stosowanie metod impulso
wych [6 ]. Analiza oddziaływań innych atomów z centrum paramagnetycznym bada
nego kompleksu może wymagać znakowania izotopowego. Dotyczy to z oczywistych 
przyczyn atomów tlenu, siarki, czy żelaza, ale w pewnych przypadkach również 
wodoru i azotu. W wielu przypadkach wymagane jest na przykład znakowanie tylko 
wybranych atomów (grup) w cząsteczce, co może być bardzo kosztowne. Jeżeli 
jednak uda nam się pokonać te trudności, to metoda ENDOR okazuje się nieocenioną 
w badaniach struktury, a w wybranych przypadkach również funkcji metaloenzy- 
mów. Umożliwia ona otrzymanie sygnału nawet niewielkiej ilości materiału. Jednym 
z godnych uwagi wyników jest rejestracja sygnału próbki o objętości ok. 2 0  pi, 
zawierającej jony miedzi o stężeniu ok. 20 pM  [12]. Drugim bardzo ważnym czynni
kiem umożliwiającym precyzyjną analizę stałych oddziaływania nadsubtelnego 
i kwadrupolowego jest wysoka zdolność rozdzielcza metody, która w tradycyjnym 
doświadczeniu ENDOR (fali ciągłej) jest z reguły rzędu kilkuset kHz, a w przypadku 
doświadczeniach impulsowych może dochodzić nawet do kilkudziesięciu kHz[18]. 
Bardzo ważnym jest również fakt, że metoda może być z powodzeniem stosowana do 
badania struktury metaloenzymów, których nie udało się jeszcze otrzymać w postaci 
pojedynczych kryształów.
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FUNKCJA I MECHANIZM DZIAŁANIA 
PLASTOCHINONU 

W BŁONACH FOTOSYNTETYCZNYCH1

FUNCTION AND MECHANISM OF ACTION OF 
PLASTOQUINONE IN PHOTOSYNTHETIC MEMBRANES

Jerzy KRUK, Kazimierz STRZAŁKA 

Zakład Fizjologii i Biochemii Roślin, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Kraków

Streszczenie: W pracy przedstawiono udział plastochinonu-9 i jego formy zredukowanej w fotosynte- 
tycznym transporcie elektronów, lokalizację obu jego form w błonach, możliwość tworzenia komple
ksów charge-transfer przez te związki, ich wpływ na strukturę molekularną błon i ich własności 
antyutleniające w układach modelowych.

Słowa kluczowe: plastochinon, plastochinol, fotosynteza, antyutleniacze, błony

Summary: The function of plastoquinone-9 and its reduced form in the photosynthetic electron transport 
is presented, as well as the localization of both its forms in the membranes, possibility of the formation 
of charge-transfer complexes by these compounds, their influence on the molecular structure of the 
membranes and their antioxidant properties in model systems.

Key words: plastoquinone, plastoquinol, photosynthesis, antioxidants, membranes

Chinony prenylowe są związkami lipidowymi występującymi u wszystkich ży
wych organizmów. Ich znaczenie związane jest z udziałem w układach transportują
cych elektrony u bakterii, w mitochondriach i chloroplastach. Wśród roślinnych chi
nonów prenylowych najbardziej znany i występujący w największych ilościach jest 
plastochinon-9 (PQ-9, PQ-A, PQ). Jego występowanie u roślin ogranicza się do 
chloroplastów, gdzie zlokalizowany jest głównie w błonach tylakoidów, uczestnicząc 
w fotosyntetycznym transporcie elektronów [25]. Oprócz tylakoidów, PQ-9 zidenty-

1 Praca finansowana w ramach grantu KBN 6 P04A 049 08.
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fikowany został również w otoczce chloroplastu, gdzie zachodzi jego biosynteza [19] 
oraz w plastoglobulach [18], które są miejscem zapasowym dla lipidów prenylowych. 
Cząsteczki PQ-9 wykazują heterogenność rozmieszczenia i funkcji w błonach tyla- 
koidów. Część z nich występuje w formie związanej z białkami jako pierwotny (QA) 
[26] i wtórny (QB) [17] akceptor elektronów fotoukładu II (PSU), oraz w formie 
wolnej (pula PQ) [31], w warstwie lipidowej błony. PQ-9 wyizolowano również jako 
składnik cytochromu b6-f [9], gdzie następuje utlenianie zredukowanego PQ-9 
w miejscu zwanym Qz. Cząsteczki puli PQ występują w stanie równowagi formy 
utlenionej i zredukowanej, plastochinolu (PQH2 -9). QA jest cząsteczką PQ-9 nie 
ulegającą ekstrakcji heksanem, silnie związaną z białkiem D-2 (34 kDa) [6 ], która 
funkcjonuje jako jednoelektronowy akceptor. Po przejęciu elektronu z feofityny prze
chodzi on w stabilny anionowy semichinon, który nie ulega redukcji poza stan QA : 

hv
Pheo QA —> Pheo Q A

Q b , wtórny akceptor PSU jest słabo związany (wrażliwy na ekstrakcję heksanem) 
z polipeptydem 32 kDa (białko wiążące Q B, białko D -l). Pośredniczy on w transpor
cie elektronów między QA i cząsteczkami puli PQ:

QaQb ^ QäQb <-» QaQb ^  QaQ5 QaQb~ QaQbh2
Po dwuelektronowej redukcji i pobraniu dwóch protonów przechodzi w całkowi

cie zredukowaną cząsteczkę PQ (QBH2) i następnie jest uwalniany z miejsca QB w 
białku do matriks lipidowego i zastąpiony następną cząsteczką z puli PQ. Chociaż QB 
jest redukowany przez jednoelektronowe, semichinonowe stadia pośrednie, jest on 
zwany dwuelektronową bramką ponieważ wymiana plastochinonu z pulą PQ zacho
dzi tylko w stanie pełnego utlenienia bądź zredukowania. Miejsce Q B jest miejscem 
działania wielu herbicydów (DCMU, atrazyna) [5] i HCO 3 '  (efekt dwuwęglanowy) 
[6 ]. Cząsteczki QA i Q B są połączone wzajemnie oddziaływaniem z żelazem niehe- 
mowym (Fe2+) w formie kompleksu QA-Fe-QB [27, 32]. Miejsce Q B jest prawdopo
dobnie zlokalizowane blisko zewnętrznej strony (stromy) błony tylakoidu.

Qz jest cząsteczką PQ-9 luźno związaną z kompleksem cytochromowym b6-f 
i pozostaje w równowadze z cząsteczkami plastochinonu puli, podobnie jak  Q B [33]. 
Cząsteczka plastochinolu puli ulega utlenieniu w miejscu Qz, blisko wewnętrznej

plastochinon-9
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strony błony tylakoidu, w wyniku czego protony z PQH2-9 są uwalniane do wnętrza 
tylakoidu a elektrony są przenoszone na centrum Rieskego (kompleks Fe-S) w kom
pleksie cy tochrom b6-f [ 1 ]. Miejsce Qz jest miejscem działania niektórych inhibitorów 
transportu elektronów, m. in. DBMIB i DNP-BNT [24].

Plastochinon związany z białkiem w tylakoidach występuje w ilości podobnej do 
innych białkowych przenośników elektronów [9, 30], natomiast PQ puli w ilości 7-8 
razy większej niż inne składniki transportu elektronów [24]. Zatem cząsteczki puli PQ 
mogą łączyć ze sobą kilka fotoukładów II z kilkoma fotoukładami I, stanowiąc „bufor 
elektronowy” i punkt łącznikowy fotoukładów. PQ puli występując w wewnętrznej, 
płynnej, węglowodorowej warstwie błony wykazuje wysoką ruchliwość lateralnąoraz 
poprzeczną [7, 20]. Cząsteczki puli PQ ulegają redukcji przez PSU po zewnętrznej 
strony błony gdzie pobierają protony i przenoszą je na stronę wewnętrzną gdzie są 
utleniane przez cytochrom b6-f i uwalniają protony do wnętrza tylakoidu. Funkcjonują 
one zatem jako pompa protonowa w poprzek błony i przenośnik elektronów między 
przestrzennie oddzielonymi kompleksami PSU i cy tochrom b6-f [20, 31]. Cząsteczki 
PQ-9, razem z cytochromem b6-f są również składnikami cyklu Q [4],

Mechanizm działania cyklu Q nie został do tej pory zadowalająco wyjaśniony. 
Jak się przyjmuje, efektem jego działania jest zwiększenie liczby protonów przetrans
portowanych w poprzek błony w stosunku do liczby elektronów przepływających 
pomiędzy PS II i PS I. Schemat działania cyklu Q można przedstawić w sposób 
następujący. Kompleks cytochromowy b6-f posiada dwa miejsca wiążące chinony, 
określane jako Qu (miejsce utleniania plastichinolu) i Qr (miejsce redukcji plastochi- 
nolu), które położone są odpowiednio przy wewnętrznej i zewnętrznej powierzchni 
błony tylakoidu (rys. 1). Jeden z elektronów pochodzący z utlenienia cząsteczki

Rys. 1. Schemat działania cyklu Q. Qu — miejsce utleniania plastochinolu; Qr — miejsce redukcji 
plastochinolu; FeS —  centrum żelazowo-siarkowe Rieskiego; f — cytochrom f; bön - niskopotencjałowy 
hem cytochromu bö; bów — wysokopotencjałowy hem cytochromu t>6; PC —  plastocyjanina.

plastochinolu w miejscu Qu zostaje przekazany do centrum FeS Rieskiego, a następ
nie na cytochrom f i plastocyjaninę i dalej do centrum reakcji PS I. Jednocześnie 
z przekazaniem elektronu uwalniane są do wnętrza tylakoidu dwa protony. Natomiast
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pozostała w miejscu Qu forma semichinonowa PQ redukuje niskopotencjałowy hem 
cytochromu b6, (b6n), skąd elektron przekazy wany jest na wysokopotencjałową formę 
hemu (b6w) i z kolei redukuje plastochinon w miejscu Qr. Po redukcji dwom a elek
tronami, czyli po dwóch obrotach cyklu Q plastochinon w miejscu Qr przyłącza dwa 
protony pochodzące ze środowiska stromy, i jest uwalniany do puli PQ jako PQH2. 
Również po utlenieniu plastochinolu w miejscu Qu cząsteczka PQ uwalniana jest do 
matriks lipidowego błony. Jak się przyjmuje, cykl Q odgrywa istotną rolę w cyklicz
nym transporcie elektronów [3].

Pomimo licznych badań, mechanizm działania PQ-9 na poziomie molekularnym 
nie został zadowalająco wyjaśniony. Nieliczne badania, przeprowadzone głównie na 
układach modelowych i dotyczące w większości ubichinonu-10 [7,20], spełniającego 
analogiczną funkcję do PQ-9 w mitochondriach, sugerują, że cząsteczki PQ-9 są 
głównie zlokalizowane względnie głęboko w hydrofobowej części błony lipidowej, 
blisko jej środkowej warstwy jednak z możliwością penetracji warstw bliższych 
powierzchni błony gdzie zachodzą procesy oksydacyjno-redukcyjne cząsteczek PQ-9. 
Ze względu na długość cząsteczek PQ-9, odpowiadającą grubości błony, najbardziej 
prawdopodobne wydaje się być ich ułożenie równoległe do powierzchni błony. Takie 
ułożenie i lokalizacja cząsteczek PQ-9 zapewniałaby im swobodną dyfuzję lateralną 
w błonach. Jednak faktycznym przenośnikiem wodoru w tylakoidach jest zredukowa
ny PQ-9, plastochinol-9, którego lokalizacja i ruchliwość w błonach, w porównaniu 
z PQ-9 nie została do tej pory wystarczająco zbadana.

Pewnych informacji co do względnej polamości i ewentualnych różnic w lokali
zacji w błonach PQ-9 i PQH2-9 dostarczają pomiary rozpuszczalności tych dwóch 
związków w heksanie, który w przybliżeniu odpowiada polarnością warstwie hydro
fobowej błony i w acetonie będącym odpowiednikiem warstwy przypowierzchniowej 
błon (Tabela 1) [10],

Tabela 1. Rozpuszczalność PQ-9 i PQH2-9 w heksanie i acetonie w -30°C  i 22°C (m g/m l); —  
nieograniczona rozpuszczalność [10],

rozpuszczalnik p c)-9 PQH2-9
-30°C 22°C -30°C 22°C

heksan (h) 9,77 oo 0,24 10,8
aceton (a) 7,14 105,5 72,8 00

a/h 0,73 <1 303 wysoki 1

W przypadku PQ-9, jego rozpuszczalność w obu rozpuszczalnikach jest podobne
go rzędu, natomiast PQH2-9 posiada znacznie wyższe powinowactwo do fazy polarnej 
(aceton). Powyższe różnice sugerują, że PQ-9 w błonach może równomiernie rozmie
szczać się w warstwie hydrofobowej i bliższej powierzchni błony, natomiast PQH2-9 
lokalizowałby się głownie w warstwie przypowierzchniowej. W powyższej pracy 
stwierdzono również, że rozpuszczalność PQH2-9 w heksanie (22°C) wzrastała ze
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wzrostem stężenia (ok. 1,5 razy), szczególnie w zakresie niskich, fizjologicznych 
stężeń PQ-9. Cząsteczki PQH2-9 posiadające tendencję do umiejscawiania się w war
stwach bliższych powierzchni błony, aby przedyfundować na przeciwną stronę błony, 
gdzie ulegają in vivo reoksydacji, musiałyby pokonać barierę hydrofobową wnętrza 
błony co byłoby trudne ze względów termodynamicznych. Czynnikiem ułatwiającym 
pokonanie tej bariery mogłoby być oddziaływanie z cząsteczkami PQ-9, zwiększające 
rozpuszczalność PQH2-9 w warstwie hydrofobowej i poprzez to jego dyfuzję. Podło
żem powyższych zmian rozpuszczalności PQH2-9 może być tworzenie kompleksów 
„charge-transfer” (z przeniesieniem ładunku) pomiędzy tymi dwoma związkami, co 
wykazano w różnych rozpuszczalnikach organicznych [8 ], nienasyconych kwasach 
tłuszczowych [14] i odwodnionej lecytynie dipalmitynowej [15], a więc w układach, 
które mogą w pewnym stopniu symulować układy naturalne. Przykładowe widma 
absorpcyjne kompleksu charge-transfer PQH2-9 z PQ-9 w kwasie linolowym przed
stawiono na rys. 2. W idoczne pasma absorpcyjne (tzw. pasma charge-transfer) wy
stępujące tylko w widmie mieszaniny tych dwóch związków są cechą charaktery
styczną tego typu kompleksów [5]. Obecność dwóch pasm charge-transfer na rys. 2, 
których proporcje i maksima absorpcji ulegają zmianom temperaturowym przypisuje 
się obecności dwóch konformacji kompleksów, w których płaszczyzny pierścieni obu 
składników kompleksu są zorientowane równolegle do siebie a ich podstawniki są 
ułożone bądź naprzeciwległe (pasmo krótkofalowe), bądź naprzemianlegle (pasmo 
długofalowe) [8 , 14].

Rys. 2. Widma kompleksu charge-transfer PQ-9 (55.1 mM) z PQH2-9 (53.3 mM) w kwasie linolowym 
w różnych temperaturach [14],

Dodatkowych informacji dotyczących rozmieszczenia chinonów prenylowych 
w płaszczyźnie poprzecznej błon, w zależności od ich względnego stężenia w błonach 
modelowych można uzyskać stosując technikę monowarstw. W metodzie tej nano-
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si się na określoną powierzchnię wody odpowiednią ilość cząsteczek substancji 
lipidowej, a następnie przy pomocy przesuwalnej bariery zmniejsza się jednostajnie 
pole tej powierzchni mierząc równocześnie ciśnienie powierzchniowe jakie wywiera 
na ścianki naczynia monowarstwa badanego lipidu. Techniką tą można badać poje
dyncze związki jak również mieszaniny. Analizy wyników pomiarów uzyskanych tą 
techniką dla mieszanin PQ-9 —  MGDG i PQH2-9 —  MGDG dostarczyła informacji 
o procentowej zawartości tych związków w warstwie interfazowej (monowarstwa- 
woda) w zależności od ciśnienia powierzchniowego i procentowej zawartości 
PQ(H2)-9 w  monowarstwie [16] (rys. 3). Przy zwiększaniu ciśnienia powierzchnio
wego, od jego pewnej wartości następuje spadek zawartości PQ(H2)-9 w monowar-

Rys. 3. Procentowa zawartość PQ-9 (— ), PQH2-9 (------ ) i PQ-9 plus PQH2-9 (------) w monowarstwie
MGDG w zależności od ciśnienia powierzchniowego i zawartości PQ(H2)-9. Liczby oznaczają ułamek 
molowy PQ(H2)-9 w  mieszaninie z MGDG. W mieszaninie trójskładnikowej (Q) ułamki molowe PQ-9,
PQH2-9 i MGDG wynoszą odpowiednio 0,055 , 0,055 i 0,89; q (.......... ) oznacza teoretyczny przebieg
krzywej Q [16].

stwie połączony z wypychaniem tych związków do rejonów hydrofobowych mono- 
warstwy, odpowiadających wewnętrznej strefie błony modelowej. Zarówno dla PQ-9 
jak  i PQH2-9 daje się zauważyć zależność, że im mniejsza zawartość badanego 
związku w monowarstwie tym wyższe ciśnienia powierzchniowe wymagane są do 
jego usunięcia z granicy interfazy monowarstwa-woda. Ponadto PQH 2 -9, jako bar
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dziej polarny, wymaga znacznie wyższych ciśnień aby był usunięty w tym samym 
stopniu co PQ-9 (dla tego samego stężenia wyjściowego). Powyższe dane wskazują, 
że dla naturalnych zawartości PQH2-9 (ok. 1 mol%) [2] i ciśnień powierzchniowych 
(30-40 mN/m [28]) większość PQH2-9 lokalizowałaby się przy powierzchni błony 
podczas gdy większość cząsteczek PQ-9 znajdowałaby się w warstwie wewnętrznej 
dwu warstwy lipidowej. Ponadto porównanie krzywej teoretycznej dla mieszaniny 
trójskładnikowej PQ-9 —  PQH2-9 —  MGDG z krzywą doświadczalną wskazuje, że 
zawartość PQH2-9 w okolicach powierzchniowych monowarstwy maleje pod wpły
wem obecności formy utlenionej, co świadczy o oddziaływaniu tych dwóch związków 
w monowarstwie i pośrednio o możliwości udziału w tym procesie kompleksów char- 
ge-transfer między PQ-9 i PQH 2 -9.

Tabela 2. Procentowa zawartość PQH2-9 w fazie polarnej błon liposomów z lecytyny ja ja  (EYL) 
i lecytyny dwupalmitynowej (DPL) przy różnych stosunkach molowych fosfolipid/PQH2-9 (10, 
50, 100) [13].

M edium Zawartość PQ H 2-9  (%)
DPL 10 7
DPL 50 30
DPL 100 39
EYL 10 4
EYL 50 33
EYL 100 44

Chinony prenylowe wykazują fluorescencję własną w ultrafiolecie, przy czym 
wydajność tego procesu zależy od polamości ośrodka [13]. W łasność ta pozwala na 
ocenienie rozmieszczenia poprzecznego chinonów prenylowych w błonach modelo
wych. Zawartość PQH2-9 w warstwie polarnej liposomów zbudowanych z lecytyny 
z jaja i lecytyny dipalmitynowej zamieszczono w Tabeli 2. Jak widać z tabeli względ
na zawartość PQH2-9 w fazie polarnej rośnie ze zmniejszającą się zawartością chinolu 
w liposomach. Wyniki te są zgodne z danymi uzyskanymi z badań na monowarstwach 
[16]. M ała zawartość PQH2-9 w fazie polarnej zaobserwowana dla największego jego 
stężenia ( 1 0 mol%) związana jest prawdopodobnie z agregacją tego związku w bło
nach.

Zredukowana oraz utleniona forma PQ-9 wpływają w różnym stopniu na uporząd
kowanie łańcuchów lipidowych błon liposomów mierzone przez anizotropię fluore- 
scencji sond fluorescencyjnych, difenyl-heksatrienu (DPH) i trimetylamono-difenyl- 
heksatrienu (TMA-DPH). Pierwsza z tych sond lokalizuje się w warstwie hydrofobo
wej błony a druga bliżej powierzchni błony. Wzrost zawartości PQ-9 w liposomach, 
w granicach 1 -  1 0  mol%, powodował stopniowy wzrost uporządkowania łańcuchów 
lipidowych w obszarze mierzonym przez DPH jak również w nieco mniejszym stop
niu w rejonie lokalizacji TMA-DPH. Natomiast wpływ PQH2-9 na anizotropię obu

http://rcin.org.pl



96 J. KRUK, K. STRZAŁKA

sond fluorescencyjnych był wyraźnie mniejszy niż w przypadku PQ-9 [29]. Efekt ten 
jest o tyle ciekawy, że PQH2-9 który dla tego samego stężenia wyjściowego w błonie 
co PQ-9 powinien występować w większej ilości w fazie polarnej (rejon TMA-DPH), 
wywiera mniejszy wpływ na uporządkowanie łańcuchów lipidowych błony. Jeszcze 
większe różnice w zaburzeniu uporządkowania lipidów błon pomiędzy utlenioną 
a zredukowaną formą obserwowano w przypadku ubichinonów, szczególnie z krót
kim łańcuchem bocznym [29].

Tabela 3. Pseudo-pierw szorzędow e stałe szybkości reakcji PQH2-3 i PQH2-9 z DPPH  w różnych 
rozpuszczalnikach w zględem stałej dla a-tokoferolu w acetonie (k = 6,64 x 10'3 s '1) [12].

heksan metanol aceton octan etylu
a-tokoferol 11,4 6,2 1 , 0 1 , 0

PQH2-3 13,8 6,7 0,8 1,1
PQH2-9 13,2 13,1 0,8 1,1

W ykazano również, że PQH2-9 posiada własności antyutleniające zarówno w roz
puszczalnikach jak też w błonach modelowych. Stałe szybkości reakcji PQH2-3 
i PQH2-9 ze stabilnym wolnym rodnikiem l,l-difenyl-2-pikryl-hydraży 1 (DPPH), 
w rozpuszczalnikach o różnej polarności, w porównaniu z klasycznym antyutlenia- 
czem, a-tokoferolem  pokazane są w Tabeli 3. Jak widać oba plastochinole wykazują 
podobną lub nawet nieco większą aktywność niż a-tokoferol w badanej reakcji. 
PQH2-9 wbudowany w błony liposomów zbudowanych z lecytyny jajowej ulegał 
szybszemu utlenianiu niż a-tokoferol pod wpływem rodników hydroksylowych ge
nerowanych w czasie sonikacji liposomów [12], co świadczy o jego większej reak
tywności wobec tych rodników. W reakcji analogów plastochinolu, trimetylohydro- 
chinonu (TM QH2) i y-tokoferylochinolu (y-TQH2), związków o analogicznej do 
PQH2-9 budowie głowy polarnej, z syntetycznym podstawionym rodnikiem fenoksy- 
lowym, stałe szybkości reakcji tych związków w porównaniu do a-tokoferolu w roz
puszczalnikach organicznych wynosiły d laT M Q H 2 : 1,68 (etanol), 1,53 (eter dwue- 
tylowy), 2,38 (benzen), a dla y-TQH2: 2,85 (etanol), 2,53 (eter), 2,26 (benzen) i 3,92 
(heksan) [23]. Dane te wskazują na większą aktywność głowy PQH2-9 niż a-tokofe
rolu w badanej reakcji. W reakcji z rodnikiem a-tokoferoksylowym  w etanolu, czyli 
reakcji regeneracji a-tokoferolu, powyższe związki wykazywały także dość znaczną 
aktywność, nawet wyższą niż ubichinol-10; TM QH2 —  1,33 razy a y-TQH2 —  1,58 
razy [22]. Powyższe związki wykazywały również zdolność wygaszania tlenu single- 
towego i wynosiła ona w etanolu, w porównaniu do a-tokoferolu, dlaTM Q H 2— 0,56 
i dla y-TQH2 —  0,57 [21]. W reakcji hamowania peroksydacji lipidów indukowanej 
układem Fe - H20 2, PQH2-9 wykazywał podobny stopień aktywności jak a-toko
ferol, natomiast w fazie inicjacji powyższej reakcji, znacznie większa część PQH2-9 
niż a-tokoferolu ulegała utlenieniu pod wpływem rodników hydroksylowych produ
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kowanych w tej fazie peroksydacji [11]. Dane te wskazują, że cząsteczki plastochinolu 
mogą stanowić istotny element mechanizmów obronnych przed fotoutlenienianiem.

Z przedstawionych powyżej informacji na temat funkcji i mechanizmu działania 
plastochinonu wynika, że jego rola w błonach fotosyntetycznych nie ogranicza się 
jedynie do transportu elektronów i protonów. Związek ten wpływa modyfikująco na 
własności fizyczne błon oraz stanowi (po redukcji do plastochinolu) efektywny 
czynnik antyutleniający.
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